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blOlég ia editorial

4 . Predkladané dve jesenné Cisla Casopisu Bioldgia, Ekolégia a Chémia sa vydavaju z pri-

e ko I Og Ia lezitosti ukon€enia monitorovacieho obdobia projektu ,,Centrum excelentnosti pre vyu-
, . zitie informaénych biomakromolekul v prevencii ochoreni a pre zlepsenie kvality
Che m Ia zivota“ (ITMS 26240120003), ktory bol rieSeny v ramci Operaéného programu Vy-
skum a vyvoj (OP VaV) a podporovany z Eurépskeho fondu regionalneho rozvoja.

Vdaka tomuto operaénému programu (OP VaV) bola v rokoch 2007-2013 poskytovana
finanéna podpora na aktivity vyskumu a vyvoja a na infrastruktiru vysokych $kol. Z geo-

hﬁp://bech.fruni.sk/ grafického hladiska pokryva celé uzemie Slovenskej republiky.
ISSN 1338-1024 PredloZeny a v priebehu piatich rokoch monitorovany projekt vychadzal z analyzy priorit a
rocnik 21 potrieb vedeckého vyskumu vo svete, Eurdpskej Unie a z potencialu, ktory Univerzita
&islo 2 Komenského ako aj SAV v Bratislave predstavuje prostrednictvom excelentnych vedec-
2017 ko-vyskumnych pracovnikov, zanietenych vysokoSkolskych pedagégov, ako aj talentova-

nych Studentov z réznych stupriov vysokoskolského vzdelavania.

V suasnom obdobi je v rezorte Skolstva priam esencialne, aby vysokoskolska veda
a technika zahrhala podporované vyskumné aktivity verejnych vysokych skoél v
troch oblastiach: (a) prevadzku a rozvoj infrastruktury vysokoskolskej vedy a tech-
niky (vratane rezervy na podporu neplanovanych vedeckych aktivit verejnych
vysokych $kol v oblasti vedy a techniky) a umozinovala uchadzat’ sa o projekty z
Eurépskych strukturalnych fondov, (b) zakladny vyskum prostrednictvom vnutor-
ného grantového systému VEGA a APVV, (c) aplikovany vyskum v oblasti Skolstva,
pedagogiky a tvorivého a interpretaéného umenia prostrednictvom vnutorného
grantového systému KEGA. Takisto je nevyhnutné, aby vzdelavacie a vedecké institd-
cie na Slovensku v spolupraci s poprednymi vedecko-vyskumnymi a univerzitnymi praco-
viskami v Eurépe, ale aj v zamori ziskali prislusné ,,know-how“ v réznych oblastiach
vied o zivej prirode s ciefom aplikovat’ ich rozvoj a uplatnenie pomocou modernych in-
formaénych pristupov genomiky, proteomiky, bunkového inzinierstva a bioinformatiky
hlavne v medicine a biotechnolégiach, ako aj v priemyselnom inZinierstve.

V suhlase s uvedenou predstavou, bolo ambiciou projektu ,,Centrum excelentnosti pre
vyuzitie informaénych biomakromolekul v prevencii ochoreni a pre zlepSenie kvali-
ty zivota“ (ITMS 26240120003) polozit’ zaklady Spickového centra zameraného na
biomedicinsky vyskum a vzdelavanie v tejto oblasti na péde Prirodovedeckej fakul-
ty Univerzity Komenského, Lekarskej fakulty UK, Fakulty matematiky, fyziky a in-
* % K formatiky UK a Farmaceutickej fakulty UK a partnerskych pracovisk zo Slovenskej
S P akadémie vied (Virologicky ustav SAV a Ustav molekularnej biolégie SAV) v Brati-
Euréopska unia slave.

Eur6psky fond regionélneho rozvoja

Poslanim ,Centra excelentnosti na vyuzitie informacnych biomakromolekul na zlepSenie
kvality Zivota“ bolo zabezpedit, aby vzdelavanie a vyskum v prirodovednych oblastiach na
Slovensku sa mohol stat vyznamnou sucastou Eurdpskeho vyskumného a vzdelavacieho

\
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\,\'r ‘ \/\( Snahou autorov ¢lankov bolo pribliZit niektoré nové a zaujimavé poznatky, z r6znych ob-
. l"l.“l I lasti vied o Zivote aich aplikaciach v oblasti biomedicinskeho a biotechnologického vy-
< /g W ) skumu, Citatefom z radov Studentov i pedagogov vSetkych typov Skol.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Modelové mikroorganizmy ako ndstroj
pre odhal'ovanie univerzalnych
biologickych principov

Many fundamental principles governing basic cellular functions were
revealed using simple model microorganisms. A choice of a "correct"
microbe for curiosity-driven research of a given phenomenon combi-
ned with a hard work, collaboration, intuition, and serendipity resulted
in major discoveries with direct biomedical and technological implica-
tions.

Microorganisms, yeasts, telomeres, mitochondria

Anything found to be true of E. coli must also be true of
elephants®.
Jacques Monod

Phycomyces je jednobunkova mnohojadrova huba, kto-
ra ma niekolko vynimoénych senzorickych schopnosti.
Jej sporangioférum je schopné detegovat modré svetlo
s intenzitou 10® — 10" W/m? a odpovedat naii pozitiv-
nym fototropizmom. Vykazuje tieZz negativny geotropiz-
mus, jeho rast je stimulovany fyzickym natahovanim a
ma schopnost vyhybat sa pevnym objektom, ktoré su
umiestnené v jeho blizkosti. Fakt, Ze Phycomyces ma
tak Siroky repertoar reakcii na vonkajSie prostredie ilu-
struje relativne bohaty senzoricky svet tejto huby (Ber-
gman a kol., 1969). Zaroven to, Ze ide o jednobunkovy
organizmus navadza na jeho vyuzitie ako modelu pre
Studium detekcie, spracovania a interpretacie signalov,
ktorym su vystavené aj zlozitejSie organizmy. S touto
mys$lienkou priSiel pred viac ako 50 rokmi Max Delbrtick,
genialny fyzik, zakladatel tzv. fagovej Skoly, ktora za-
sadne prispela k odhaleniu z&kladnych principov mole-
kularnej genetiky platnych aj pre fudské bunky. VyuZil

'Friedmann (2004). Monodov vyrok je parafrazou starSieho
citatu (z roku 1926) holandského mikrobioléga Alberta Jana
Kluyvera: ,From the elephant to butyric acid bacterium — it is
all the same!”, metafora, ktora ilustrovala hlavny odkaz knihy
Die Einheit in der Biochemie, ktoru Kluyver v publikoval spolu
s Hendrickom Jeanom Louisom Donkerom; Kluyver & Donker
(1926).
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pritom princip (nazvany tiez Delbriickov princip), ze
prislusny fenomén je potrebné Studovat u najjedno-
duchSieho organizmu, u ktorého sa vyskytuje (Kovac,
2000). Na rozdiel od bakteriofagov sa viak Phycomyces
do ucebnic nedostala. Po Delbriickovej smrti zaujem o
vyuZzitie Phycomyces ako modelu pre Stadium senzoric-
kych funkcii na molekularnej urovni postupne upadol.
Dévodov mohlo byt niekolko. Mnohojadrovy charakter
sporangiofér komplikoval izolaciu mutantov; pomerne
zlozity zivotny cyklus spdsoboval problémy pri genetic-
kej analyze; hrubd bunkova stena odolavala vacsine
Cinidiel, ktoré boli vyuZivané pre cytologické experimen-
ty. Okrem toho, ani samotné Delbriickovo laboratérium
neprinieslo po&as 30 rokov Studia Ziadny zasadny ob-
jav, ktory by vyplyval z analyzy tejto fascinujicej huby a
ktory by na jej Studium motivoval dalSich fudi. Napriek
Delbriickovej genialite tak Phycomyces v shahe poro-
zumiet fungovaniu eukaryotickej bunky zohrala iba ved-
lajSiu rolu a hlavnua ulohu prebrali iné organizmy.

Ak bola (aspon zatial) Phycomyces sucastou kompar-
zu, tak jednoznaénou hviezdou eukaryotickej bioldgie je
kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Takmer kazdy
su€asny poznatok o eukaryotickej bunke priamo, alebo
nepriamo vyplynul zo &tudia tejto jednobunkovej asko-
myceéty. Kratka generana doba (~90 min), schopnost
vegetativneho rozmnoZovania v haplo- i diploidnej faze,
lahka indukcia meidzy, dobre definované pohlavia (pa-
rovacie typy), jednoduché kultivacné metdédy umoziiuju-
ce ziskat v kratkom c¢ase velké mnozZstvo buniek,
schopnost rast v pritomnosti i nepritomnosti kyslika
(Hall a Linder, 1993; Feldman, 2010). Tieto (i dalSie)
vlastnosti spolu s jej biotechnologickym vyznamom uro-
bili zo S. cerevisiae (puciaca, pivarenska kvasinka angl.
budding yeast, baker's yeast) jeden z najCastejSie vyu-
Zivanych modelov eukaryotickej bunky (Botstein a Fink,
1988; 2011). Vysledkom desiatok tisicok Studii r6znych
aspektov Zivota S. cerevisiae boli prelomové objavy
tykajuce sa intermediarneho metabolizmu, bioenergeti-
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ky, replikacie, rekombinacie a reparacie DNA, transkrip-
cie, translacie, sekrécie proteinov, mitochondrialnej
dedi¢nosti, membranového transportu, biogenézy
membranovych organel, regulacie bunkového cyklu, i
cytokinézy (Linder a kol., 2006). Okrem toho, takmer
vSetky technoldgie, ktoré su dnes vyuZivané pre analy-
zu eukaryotov (v€itane ¢loveka), boli prvykrat odskusa-
né a optimalizované u S. cerevisiae. Prvy plazmid, ktory
umoznil klonovanie a expresiu génov v eukaryotickej
bunke bol skon$truovany pre S. cerevisiae (Hinnen a
kol., 1978). Prvym kompletne osekvenovanym eukaryo-
ticky genédmom bol genédm S. cerevisiae (Goffeau a kol.,
1996). MikroCipové analyza transkriptomu, dnes uz ru-
tinne pouzivana technika, bola prvykrat uspesne testo-
vana u S. cerevisiae (Chu a kol., 1998). Prva celoge-
nomova zbierka deleénych mutantov, ktora umozriuje
systematicki analyzu funkcie vSetkych predikovanych
neesencialych génov, bola pripravena pre Saccharomy-
ces cerevisiae. Saccharomyces Genome Database
(SGD; ww.yeastgenome.org) je jednou z najlepSie spra-
vovanych databaz venovanych jednému organizmu aj
vdaka unikatnej komunite ,kvasinkarov®, ktori velmi
ochotne zdielaju material i napady a aktivhe komunikuju
na formalnych i neformalnych férach o réznych aspek-
toch biolégie. S istou (nie v8ak prehnanou) nadsazkou
sa da povedat, Ze to, o Escherichia coli a bakteriofagy
znamenali pre odhalenie zakladnych principov moleku-
larnej genetiky, znamenala S. cerevisiae pre nas su-
¢asny pohlad na eukaryotickd bunku.

So zovseobecfiovanim v8ak treba byt opatrny. Keby
platil Monodov vyrok univerzdlne, mali by nam E. coli a
S. cerevisiae stacit pre kompletny popis pro-, resp. eu-
karyotickej bunky a komparzistov typu Phycomyces by
nam stacCilo katalogizovat do taxonomickych skupin.
Ked ,vSetko, ¢o plati pre E. coli plati aj pre slona“, po-
tom by vSetko €o plati pre E. coli malo platit aj pre
ostatné baktérie. Keby to vSak tak bolo, Frederick Grif-
fith by neobjavil ,transformacny princip“ (Griffith, 1928) a
Avery, MacLeod a McCarthy by ho nasledne nemohli
identifikovat ako DNA (Avery a kol., 1944). E. coli totiz
nie je prirodzene kompetetna prijimat DNA z mimobun-
kového prostredia. Ak by Streptococcus pneumoniae
zdielal tuto vlastnost s E. coli, nebolo by mozné tieto
klasické experimenty uskutocnit. Podobne, ak by vset-
ko, o plati pre S. cerevisiae platilo pre vSetky eukaryo-
ty, potom by vlastnostami S. cerevisiae mali disponovat
minimalne ostatné askomycéty. Ked v8ak boli v dnes uz

klasickej praci porovnané zakladné bioenergetické
vlastnosti len u malej skupiny kvasiniek, zistilo sa, Ze sa
dramaticky odli$uju (Subik a kol., 1974a,b). Napriklad,
anaerobneho rastu, typickej vlastnosti S. cerevisiae, je
schopna iba mala frakcia druhov kvasiniek, ktoré sa
okrem toho dramaticky odliSuju v citlivosti na rézne inhi-
bitory €i v rychlosti respiracie a fermentacie. Pritom ta-
xondémia kvasiniek pozna takmer 1000 réznych druhov,
odliSujucich sa nielen v bioenergetickych, ale i cytolo-
gickych, morfologickych, ¢i fyziologickych charakteristi-
kach, v ktorych S. cerevisiae vbec nepripominaju.
NaSe sucasné vedomosti o fungovani buniek su sice
zaloZené na zlatych Standardoch E. coli a S. cerevisiae,
neznamena to viak, Ze ostatné organizmy su automa-
ticky odsudené na nezaujem biolégov. V skuto€nosti sa
prave tieto organizmy mdzu kvalifikovat do pozicie mo-
delov pre konkrétny biologicky fenomén (Obr. 1). Ci tu
Sancu maju sa da zistit odpovedou na otazku: Je tento
jav rovnaky ako u E. coli alebo S. cerevisiae? Ak je od-
poved ,Ano“, potom jeho analyza u iného organizmu
zrejme neprinesie zasadny vysledok. Ak je odpoved
.Nie“, potom bol odhaleny novy fenomén a organizmus,
u ktorého bol odhaleny, ma Sance dostat’ sa do svetla
reflektorov (Fink, 1988).

Peknym prikladom, ako modelovych mikroorganizmov
pomohli odhalit zasadné principy fenoménu délezitého
aj pre fudské zdravie, je pribeh objavovania mechaniz-
mov udrziavania integrity telomér, koncovych Struktar
linearnych molekul DNA. Vyznam tychto objavov ilustru-
je aj fakt, ze traja z hlavnych protagonistov tohto pribe-
hu sa venovali Stadiu telomér prave u eukaryotickych
mikroorganizmov, prvokov a kvasiniek. Vo svojej spo-
lo€nej reminiscencii publikovanej pri prileZitosti udelenia
Nobelovej ceny, Elizabeth Blackburnova, Carol Greide-
rova a Jack Szostak uvadzaju okrem iného Styri pod-
statné odkazy pre mladu generaciu biolégov (Blackburn
a kol., 2006). Po prve, je absolitne esencialne aktivne
komunikovat' s kolegami s rébznych oblasti vedy a snazit
sa Studiom ziskavat aspor CiastoCny prehfad o vSet-
kych oblastiach biolégie. Ako rastie 3pecializacia vo
vede, je stale pravdepodobnejSie, Ze jednotlivi vy-
skumnici ostanu zakukleni vo svojich velmi uzko zame-
ranych oblastiach. Velké problémy biolégie v8ak nemo-
Zu byt vyrieSené Studiom limitovaného aspektu daného
biologického systému, ale vyzaduju integraciu vSetkych
prirodnych vied.

Ich druhym odkazom je hodnota velmi riskantnych ex-
perimentov. Nebali testovat’ hypotézy, ktoré sa v danom
obdobi ukazovali ako uplne blaznivé. Pravdaze, vacsina
takychto riskantnych experimentov nefunguje, o méze
byt zdrojom znacnych frustracii. Ak sa vSak niektory z
takychto divokych napadov ukaze ako relevantny, méze
to viest k zasadnym objavom burajucim aktualne para-
digmy. Stratégia konformného vyskumu sice poskytuje
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komfort istych vysledkov, pravdepodobnost zaujimavé-
ho objavu je v8ak pri nej blizka nule.

Tretie pouc€enie spocdiva vo vyzname vyskumu, ktorého
hlavnou motivaciou je zvedavost a nie bezprostredna
aplikacia vysledkov. NasSe poznanie sveta je velmi roz-
drobené a neuplné a pokrok vo vyskume neprebieha

linedrnym spdsobom. Vaésina zasadnych objavov je
vysledkom nahodného pozorovania, ktoré zmeni nielen
pévodnu predstavu o danom fenoméne, ale €asto aj
hlavny smer vyskumu a mozné aplikacie su skor emer-
gentnym produktom, ako planovanou aktivitou.

Obr. 1: llustracie niektorych z mikroorganizmov, ktorych Studium prinieslo zasadné poznatky o fungovani buniek a ich
spolocenstiev. Obrazky nie su v rovnakej mierke. Zdroj: https://en.wikipedia.org

x"f

Phycomyces

Poslednym odkazom, ktory nas vedie na zaciatok tohto
textu, je fakt, ze nase znalosti o fungovani biologickych
systémov Casto pochadzaju z analyzy zdanlivo exotic-
kych, nesStandardnych, & nekonvenénych druhov orga-
nizmov. DAvod je jednoduchy: ,exotickost® daného bio-
logického druhu je len vysledkom $peciadlnych adaptécii
na konkrétne Zivotné prostredie. Okrem tychto adaptécii
vSak v8etky Zivé organizmy na Zemi funguju na rovna-
kom chemickom zaklade. Vysledkom biologickej evolu-
cie je obrovska diverzita organizmov, ktora vSak zaro-
ven ilustruje opakované vyuzivanie analogickych na-
strojov na rieSenie problémov, do ktorych sa nasi biolo-
gicki predchodcovia dostali (Kovag, 2000). Nielen o
telomérach, ale o mnohych fenoménoch suvisiacich s
ludskymi bunkami sme sa najviac dozvedeli na zaklade
Studia réznych, na prvy pohlad ,nezaujimavych® druhov
kvasiniek a prvokov. Napriklad Tetrahymena bol eSte v
polovici 1970-tych rokov rod, ktory poznala iba Uzka
skupina protistolégov. O niekolko rokov Studium jediné-
ho typu 20 kbp dlhej molekuly DNA tohto bic¢ikovca vie-
dol k dvom Nobelovym cenam (Blackburn a kol., 2006;
Cech, 1990). S rozvojom novych technoldgii sa zvysuju
Sance, Ze bioldgovia budu stale viac tazit z unikatnych
vlastnosti organizmov, ktoré este pred par rokmi z tech-
nickych dévodov neboli pristupné informativnym analy-
zam. Niektoré z tychto novych technolégii, napriklad

Saccharomyces cerevisiae Tetrahymena thermophila

CRISPR-Cas, je prave vysledkom studia problematiky,
ktora sa pred niekolkymi rokmi zdala byt pre mnohych
obskurna (Lander, 2016). Je mozné, ze Phycomyces,
alebo iné druhy mikroorganizmov, ktoré zatial Studuje
iba nepocetna skupina vyskumnikov (alebo nie su Stu-
dované vobec), na svoj velky nastup na scénu este len
Caka.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Genetika v medicine

Genetics was founded by G. Mendel in the 19th century. After redis-
covering his findings, it was noticed that some human disorders follo-
wed the same pattern as Mendel described in his work. That was the
beginning of the medical genetics or the use of genetic in medicine.
After a humble start, the field of medical genetics skyrocketed. This
short review aims to describe the beginning, the most common use,
current state, and future prospect of genetics in medicine.

Genetics, medicine, cytogenetics, pharmacogenemics, gene therapy

Za zakladatela genetiky je povazovany Gregor Mendel,
augustinsky mnich zijuci v 19. storoci v Brne. Venoval
sa krizeniu rastlin hrachu siateho. Pri svojich experi-
mentoch si v§imal rézne znaky, napr. farbu kvetov, vel-
kost' a tvar semien. Pozoroval, Ze znaky sa prenasaju
do dalSej generéacie v urcitych pravidelnych pomeroch
(Mendel 1866). Podla toho, ako ¢asto sa znaky v popu-
lacii potomkov objavovali, boli oznacené ako dominant-
né resp. recesivne. V tej dobe Mendel nevedel, ¢o
podmienuje prejav pozorovanych znakov. Pouzival ter-
min dedi¢né faktory. V sucasnosti vieme, Ze tymito fak-
tormi su gény, ktoré su zapisané v sekvencii DNA. Su-
bor pravidiel, ktoré Mendel vo svojej praci opisal, je
oznaCovany ako Mendelove zakony. Pojmy recesivny a
dominantny znak sa v genetike pouZivaju dodnes. Ako
v3ak suvisia Mendelove experimenty na hrachu s fud-
mi?

Pociatky vyuZivania genetiky v medicine siahaju na
zaciatok 20. storocia. Archibald Garrod, anglicky lekar,
pozoroval, Ze metabolické ochorenie alkaptonuria® pod-
lieha Mendelovym zakonom (Garrod 1902). Bola to jed-
na z prvych opisanych dediénych chordb. Za kratko boli
objavené dalSie ochorenia, ¢o tiez zodpovedali Mende-
lovym zakonom (albinizmus, brachydaktylia, hemofilia).

Alkoptonuria je dedi¢né ochorenie pri ktorom telo pacienta nie je
schopné metabolizovat aminokyseliny fenylalanin a tyrozin. Ide o
autozomalne recesivne ochorenie spdsobené mutaciou v géne HGD.
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AZ s nastupom populacnej genetikyz, bolo moZné tieto
poznatky pouZit v praxi. Na zaklade vyskytu ochorenia
je mozné predpovedat jeho incidenciu v ludskej popula-
cii, pripadne v rodine, kde sa ochorenie uz vyskytlo.
Zavratny rozkvet genetika zaZila v polovici 20. storoCia.
Bolo dokazané, Zze DNA je nositelkou genetickej infor-
macie (Hershey a Chase 1952), vytvara Struktdru dvoj-
zavitnice (Watson a Crick 1953) a je u ludi organizova-
na do 23 parov chromozomov (Tjio a Levan 1956). Pr-
vym geneticky podmienenym ochorenim, ktorého prici-
na bola objasnenad, bol Downov syndrom (Lejeune a kol.
1953). Ludia trpiaci Downovym syndromom vykazuju
abnormalny karyotyps. Ide o Ciastoénu alebo uplnu tri-
zémiu® 21. chromozému. Trizémia sa u ludi prejavuje
fyzickym a mentalnym postihnutim. Zmeny v DNA na
Urovni chromozoémov sa oznacuju ako chromozémové
aberacie. Chromozomovymi aberaciami sa zaobera
cytogenetika. NajCastejSie je mozné sa s cytogenetic-
kym vySetrenim stretnat pri prenatalnej diagnostike.
Cielom vysetrenia je zistit, ¢i je plod zdravy. Najpouzi-
vanejSou metddou je amniocentéza, pri ktorej sa odobe-
rie vzorka z amniovej tekutiny. V tej sa nachadzaju vol-
né bunky plodu, ktoré su nasledne pouzité na diagnosti-
ku. Priekopnickym bodom v prenatalnej diagnostike bol
objav buniek a volnej DNA plodu v krvnom rieCisku
matky. Mnozstvo biologického materialu plodu v krvi
matky je velmi malé. So suc€asnou technoldgiou je vSak
dostatoné pre ucely diagnostiky (prehladne spracova-
né v Vermeesch a kol. 2016).

Chromozémové aberacie su velmi zavaznymi zmenami.
Iba zopar ich je zluitefnych so Zivotom. Vacsina gene-
ticky podmienenych ochoreni je zapri¢inena zmenami
na urovni génu. Tie bolo mozné analyzovat az s obja-
venim technik sekvenovania DNA (Sanger a Coulson
1975, Maxam a Gilbert 1977). Dedi¢né zmeny DNA sa
nazyvaju mutacie. M6zu byt ré6zneho rozsahu. Od jed-
nonukleotidovych zamen, delécii a adicii, az po chro-
mozomové prestavby. Odhaduje sa, ze v bunke za je-

2Populaéna genetika sa zaobera genetickym zloZenim populacii a

vplyvmi, ktoré na toto zloZenie pdésobia. Priekopnikmi v populaénej
enetike boli Ronald A. Fisher, John B. S. Haldane a Sewall Wright.
Karyotyp je oznaenie suboru chromozémov jedinca.

“Trizémia je stav, pri ktorom sa v bunke nachadzaju tri kpie toho

istého chromozomu.
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den den déjde k poSkodeniu az 10 000 baz DNA (pre-
hladne spracované v Lindahl 1993). Zdroje posSkodenia
sa rozdeluju podla pévodu na interné a externé. Medzi
interné zdroje patria najmd metabolizmus bunky, repli-
kacia a oprava DNA a transkripcia. Medzi externé patria
toxické latky, ionizujuce a UV Ziarenie a virusy. Genoto-
xikoldgia je oblast genetiky, ktora sa zaobera skimanim
potencialnej toxicity latok na DNA.

Najvaésim milnikom v medicinskej genetike je stanove-
nie kompletnej sekvencie DNA fudského genémul. Pro-
jekt za€al v roku 1990 a bol dokonéeny v roku 2003
(International human genome sequencing consortium
2004). Odhalil, ze fudsky geném sa sklada z 3,2 giga-
baz a obsahuje priblizZne 20 000 génov kédujucich pro-
teiny. Toto Cislo tvori asi iba 3 % ludskej DNA. Na ¢o je
vS8ak dobré poznat sekvenciu celého gendmu? Porov-
navanim genomov ludi trpiacich ochorenim so Stan-
dardnym ludskym genémom je mozné odhalit zmeny v
DNA, ktoré mézu spbsobovat, pripadne zvySovat riziko
vyskytu ochorenia. Porovnavacia genetika sa stala vel-
mi silnym nastrojom pri analyze DNA. Jednym z prikla-
dov su velké gendmové asociacné Studie. V tychto Stu-
dia¢h sa porovnava DNA velkého poctu fudi s cielom
identifikovat varianty DNA asociované s ochorenim
(Stranger a kol. 2011). Pred zacatim projektu sekveno-
vania fudského genému bolo znamych menej ako 100
génov asociovanych s ludskymi ochoreniami. V sucas-
nosti je ich identifikovanych viac nez 2850. Pritomnost
génu, alebo iného DNA markera asociovaného s ocho-
renim, nemusi ultimatne viest k prejaveniu ochorenia.
Pritomnost tychto markerov by sa vSak nemala brat na
lahku vahu. Odporuéené su CastejSie navstevy lekarov
kvoli zvy8enému riziku vyskytu ochorenia. Odhadom
rizika vyskytu geneticky podmienenych ochoreni sa
zaobera prediktivna genetika. Najznamejsie je jej vyuzi-
tie pri ochoreniach zasahujucich metabolizmus, srdco-
vo-cievny systém a pri rakovine. U rakoviny su konkrét-
nym prikladom gény BRCA1 a BRCA2 (BReast CAn-
cer). Bolo dokazané, ze niektoré ich varianty vyrazne
zvySuju riziko rakoviny prsnika a rakoviny vajecnikov
(King a kol. 2003).

Medzi fTudmi je znaéna variabilita. Plati to aj pre ich gé-
nové zloZenie, ktoré vplyva na odpoved organizmu na
podavanu lie€bu. Vdaka znalosti ludského genému bolo
mozné odhalit’ faktory, ktoré ovplyviuju reakciu tela na
lieky. Jednym z prikladov je gén TPMT, ktorého produkt
metabolizuje lieCiva merkaptopurin a azatioprin. Tieto
lieCiva sa pouzivaju ako imunosupresiva pri lieCeni ne-
opléziiz. U pacientov s nefunkénymi alelami génu TPMT
sa po podani spominanych lie€iv hromadia cytotoxické

'Genom predstavuje kompletnu genetickli vybavu bunky alebo
organizmu.

2Pojem neoplazia sa pouziva na oznac¢enie nového abnormalneho
rastu tkaniva.

tioguaninové nukleotidy (TGN). Tie by boli u ludi so
Standardnym génom TPMT konvergované na ich inak-
tivnu formu. Vysoka koncentracia TGN vedie k zavaznej
potencialne Zivot ohrozujucej toxicite (Evans a kol.
2001). Tym, ako gény vplyvaju na odpoved organizmu
na lie€bu, sa zaobera farmakogenomika. Je to relativne
nova oblast Studia, ktorej ciefom je vyvin efektivnych,
bezpecnych lietiv, ktorych davky su usité na mieru pa-
cienta. Gény, na ktoré sa farmakogenomika zameriava,
spadaju zvacsa do kategorie kédujucich enzymy meta-
bolizujuce lie€iva a bunkové transportéry (prehladne
spracované v Evans a Relling 2004).

KontroverznejSie vyuZitie genetiky je v oblasti asistova-
nej reprodukcie. Je to oblast, ktord sa eSte len vyvija,
ale uz bol zaznamenany konkrétny pripad. ISlo o tzv.
dieta troch rodi¢ov (Hamzelou 2016). Par chcel pocat
dieta, ale matka bola nositelkou génu pre zavazné neu-
rologické ochorenie Leighov syndrém. Tento gén bol
lokalizovany na mitochondrialnej DNA matky. Pri oplod-
neni sa mitochondrie zo spermie nedostavaju do vajic-
ka. To znamena, Ze embryo zdedi mitochondrie vy-
hradne od matky. V uvedenom pripade mitochondrie s
mutovanou DNA. Takéto dieta zomiera zvac3a kratko
po narodeni. Po dvoch neuspeSnych pokusoch sa par
rozhodol poziadat’ lekarov o pomoc. Cielom bolo nahra-
dit nefunk&né mitochondrie novymi od darcu. Lekari
najprv odobrali jadro z vajicka darcu, ktoré obsahovalo
funk&né mitochondrie (Zhang a kol. 2016). Takéto vajic-
ko bolo pripravené prijat nové jadro. Po implantacii jad-
ra matky do vajicka s funk&nymi mitochondriami, bolo
toto vajicko oplodnené otcovskou spermiou a prenese-
né do matky, kde sa oplodnené vajicko vyvijalo na em-
bryo. 6. aprila 2016 sa paru narodil chlapec, ktory nevy-
kazoval Ziadnu stopu po ochoreni. Tento chlapec ma 23
chromozémov od matky, 23 chromozémov od otca a
mitochondrialnu DNA od darcu, teda tretej osoby. Chla-
pec bude musiet byt eSte dlho pod odbornym dohla-
dom, kvOli nepredvidatefnym nasledkom takéhoto za-
sahu. Kazdopadne, je to velky uspech pre oblast asis-
tovanej reprodukcie a Sanca pre fudi, ktori nem6zu mat’
deti. Na druhej strane, ozvala sa silnd vina kritiky proti
podobnym zasahom. Je nutné vytyc€it si hranicu, ¢o je
eSte pripustné a €o uz je za hranicou etiky.

Dosial uvedené priklady vyuZitia genetiky v medicine
predstavovali diagnostiku a prevenciu geneticky pod-
mienenych ochoreni, spravne davkovanie lieCiv a pri-
klad vyuzitia v asistovanej reprodukcii. Je vS§ak mozné
odstranit pric¢inu? Inak povedané, robit presné zasahy
do gendmu vyvijajuceho sa alebo dokonca dospelého
organizmu?

Uz dihSie je zname, Ze niektoré skupiny virusov su
schopné vélenovat svoju DNA do genému hostitela. Ide
o retrovirusy, adenovirusy, herpex simplex virus a dal-
Sie. Virusova Castica sa sklada z nukleovej kyseliny a
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proteinového obalu, kapsidu. Nukleové kyseliny virusov,
DNA alebo RNA, mézu byt v jednovlaknovej ale aj dvoj-
vlaknovej forme. Tuto nukleovu kyselinu je mozné v
laboratérnych podmienkach zamenit’ inou, a tak docielit
to, Ze virus bude vkladat do gendmu cudziu DNA. Tym-
to spbdsobom je mozné vlozit nahradny gén, alebo opra-
vit gén s mutaciou.

Za prvu klinicku skusku génovej terapie je povazovana
Studia vplyvu geneticky modifikovanych tumor infiltruju-
cich lymfocytov (TIL) (Rosenberg a kol. 1990). TIL su
schopné invadovat’ do pevnych tumorov, kde maju lytic-
ku aktivitu. Tymto spdsobom méZu vyrazne pomoct
pacientom s pokrocilym melandmom. Do genému TIL
bol pridany gén podmiefiujici rezistenciu voc€i antibiotiku
neomycin. Tento gén sluzil ako marker pre sledovanie
priebehu terapie. Modifikované TIL boli nasledne trans-
plantované do tela pacienta. Studia sa ukazala ako
uspesna. Modifikované TIL boli najdené v tumorovych
loziskach aj dva mesiace po podani. V tomto pripade
boli bunky modifikované mimo fudského tela, a potom
boli transplantované spat. Tento pristup sa oznacluje
ako ex vivo. Ten je vyuZivany pri modifikacii hematopo-
etickych kmefovych buniek a lymfocytov.

Prikladom génovej terapie ochorenia podmieneného
jednym génom je B-talasémia. B-talasémie su skupinou
ochoreni, ktoré su charakterizované zniZzenou, alebo
absentujucou produkciou B-retazcov hemoglobinu. Su
zname dve formy B-talasémie, minor a major. Ludia
trpiaci B-talasémiou major nevytvaraju ziadne B-retazce
hemoglobinu, ¢o vedie k defektnej tvorbe Cervenych
krviniek a k zavaznym anémiam. Preto, pacienti s B-
talasémiou potrebuju Casté transplantacie krvi a kontroly
mnoZzstva Zeleza. Vo svete v su€asnosti prebiehaju kli-
nické skusky, v ktorych boli pacientom s B-talasémiou
major odobrané hematopoetické bunky. Tieto bunky boli
infikované virusovym vektorom nesucim spravnu verziu
postihnutého génu. Nasledne boli modifikované kmenio-
vé bunky transplantované do pacientov, ktorym pomo-
cou chemoterapie boli odstranené chybné hematopoe-
tické zarodocné bunky. Pacient, ktorému bola podana
génova terapia, sa po 33 mesiacoch stal nezavislym na
krvnych transfiziach (Cavazzana-Calvo a kol. 2010). To
znamena, Ze jeho geneticky modifikované hematopoe-
tické zarodocné bunky sa v jeho tele uchytili a zacali
produkovat krvné bunky.

V génovej terapii sa vyuziva aj pristup in vivo. V tomto
pripade sa bunky, ktoré maju byt modifikované, nacha-
dzaju v tele pacienta. NajCastejSimi cielmi su bunky
pecene a sietnice oka. Virus AAV Specificky zasahuje
pecerfiové bunky. V pilotnej Studii bol pacientom s he-
mofiliou B podany virus AAV, ktory vo svojej DNA ob-
sahoval gén pre koagulaény faktor IX. Prave ten je po-

"Hematopoetické kmefiové bunky st bunky, z ktorych sa diferencuiju
ostatné krvné bunky procesom hematopoézie.

Skodeny u pacientov s hemofiliou B. Po zacieleni virusu
do peCene bola pozorovana expresia koagulaéného
faktora IX (Nathwani a kol. 2014). Expresia bola dosta-
to€na na to, aby pacientom zmiernila priebeh ochorenia.
Génova terapia je este len v plienkach. No uz teraz je
jasné, Zze ma obrovsky potencial do budicna. llustruje to
aj fakt, ze do roku 2012 bolo uskutoénenych 1 800 Kli-
nickych skusok génovej terapie (prehladne spracované
v Ginn a kol. 2013). Cielom génovej terapie su hlavne
gény asociované s rakovinou, so srdcovo cievnymi
ochoreniami a s ochoreniami podmienenymi jednym
génom. Génova terapia ma vSak aj svoju negativnu
stranku. Rizikom je zlé zacielenie DNA, pri ktorom moze
dojst’ k poskodeniu funk&ne dbleZitého useku. S tym je
spojené riziko vzniku rakoviny. Dal§im vyznamnym rizi-
kom je zla imunitnd odpoved organizmu na génovu te-
rapiu. V sucasnosti sa vyvijaju nové bezpecnejsie viru-
sové vektory a alternativne spdsoby dopravy DNA, kto-
ré nevyzaduju pouzitie virusov.

Od prvého vyuzitia genetiky v medicine uplynulo pribliz-
ne sto rokov. Za ten ¢as genetika pokrocila o nesmierny
kus dopredu. Je nedocenitelna pri diagnostike a odhade
rizika geneticky podmienenych ochoreni. V kratkej bu-
ducnosti sa vdaka znalosti génového zloZenia pacienta
stane realitou podavanie liekov na mieru. Pomocou
asistovanej reprodukcie genetika dava Sancu parom,
ktoré nem6zu mat deti. Najvacsi potencial sa vSak
skryva v génovej terapii. Jej pomocou je mozné perma-
nentne zmenit genetickd informaciu jedinca, a tak od-
stranit pri€inu ochorenia. Mnohé z uvedenych prikladov
su este len na zaciatku a je iba otazkou Casu, kedy sa
stanu suéast'ou nasho kazdodenného Zivota.

CAVAZZANA-CALVO, M.; PAYEN, E.; NEGRE, O.; WANG,
G.; HEHIR, K.; FUSIL, F.; DOWN, J.; DENARO, M.; BRADY,
T.; WESTERMAN, K.; CAVALLESCO, R.; GILLET-LEGRAND,
B.; CACCAVELLLI, L.; SGARRA, R.; MAOUCHE-CHRETIEN,
L.; BERNAUDIN, F.; GIROT, R.; DORAZIO, R.; MULDER, G,;
POLACK, A.; BANK, A.;SOULIER, J.; LARGHERO, J.;
KABBARA, N.; DALLE, B.; GOURMEL, B.; SOCIE, G.;
CHRETIEN, S.; CARTIER, N.; AUBOURG, P.; FISCHER, A.;
CORNETTA, K.; GALACTEROS, F.; BEUZARD, Y ;
GLUCKMAN, E.; BUSHMAN, F.; HACEIN-BEY-ABINA, S;
LEBOULCH, P. Transfusion independence and HMGA2 acti-
vation after gene therapy of human B-thalassaemia. In: Natu-
re. 467, 7313, 2010, pp. 318 - 323.

EVANS, W. E.; HON, Y. Y.; BOMGAARS, L.; COUTRE, S.;
HOLDSWORTH, M.; JANCO, R.; KALWINSKY, D.; KELLER,
F.; KHATIB, Z.; MARGOLIN, J.; MURRAY, J. Preponderance
of thiopurine S-methyltransferase deficiency and heterozygosi-
ty among patients intolerant to mercaptopurine or azathiopri-
ne. In: Journal of Clinical Oncology. 19, 8, 2001, pp. 2293 -
2301.

Cislo 2, 2017, rocnik 21
ISSN 1338-1024

bioldgia ekoldgia chémia
http://bech.truni.sk/



EVANS, W. E.; RELLING, M. V. Moving towards individualized
medicine with pharmacogenomics. In: Nature. 429, 6990,
2004, pp. 464 - 468.

GARROD, A. The incidence of alkaptonuria: a study in chemi-
cal individuality. In: The Lancet. vol Il, 1902, pp. 1616 - 1620.

GINN, S. L.; ALEXANDER, I. E.; EDELSTEIN, M. L.; ABEDI,
M. R.; WIXON, J. Gene therapy clinical trials worldwide to
2012-an update. In: The journal of gene medicine. 15, 2,
2013, pp. 65 - 77.

HAMZELOU, J. Exclusive: World’s first baby born with new “3
parent” technique. In: New Scientist. 27, 2016.

HESHEY, A. D.; CHASE, M. Independent functions of viral
protein and nucleic acid in growth of bacteriophage. In: The
Journal of general physiology. 36, 1, 1952, pp. 39 - 56.

INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING
CONSORTIUM. Finishing the euchromatic sequence of the
human genome. In: Nature. 431, 7011, 2004, pp. 931 - 945.

KING, M. C.; MARKS, J. H.; MANDELL, J. B. Breast and ova-
rian cancer risks due to inherited mutations in BRCA1 and
BRCAZ2. In: Science. 302, 5645, 2003, pp. 643 - 646.

LEJEUNE, J.; GAUTIER, M.; TURPIN, R. Les chromosomes
humains en culture de tissus. In: CR Acad. Sci.(Paris). 249,
1959, pp.602 - 603.

LINDAHL, T. Instability and decay of the primary structure of
DNA. In: Nature. 362, 6422, 1993, pp. 709 - 715.

MAXAM, A. M.; GILBERT, W. A new method for sequencing
DNA. In: Proceedings of the National Academy of Sciences.
74,2,1977, pp. 560 - 564.

MENDEL, J. G. Versuche Uber Pflanzenhybriden.
In: Verhandlungen des naturforschenden Vereines in Briinn,
Bd. IV fir das Jahr, 1865, pp. 3 — 47.

NATHWANI, A. C.; REISS, U. M.; TUDDENHAM, E. G.;
ROSALES, C.; CHOWDARY, P.; MCINTOSH, J.; DELLA
PERUTA, M.; LHERITEAU, E.; PATEL, N.; RAJ, D,;
RIDDELL, A.; PIE, J.; RANGARAJAN, S.; BEVAN, D.;
RECHT, M.; SHEN, Y.-M.; HALKA, K. G.; BASNER-
TSCHAKARJAN, E.; MINGOZZI, F.; HIGH, K. A.; ALLAY, J.;
KAY, M. A.;; NG, C.Y.C.,; ZHOU, J.; CANCIO, M
MORTON, C. L.; GRAY, J. T.; SRIVASTAVA, D.; NIENHUIS,
A. W.; DAVIDOFF, A. M. Long-term safety and efficacy of
factor IX gene therapy in hemophilia B. In: The New England
Journal of Medicine. 371, 2014, pp. 1994 - 2004.

ROSENBERG, S. A.; AEBERSOLD, P.; CORNETTA, K;
KASID, A.; MORGAN, R. A;; MOEN, R.; KARSON, E. M.,
LOTZE, M. T.; YANG, J. C.; TOPALIAN, S. L.; MERINO, M. J.

Gene transfer into humans-immunotherapy of patients with
advanced melanoma, using tumor-infiltrating lymphocytes
modified by retroviral gene transduction. In: New England
Journal of Medicine. 323, 9, 1990, pp. 570 - 578.

SANGER, F.; COULSON, A. R. A rapid method for determi-
ning sequences in DNA by primed synthesis with DNA poly-
merase. In: Journal of molecular biology. 94, 3, 1975, pp. 441
- 448.

STRANGLER, B. E.; STAHL, E. A.; RAJ, T. Progress and
promise of genome-wide association studies for human com-
plex trait genetics. In: Genetics. 187, 2, 2011, pp. 367 - 383.

TJIO J. H.; LEVAN, A. The chromosome number of man. In:
Hereditas. vol. 42, 1956, pp. 1-6.

VERMEESH, J. R.; VOET, T.; DEVRIENDT, K. Prenatal and
pre-implantation genetic diagnosis. In: Nature Reviews Gene-
tics. 17, 10, 2016, pp. 643 - 656.

WATSON, J. D.; CRICK, F. H. C. A structure for deoxyribose
nucleic acid. In: Nature. 171, 1953, pp. 737 — 738.

ZHANG, J.; LIU, H.; LUO, S.; CHAVEZ-BADIOLA, A.; LIU, Z,;
MUNNE, S.; KONSTANTIDINIS, M.; WELLS, D.; HUANG, T.
First live birth using human oocytes reconstituted by spindle
nuclear transfer for mitochondrial DNA mutation causing Leigh
syndrome. In: Fertility and Sterility. 106, 3, 2016. pp. €375 -
e376.

Publikacie uverejnené v ¢asopise BECH 2017 boli vytvorené v ramci
realizacie a ukoncenia projektu ,Centrum excelentnosti pre vyuZitie
informaénych biomakromolekul v prevencii ochoreni a pre zlepsenie
kvality Zivota®, (ITMS kéd: 26240120003) na zaklade podpory operac-
ného programu Vyskum a Vyvoj financovaného z Eurépskeho fondu
regionalneho rozvoja.

Agentura
Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR

BN pre strukturalne fondy EU
Y 4 \,\( Wil

S 11 @] 5

st ¥
Sl

Operaény program A

\ 1 VVSKUMaVYVoJ s

Eurépska tnia \ -
P Ty x

Eurépsky fond regionélneho rozvoja

bioldgia ekoldgia chémia
http://bech.truni.sk/

Cislo 2, 2017, ro¢nik 21
ISSN 1338-1024



ZAUJIMAVOSTI VEDY

Cytoplazmatickd membrdna

a jej fluidita

The article shows the effect of cytoplasmic cell membrane composi-
tion on membrane fluidity. It also highlights the role of membrane
fluidity and discusses the possibilities of its evaluation.

Membrane, fluidity

Biologickd membrana umoziuje existenciu Zivota ako
ho pozname. Tvori semipermeabilnd bariéru medzi
bunkou (resp. organelou) a vonkaj$im prostredim, ¢im
umozniuje komunikaciu bunky s okolitym prostredim a
tym kontroluje zloZenie bunky. Pojem biologicka mem-
brana zahffia jednak cytoplazmaticku (bunkovd mem-
branu), ako aj membrany jednotlivych organel (ako na-
priklad endoplazmatického retikula, obalu jadra, Golgiho
apartatu ¢i mitochondrii). Cytoplazmaticka (bunkova)
membrana sluZi ako bariéra oddefujuca vnutorné pro-
stredie bunky od okolia, a preto jej funkény stav je roz-
hodujucim faktorom pre prezitie bunky. Je dblezitou
bunkovou Struktirou, na ktorej sa odohravaju mnohé
signalizaéné, biochemické a metabolické procesy vyza-
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dujuce kontrolované prostredie. Vlastnosti membrany
zavisia najma od jej zloZenia a je preto prirodzené, Ze si
bunky zloZenie svojej membrany prisne reguluju. Zaro-
ven je vSak aj ciefovou Struktirou pre mnohé lie€iva
vyuzivané v terapii patologickych stavov aaj mnohé
mechanizmy ich U¢inku suvisia prave s cytoplazmatic-
kou membranou a jej fyzikalnymi vlastnostami. Medzi
vyznamné fyzikalne vlastnosti patri membranova fluidi-
ta.

Cytoplazmaticka membrana je dvojvrstva lipidovych
molekul, priblizne 5 nm Siroka, ktora oddefuje vnutorné
prostredie bunky od vonkajSieho. DéleZita je preto regu-
lacia jej zloZenia, ktora sluzi ako odpoved na zmeny
teploty, pH a dalSich faktorov. Je dlho zname, Ze okrem
funkcie selektivnej bariéry, biologické membrany zohra-
vaju fundamentalnu rolu pri plneni fyziologickych uloh.
Vacsina biochemickych a biofyzikalnych procesov v
bunke sa odohrava na membrane. Typicka membrana
sa sklada z lipidov, ktoré tvoria jej zakladnu Strukturu,
bielkovin, ktoré tvoria transportné mechanizmy, a sa-
charidov, ktoré tvoria rozpoznavacie molekuly (Obr. 1).

Obr. 1: Struktira bunkovej membrany (upravené podfa Karp 2010)
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Lipidové zlozky membrany su najma fosfolipidy, sfingo-
lipidy a steroly. Prevahu maju fosfolipidy, skladajuce sa
z hydrofilnej €asti napojenej prostrednictvom fosfatovej
skupiny na hydrofébne retazce mastnych kyselin. Mole-
kuly s takymto usporiadanim, hydrofilnou aj hydroféb-
nou Castou, sa nazyvaju amfipatické (Alberts et al.
1998). Podobne aj steroly a glykolipidy, ktoré sa tiez
nachadzaju v membranach, maju tato vlastnost. Vytva-
ranie lipidovych dvojvrstiev vo vodnom prostredi je na-
sledok prave amfipatického charakteru lipidovych mole-
kal. Hydrofilné Casti sa natacaju smerom do vodného
prostredia, zatial o hydrofébne retazce su orientované
k sebe vo vnutri membrany. Takéto usporiadanie je pre
obidve Casti z energetického hladiska najvyhodnejSie.
Toto spravanie zaroven zabezpecuje dvojvrstve samo-
zacelovaciu schopnost v pripade vytvorenia trhliny —
kazda trhlina tvori volné rozhranie s vodou, ¢o je ener-
geticky nevyhodné, a preto sa molekuly dvojvrstvy sa-
movolne preusporaduvaju, aby volné rozhranie odstra-
nili. NemoZnost vytvarat volné rozhrania ma u dvojvrs-
tvy koneénych rozmerov za nasledok vytvaranie hranic-
nych pléch okolo uzavretého priestoru, ¢o je podmieriu-
juci faktor pri tvoreni bunky (Alberts et al. 1998).

Okrem lipidov, vyznamnua ulohu v cytoplazmatickej
membrane zohravaju aj proteiny, ktoré sa podielaju na
selektivnom transporte, enzymatickej aktivite a imunit-
nych procesoch. VSeobecne prijimany model membra-
novej Struktury je tzv. model tekutej mozaiky, ktory opi-
suje membranu ako ,more lipidov, v ktorom plavaju pro-

teiny“. Tieto mézu byt bud viazané na povrch membra-
ny (periférne proteiny), alebo su viazané su€asne na
hydrofébne vnutro aj na polarny povrch (integralne pro-
teiny) (Bittman 1997). V porovnani s lipidovou dvojvrs-
tvou su, vo vieobecnosti, proteiny malo stlacitelné, za-
beraju objem asi 50 — 100 fosfolipidov. Predpoklada sa,
ze tepelny pohyb lipidov v blizkosti proteinov je znacne
brzdeny a je spojeny s lokalnym narastom v mikrovisko-
zite. Rozsah tohto efektu klesa s narastajucou vzdiale-
nostou od proteinu, a preto by celkovy efekt na lipidovu
mikroviskozitu mal narastat’ s pribudajucim po¢tom pro-
teinov v membrane (Shinitzki 1984).

Lipidy tvoria zaklad Struktury membrany, preto je ich
ZloZenie prisne regulované. V membrane sa nachadza-
ju rozne typy lipidov, pricom vSetky musia mat amfipa-
ticka Struktaru. Existuju tri hlavné druhy lipidov v mem-
branach: fosfolipidy, sfingolipidy a steroly. Fosfolipidy
obsahuju naviazané dve karboxylové kyseliny. Za fosfa-
tovou skupinou maju naviazany bud cholin, etanolamin,
serin alebo inozitol. Sfingolipidy sa skladaju zo sfingozi-
nu a naviazanej karboxylovej kyseliny. Steroly su orien-
tované malou hydroxylovou skupinou k povrchu mem-
brany a zvySok molekuly smeruje do vnutra dvojvrstvy
(Karp 2010). V Tabulke 1 uvadzame priklady lipidového
ZloZenia vybranych membran.

Tab. 1: Lipidové zloZzenie vybranych membran (upravené podfa Karp 2010)

Lipid Ludsky erytrocyt Ludsky myelin Mitochondria zo srdca kravy E. coli
Kyselina fosfatidova 15 0,5 0 0
Fosfatidylcholin 19 10 39 0
Fosfatidyletanolamin 18 20 27 65
Fosfatidylglycerol 0 0 0 18
Fosfatidylserin 8,5 8,5 0,5 0
Kardiolipin 0 0 22,5 12
Sfingomyelin 175 8,5 0

Glykolipidy 10 26 0

Cholesterol 25 26 3

V tabulke su uvedené percenta z celkovej hmotnosti lipidov.

Membranova fluidita predstavuje vlastnost membrany
spravat’ sa ako dvojrozmerna tekutina, o znamena, Ze
v ramci dvojvrstvy sa mézu lipidy pohybovat a vymienat
si svoje miesta. Tzv. model tekutej mozaiky zdérazriuje
fluiditu daného usporiadania — molekuly lipidov maju
znacnu volnost pohybovat’ sa lateralne, rotovat a pre-
klapat sa (Obr. 2). Tieto vymeny vedu k rychlej difuzii v
ramci roviny membrany. Lateralna difuzia je pohyb mo-

lekul, kedy si fosfolipidy vymienaju miesta so susednymi
molekulami v rdmci roviny monovrstvy. Pri rotacii do-
chadza k rychlemu otacaniu molekuly okolo svojej po-
zdiZznej osi. Pri preklapani (angl. flip-flop) dochadza ku
prechodu molekuly z jedenej monovrstvy do druhej.
Zatial ¢o lateralna difuzia a rotacia su bezné tepelné
pohyby, ktoré umoznuju rychlu vymenu lipidov na po-
vrchu bunky, preklapanie je pomerne zriedkavé a vyza-
duje si pritomnost urcitych proteinov (Alberts et al.
1998).
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Obr. 2: Pohyblivost’ fosfolipidov
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Skuto€nost, ze sa molekuly mézu volne pohybovat v
rovine membrany, z nej vytvara dvojrozmernu tekutinu.
Stupen tekutosti, teda lahkost s akou sa mézu molekuly
v membrane pohybovat, je urlujiuci pre funkénost
membrany a musi byt udrZiavany v nalezitych hrani-
ciach (Alberts et al. 1998). Fluiditu membrany ovplyviiu-
ju rézne faktory. Jednak je to lipidové zloZzenie membra-
ny, ale napriklad aj teplota.

Vo vSeobecnosti plati, Zze kratke a rozvetvené retazce,
pritomnost dvojitych vazieb a vysoka polarita hydrofilnej
Casti molekul, tekutost membrany zvySuju (Lakowicz
2006). Kazda dvojita vazba v nenasytenom retazci vy-
tvara nepravidelnost, ktora staZuje prikladanie jedného
retazca k druhému. Preto membrany s vysokym obsa-
hom nenasytenych uhlovodikovych retazcov maju vys-
Siu tekutost ako tie s menSim poctom (Alberts et al.
1998). Uvedenie cis-dvojitej vazby do acylového retaz-
ca fosfolipidu zvySuje vo vyznamnej miere jeho Specific-
ky objem, €o sa prejavi v znizeni viskozity prostredia.
Dvojita vazba ma najvyraznejsi efekt, ked je situovana v
plne saturovanom retazci. Uvedenie druhej dvojitej vaz-
by do retazca ma uz omnoho mensi vplyv na zniZzova-
nie viskozity. Pri vySSich stupfioch saturacie sa tento
efekt stdva postupne menej vyrazny (Shinitzki 1984).
Stupeni nenasytenia acylového retazca fosfolipidov je
do znaénej miery uréeny na urovni membranovej bioge-
nézy, ked v procese biosyntézy fosfolipidov dochadza k
selekcii vhodnych mastnych kyselin. Specidlne intrace-
lularne enzymy (desaturazy) su schopné upravovat
podet nenasytenych vazieb a dizku retazcov v mast-
nych kyselinach, ktoré ma bunka k dispozicii (Shinitzki
1984). Bunky, ktoré sa musia prispdsobovat meniacim
sa teplothym podmienkam, maju schopnost regulovat
tekutost' svojej membrany takymto nastavovanim dizky
a nasytenia uhfovodikovych retazcov. Napriklad pri
vysokych teplotach bunka produkuje dlhSie retazce s
mensim poc¢tom dvojitych vazieb (Alberts et al. 1998).
Vplyv cholesterolu, ale aj inych sterolov, je zlozitejsi. Za
fyziologickych podmienok vystupuje cholesterol ako
hlavny ,stuzova¢“ v prirodzenych membranach. Jeho

vplyv sa prejavuje v celkovom naraste mikroviskozity a
usporiadanosti lipidov v dvojvrstve. Je v8ak nutné po-
znamenat, Ze zavisi od aktuélnej teploty a tzv. teploty
fazoveého prechodu Ty,. Tato teplota vyjadruje hranicu,
pod ktorou sa lipid nachadza v krystalickom stave a nad
ktorou sa nachadza v tekutokrystalickom, resp. tekutom
stave. Ak je aktualna teplota nizSia ako Tg,, bude cho-
lesterol tekutost membrany zvySovat, pretoze jeho
aromaticka Struktdra nariSa pravidelné usporiadanie
retazcov karboxylovych kyselin fosfolipidov. Naopak, ak
je teplota vyssSia ako Ty, cholesterol zapadne do medzi-
er medzi molekulami a stabilizuje tak vrstvu, v ktorej sa
nachadza. Cholesterol nad teplotou fazového prechodu
zniZuje tekutost membrany.

Vplyv proteinov na lipidovd dynamiku je podobny ako v
pripade cholesterolu. Bielkoviny taktiez zvySuju rigiditu
a usporiadanost’ tekutych lipidovych domén, ale pod
lipidovym fazovym prechodom sa spravaju opacne
(Shinitzki 1984). Vyznamny faktorom je tiez teplota. Pri
zniZeni teploty spésobi pokles tepelnej energie zniZenie
rychlosti pohybu lipidov, v désledku ¢oho sa dvojvrstva
stava menej tekutou.

Tekutost membrany je pre bunku dbleZita z viacerych
doévodov. UmozZiuje membranovym proteinom rychlo
difundovat’ v rovine membrany a interagovat' navzajom,
¢o ma vyznam pri bunkovej signalizacii. Poskytuje jed-
noduchy spdsob distribucie membranovych lipidov a
proteinov z miest, kde boli po svojej syntéze zaclenené
do membrany, do inych miest v bunke. A taktiez umoz-
nuje membranam vzajomnu fuziu a zmieSanie ich mole-
kul a zaistuje rovnomerné rozdelenie membranovych
molekdl medzi dcérske bunky pri bunkovom deleni
(Alberts et al. 1998).

Membranovu fluiditu je mozné ohodnotit vyuzitim fluo-
rescentnych sond. Medzi najCastejSie pouzivané patri
DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrién), TMA-DPH (1-(4-
trimetylamoéniumfenyl)-6-fenyl-1,3,5,-hexatrién), 12-AS
(12-(9-antroyloxy) kyselina stearova) a ANS (1-anilino-
8-naftalén sulfonat). Prave preto, Ze su tieto sondy loka-
lizované v réznych urovniach lipidovej dvojvrstvy, umoz-
nuju sledovat zmeny membranovej fluidity v réznych
oblastiach dvojvrstvy, su teda Specificky vhodné na cha-
rakterizaciu odliSnych oblasti membrany (Obr. 3). TMA-
DPH sa pouziva na monitorovanie fluidity v blizkosti
povrchu bunkovej membrany. Polarna Cast tejto sondy
je ukotvena na rozhrani lipid-voda, zatial ¢o uhlovodi-
kova Cast vstupuje do hydrofébnej oblasti dvojvrstvy.
Dizka hydrofébnej &asti molekuly TMA-DPH je priblizne
ekvivalentna 10 uhlikovému retazcu. ANS sa zabudo-
vava takym spdsobom, Ze aniénova sulfonatova skupi-
na je orientovana smerom ku hydrofébnym ¢&astiam
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lipidov a podava teda informaciu o interakcii medzi pro-
teinmi a lipidmi a o fluidite povrchu membrany. 12-AS a
DPH sa zabudovavaju do hydrofébnych oblasti lipidovej
dvojvrtsvy. Najznamejsi spbdsob hodnotenia membrano-
vej fluidity vyuziva polarizovanu fluorescenciu sond,
ktora poskytuje informacie o rotaénych pohyboch fluo-
rescencnych sond zabudovanych do membrany, pricom
medzi najcastejSie pouzivanu patri sonda DPH. Moleku-
la DPH ma hydrofébny charakter, absorbuje Ziarenie v
tej oblasti vinovych dizok (absorpéné maximum 360
nm), v ktorej neabsorbuju Ziadne iné zlozky membran,
zaroven sa neviaze na proteiny a je chemicky stabilna.

Po pridani sondy DPH k izolovanym membranam sa
sonda zabuduje do membrany, ¢o je sprevadzané sil-
nym zvySenim jej fluorescencie (fluorescenéné maxi-
mum 430 nm) (Mason 1999). VyuZiva sa pri tom fyzi-
kalny jav anizotropia, spocCivajuci v tom, Ze fyzikalne
vlastnosti latky sa menia podfa smeru, v ktorom tieto
vlastnosti meriame. Preto sa anizotropia fluorescencie
sondy DPH (merana porarizovanym svetlom) sprava
ako indikator Struktirneho usporiadania hydrofébneho
vnutra membrany, €o je inverzne proporcionalne mem-
branovej fluidite.

Obr. 3: Vazba najpouzivanejsich fluorescenénych sond na Specifické oblasti lipidovej dvojvrstvy (upravené podfa

Marczak 2009).
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Clanok poukazuje na vplyv zloZenia cytopazmaticke;
membrany bunky na tekutost (fluiditu) membrany. Upo-
zornuje tiez na ulohu fluidity membrany a diskutuje
moznosti jej ohodnotenia.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Vyznam a specificita adsorbénych
receptorov pri fagovej infekcii
bakteridineho hostitela

The rise of antibiotic-resistant bacterial strains, causing intractable
infections, has resulted in a serious global problem that requires effec-
tive solutions. The problem is also the existence of biofilms produced
by pathogenic bacteria. The biofilm functions as a barrier against
antibacterial drugs. Using of phage therapy preceded antibiotic treat-
ment against bacterial infections and involves the use of bacteriopha-
ges, bacterial viruses, to fight bacteria. Renew of phage therapy could
be an alternative how to control the pathogenic bacteria occurrence.
Also the use of bacteriophage treatment to lyse bacteria in biofilms
has attracted growing interest. In particular, many natural or enginee-
red phages produce depolymerases to degrade polysaccharides in
the biofilm matrix and allow access to host bacteria. The adsorption of
bacteriophages onto host cells is condition for the onset of the infec-
tion process. Understanding the mechanisms involved and the factors
affecting it is, thus, crucial for the investigation of host—phage interac-
tions.

Bacteriophage, biofilm, antibiotic resistance, phage therapy,
adsorption receptors

Bakteriofagy su virusy infikujuce prokaryotické organiz-
my. Boli objavené priblizne pred sto rokmi. Patria medzi
najpocetnejSie nebunkové organizmy, pricom ich cha-
rakterizujeme ako formu zivej hmoty. Nachadzaju sa vo
v8etkych ekosystémoch. V poslednych rokoch sa o zvy-
Senu pozornost o §tudium fagov zasluzilo ich potencial-
ne vyuzitie vo forme fagovej terapie pri infekciach spo-
sobenych multirezistentnymi baktériami ako alternativna
liecba k antibiotikam. Zivotny cyklus bakteriofagov je
z4visly od hostitefa. Pri Iytickom cykle nastava po repli-
kacii fagovej DNA v bunke hostitela a vytvoreni novych
fagovych Castic lyza bunky, pri ktorej sa do prostredia
uvolnia nové fagové Castice. Pri infekcii fagom, ktora
prechadza do lyzogénnej formy, dochadza k integracii
fagovej DNA do gendmu hostitela vo forme profaga.

Infekcia hostitela fagom pozostava z viacerych krokov,
prvym z nich je adsorbcia faga. Na povrchu bakterialnej
bunky sa nachadzaju receptory, ktoré su kfucové pri
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adsorbcii fagovej Castice na bunku. Tieto receptory su
vysoko Specifické pre kazdého faga. Po naviazani sa
faga na receptor, dochadza ku konformacnym a Struktu-
ralnym zmenam vo fagovych proteinoch a bakterialnom
receptore, ¢im sa umozni vniknutie fagovej DNA do
baktérie (Spinelli a kol., 2014). Hostitelské receptory
predstavuju Sirokud Skalu réznych molekul od peptidov
po polysacharidy. Komplexita a zloZzenie bunkovej steny
je zrejme priCinou narocnejSej identifikacie receptorov
Specifickych pre adsorpciu fagov (Silva a kol., 2016).

Na povrchu bunkovej steny baktérii sa nachadzaju bio-
makromolekuly, najCastejSie proteiny alebo polysacha-
ridy, ktoré maju ulohu receptorov. Receptory interaguju
sproteinmi fagového viriénu,chvostika alebo bazalnej
platni¢ky. Adsorbcia fagovej astice na receptory bakte-
rialnej bunkovej steny ma kla¢ovu ulohu v procese in-
fekcie bakterialnej bunky (Spinelli a kol., 2014). Struktd-
ra anasledna konformacia biomakromolekul pri vza-
jomnej interakcii predstavuje esencialny krok rozhodu-
juci o uspesnej infekcii danej baktérie konkrétnym fa-
gom. Na Obr. 1 je zobrazeny typ lokalizacie vhodného
receptora na povrchu bakterialnej bunky, Specifického
pre adsorbciu daného faga. Stavba bunkovej steny
priamo suvisi s typom receptorov na povrchu bakterial-
nej bunky, preto su adsorb&né fagové receptory rozma-
nit¢ a odliSné pre gram-pozitiv-ne a gram-negativne
baktérie. Hlavnou sucastou bunkovej steny vSetkych
baktérii je peptidoglykan. Peptidoglykanova vrstva
gram-negativnych baktérii je relativne tenka, ugram-
pozitivnych baktérii je vrstva peptidoglykanu hrubSia.
Peptidoglykan predstavuje komplex heteropolysachari-
dov, tvoriacich linearny retazec striedajucich sa jedno-
tiek N-acetylgluk6zaminu (GIcNAc) a kyseliny N-
acetylmuramovej (MurNAc) spojenych -1,4 vazbou.
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Obr. 1: Proces vyhladdvania specifického receptora a adsorbcia faga
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Upravené podla 17.8.2017:
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2014.00003/full

Ku karboxylovej skupine kazdej kyseliny MurNAc je
pripojeny amidovou vazbou kratky tetrapeptid. ZloZzenie
a Struktura peptidoglykanu je takmer identicka u v3et-
kych gram-negativnych baktérii v porovnani s velkou
diverzitou peptidoglykanu u gram-pozitivhych baktérii.
U gram-negativnych baktérii obsahuje bunkova stena
okrem peptidoglykanu aj vonkajSiu membranu. Dvojvrs-
tva vonkajSej membrany je tvorena vrstvou fosfolipidov
a vrstvou lipopolysacharidov, ktoré €asto zodpovedaju
za toxicitu gram-negativnych baktérii. Su¢astou mem-
brany su aj integralne proteiny, ktoré predstavuju trans-
portné kanaly. Medzi cytoplazmatickou membranou a
peptidoglykanom je periplazmaticky priestor (Nikaido,
2003).

Gram-pozitivne baktérie nemaju vonkajSiu membranu.
Cez vrstvu peptidoglykanu prechadzaju retazce kyseli-
ny teichoovej, teichurénovej, a lipoteichoovej a proteiny.
V peptidoglykane vSetkych gram-pozitivnych baktérii su
pritomné opakujuce sa disacharidy, ale zloZenie tetra-
peptidu sa meni v zavislosti od bakterialneho rodu. Na-
priklad Listeria monocytogenes maL-lyzin nahradeny
kyselinou m-diaminopimelovou, Staphylococcus aureus

ma k L-lyzinu bo€ného retazca pripojenych pat glyci-
nov, Streptomyces pyogenes dva alaniny (Madigan a
kol., 2012). Porovnanie zloZenia bunkovych stien gram-
negativnych a gram-pozitivnych baktérii je zobrazené
na Obr. 2.

Fagy sa viazu na rozmanité sucasti bunkovej steny
gram-pozitivnych a gram-negativnych baktérii, od prote-
inov cez sacharidy, na zlozky bakterialnych puzdier,
biofilmov a proteiny bakterialnych pilusov. Tato rézno-
rodost receptorov a Struktur je dokazom rozmanitosti
stratégii, ktoré si vyvinuli fagy na prekonanie obrannych
mechanizmov hostitela v priebehu evolucie. Autori Silva
a kol. (2016) publikovali zoznam doteraz identifikova-
nych receptorov Specifickych pre adsorbciu fagov infiku-
jucich gram-pozitivne a gram-negativne baktérie. Vytvo-
rili volne dostupnu databazu tychto receptorov, ktora sa
stale doplifia o nové poznatky. Napr. pre adsorbciu faga
boli u grampozitivnych baktérii identifikované ako recep-
tory &asto zloZzky peptidoglykanu, napr. kyselina N-
acetyl muramova je receptorom hostitela Bacillus thu-
ringiensis pre faga Bam35 z &efade Siphoviridae (Gai-
delyte a kol., 2006).

Obr. 2: Porovnanie zloZenia bunkovej steny gramnegativnych a grampozitivnych bakteérii
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Obr. 3: Degraddcia bakterialneho biofilmu fagom

Engineered phage

Upravené podla 17.8.2017:
http://www2.technologyreview.com/tr35/profile.aspx?TRID=967

Na galaktdézu v polysacharide bunkovej steny hostitela
Lactobacillus plantarum sa adsorbuje fag B1 z &efade
Siphoviridae (Douglas a Wolin, 1971). Pre faga z ¢elade
Myoviridae a hostitela Staphylococcus aureus su recep-
torom anionové zlozky kyseliny teichoovej (Xia a kol.,
2011). DalSie poznatky s zname zo $tudia interakcii
medzi modelovymi fagmi a grampozitivnymi baktériami
— ako napr. mykobakteriofagom L5, fagom SPP1 z Ba-
cillus subtilis a fagmi infikujucimi rod Lactococcus (Ma-
hony a van Sinderen, 2015).

Fagy sa opatovne zacinaju vyuzivat na lieCbu infekcii
spbsobenych multirezistentnymi baktériami pomocou
fagovej terapie. Aplikacia fagov sa ukazala ako vhodna
aj na potlaCenie infekcii baktériami, ktoré vytvaraju bio-
filmy. Baktérie v biofilme su velmi odolné voci antibioti-
kam. Bakteriofagy, prirodzené alebo pripravené, €asto
produkuju depolymerazy, ktoré degraduju polysacharidy
v matrixe biofilmu. Tym sa uvolni cesta pre fagy, fag
ziska pristup k adsorb&énym receptorom na bunke, na-
stava infekcia a lyza bunky (Harper a kol., 2014).

Baktérie maju r6zne obranné mechanizmy, ktorymi sa
brania voci fagovej infekcii. Jeden z prirodzenych me-
chanizmov rezistencie vznika v bakterialnych kmefoch
spontannou nespecifickou mutaciou najCastejSie v gé-
noch koédujucich bunkové receptory. Adsorbcia fagovej
Castice na baktériu je iniciatny krok fagovej infekcie, a
teda aj klu€ovy bod pri vzniku rezistencii baktérie vodi
fagu (Pires a kol., 2017). Zmenou konformacie trojroz-
mernej Struktury receptorov, Specifickych pre nasadnu-

Infected bacterium

Biofilm

tie faga na bunku, sa baktérie braniavoci fagovym infek-
ciam (Labrie akol., 2010). Tieto kmene odolné vodi
fagovej infekcii (BIM's — Bacteriophage insensitive mu-
tant’s) su schopné prezivat aj v prostredi s vysokou
koncentraciou lytickych fagov. Tvorba BIM je jednodu-
cha arychla. Nevyhodou je moZnost’ spatnej mutacie,
ktora spdsobi stratu rezistencie alebo zmenu bunkové-
ho rastu. Vaésina z doteraz idetifikovanych receptorov
bola odvodena bud od Struktur peptidoglykanu, alebo
kyseliny teichoovej. Specificita adsorbénych receptorov
sa meni v zavislosti od mikroorganizmu a faga. Napr. u
Pseudomonas aeruginosa sluzia ako adsorb&né recep-
tory pre faga LUZ19 pilusy Stvrtého typu, ktoré zabez-
pecuju pohyb bunky (Lavigne a kol., 2013) a lipopolysa-
charidy (LPS) v bunkovej stene su receptormi pre fagov
phiBB-PAA2 avB-PaeM_CEB_DP1 (Garbe akol.,
2010; Pires akol., 2013). Je zrejmé, ze v baktériach
rezistentnych vodi infekcii fagom nastala zmena v $truk-
ture LPS alebo v pilusoch IV typu désledkom mutacie,
alebo delécie génov kddujucich adsorb&né receptory.
Niektori autori vo svojich Stadiach uvadzaju vyskyt fa-
govo-rezistentnych kmefiov P. aeruginosa aj v biofil-
moch. Biofilmy poskytuju baktériam vo svojom matrixe
zvy8enu ochranu a geneticku variabilitu. Pravdepodob-
ne prave preto dochadza v biofilmoch k rychlejSiemu
vzniku rezistentnych bakterialnych kmeriov voci fagom.
KedZe bakteriofagy su schopné adsorbovat sa na od-
lisné bakteridlne receptory, jednym z rieSeni zniZzenia
vzniku takejto rezistencie je aplikacia fagovych koktejlov
obsahujucich zmes vybranych/modifikovanych bakterio-
fagov (Pires a kol., 2017).
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Nérast vyskytu multirezistentnych patogénnych baktérii
je vefmi vaznym celosvetovym problémom a vyZaduje si
efektivne rieSenia. Bakteriofagy svojou univerzalnostou,
Specificitou a spbsobom rozmnoZzovania predstavuju
vhodnu alternativnu metédu prevencie a lieCby v pripa-
de zlyhania ucinku antibiotickej lieCby. Bakteriofagy
dokazu prenikat do matrixu biofilmu patogénnych bakté-
rii @ degradovat bakterialny biofilm. Prvym krokom v
procese infekcie bakterialnej bunky fagom je jeho vazba
na adsorb&né receptory na povrchu bakterialnej bunky.
Receptory su zloZky bunkovej steny, ktoré interaguju s
proteinmi fdga a umoZfiuju prienik fagovej DNA do bun-
ky. Nasadnutim faga na adsorb¢né receptory dochadza
k infekcii baktérie a naslednému usmrteniu bakterialnej
bunky. Réznorodost identifikovanych receptorov pre
jednotlivé fagy poukazuje na rozmanitost stratégii, ktoré
si vyvinuli fagy na prekonanie obrannych mechanizmov
hostitela v priebehu evolucie.

DOUGLAS, J. L.; WOLIN, M. J. Cell wall polymers and phage
lysis of Lactobacillus plantarum. In: Biochemistry. 10, 1971,
pp: 1551-155.

GAIDELYTE, A.; CVIRKAITE-KRUPOVIC, V.;
DAUGELAVICIUS, R.The entry mechanism of membrane-
containing phage Bam35 infecting Bacillus thuringiensis. In:
Journal of Bacteriology. 188, 2006, pp: 5925-5934.

GARBE, J.; WESCHE, A.; BUNK, B.; KAZMIERCZAK, M.;
SELEZSKA, K.; ROHDE, C. Characterization of JG024, a
Pseudomonas aeruginosa PB1-like broad host range phage
under simulated infection conditions. In: BMC Microbiology.
10, 2010. doi:301 10.1186/1471-2180-10-301.

HARPER, D. R.; PARRACHO, H. M. R. T.; WALKER, J,;
SHARP, R.; HUGHES G.; WERTHEN, M.; LEHMAN, S;
MORALES, S. Bacteriophages and Biofilms. In: Antibiotics. 3,
(3), 2014, pp: 270-284.

LABRIE, S. J.; SAMSON, J. E.; MOINEAU, S. Bacteriophage
resistance mechanisms. In: Nature Reviews Microbiology. 8,
2010, pp: 317-327.

LAVIGNE, R.; LECOUTERE, E.; WAGEMANS, J.; CENENS,
W.; AERTSEN, A.; SCHOOFS, L. A multifaceted study of
Pseudomonas aeruginosa shutdown by virulent podovirus
LUZ19. In: mBio Journal. 4, 2013, doi: 10.1128/mBio.00061-
13.

MADIGAN, M. T.; MARTINKO, J. M.; STAHL, D. A.Brock biol-
ogy of microorganisms (13th edition), 2012, pp: 1152. Benja-
min Cummings, San Francisco. ISBN 978-0-321-64963-8.
MAHONY, J.; VAN SINDEREN; D. Gram-positive phage-host
interactions. In: Frontiers in Microbiology. 6, 2015, pp:1-2.
NIKAIDO, H. Molecular basis of bacterial outer membrane
permeability revisited. In: Microbiology and Molecular Biology
Review. 67, 2003, pp: 593-656.

PIRES, D. P.; DOTSCH, A.; ANDERSON, E. M.; HAO, Y ;
KHURSIGARA, C. M.; LAM, J. S.; SILLANKORVA, S;
AZEREDO, J. A genotipic analysis of five P. aeruginosa stra-
ins after biofilm infection by phages targeting different cell
surface receptors. In: Frontiers in Microbiology. 8, 2017. doi:
10.3389/fmich.2017.01229.

SILVA, J. B.; STORMS, Z.; SAUVAGEAU, D. Host receptors
for bacteriophage adsorption. In: FEMS Microbiology Letters.
363, 2016, pp:1-11.

SPINELLI, S.; VEESLER, D.; BEBEACUA, C.; CAMBILLAU C.
Structures and host-adhesion mechanisms of lactococcal
siphophages. In: Frontiers in Microbiology. 5, (3), 2014. doi:
10.3389/fmicb.2014.00003.

XIA, G.; CORRIGAN, R. M.; WINSTEL, V. et al. Wall teichoic
acid-dependent adsorption of Staphylococcalsiphovirus and
myovirus. In: Journal of Bacteriology. 193, 2011, pp:4006—
40009.

Publikacie uverejnené v ¢asopise BECH 2017 boli vytvorené v ramci
realizacie a ukoncéenia projektu ,Centrum excelentnosti pre vyuZitie
informacnych biomakromolekul v prevencii ochoreni a pre zlepSenie
kvality Zivota®, (ITMS kod: 26240120003) na zaklade podpory operac-
ného programu Vyskum a Vyvoj financovaného z Eurépskeho fondu
regionalneho rozvoja.

Agentura
Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR
3 pre Strukturalne fondy EU

N \,\( wi

l & o b,/

it
o, Il “
i Operacny program )
\ 1 VVSKUMaVYvo) s
o g5

W

e

\

Eurdpska unia

Eurépsky fond regionalneho rozvoja

bioldgia ekoldgia chémia
http://bech.truni.sk/

Cislo 2, 2017, ro¢nik 21
ISSN 1338-1024

17


http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2014.00003
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2014.00003

ZAUJIMAVOSTI VEDY

Mikrobiom ¢loveka a jeho vplyv
na zdravotny stav organizmu

The human microbiome plays an important role in the well-being of
the human host, and participates actively in the development of a wide
variety of diseases. Current research on host-microbiota interactions
should go beyond a characterization of the community composition
and an investigation of the community member’s associations. With
new techniques in hand, future advances will help to clarify the inter-
actions between the microbiota and human development, and the
potential roles of microbiota involved in the mechanisms of various
diseases (liver diseases, bacterial infection, cancer, psychiatric disea-
ses and metabolic diseases).

Microbiome, health, infectiousdisease

Zavedenie novych technoldgii do vedeckého vyskumu
biolégie v poslednych desatroliach (celogenémové,
bioinformatické analyzy), poskytlo novy pohlad na spo-
lo€enstva mikroorganizmov, ktoré Ziju v symbidze s
makroorganizmom (¢lovekom). Ukazuje sa, Ze asocio-
vané mikroorganizmy vyznamnou mierou ovplyviuju
zdravotny stav Cloveka. Osidluju povrch tela, v najvys-
Sej koncentracii sa vSak nachadzaju v gastrointestinal-
nom trakte — odhaduje sa, ze az 500 réznych druhov
mikroorganizmov je suéastou celkového poétu 10 bak-
térii, ktoré kolonizuju Crevny trakt. ZloZzenie mikrobiému
zdravého jedinca je pocCas celého Zivota pomerne sta-
bilné. Diverzita mikrobiému zavisi od Zivotného Stylu
hostitela, diéty a klinickych intervencii napr. od uzZivania
antibiotik. NaruSenie homeostazy mikrobiému vedie k
tzv. dysmikrébii, ktord zvySuje riziko réznych ochoreni
hostitela.

Crevna mikrofiéra &loveka sa povaZuje za ,esencialny
organ“, reprezentovany predovSetkym anaerébnymi
baktériami zo 4 taxonomickych oddeleni: Bacteriodetes,
Actinobacteria, Firmicutes a Proteobacteria (Obr. 1).
Vacsina druhov bola detegovana tzv. kultivaCne neza-
vislymi metédami, najCastejSie sekvenovanim 16S

rRNA. Crevny mikrobiém zohrava vyznamnu Glohu pri
formovani imunitného systému makroorganizmu (Bous-
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kra a kol., 2008). Pomaha pri modulacii metabolizmu,
reguluje vyvin ¢revného epitelu (Savage 1977, Whitman
a kol. 1998, Ley a kol. 2006, Wang a Li 2015). Ukazuje
sa, Ze viaceré chronické choroby ako je obezita, zapa-
lové ochorenie Criev, cukrovka, metabolicky syndrém,
ateroskleréza, cirhdéza pecene, hepatocelularny karci-
ném su Uzko asociované s mikrobiomom ¢&loveka (Obr.
2). Mikroorganizmy poskytuju hostitelovi Specifické en-
zymy, disponuju biochemickymi drahami, ktoré ufahcuju
travenie potravy, pomahaju pri likvidacii xenobiotik, syn-
tetizuju esencialne vitaminy. Mikroorganizmy produkuju
antimikrobialne zluc¢eniny, ktoré sluzia ako fyzikalna
bariéra chraniaca hostitela pred infekciou patogénnymi
druhmi mikroorganizmov (Hooper a kol. 2003, Schauber
a kol. 2003, Cash a kol. 2006).

Mikrobidm C&loveka (baktérie, archaedny, virusy, euka-
ryotické mikroorganizmy) teda vyznamnou mierou
ovplyviiuje fyziologické funkcie makroorganizmu. Zloze-
nie a funkcia mikrobidomu sa meni podfa miesta lokali-
zacie v organizme, zavisi od veku, pohlavia a diéty hos-
titela. Komenzalne baktérie kolonizuju telo hostitela
kratko po narodeni. Z pomerne jednoduchej komunity
mikroorganizmov vznikd postupne komplexny ekosys-
tém zucasthujuci sa na traveni potravy, braniaci vstupu
patogénnych mikroorganizmov, prispievajuci k formova-
niu normalnej architektiry Creva. Travenie vlakniny —
xyloglukanov, beZne sa vyskytujucich v zelenine, za-
bezpeduju Specifické druhy baktérii z rodu Bacteroides
(Lasbrink a kol. 2014). Ak je vlaknina tvorena fruktooli-
gosacharidmi a oligosacharidmi, na jej odburani sa zu-
Castriuju baktérie z rodov Lactobacillus a Bifidobacte-
rium (Goh a kol. 2015). Crevny mikrobiém je tieZ rozho-
dujuci pre zabezpecéenie homeostazy lipidov, proteinov
a esencialnych vitaminov (folaty, vitamin K, biotin, ribof-
lavin (B,), kobalamin (B;,) (Morowitz a kol. 2011). Nor-
malny &revny mikrobiéom produkuje denne 50 — 100
mmol.L™ organickych kyselin s kratkym retazcom (kyse-
lina octova, propionova, maslova), ktoré sluzia ako zdroj
energie pre ¢revny epitel hostitela (Duncan a kol. 2009).
Tieto kyseliny su fahko absorbované ¢revnym epitelom,
reguluju pohyb &reva, zapalové procesy a homeostazu
glukézy (Cebra 1999).
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Obr. 1: Zastupenie mikroorganizmov v gastrointestinalnom trakte ¢loveka (upravené podla Konturek a kol. 2015)
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Obr. 2: Symbiéza ¢loveka s mikroorganizmami je v tizkom vztahu s réznymi ochoreniami

(upravené podlfa Wang a kol. 2017)

Aterosklerdza

Cukrovka

Mikrobiom cloveka
a infekéné choroby

Na zaklade doterajsich stadii mozno jednoznacne kon-
Statovat, ze naruSenie normalnej rovnovahy mikrobiomu
hostitela (tzv. dysmikrébia) vyznamne ovplyviiuje prie-
beh a vysledok infek&nej choroby. K modifikacii zlozenia
¢revného mikrobiomu dochadza nielen v désledku bak-
teridlnej infekcie, ako je napr. premnozenie C. difficile
po podavani antibiotik, ale aj v désledku virusovej in-
fekcie napr. virusu HIV, hepatitidy B. Anaerébna, gram-
pozitivna, spérotvorna baktéria C. difficileje beZnou su-
Castou Crevnej mikroflory. NaruSenim c&revnej sliznice
po podavani antibiotik sa znizi odolnost organizmu vo i
baktérii produkujucej toxin a dochadza k progresii infek-
cie (Gu akol. 2016). Stav vaginalneho mikrobiomu ma

.‘f’.

Ochorenia
pecene

b

vplyv na riziko infekcie virusom HIV. Baktérie rodu Gar-
dnerella napr. efektivne znizuju koncentraciu tenofoviru,
terapeutika pouzivaného na likvidaciu infekcie. Helico-
bacter pylori vyvolava peptické ochorenie traviaceho
traktu. Posledné S$tudie uvadzaju, Zze H. pylori je tiez
spojeny s progresom periodontitidy (Hu a kol. 2016).
Chronicky zapal Zaludka asociovany s H. pylori sa po-
vazuje za primarny rizikovy faktor pri vzniku rakoviny
zaludka. Iba u 1 % — 2 % ludi infikovanych H. pylori sa
vyvinie ochorenie. Riziko vzniku ochorenia suvisi s ge-
netickou diverzitou kmeriov H. pylori, rozdielmi v reakcii
réznych hostitefov na pritomnost infekéného agens, ako
aj Specifitou interakcii medzi hostitefom a mikroorga-
nizmom (El-Omar a kol. 2000). V poslednom obdobi
pribudaju poznatky o uzkom vztahu medzi mikrobi6-
mom Gl traktu a pe€ernou (Obr. 3). Metabolity produko-

bioldgia ekoldgia chémia
http://bech.fruni.sk/

Cislo 2, 2017, rocnik 21
ISSN 1338-1024

19



vané ¢revnou mikroflérou — etanol, amoniak a acetalhe-
dyd, ovplyviuju funkciu resp. metabolizmus pec€ene
tym, Ze podporuju uvolfiovanie bakterialnych endotoxi-
nov. U pacientov s cirhdzou pe€ene sa 16S rRNA sek-
venovanim dokazalo znizené zastupenie druhov Bacte-
roidetes, zatial o mnozZstvo Proteobacteria a Fusobac-
teria sa zvySilo (Chen a kol. 2011). Zaznamenalo sa tiez
zvySené mnozstvo baktérii z rodov Veillonella, Strepto-
coccus a Clostridium (Quin a kol. 2014). Crevnl dysbié-
zu indikuje aj zvy8ené mnozstvo baktérii z Eelade Pas-
teurellaceae, ktoré sa povazuje za indikator finalneho
Stadia ochorenia. Hoci presna pri€ina pozorovanych
zmien zatial nie je jasna, predpoklada sa, Ze bakterialne
antigény prechadzaju cez naruSenu a zapalenu &revnu
stenu do ZI€ového systému &im indukuju abnormalnu
imunitnd odpoved a iniciuju autoimunitné ochorenie
pecene (Bjornsson a kol. 2005).

Patologicka nerovnovaha mikrobiomu sa pozorovala
tieZ u pacientov s kolorektalnym karcinbmom. Charakte-
risticka je vysoka koncentracia potencialnych patogénov
ako su baktérie z rodov Pseudomonas, Helicobacter a
Acinetobactera nizSie zastupenie prospesnych baktérii
napr. baktérii produkujucich kyselinu maslovu. Nie je
vSak jasné, ¢i zmeny v mikrobialnom spoloCenstve su
pri¢inou alebo nasledkom ochorenia. Na druhej strane,
mnohé metabolity baktérii potlacaju vznik rakoviny &re-
va, napr. spomenuté organické kyseliny s kratkym re-
tazcom vznikajice pri mikrobialnej fermentacii kom-
plexnych polysacharidov (octova, propidonova, maslova).
(Clausen a kol.1991, Howe a kol. 1992). Tumor potlaca-
juci efekt kys. maslovej suvisi s indukciou apoptdzy,
inhibiciou proliferacie buniek, epigenetickymi zmenami
v génovej expresii, modulacii zapalového procesu a
hladiny cytokinov.

Obr. 3: Fyziologickt tlohu érevnej mikrofléry ovplyviriuje diéta. Crevnd mikrofléra ma vplyv na funkciu réznych

organov a obranu proti patogénom.
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Zlozenie Crevnej mikroflory ovplyviiuje pouzivanie anti-
biotik a zivotny Styl hostitela — navyky, diéta, hygienické
preferencie. Dysbidéza crevnej mikroflory ma vplyv na
produkciu mediatorov imunity a indukuje bud chronicky
zapalovy proces alebo metabolicki poruchu (Sommer
a Backhed 2013). Obezita, diabetes typu 2 a kardiovas-
kularne ochorenia su povazované za dbsledok kom-
plexnych interakcii medzi genetickou dispoziciou hosti-
tela, diétou, prostredim a ¢revnou mikroflérou makroor-
ganizmu (Franks a kol. 2016).

Mechanizmus vzniku ochoreni mdzZe suvisiet’ s translo-
kaciou mikroorganizmov z &reva do tkaniv, ¢o vedie k
zapalu. Zmeny v zastupeni mikroorganizmov suvisia
s mnohymi dalSimi chorobami — astma, potravinové
alergie, autizmus, depresie. Interakcie medzi hostitelom
a jeho mikrobiomom su komplexné a dynamické, zahf-
naju rézne mechanizmy imunitné, hormonalne a nervo-
vé drahy. Autizmus je napr. sprevadzany relativne niz-
kym zastupenim mukolytickych baktérii Akkermansia
muciniphila a Bifidobacterium spp.,ako sa zistilo analy-
zou vykalov autistickych deti.

Zmeny v zastupeni mikroorganizmov v ¢revnom mikro-
biéme, ku ktorym dochadza v procese starnutia, vedu k
r6znym degenerativnych zmenam (Obr. 4).
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Obr. 4: Vplyv starnutia na ¢revnu mikrofléru a patolégiu gastrointestinalneho traktu
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P&vodné mikrobiologické Studie v prezentovanej oblasti
boli zamerané na zodpovedanie otazky, ktory druh mik-
roorganizmu sa vyskytuje v ktorej lokalite, resp. aka je
jeho funkcia. Moderné, dostupné technolégie celoge-
nomovej a bioinformatickej analyzy umoznili Studovat
spologenstva mikroorganizmov pritomné v réznych eko-
systémoch. Fylogeneticku Strukturu mikrobidlneho spo-
loCenstva pomaha odhalit napr. analyza 16S rRNA
transkriptov. Dobre znamou a primarnou funkciou Crev-
nej mikrofléry je metabolizmus sacharidov, produkcia
energie a syntéza bunkovych komponentov pre makro-
organizmus. Vyuzitie hromadiacich sa poznatkov o mik-
robiome cloveka v humannej medicine v buducnosti,
zavisi od naSej schopnosti porozumiet, ktoré mikroor-
ganizmy su esencialne pre vitalne interakcie s hostite-
lom v podmienkach jeho zdravia resp. choroby. Pre
pochopenie interakcii medzi mikrobiomom a hostitelom
v komplexnom spoloCenstve mikroorganizmov je tiez
rozhodujuca identifikacia tych druhov, ktoré produkuju
zaujimavé metabolity. Prevencia aterapia ochoreni
zasahom do mikrobiomu C&loveka je aktualnou ulohou
suCasného vedeckého badania. Niektoré terapeutické
postupy sa uz overovali v praxi, napr. podavanie probio-
tik urychlilo rekonvalescenciu pacientov infikovanych
virusom H7N9, transplantacia fekalneho mikrobiému
izolovaného zo zdravého jedinca zlepSila stav pacientov
infikovanych C. difficile vyraznejSie ako podavanie anti-
biotik. Mikrobiém ¢loveka je teda nevyhnutné Studovat
dalej, aby sa ziskané poznatky dali vyuZit v diagnostike
a terapii v personalizovanej medicine v buducnosti.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Uloha extraceluldrnej DNA |
\' pdfogenéle Zé quOVVCh i renaissance265215@gmail.com

¢revnych chorob

Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic inflammatory diseases
of the gastrointestinal tract with a complex etiology caused by various
genetic, immunological and environmental factors. IBD refers to ulce-
rative colitis and Crohn’s disease, which are diseases of the digestive
tract with similar clinical, pathological and epidemiological features.
They are characterized by recurrent episodes of disease exacerba-
tions with associated abdominal pain, diarrhea, weight loss and rectal
bleeding. Neutrophils, eosinophils, and macrophages release DNA to
extracellular space as a result of apoptosis or other forms of cellular
death. Levels of plasma circulating DNA are increased in inflamma-
tion. Previous studies have shown that increased levels of extracellu-
lar DNA are extremely sensitive and specific for poor outcomes in
many different conditions. In this article we describe the association
between severity of inflammation and levels of extracellular DNA in
plasma.

Extracellular DNA, Cell-free DNA, NETS, inflammatory bowel disease

Extracelularna DNA (ec DNA) sa stava v modernej bio-
medicine stale vacsim fenoménom pre jej potencialne
klinické vyuZitie. Potencial vyuZitia ec DNA ako markeru
akutneho a chronického zapalu spociva v schopnosti
takejto DNA stimulovat’ signalne drahy tzv. toll like re-
ceptorov, ktoré su sucastou vrodeného imunitného sys-
tému a reguluju imunitnu odpoved. Nas zaujem o tato
problematiku vzbudil mozny suvis ec DNA s patogené-
zou zapalovych ¢revnych choréb. Zapalové ¢revné cho-
roby predstavuju stéle zvySujuce sa riziko u oraz viac
ludi. Problém pri vyskume vzniku tychto choréb spociva
v ich komplexnej a zloZitej patogenéze. Priznaky tychto
chordb aich intenzita si znac¢ne individualne, ¢o pred-
stavuje problém aj pri diagnostike a v€asnom nastaveni
terapie. Niekolko timov vedcov sa zacalo pohravat s
myslienkou vyuzitia ec DNA ako markeru chronického
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zapalu. Dnes bezne pouzivané markery, ako napriklad
hladina C reaktivnheho proteinu, sa zdaju byt v tomto
pripade nedostatoéné. Uloha ec DNA pri patogenéze
zapalovych CErevnych choréb nie je dostato¢ne presku-
mana a opisana. To vSak poukazuje na potrebu zaobe-
rat sa touto témou do hibky.

Zapalové ¢revné choroby (IBD) mbzeme charakterizo-
vat ako poruchy traviaceho traktu so zlozitou patogené-
zou [1]. Pre tieto choroby su typické opakujuce sa stavy
remisie a relapsu. Vo v§eobecnosti sa delia na Crohno-
vu chorobu (CD) a ulceréznu kolitidu (UC), ktoré maju
urcité spolo¢né, ale aj odlisné vlastnosti. Pre CD je ty-
pické, Ze v prevaznej miere postihuje aj hrubé &revo a
Casti tenkého Creva. Pre UC je typicky zapal mukdzy
a postihuje vylu¢ne len hrubé Crevo [2]. Patogenéza IBD
je velmi komplexna a na vzniku choroby sa podielaju
genetické, imunologické, mikrobiologické a environmen-
talne faktory [3]. Genetické a imunologické faktory spolu
Uzko suvisia, pretoze predstavuju subor génov aich
mutacie, ktoré vyrazne ovplyviuju regulaciu imunitnej
odpovede a vznik autofagie, potrebnej na spravnu ho-
meostazu organizmu [4]. Z environmentalnych faktorov
je najlepsie preskimany vyznam vitaminu D a fajcenia,
ktoré pbsobi protichodne pri CD a UC [5,6].

Diagnostika zépalovych ¢&revnych choréb je pomerne
Zlozita, vzhfadom na to, Ze priznaky mézu byt velmi
individualne. Medzi zakladné priznaky patri hnacka,
krvacanie z koneCnika, bolesti brucha, strata hmotnosti
a pod. V¢€asna diagnostika a nasledna terapia umoznuje
jedincovi zit plnohodnotnym Zivotom, no naopak nesko-
r4 diagnostika méze viest k vaznym komplikaciam a
naslednym operaciam [2,3].
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DNA sa nachadza v jadre kazdej bunky organizmu.
Miliény buniek sa v dospelom tele denne eliminuje pro-
strednictvom viacerych procesov bunkovej smrti, ktory-
mi sU apoptéza a nekréza [7,10,11]. Bunkovy material
sa pri oboch typoch buniek dostava do extracelularneho
priestoru. Pri apoptdze je tento material takmer bez-
prostredne zachytavany fagocytujicimi bunkami, ktoré
tak eliminuju hlavne nukleové kyseliny. Najviac pravde-
podobnou formou uvolfiovania takejto DNA, ktora pretr-
vava Vv extracelularnom priestore sa zda byt nekréza,
ktord nie je prirodzenou bunkovou smrtou a nastava
vyluéne pri patologickych stavoch v organizme. Pri tejto
forme bunkovej smrti zvy€ajne nedochadza k zachyta-
vaniu bunkového materialu, a preto je velmi pravdepo-
dobné, Ze sa nukleové kyseliny pochadzajuce z jadra
nevylu¢ia hned po ich uvolneni do extracelularneho
priestoru [8,9,10,11]. DNA, ktora sa nachadza mimo
bunky, nazyvame preto extracelularna DNA (ec DNA).
Predmetom diskusie o pévode ec DNA sa v sucasnosti
stavaju hlavne tzv. ,neutrophil extracellular traps “ (NE-
Ts). Su to nukleoproteinové siete, ktoré zachytavaju
patogény. Sucastou tychto vidkien su dihé sekvencie
DNA, ktoré sa pravdepodobne pri tomto procese mbzu
uvolnit a byt pritomné mimo buniek. Ich pritomnost sa
potvrdila pri rdznych zapalovych chorobach vratane UC
[12].

Objav extracelularnych nukleovych kyselin v cirkuluji-
cich telovych tekutinach bol zaznamenany Mandelom a
Metaisom v roku 1948 [9]. Nanestastie v tom obdobi
nebol o tému ec DNA velky zaujem. Neskor bolo preu-
kazané, Ze koncentracia ec DNA bola zvySena u pa-
cientov s metastatickym ochorenim a v niektorych pri-
padoch sa jej koncentracia zna¢ne zniZila po Uspesnej
proti nadorovej terapii [8,9,10,13].

Predchadzajuce Studie ukazali, Ze zvySené hladiny ec
DNA su velmi citlivymi indikatormi zlej prognézy aj pri
inych stavoch, neZ je rakovina [13,14]. V roku 2014 ja-
ponski vedci predstavili Studiu, v ktorej vizualizovali a
charakterizovali vyskyt ec DNA a NETs pomocou met6-
dy MPH (multifoténova mikroskopia) na mySacom mo-
deli kolitidy. Kolitidu vyvolavali pomocou roztoku dex-
tran sulfatu sodného (DSS). Skumali nielen koncentra-
ciu ec DNA v krvi pri DSS indukovanej kolitide u mysi,
ale aj u ludskych pacientov trpiacich UC. Vo svojej stu-
dii dokazali, Zze existuje pozitivha korelacia medzi kon-
centraciou extra celularnej DNA a NETs pri DSS indu-
kovanej kolitide v porovnani s kontrolnymi skupinami.
ZvySena koncentracia ec DNA bola spojena so zavaz-
nostou choroby a mierou zépalu [14].

V traviacom trakte, ako aj v celom fudskom tele, su jed-
nymi z kld€ovych regulatorov vrodeného imunitného
systému receptory, ktoré sa nazyvaju toll like receptory
(TLRs). V traviacom trakte su tieto receptory exprimo-
vané v réznych bunkach ¢revného epitelu. Pre suvis ec
DNA s IBD je délezity najma TLR 9 receptor. TLR 9 je
stimulovany DNA sekvenciami pochadzajucimi z pato-
génnych baktérii. Rovnako vSak aj samotna DNA z rbz-
nych zdrojov, ako napriklad ec DNA, dokaZe viazat ten-
to receptor a stimulovat ho. Modifikacia Struktury sek-
vencii DNA mdze ovplyvnit ich imunomodulaénu kapa-
citu a preto ec DNA mdzZe prispiet k patogenéze zapa-
lovych a reparacnych stavov. Pri experimentalnych mo-
deloch kolitidy sa ukazalo, Ze aktivacia urcitych recepto-
rov vratane TLR 9, ma protizapalové uginky. Systémové
podanie ec DNA izolovanej od jedincov z kolitidou, mé-
ze znizit jej klinickl zavaznost zmenou expresie proza-
palovych cytokinov a TLR 9 signalizacie [15].

Vyznam ec DNA v molekularnej diagnostike je dnes
velmi rozSirenym predmetom diskusie a vyskumov v
réznych oblastiach. Jej vyznam sa v suCasnosti sleduje
v oblasti prenatalnej diagnostiky a pri sledovani priebe-
hu vyvoja rakoviny. NajnovSie Studie sa v8ak zaoberaju
vyznamom tejto DNA v patogenéze rbéznych dalSich
choréb. Jednymi z nich su zapalové Crevné choroby.
Studiam k tejto téme sa dnes venuje niekolko vedec-
kych timov, ktorych vyskumy potvrdili suvislost koncen-
tracie ec DNA s vaznostou zapalu. Vyskumov k tejto
téme je stale velmi malo, preto by sa v buducnosti malo
pracovat na dalSich vyskumoch v danej oblasti.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Genetickd transformacia baktérii
s vyuzitim studenej plazmy

Bacterial transformation by incorporation of specific DNA plasmid is a
commonly used technique. It found applications in many research
fields, such as molecular biology, microbiology, and genetic enginee-
ring. One of the new potential methods for bacterial transformation is
using non-equilibrium (cold) plasma. Exposure to non-equilibrium
plasma produces electric field, charged particles and radicals, capable
of creating reversible pores in cell membrane and by that allowing
DNA transfer into the cell.

Non-equilibrium plasma, electroporation, genetic transformation

Geneticka transformacia pomocou vpravovania kratke-
ho, Specifického useku DNA (deoxyribonukleova kyseli-
na), oznacovaného aj ako plazmid, do bunky je bezne
pouzivana metdda v biologickych laboratériach, apliko-
vana najma na baktérie. Baktérie su velmi prisposobivé
organizmy so schopnostou pohlcovat molekuly DNA,
replikovat’ ich, a vyuzit' ich na syntézu Specifickych pro-
teinov. Vdaka schopnosti baktérii rychlo sa rozmnozo-
vat a rast, maju potencial na produkciu velkého mnoz-
stva biologicky ucinnych latok, ako napriklad pri vyrobe
inzulinu, pouzivaného na lie€bu pacientov s diabetom I.
typu. V suc€asnosti sa na transformaciu pouzivaju viace-
ré metédy, no medzi najpouzivanejSie patria elektropo-
racia achemicka transformacia pomocou tepelného
Soku. Vzhladom na vysoku technicku naro€nost alebo
malu efektivitu ma zmysel hladat nové metddy trans-
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formacie. Jednu zinovativhych metdd transformacie
predstavuje pouZitie nerovnovaznej (nizkoteplotnej,
studenej) plazmy. (Connolly et.al., 2015; Sangwijit et al.,
2015) Pri pbsobeni nizkoteplotnej plazmy sa vytvara
silné elektrické pole spolu s nabitymi i neutralnymi reak-
tivnymi Casticami, ktoré mézu spdsobit depolarizaciu
membran a nasledne vytvorenie pdérov umozni vstup
DNA do bakterialnej bunky.

Baktérie, spoloCne s virusmi, hubami a protozoa sa
zaraduju k mikroorganizmom. Pokroky v medicine av
metdédach skumania mikroorganizmov, najma rychlym
rozvojom mikroskopie, ukazali, Ze bakterialne bunky sa
vyrazne odliSuju od ostatnych zZivych organizmov. Od
eukaryotickych buniek sa odliuju hlavne velkostou,
stavbou bunkovych Struktur, spésobom delenia a uspo-
riadanim DNA (Singleton, 2004). VSeobecnu schému
stavby bakterialnej bunky zobrazuje Obr. 1. Vyznamny
faktor ovplyvriujuci uspeSnost’ genetickej transformacie
baktérii a zohladnujuci sa pri vybere transformacnej
metddy je Struktira bakterialnej steny. Vo vacsine bak-
térii sluzi bunkova stena na ochranu pred mechanickym
a chemickym poSkodenim a osmotickou lyzou bunky,
pricom kompenzuje vysoky pretlak vo vnutri bunky
(Bednaf et al., 1999; Singleton, 2004). PIni tiez funkciu
»-molekulového sita“ — to znamena, Ze urluje priepus-
tnost’ pre jednotlivé latky. Z tohto hladiska hra bunkova
stena kfu€ovua ulohu pri prechode DNA do baktérie.
(Votava, 2003).
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Obr. 1: VSeobecna stavba bakterialnej bunky (Tortora & Funke, 2013)

Cytoplazma

Ribozomy

Cytplazmaticka membrana

Kapsula

Bunkova stena

Cytoplazmaticka
membrana

Velkou vyhodou niektorych baktérii v ich preZivani je aj
pomerne rychle rozmnoZovanie sa. Bakterialny druh
Escherichia coli ma, za vhodnych podmienok, generac-
ny Cas (Cas za ktory sa poCet buniek dvojnasobne zvysi)
priblizne 20 minut, o umozfuje velmi rychlu kultivaciu.
To robi z tychto baktérii vhodnych kandidatov na synté-
zu biologicky aktivnych latok vo velkych mnozstvach.
VSetky informacie doblezité pre zivot a chod kazdého
organizmu su ulozené v DNA. Bakterialna DNA je tvo-
rena obvykle jednou dlhou molekulou DNA, posklada-
nou vo vnutri bunky (Obr. 1.). Takto poskladana zabera
v bunke asi 10 % jej celkového objemu (Bednar et al.,
1999; Singleton, 2004; Tortora & Funke, 2013). V ramci
DNA sa vyclefuju rézne dihé informacné miesta nazy-
vajuce sa gény. Kazdy gén kdduje jeden Specificky pro-
tein, priCom baktérie su schopné Ccitat tieto miesta
a nasledne syntetizovat prislusné proteiny.

Bakterialny chromozém

Plazmid

Fimbrie

Biciky

Genetickad transformdcia
pomocou plazmidu

Plazmid je samostatne sa deliaca, kratka, do kruhu
uzavreta molekula DNA, ktora neobsahuje zZiadne gény
ovplyvnujuce rast alebo prezitie bunky a preto sluzi ako
dobry vektor na prenos genetickej informacie. Pouzitim
Specifickych enzymov, Stiepiacich molekulu DNA na
konkrétnom mieste, je mozné do plazmidu vlozit frag-
menty DNA, koédujuce Siroku paletu proteinov a inych
biologicky aktivnych latok. Pripraveny plazmid je potom
transportovany do bakterialnej bunky pomocou réznych
metdd.

Elektroporacia indukuje zvacsenie membranovej per-
meability vplyvom aplikovania vonkajsieho elektrického
pola. Medicinske aplikacie elektroporacie ako prvy Stu-
doval vo svojej praci Neumann (Neumann et al., 1982).
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Sucasny model elektroporacie predpoklada formaciu
vodnych porov, ktora je iniciovana preraZzanim bunkovej
membrany molekulami vody. To mé za nasledok reor-
ganizaciu membranovych molekul a vznik vodného péru
(Obr. 2) (Yarmush et al., 2014). Cez vniknuté pory do-

chadza k prestupu zapornej DNA do bunky v smere od
zapornej elektrody (Golzio et al., 2002). Intenzita elek-
trického pola musi byt dostatoCna na to aby doSlo k
vzniku poérov a zaroven nenastali nevratné zmeny v
bunkovej Strukture.

Obr. 2: Tvorba pérov v bunkovej membrane. Schematické znazornenie v porovnani so simulaciou (Yarmush et al., 2014).
a) neporusena membrana; b) molekuly vody prerazZaju do membrany; ¢) v membrane vznika vodny por
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Transformacia tepelnym Sokom nasla vyuzitie v mno-
hych odvetviach vyskumu hlavne pre svoje jednoduché
experimentalne prevedenie. Tato metdda zahfha 2 do6-
leZité kroky, ktorymi su naviazanie sa plazmidovej DNA
na bunkovy povrch ca* a nasledny prestup DNA do
vnutra bunky (Sarkar et al.,, 2002). Jednou z moZnosti
ako zabezpedit' Ciastocné naviazanie molekuly DNA na
bakterialny povrch, je pomocou chloridu vapenatého.
DNA sa pripoji na kladne nabity ion chloridu vapenaté-
ho, ktory sa naviaze na zaporne nabité molekuly v
membrane bunky (Micklos & Freyer, 1990; Sarkar et al.,
2002). Takto naviazany plazmid je schopny prestupit do
vnutra bunky napriklad pdésobenim kratkeho tepelného
Soku.

Stvrté skupenstvo hmoty, plazma, je ionizovany plyn
tvoreny z neutralnych a nabitych (kladnych a zapor-
nych) Castic, ktoré na seba pdsobia vzajomnymi elek-
trostatickymi silami. S plazmou sa mézeme stretnut v
réznych formach, ako napriklad vo forme blesku, polar-
nej Ziary, plazmovych vybojok ako Ziariviek, no plazma
tvori aj hviezdy, a slne¢ny vietor. Rézne formy plazmy
suU odrazom odliSnosti vo vlastnostiach, ktorymi su tep-
lota, stupen ionizacie a vodivost plazmy (MartiSovits,
2004). Nizkoteplotna (studena) plazma sa vyuziva v
mnohych aplikaciach vdaka tomu, ze v nej teplota plynu
mdze byt velmi nizka, dokonca na urovni izbovej teplo-
ty, pricom teplota elektronov je vysoka, atak je zabez-
pecené silne reaktivne prostredie

Nizkoteplotna plazma generovana za atmosférického
tlaku generuje zmes reaktivnych molekul, radikalov,
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nabitych Castic, elektrické pole a Casto aj UV Ziarenie.
Vyskum interakcii studenej plazmy s bunkami i zivymi
organizmami sa prudko rozvija najma v poslednych cca
15 rokoch a zahffia oblasti dezinfekcie a sterilizacie v
medicine, ako aj novych plazmovych terapii v zubnom
lekarstve, dermatoldgii, onkoldgii, alebo v bioinZinierstve
(Laroussi et al.,, 2013; Fridman & Friedman, 2013;
Machala et al., 2012). Hlavnu ulohu pri interakcii s bun-
kou v tychto aplikaciach zohravaju najma reaktivne mo-
lekuly, radikaly a nabité Castice (Dobrynin et al., 2008;
Fridman & Friedman, 2013; Sysolyatina et al., 2014;
Machala et al., 2010).

Vplyv nabitych €astic na rézne Struktdry bunky sa méze
vyrazne liSit v zavislosti od ich senzitivity voci tymto
agentom. Pd&sobenim nabitych Castic a elektrického
pola na bunkové membrany mdze dochadzat k vzniku
porov v membranach buniek, rovnako ako pri elektropo-
racii (Obr. 2). Velkost a pocet tychto porov zavisi od
intenzity a trvania pésobenia elektrického pola ale aj od
vlastnosti a stavby bunkovej membrany a bunkovych
Struktur. Na tvorbe pdérov sa nabité Castice podiefaju
tym, Ze nasadaju na povrch membrany a vytvaraju lo-
kalne silné elektrické pole. Vytvorené péry s malym po-
lomerom sa uzatvaraju velmi rychlo, priblizne po 250
ns. Vacsie pory pretrvavaju v membranach niekolko
sekund az minut. Predpoklada sa, ze prave vznikom
tychto pérov je umozneny vstup molekul DNA do bunky
(Ji et al., 2006; Sysolyatina et al., 2014). Alternativnym
vysvetlenim efektu plazmovej transformacie je pésobe-
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nie nabitych €astic na Specifické molekuly v membrane
a umoznenie prechodu DNA do bunky (mechanizmus
podobny ako pri transformacii tepelnym Sokom). DéleZi-
tu podpornu ulohu v procese transforméacie mézu hrat’ aj
neutralne radikaly. Presny mechanizmus plazmovej
transformacie v3ak zatial nie je Uplne objasneny a je
predmetom dalSieho skimania, pretoze transformacia
studenou plazmou je perspektivne ucinnejSia alebo
lahSie aplikovatelna ako doterajSie metody.

Nizkoteplotna plazma nabera v poslednych rokoch vy-
razne na popularite pre svoje Siroké spektrum aplikacii
v medicine. Transformacia baktérii vpravovanim Speci-
fického plazmidu DNA do bakterialnych buniek sa Stan-
dardne robi pomocou tepelného Soku alebo reverzibilnej
elektroporacie, €ize vyuZitim silnych elektrickych pulzov.
Nizkoteplotna plazma pésobi na baktérie oxidacnym
stresom, zo vznikajucich reaktivnych &astic s posilne-
nym efektom elektrického pofa a generovaného Ziare-
nia. Studena plazma sa efektivne pouziva na inaktivaciu
baktérii, ¢o sa vyuziva napr. pri sterilizacii medicinskych
nastrojov alebo priamo pri lie€eni ran, koznych choréb
avzubnom lekarstve. Studena plazma vSsak méze v
buducnosti najst’ uplatnenie aj v genetickej transforma-
cii, ako alternativa k doteraz pouzivanym metédam.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Uloha extraceluldrnej DNA

v patogenéze sepsy

The definition of sepsis has been changing for decades, because new
knowledge about the pathogenesis of sepsis was gathered. Nowada-
ys the sepsis is defined as a dysregulated immune response to sys-
tem infection. The main cause of sepsis are microorganisms, so the
antibiotics are the essential treatment for this disease. The mortality
on sepsis is still very high because in many cases the treatment did
not start soon enough and the microbial resistance on available anti-
biotics is widespread. Sepsis is a very complex disease accompanied
by system inflammatory response syndrome, immunosupression,
changes in coagulation and organ damage. Because of its complexity,
the effective treatment and also biomarkers for prognosis are still
missing.

Extracellular DNA has been discovered in 1940s, got more attention in
1990s and these days the extracellular DNA is connected to a lot of
diseases and also the pathogenesis of sepsis. Increased concentra-
tion of extracellular DNA have been discovered during sepsis and its
connection to immune responses. Extracellular DNA is also released
from the neutrophil extracellular traps — the defence mechanism of
neutrophils. It also stimulates a production of inflammatory mediators,
mostly cytokines. Extracellular DNA represents a link between immu-
nity and coagulation during the sepsis. However, the complete me-
chanism of its activity is still not clear. Whether increased concentra-
tion of extracellular DNA is the cause or the consequence of sepsis is
still not known. The role of extracellular DNA as a potential biomarker
is studied widely, as well as its potential role as a new therapeutic
target in sepsis.

The aim of this bachelor thesis is to summarize the available literature
regarding the role of extracellular DNA in the pathogenesis of sepsis.
Moreover, to reveal the potential role of extracellular DNA in animal
model of sepsis.

NETosis, cell-free DNA, lipopolysaccharide, nucleosomes, immunity

Sepsa patri k vaznym medicinskym problémom, na ¢o
poukazuje aj fakt, ze na nu zomiera celosvetovo ro¢ne
priblizne 5,3 miliénov fudi populacii (Fleischmann et al.
2016). V Slovenskej republike sa vyskytuje ro¢ne prie-
merne 1770 pripadov tazkej sepsy u pacientov hospita-
lizovanych na jednotkach intenzivnej starostlivosti. Mor-
talita zapri€inena sepsou je unas velmi vysoka ato
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51,2 % (Zahorec, Firment et al. 2005). Prva definicia
sepsy sa objavila uz 1000 rokov pred Kristom. Definoval
ju Avicenna ako hnilobné procesy v krvi a tkanivach
sprevadzané horuckou (Majno 1991). Z historického
hladiska sa sepsa definovala velmi tazko na zaklade
klinickych priznakov. S pokrokom v medicine a diagnos-
tike sa definicie sepsy postupne menili. V sucasnosti je
sepsa definovana ako ,zivot ohrozujuca organova dys-
funkcia spdsobena dysregulaciou hostitelskej odpovede
na infekciu® (Singer, Deutschman et al. 2016). Tazka
sepsa je definovana ako sepsa sprevadzana zlyhanim
organov a hypoperfuziou tkaniv. Septicky Sok je Sta-
diom sepsy, pri ktorom dochadza k obzvlast zavaznym
abnormalitam na cirkulaénej, bunkovej a metabolickej
urovni a je spojeny s vyS8im rizikom mortality ako iba
samotna sepsa (Singer, Deutschman et al. 2016).
KedZe je sepsa velmi zavazné ochorenie, je potrebné
poznat jej klinické priznaky, vediet ju diagnostikovat v
skorom $tadiu a snazit’ sa predist jej rozvoju v septicky
Sok. Velmi zaujimavym fenoménom je tiez extracelular-
na DNA (ecDNA), ktorda méze mat velmi Siroké uplatne-
nie v medicine. Objav extracelularnej DNA bol kli¢ovym
milnikom na ceste k lie€Cbe mnohych ochoreni a pocho-
peniu ich patofyzioldgie. V su€asnosti sa Studuje aj vyz-
nam extracelularnej DNA v patogenéze sepsy a jej
mozné uplatnenie ako biomarkera progndzy sepsy a
tiez terapeutického ciefa.

K novoobjavenym biomarkerom pri sepse méze patrit’ aj
stanovenie koncentracie ecDNA (Dwivedi, Toltl et al.
2012). Velkost ecDNA u pacientov so septickym Sokom
je 150 — 300 bazovych parov. U zdravych jedincov sa
pohybuje mnozstvo ecDNA v rozmedzi 0,93 + 0,76
ng/ul, €o je podobna hodnota ako u pacientov po preko-
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nani sepsy 1,16 + 0,13 ng/ul. Na druhej strane u pacien-
tov, ktori neprezili boli hodnoty ecDNA 4,65 + 0,48
ng/ul, teda preukazatelne vy3Sie (Dwivedi, Toltl et al.
2012). U pacientov so septickym Sokom je mnoZstvo
ecDNA v plazme signifikantne vy$Sie v priebehu 24 a 48
hod po prijati na jednotku intenzivnej starostlivosti oproti
zdravym kontrolam. Tento fakt poukazuje na vyuzitie
ecDNA v plazme ako spolahlivého biomarkera s vyso-
kou citlivostou a Specifitou. Vysoké koncentracie ecDNA
su zaroven aj prediktory rozvoja septického Soku a mor-
tality a pomahaju pri v€asnej diagnostike, ktora zvySuje
8ance na preZitie. Sekvenéné analyzy tieZ ukazali, Ze
ecDNA u pacientov so sepsou pochadza od hostitela
a nie je mikrobialneho pdévodu (Huttunen, Kuparinen et
al. 2011).

Nukleové kyseliny sa povaZuju za kéd Zivota, vdaka ich
schopnosti uchovavat genetickd informaciu v bunkovom
jadre. V bunke sa okrem jadra nachadzaju aj v mito-
chondriach. Nie vSetky nukleové kyseliny sa v3ak na-
chadzaju len v bunke. V poslednych rokoch su nukleové
kyseliny nachadzajiuce sa mimo bunky predmetom
skimania mnohych vedcov. Tieto nukleové kyseliny

Obr. 1: Formovanie NETov

2 Kalprotektin
Kalprotektin hCAP18

oznacujeme ako cirkulujuce, mimobunkové alebo extra-
celularne nukleové kyseliny (Fleischhacker and Schmidt
2007). Prvy dokaz o ich existencii vo vzorkach ludskej
plazmy poskytli Mandel a Metais v roku 1948 (Mandel
and Metais 1948). EcDNA nachadzajuca sa mimo bun-
ky mdze cirkulovat v plazme, sére alebo lymfatickej
tekutine. Mézeme ju vSak najst aj v mozgovo-miecho-
vom moku, tekutine z brusnej dutiny, materskom mlieku,
tekutine z bronchialneho vyplachu, modi, stolici, slinach,
ZI¢i, spinalnej a amniovej tekutine (Fleischhac-ker and
Schmidt 2007). Zaciatkom dvadsiateho storocia vedci
zacali davat do suvislosti pritomnost ecDNA v telovych
tekutinach s réznymi ochoreniami. Jednym 2z prvych
takto skumanych ochoreni bol systémovy lupus erythe-
matosus (SLE). Pri skimani rozpustnych tkanivovych
antigénov v krvnom obehu pacientov so SLE boli obja-
vené v sére pacientov aj protilatky vo¢i DNA. Predpo-
kladalo sa, ze p6évod tejto DNA bol endogénny, kedze
bola objavena aj pri dalSich ochoreniach spojenych
s destrukciou tkaniv ako hepatitida a metastatické kar-
cindémy (Tan, Schur et al. 1966). Dnes uZ je zname, Ze
ecDNA je uvolfiovana z apoptickych a nekrotickych
buniek a v komplexoch s protilatkami voci DNA sa po-
diefa na vzniku/patogenéze SLE (Su and Pisetsky
2009).
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Apoptbdza, programovana bunkova smrt je beznym ja-
vom aj pri sepse. K apoptéze dochadza v réznych tka-
nivach a organoch v désledku pritomnosti velkého
mnoZstva zdpalovych mediatorov (Dwivedi, Toltl et al.
2012); (Zeerleder, Zwart et al. 2003). Okrem apoptozy
ecDNA vznika aj v dalSom type bunkovej smrti, ktorym
je nekrdéza, potom v procese fagocytozy, aktivnej sekré-
cie a v Specialnom type bunkovej smrti neutrofilov, ne-
téze (Thierry, EI Messaoudi et al. 2016). Neutrofily su
sucastou prvej obrannej linie proti baktériam, hubam a
protozoam. Vykonavaju adhéziu na vaskularny endotel
a migruju na miesta zapalovych lozisk. Eliminuju tiez
cudzorodé mikroorganizmy prostrednictvom fagocytozy,
uvolfiuju reaktivne metabolity kyslika a mikrobicidne
substancie. Ich granuly obsahuju antimikrobialne prote-
iny, proteazy, komponenty respiraéného vzplanutia a
tiez vela membranovych receptorov (Faurschou and
Borregaard 2003). Okrem pohlcovania mikroorganizmov
a sekrécie antimikrobialnych latok uvolfuju aj extracelu-
larne pasce neutrofilov (NETy). Tieto pasce vznikaju
v procese netdézy, uvolnenim jadrového materialu neut-
rofilov do extracelularneho priestoru. DNA je zakladnou
zloZkou tychto krehkych S&truktur, pretoZe po aplikacii
DNazy dochadza k ich degradacii, na druhej strane po
aplik&cii proteinaz sa javia stale ako stabilné. AvSak
ecDNA méze mat Skodlivy efekt na hostitel'sky orga-
nizmus, tym, Ze podnecuje tvorbu cytokinov a spusta
nadmerné zrazanie krvi (Swystun, Mukherjee, and Liaw
2011).

Chlorochin patri medzi 4-aminochinolinové lie€iva, dlho
pouzivané v lieCbe a prevencii malarie. Je tiez velmi
rozSireny ako inhibitor autofagie a uzitony doplnok pri
terapii rakoviny. Autofagia je proces, pri ktorom cyto-
plazmaticky material (organely a proteiny) su transpor-
tované do lyzozémov a degradované. Autofagia je dole-
Zita pri zapalovych procesoch a imunitnej odpovedi. Nie
je dostatocne preskimané a zname, ¢&i pri sepse je ten-
to proces zrychleny alebo blokovany. Tak isto, &i je pri-
nosny alebo $kodlivy pre imunitné mechanizmy v prie-
behu sepsy. Chlorochin zvySuje lyzozomalne a autofa-
gozomalne pH ainhibuje lyzozém-autofagozomalnu
fuziu. Kedze chlorochin inhibuje autofagiu, bol pouzity v
animalnom modeli sepsy (Takahashi, Watanabe et al.
2013). V tomto modeli inhibiciou autofagie urychlil pro-
ces poskodenia peCene a zvySil mortalitu zvierat. Je
pravdepodobné, Ze indukcia autofagie ma preventivnu
ulohu pri komplikaciach spojenych so sepsou. Vynara
sa vSak eSte mnozstvo otazok. Chlorochin nie je Speci-
ficky inhibitor autofagie, blokuje vznik autofagozému a
nepdsobi Specificky v peceni. Napriek tomu blokovanie

autofagie v hepatocytoch pésobilo preventivne proti
poSkodeniu pecCene v priebehu sepsy (Takahashi,
Watanabe et al. 2013).

V poslednych desatro€iach sa objavilo mnozZstvo lie€iv
so slubnym terapeutickym u&inkom pri sepse. Tieto
lieCiva vSak nepresli fazou Il a fazou Il klinickych testov
(Marshall 2014). Uginok tychto liegiv bol zaloZeny na
utimeni zapalového procesu a koagulaénych mecha-
nizmov. V klinickych testoch v§ak nepreukazali znizenie
mortality. V poslednych rokoch bola objavena ecDNA,
ktord spédja imunitné reakcie s koagulacnymi. Potvrdilo
sa, ze NETy su hlavnym zdrojom tejto DNA pri sepse
(Gould, Vu et al. 2014). NETy su negativne regulované
pomocou deoxyribonukledzy | (DNaza 1) (Meng, Paunel-
Gorgulu et al. 2012). Tato endonukleaza zavisla od
vapnika a horcika hydrolyzuje dvojzavitnicu DNA a tiez
degraduje chromatin uvolnovany pri nekréze na pre-
venciu anti-DNA autoimunitnych reakcii (Brinkmann,
Reichard et al. 2004). Rekombinantna ludska DNaza |
(rhDNaza) sa pouziva na lie€bu réznych ochoreni aso-
ciovanych so zvy8enym mnozstvom ecDNA ako cystic-
ka fibréza a pleuralne infekcie (Jones and Wallis 2010).

Sepsa patri k zivot ohrozujucim ochoreniam s vysokou
mierou mortality. Je to velmi komplexné ochorenie, do
ktorého patofyziolégie je zapojené velké mnoZstvo me-
diatorov. Toto ochorenie ma velmi rychly priebeh od
objavenia sa prvych priznakov aZ po vznik septického
Soku, preto su potrebné spolahlivé biomarkery na v¢as-
na diagnostiku. V sucasnosti neexistuje ziadny diagnos-
ticky test na presné potvrdenie diagndzy sepsy alebo
septického Soku. Ako jeden z biomarkerov by mohla
v buducnosti sluzit aj ecDNA. EcDNA, ktora je sucastou
extracelularnych pasci neutrofilov je priamo zapojena
do patogenézy sepsy. V sulasnosti medzi skumané
lie€iva, ktoré by mohli prispiet k lepSej prognéze tohto
ochorenia patri chlorochin a DNaza. Chlorochin funguje
na principe blokovania autofagie, zatial o DNaza pria-
mo hydrolyzuje dvojzavitnicu DNA. Uloha ecDNA v pa-
togenéze sepsy vSak esSte nie je Uplne objasnena, a
preto su potrebné dalSie Studie v oblasti vyuzitia ecDNA
ako biomarkera alebo terapeutického ciela pri sepse.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Pteriny ako markery

nadorovych ochoreni

Early diagnostics of oncology disease is an important aspect for initia-
ting accurate therapy and, of course, for increasing chance for recove-
ry. Biomarkers obtained from body fluids seem to be an effective
diagnostic instruments which may provide useful information on the
cancer type and the disease’s stage of progression. Finding the new
potential cancer biomarkers such as pterines is currently the biggest
challenge for clinical and cancer research. This contribution describes
the functional employment of pterins as biomarkers in cancer diagno-
sis.

Pterins, tumor, biomarkers, cancer

Onkologické ochorenia su celosvetovym problémom, na
ktoré v poslednych rokoch trpi ¢oraz viac ludi. Progn6za
byva vacsinou nepriazniva a majorita pacientov sa z
tejto choroby nevylie¢i. Stanovenie spravnej diagnozy
so sebou prinasa viaceré komplikované vySetrenia. Ok-
rem toho je rakovina Casto odhalena az v pokrocilom
Stadiu, kedy su dostupné lieCebné postupy Zial nedo-
staCujuce na vylieCenie. Preto je snaha lekarov a ve-
deckych pracovnikov najst taku diagnosticki metddu,
ktora stanovi onkologické ochorenie eSte v jeho ranom
Stadiu, kedy su Sance na vylieCenie relativne vysoké.

V sucasnosti sa diagnostika opiera hlavne o zobrazova-
cie techniky ako je vypoc&tova tomografia rontgenového
ziarenia (CT), magneticka rezonancia (MRI), i pozitro-
nova emisna tomografia (PET), ale aj o inStrumentalne
a mikroskopické metédy akymi su endoskopia ¢&i bio-
psia. Prave biopsia — odobratie podozrivého tkaniva a
jeho nasledné pozorovanie mikroskopom — sa povazuje
za jednu z najpresnejSich diagnostickych metéd. Tato
metdda je vSak finan€ne a €asovo narocna, pre pacien-
ta invazivna a poskytuje informacie iba o danom vyreze
tkaniva.

Potencialnou diagnostickou metédou sa ukazuje byt
stanovovanie biomarkerov z telesnych tekutin ako je krv
alebo mo¢€. Pteriny, ako potencidlne biomarkery, sa v
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suCasnosti intenzivne skumaiju, pretoze doterajSie vy-
skumy ukazali ich délezZitost’ pri diagnostike onkologic-
kého ochorenia.

Pteridiny su heterocyklické zlu&eniny, ktoré sluZia ako
kofaktory réznych enzymatickych reakcii (Obr. 1). Podla
z&kladnej stavby benzénového kruhu sa pteridiny delia
na dve skupiny — pteriny a lumaziny. Pteriny maju ami-
novu skupinu na druhom mieste a kyslikovu skupinu na
Stvrtom mieste benzénového kruhu. Druha skupina,
lumaziny, sa vyznacuje 2,4-dioxo Strukturou (Blau et al.,
2008).

Pteriny su vysokopolarne, fotosenzitivne zluceniny,
ktoré sa svetlom rozkladaju na rézne derivaty. Medzi
pteriny patri napriklad: xanthopterin, pterin, biopterin,
onkopterin, neopterin, molybdopterin a mnohé dalSie
(Tomandl, 1998). Pteriny sa slabo rozpustaju vo vode a
vo vacsine organickych rozpustadiel. Vyskytuju sa v
oxida¢nych formach, ale iba redukované formy vykazuju
plnu biologicku aktivitu (Blau et al., 2008). Redukované
formy pterinov podliehaju oxidacnému procesu na
vzdusnom kysliku alebo svetle. PoCas oxidacie nevzni-
kaju iba plne oxidované formy materskej zli¢eniny, ale
aj derivaty pteridinov v désledku réznych preSmykov.
Redukované formy pterinov maju silné antioxidacné
ucinky a mé2u in vivo pdsobit’ ako vychytavace reaktiv-
nych foriem kyslika (Tomandl, 1998).

Obr. 1: Chemicka Struktuara pteridinu (Blau et al., 2008)
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Biosyntéza vSetkych pterinov prebieha hydrolytickym
Stiepenim guanozin trifosfatu (GTP) pomocou GTP cyk-
lohydrolaz v troch po sebe iducich enzymovych kro-
koch. V lTudskom organizme prebieha biosyntéza hlavne
v hepatocytoch, lymfocytoch, dopaminergnych a sero-
toninergnych synaptozémoch (Tomandl, 1998).

Neopterin (NEO) je nizkomolekulova substancia synte-
tizovana z GTP v monocytoch resp. makrofagoch vdaka
stimulacii interferénom gama (IFN — y). Neopterin sa
vyskytuje v telesnych tekutinach ako je krv, mo¢, ascites
alebo cerebrospinalny mok. Klinické Studie ukazali, ze
jeho zvySena hladina sa preukazuje pri kardiovaskular-
nych ochoreniach, infekénych a autoimunitnych choro-
bach, nadoroch a transplantaciach. Sledovanie hladiny
neopterinu u ludi je tak napomocné pri monitorovani
bunkovej imunity a zapalovych odpovediach organizmu
(Yanchun et Zhidong, 2011). Chemicka Struktura neop-
terinu je na Obr. 2.

Obr. 2: Chemicka Struktara neopterinu (Blau et al., 2008).
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KedZe koncentracia neopterinu odraza aktivitu IFN — v,
neopterin mdze byt povazovany za biochemicky indika-
tor systémovej imunitnej aktivacie (Sucher et al., 2010).
Meranie koncentracie neopterinu umozfiuje monitoro-
vanie stuprfia imunitnej aktivity. Neopterin je biochemic-
ky staticky, a tak jeho pol€as rozpadu v organizme je
ovplyvneny iba jeho renalnou exkréciou. Naopak, IFN —
y ma problémovy pol€as rozpadu, pretoZe po jeho vzni-
ku v organizme dochadza k jeho rychlej neutralizacii
rozpustnymi receptormi alebo sa rychlo naviaze na cie-
fovu Struktaru. Prave pre tento fakt sa lokalne tvorené
cytokiny nedostanu do krvnej cirkulacie, a nie su tak
vhodnymi Struktirami na biochemicku diagnostiku. Na-
priklad u HIV — 1 pacientov a pacientov s hepatitidou

typu C sa paralelne sledovala hladina IFN — y a neopte-
rinu, pric¢om sice hodnoty vzajomne asociovali, ale sen-
zitivita stanovenia neopterinu bola vys8ia (Sucher et al.,
2010).

Biologicka funkcia neopterinu nie je eSte Uplne presku-
mana, ale ukazalo sa, Ze neopterin suvisi s tvorbou in
vitro reaktivnej formy kyslika, ozn. ROS (z ang. reactive
oxygen species) po stimulacii IFN — y. Suvis spociva v
neopterine ako indikatore oxidaéného stresu a ROS.
Existuje predpoklad, na zaklade ktorého je funkéné pre-
pojenie medzi koncentraciou neopterinu a zvySenou
produkciou ROS, &o nasledne mbzZze modulovat’ prolife-
raciu a prezivanie nadorovych buniek. ROS je klu¢ovym
produktom pri iniciacii a progrese nadorového ochore-
nia, pretoze spbsobuje bodové mutacie, ktoré potom
aktivuju onkogény (Sucher et al., 2010).

V sucasnosti ma neopterin nizku diagnosticku citlivost,
a tak ho zatial nemézeme povazovat za klasicky tumo-
rovy marker. AvSak, stanovenim koncentracie neopteri-
nu sa da podporit diagnostika nadorového ochorenia.
Na druhej strane, vysokd koncentracia neopterinu v
moci alebo v sére kvdli chronickej stimulacii imunitného
systému indukuje nepriaznivu prognézu, pretoZze imu-
nitny systém nie je schopny kontrolovat rast nadoru
(Sucher et al., 2010).

Biopterin (BIO) je oxidovana forma tetrahydrobiopterinu
(BH4). BH4 je najdblezitejSi nekonjugovany pteridin
v biologickych tekutinach (Cafiada — Cafada et al.,
2009). Materské mlieko obsahuje vysoké mnozstvo
biopterinu, asi 90-krat viac ako sérum. Preto je pravde-
podobné, Ze mlie€ne Zlazy su zodpovedné za produkciu
BH4 (Espinosa — Mansilla, 2008).

Pterin (PT) je takisto derivat BH4, pricom obsahuje iba
z4kladné dva benzénové kruhy, priCom neobsahuje
bo¢né retazce. Jeden z nich ma vyssie spominanu 2-
amino-4-oxo$truktaru (Blau et al., 2008). Strukturalny
vzorec pterinu a biopterinu je na Obr. 3. V moci posky-
tuju biopterin aj pterin modru fluorescenciu. Ich koncen-
tracia v mocCi je zvySena pri virusovych, chronickych,
nadorovych ¢&i autoimunitnych ochoreniach (Zvarik et
al., 2015).

Obr. 3: Chemicka Struktuara pterinu a biopterinu (Blau et al., 2008)
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Hoci existuje obrovské mnoZstvo druhov rakoviny,
predsa len maju v3etky nieCo spolo¢né. Ich vyvoj je
velmi rychly, a tak skord diagnostika a nasledna lieCba
zlepSuju Sance pacienta na prezitie a moznosti viest
relativne normalny zivot. Doteraz pouzivané metddy su
sice adekvatne na diagnostiku, ale si pomerne nevy-
hodné. VysSetrovanie zobrazovacimi technikami je fi-
nan¢ne naro¢né a je podmienené uz morfologickymi
zmenami tkaniva — velkost' nadoru, Stadium ochorenia.
Biopsia je invazivna metdda, poCas ktorej méze déjst
ku réznym komplikacidm. Preto by bolo dobré najst taku
metddu, ktord stanovi nadorové ochorenie s istotou, v
skorom $tadiu a nebude pre pacienta stresujica alebo
inak Skodliva. Takou metédou sa javi byt urCovanie
biomarkerov z telesnych tekutin ako krv alebo moc.
Biomarkery z mo€u pacienta sa v su€asnosti intenzivne
skumaiju, pretoze odber mocu je jednoduchs$i, mozno ho
Casto opakovat a na rozdiel od odberu krvi je nebolesti-
vy (Gamagedara et al., 2011).

Rakovinové biomarkery (oznacované ako aj onkomar-
kery) su zmeny na molekulovej, bunkovej alebo tkani-
vovej urovni, ktoré predurluju indikaciu sucasného a
vyvijajuceho sa stavu rakoviny. Takymito indikatormi
mézu byt cukry, tuky, nukleové kyseliny, ale aj rozne
iné latky, napriklad pteriny, resp. pteridiny. Pteridiny sa
v poslednom obdobi stali predmetom vyskumu na skri-
ning rakoviny, pretoze hladiny urcitych pteridinov pou-
kazovali na pritomnost nadorového ochorenia (Gama-
gedara et al., 2011, Koslinski et al., 2011, Girén et al.,
2012). Neopterin je povazovany za najddlezitejsi rako-

vinovy biomarker zo vSetkych pteridinov, avSak aj hod-
noty inych pteridinov sa pouZivaju v klinickej praxi na
kancerézny a prekancerozny skrining (Girdn et al.,
2012).

Gamagedara et al. (2011) stanovovali koncentracie
6smich pteridinov pomocou vysokoucinnej kapilarovej
elektroforézy s laserom indukovanou fluorescenciou.
Pozorovali mo¢ 38 onkologickych pacientov s réznym
typom rakoviny (rakovina prsnikov, pluc, ¢reva, konec¢-
nika, podzaludkovej Zlazy, vaje€nikov, paZeraka, moco-
vého mechura, obli¢iek a non-Hodgkinov lymfém) a 17
zdravych dobrovolnikov. Po Statistickej analyze dosli k
zaveru, Ze koncentracia piatich pteridinov u onkologic-
kych pacientov bola vyrazne vy$Sia ako u zdravych dob-
rovolnikov (6-biopterin, xantopterin, pterin, izoxantopte-
rin, 6-hydroxymetylpterin). Jeden pteridin u onkologic-
kych pacientov mal signifikantne nizSiu koncentraciu
(6,7-dimetylpterin) a dva pteridiny nevykazovali signifi-
kantni zmenu (D-(+)-neopterin a kyselina pterin-6-
karboxylova) (Gamagedara et al., 2011).

V praci Suchera et al. (2010) je ponukany prehlad kon-
centracie neopterinu v zavislosti od réznych typov rako-
viny. V praci je uvedené, Ze u onkologickych pacientov
lie€enych z réznych typov rakoviny bola zaznamenana
vyrazne vysSia koncentracia neopterinu v moci alebo
sére ako u zdravych jedincov. Zaroven, koncentracia
neopterinu rastla subezne s progresom rakoviny (Su-
cher et al., 2010). V tabulke 1 je uvedeny percentualny
prehlad pacientov, u ktorych bola zaznamenana vysSia
koncentracia neopterinu v moc¢i alebo v sére pri roznych
typoch rakoviny.

Tab. 1: Frekvencia zvysenej koncentracie neopterinu v moci alebo sére u onkologickych pacientov (Sucher et al., 2010)

Pacienti so zvySenou koncentraciu neopterinu (%)

Typ rakoviny

80 - 100 chronicka myeloidna leukémia, rakovina vaje¢nikov
60 — 80 sarkdm maternice, rakovina pankreasu

40 - 60 rakovina hrubého ¢reva, kréka maternice

20-40 rakovina prostaty, prsnikov

Koslinski et al. (2014) publikovali Studiu, v ktorej sa ve-
novali detekcii pterinov v moci onkologickych pacientov
s rakovinou mocového mechura a zdravych dobrovolni-
kov. Zistili, ze koncentracia neopterinu v moci u onkolo-
gickych pacientov bola vy$Sia ako u zdravych jedincov.
Koncentraciu porovnavali voc€i koncentracii kreatininu.
Rozdiely v hladinach biopterinu a pterinu neboli Statis-
ticky signifikantné. Preto sa treba zamerat na dalSie
Studium tychto latok, aby sa ukazalo, ¢&i sledovanie kon-
centracie pterinov v modi je alebo nie je relevantné.

Koslinski et al. sa vo svojej predoslej praci (Koslinski et
al., 2011) zamerali na prehlad dovtedy zisteného meta-

bolického profilu pteridinov ako potencialnych biomarke-
rov v onkologickom ochoreni. Je zname, Ze metaboliz-
mus pteridinov zdravych buniek je odliSny od nédoro-
vych. Kazdy typ nadoru ma iny vplyv na zmenu v kon-
centracii pteridinov. Koncentracia xantopterinu, izoxan-
topterinu, biopterinu a neopterinu v moci pritom navza-
jom nesuvisi. Autori uvadzaju rézne Studie, v ktorych je
koncentracia neopterinu v moci onkologickych pacien-
tov Statisticky vyznamne vy&Sia v porovnani so zdravy-
mi dobrovolnikmi. Skimané boli rézne onkologické
ochorenia, ako napriklad rakovina prsnikov, pfuc, pece-
ne i hrubého C&reva.
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ZvySené hladiny neopterinu u pacientov s malignym
tumorom pecéene sledovali Melichar et al. (2008). Neop-
terin v modi stanovili pre 154 pacientov, priCom az v 120
pripadoch nasli vys$3ie hodnoty oproti 33 kontrolam.

K podobnym vysledkom dospeli aj v inej Studii venova-
nej meraniu hladin neopterinu v mo¢i pacientov s réz-
nym poskodenim pecene (Kawasaki et al., 1988). Autori
zistili zvySené hladiny neopterinu u pacientov s rakovi-
nou pecene oproti pacientom s cirh6zou a zdravym dob-
rovolnikom, avS8ak nenasli rozdiel v hladinach neopteri-
nu medzi zdravymi jedincami a pacientami s cirh6zou
pecene.

Aj Yuksel et al. (2007), pozorovali hladinu neopterinu v
modci u onkologickych pacientok s malignym nadorom
prsnika v roznych Stadiach a benignym nadorom prsni-
ka. Vysledky porovnavali so vzorkami od zdravych dob-
rovolnikov. Zistili, ze koncentracia neopterinu v moci u
pacientok s malignym nadorom je signifikantne vysSia
ako u pacientok s nadorom benignym. Zaroven nenasli
signifikantny rozdiel medzi koncentraciou neopterinu u
zdravych jedincov a pacientok s benignym nadorom.
Studia Zvarika et al. (2015) porovnavala hladiny pteridi-
nov u onkologickych pacientok s malignym a benignym
nadorom vajec¢nikov a zdravych jedincov. Pracovali so
vzorkami mo€u od 36 pacientiek s malignym a 39 pa-
cientiek s benignym nadorom vaje¢nikov. PoCet zdra-
vych jedincov bol 32. V moci detegovali fluorescenciu
neopterinu, biopterinu a pterinu. Zistili, ze hladina vSet-
kych troch pteridinov bola oproti zdravym jedincom sig-
nifikantne vysSia u pacientiek s malignym ako aj benig-
nym nadorom. Pri porovnani hladin pteridinov medzi
oboma skupinami pacientiek (maligne / benigne) zistili,
Ze v pripade neopterinu a pterinu su hladiny pri malig-
nych tumoroch signifikantne vySSie oproti pacientkam
s benignym tumorom. Biopterin bol v oboch skupinach
oproti kontrolam zvySeny v rovnakej miere. Zistenie, ze
koncentracia neopterinu v moci je vyS$Sia u onkologic-
kych pacientok ako u zdravych jedincov koreSponduje s
doterajSimi vysledkami v inych vyskumoch.

Vo vys8ie spominanych Studiach sa vyskum sustredo-
val na stanovenie koncentracie pteridinov v modi. Ok-
rem koncentracie tychto latok sa da urCovat aj ich hus-
tota v mo¢i. Takej Studii sa venovali Burton et al. (2014).
Zamerali sa na diferenciu medzi agresivnou formou
rakoviny prsnika a benignym nadorom. Skumali Speci-
ficku hustotu pteridinov v mo¢i pacientok s benignym a
malignym nadorom prsnika s normovanim na kreatinin.
Premerali mo¢ 27 pacientok s benignym nadorom prs-
nika a 21 pacientok s agresivnou formou rakoviny prs-
nika. Signifikantny rozdiel hustoty jednotlivych pteridi-
nov v mocCi vykazovali xantopterin a izoxantopterin.
Pomer tychto pterinov (kazdého zvlast) voci kreatininu
bol vy8Si u pacientok s agresivnou formou rakoviny ako
u pacientok s benignym nadorom prsnika (Burton et al.,
2014).

Z uvedenych prac vyplyva, Ze pri onkologickych ocho-
reniach je hladina pteridinov v moci zvy8ena. Pozoro-
vania boli zamerané na stanovenie hladiny pteridinov v
moci u onkologickych pacientov a jej naslednému po-
rovnaniu so zdravymi dobrovolnikmi. V Studiach nie je
preukazané, ze pri zvySenej hladine pteridinov v modi
ma pacient nadorové ochorenie, ale zZe pri nadorovych
ochoreniach je hladina pteridinov zvySena. Domnieva-
me sa, Ze v buducnosti by stanovenie pterinov v modi
mohlo sluZit ako jedna z délezitych diagnostickych me-
téd. Na takéto zavedenie novej metdédy vSak musia byt
vykonané este mnohé klinické Studie.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Kyselina hyaluréonova
- molekula tisicich tvari

Hyaluronic Acid (HA), also known as hyaluronan or hyaluronate, is a
carbohydrate, more specifically a mucopolysaccharide occurring natu-
rally throughout the human body. Hyaluronic acid is high molecular
weight polymer composed of repeating disaccharide units derived
from glucose. It naturally occurs in different parts of body and it is one
of main components of extracellular matrix. Due to its structure, hyalu-
ronic acid exhibits unique hydrophilic and rheological properties. Hya-
luronic acid affects and regulate multiple processes in cells and extra-
cellular matrix by interacting with hyaluronan receptors — hyaladherin.
HA can be several thousands of sugars (carbohydrates) long. When
not bound to other molecules, it binds to water giving it a stiff viscous
guality similar to "Jello". This viscous Gel is one of the most heavily
researched substances in medicine today with thousands of trials
mostly in the fields of orthopedics and eye surgery. Its function in the
body is, amongst other things, to bind water and to lubricate movable
parts of the body, such as joint and muscles. Its consistency and
tissue-friendliness allows it to be beneficial in skin-care products as an
excellent moisturizer. Because HA is one of the most hydrophilic
(water-loving) molecules in nature with numerous benefits for the
human body it can be described as "nature's moisturizer.

Hyaluronic acid, viscosity, elasticity, biopolymer,
D-N-acetylglukosamine, D-glucuronic acid

Kyselina hyalurénova je najjednoduchS$i zastupitel gly-
kozaminoglykanov v Zivych organizmoch. Vytvara rézne
dihé retazce tvorené z dvoch spojenych jednotiek — D-
N-acetylglukozaminu a kyseliny D-glukurénovej. Asi
najvacsi vyznam tejto molekuly spociva v jej nezvyCaj-
nych reologickych vlastnostiach a v jej schopnosti zadr-
Ziavat’ velké mnozstvo vody, vdaka ¢omu ma v orga-
nizme Casto Ulohu spojenu s udrziavanim a regulaciou
vody v bunke a tkanivach. Syntetizuje sa na vnutornej
strane plazmatickej membrany enzymami hyalurénan
syntdzami, priom vSak novovzniknuté vidkno najéas-

1
1
i BIOMEDICINA
1

Gabriela Gavurnikova'?
Barbora Buckova’

'Centrum vedecko-technickych informécii SR
Lamacska cesta 7315/8A 811 04 Bratislava —
Staré mesto

Slovensko

gabriela.gavurnikova@cvtisr.sk

2Prirodovedecka fakulta

Univerzita Komenského v Bratislave
llkovi¢ova 6, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava
Slovensko

gavurnikova1@uniba.sk

3Prirodovedecka fakulta

Univerzita Komenského v Bratislave
llkovicova 6, Mlynské dolina, 842 15 Bratislava
Slovensko

buckova66@uniba.sk

tejSie priamo prechadza von z bunky do extracelularnej
matrix, kde sa tato latka vyskytuje v najvaéSom mnoz-
stve. V zavislosti od molekulovej hmotnosti ma kyselina
hyalurénova rézne funkcie pri stavbe chrupky, pri hojeni
ran, pri prozapalovych a protizapalovych reakciach, pri
mitéze a migracii buniek. Vacsina z tychto uloh je spro-
stredkovana proteinovymi receptormi — hyaladherinami,
ktoré Specificky viazu vlakna kyseliny hyalurénove;.
Vdaka spominanym vlastnostiam nasla kyseliny hyalu-
rbnova vyznamné uplatnenie v rbéznych biomedicin-
skych oblastiach.

Kyselina hyalurénova bola objavena v roku 1934 Kar-
lom Meyerom ajeho kolegom Johnom Palmerom, izo-
laciou zo sklovca kravieho oka. Svoj nazov dostala vda-
ka spojeniu dvoch slov — hyaloid, ¢o v preklade zna-
mena sklovec, a urénova kyselina. Vedci zistili, ze ide
o0 polysacharid zloZeny prave z urénovej kyseliny a z
dalSieho aminosacharidu (Meyer a Palmer, 1934).
Presna Struktura v8ak bola opisana az o niekolko rokov
neskér zacCiatkom patdesiatych rokov 20. storodia Ber-
nardom Weissmannom a opat Karlom Meyerom
(Weissmann a Meyer, 1954). Po€as nasledujucich ro-
kov boli skimané jej fyzikalno-chemické vlastnosti ako
viskozita, schopnost vytvarania retazcov a regulacia
vody (Garg a Hales, 2004). V roku 1986 bol zavedeny
pojem ,,hyalurénan®, ktory presnejSie zodpovedal me-
dzinarodnej nomenklatiure polysacharidov (Balazs a
kol., 1986).

Vdaka jej idealnym vlastnostiam ako lubrikant naSla
kyselina hyalurénova svoje uplatnenie v klinickej medi-
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cine. Na jej vyuZivani ma zasluhu Endre Balazs, ktory
ako prvy vyvinul vysoko purifikovanu kyselinu hyaluré-
novu s vysokou molekulovou hmotnostou, ktora nep6-
sobila zapalovo, z pupocnej Snury a kohudtich hreberiov
(Balazs a Sweeney, 1968). Zaciatkom osemdesiatych
rokov bola kyselina hyalurénova znacne vyuzivana pri
operaciach v o€nom lekarstve. Bola pouzivana na vyro-
bu SoSoviek, ktoré boli implantované do vnutra oka (Liu
a kol., 2011). Avsak kvdli znepokojeniu nad vyuzivanim
extrakcie z kohutich hrebenov, kedZe ide o pouzitie
Zivo€isnych komponentov v biomedicinskych a farma-
ceutickych aplikaciach, boli postupne vyvijané nové
spbsoby ziskavania kyseliny hyaluronovej a to metédou
mikrobialnej fermentacie. Prvy producent, ktory bol pou-
zity bol Streptococcus zooepidemicus, ktory je doteraz
pouzivany pri vyrobe kyseliny hyaluréonovej na technické
Ucely, avSak je nevhodny pokial ide o jej vyuzitie prave
v biomedicinskej oblasti (Liu a kol., 2011). Kyselina hya-
lurénova, ktora vznika ako Cast extracelularnej kapsuly
je sice identicka s cicav€ou, no mdZe obsahovat’ endo-
toxiny pochadzajuce ztejto baktérie. Preto bola ako

alternativa objavena produkcia rekombinantnej kyseliny
hyalurénovej, ktora vyuziva ako hostitelov gram-pozitivne
a gram-negativne baktérie, napriklad Bacillus subtilis
(Widner a kol., 2005), Escherichia coli (Yu a Stephano-
poulos, 2008), Lactococcus lactis (Chien a Lee, 2007)
a Agrobacterium sp. (Marcellin a kol., 2014).

Kyselina hyalurénova (HA z anglického jazyka Hyaluro-
nic acid) patri do skupiny glykozaminoglykanov, priro-
dzene sa vyskytujucich v Zivych organizmoch. Je to
linearna polymérna molekula zloZzenéa z disacharidovych
jednotiek D-N-acetylglukozaminu a kyseliny D-glukuro-
novej spojenymi B-1,4-glykozidovou a B-1,3-glykozido-
vou vazbou (Obr. 1). Molekuly mézu byt dihé 2000 —
25000 jednotiek, ¢o zodpoveda molekulovej hmotnosti
10° — 10’ daltonov (jeden disacharid priblizne 400 Da)
(Choi a kol., 2012).

Obr. 1: Chemicka Struktuara disacharidovej jednotky kyseliny hyalurénovej zloZzenej z D-glukurénovej kyseliny

a D-N-acetylglukozaminu (Prevzaté z de Oliveira a kol., 2016)

HO - OH HO OH
1 3 2NH 1
o

Kyselina glukurénova  N-acetylglukozamin

V tele sa HA nachadza vo forme soli hyalurénanu s
ionizovanymi karboxylovymi skupinami. Vo fyziologic-
kom roztoku vlakna vytvaraju Struktiru nahodnych cie-
vok, alebo miestami aZ dvojzavitnic. Struktura je tvore-
na pomocou vodikovych vazieb medzi hydroxylovymi
skupinami sacharidovych jednotiek a elektrostatickym
odporom medzi ich karboxylovymi skupinami. Kyselina
hyalurénova sa vyznacuje silnymi hydrofilnymi vlastnos-
tami a vdaka svojej Strukture je schopna zadrzat’ mole-
kuly vody a tak zvacsit az 1000 nasobok svojej hmot-
nosti (Stern a kol., 2006). Je vyznamna hlavne pre svoje
nezvyCajné reologické vlastnosti ako je viskozita a elas-
ticita. Pri vysokej koncentracii méa roztok vyznacuje ne-
smierne vysokou viskozitou, ktora je zavisla od Smyko-
vého napatia. 1 % roztok ma gélovu Strukturu (Necas a
kol., 2008). Viskozita gélu je zavisla od viacerych para-
metrov ako je zosietovanie, pH alebo rézne modifikacie
retazca (Price a kol., 2007).

P HO/&
HO NH |H
OH o=

p-1,4-glykozidova véazba

OH OH
O 0 HO o)
6*
0 NH
OH O=\

[-1,3-glykozidova vazba

n

KedZe vlastnosti kyseliny hyalurénovej su priamo zavis-
& od jej Struktury, jednotlivé odvetvia mediciny mozu
vyzadovat rézne druhy kyseliny hyalurénovej vzhladom
na jej dizku (molekulovi hmotnost) a na modifikaciu
retazca. V niektorych oblastiach je vyuzivana prirodze-
ne sa vyskytujuca linearna forma, avSak vo vacésine
pripadov je potrebna jej chemicka modifikacia. Najcas-
tejSie modifikacie spocivaju vo vytvarani derivatov alebo
vzniku trojrozmernej sietovej — ,cross-linked” — Struktu-
ry, kedy dochadza ku tvorbe kovalentnych vazieb medzi
retazcami. Uprava vlakien znizuje ich rozpustnost vo
vode a zvysuje odolnost voci ich enzymatickej degrada-
cii, &im je predizena Zivotnost latky v tkanive alebo bun-
ke a umoznuje tak jej lepSi ucinok. Modifikacia a to pre-
dovsetkym zosietovanie retazcov taktiez zlepSuju Speci-
fické mechanické vlastnosti materialu (Brown a Jones,
2005).
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Obr. 2: Schematické znazornenie komeréne vyuzivanych foriem — linearnej, derivatizovanej a zosietovanej HA

(Prevzaté zo Schiraldi a kol., 2010)
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Existuje niekolko réznych spdsobov ako vytvorit’ ,cross-
linked* kyselinu hyalurénovu prostrednictvom molekul
alebo enzymov, ktoré vazbu sprostredkuji. Na zosieto-
vanie moéze byt pouzity napriklad bis-karbomiid (Sado-
zai a kol., 2005), multivalentné hydrazidové zosietova-
nie prostrednictvom karbodiimidom (EDC: 1-etyl-(3,3-
dimetylaminopropyl) karbodiimidom) a koaktivatory (N-
hydroxysulfosucinimidsulfo-NHS alebo 1-hydroxy-ben-
zitriazole-HOBt) (Bulpitt a Aeschlimann, 1999). Taktiez
je na pripravu pouzivané disulfidové zosietovanie (Shu
a kol., 2003), fotosietovanie (Leach a kol., 2003) a auto-
zosietovanie sprostredkované karbodiimidom a koakti-
vatorom alebo 2-chlér-1-metylpyridiniumjodidoom (Yo-
ung a kol., 2004) . Metddy spajania zahrfiujuce hydroxy-
lové skupiny kyseliny hyalurénovej su napriklad s pouzi-
tim divinylsulfénu (lbrahim a kol.,, 2010) a diepoxidu
(Segura a kol., 2005).

Spdsoby derivatizacie vyuzivaju esterifikaciu a sulfata-
ciu hydroxylovych skupin vlakien. Esterifikacia prebieha
na karboxylovych skupinach, €o znizuje celkovy naboj
hyalurénanu a zvySuje jeho hydrofébnost ¢im zlepSuje

Rychla degradacia in vivo
hlavne nasledkom
posobenia
hyaluronidaz

Cas zotrvania:
24 hodin (v koZi); niekolko
tyZdnov (v chrupke)

zlé mechanické viastnosti

PrediZeny ¢as
zotrvania in vivo:
niekolko mesiacov aZ rokov

enzymatickej

degradacii zlepsenie mechanickych

vlastnosti

stabilitu (Vindigni a kol., 2009). Rozpustnost’ vo vode sa
znizuje v zavislosti od stupfa modifikacie (Schiraldi
a kol., 2010). Kratka zivotnost' kyseliny hyalurénovej v
tkanive predstavuje jeden z hlavnych nedostatkov pri jej
vyuziti v biomedicine.

Kyselina hyalurénova sa prirodzene vyskytuje v réznych
zvieracich tkanivach — v kohutich hrebefioch, kozi Zra-
lokov, hovadzich ogiach, hovadzej nosovej priehradke,
ale aj u ludi, napriklad v pupocnej Snure, v synovialnej
tekutine, pokozke, sklovci oka, hrudnikovej lymfe. V
ur€itom mnozstve sa moOze taktiez nachadzat aj v plu-
cach, obli¢kach, mozgu, svaloch, plazme, v moci a malé
mnozstvo v pe€eni (Kogan a kol., 2007) (Fraser a kol.,
1997). Najviac kyseliny hyalurénovej je mozné v [ud-
skom tele ngjst v extracelularnej matrix, kde ma délezitu
Ulohu pri jej organizacii (Laurent, 1998).
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Tab. 1: Koncentrédcia kyseliny hyalurénovej [yg.g'l] v jednotlivych organoch pri réznych organizmoch

(Prevzatéz Frasera kol.,1997)

Organ alebo tekutina Clovek Ovca Kralik Potkan
Pupo¢na $nura 4100

Synovialna tekutina 1400 - 3600 540 3890

Koza 200

Sklovec 140 — 338 260 29

Pluca 98 — 243 34
Oblicky 93 - 113 30
Oblickova papila 250

Oblickova kéra 4

Mozog 35-115 54 -76 74
Svaly 27

Crevo 44
Hrudnikova lymfa 8,5-18 1-34 54
Pecern 15 4
Komorovy mok 0,3-2,2 16-54 0,6-25 0,2
Mo¢ 0,1-0,3

Mozgovo-miechovy mok 0,02 -0,32

Plazma 0,01-0,1 0,12-0,31 0,019 - 0,086 0,048 — 0,026

Vdaka svojim hygroskopickym vlastnostiam sa kyselina
hyalurénova podiela na regulacii obsahu vody, hydrata-
cii tkaniva a pri transporte vody. TaktieZ pomaha pri
udrziavani osmotickej rovnovahy. V extracelularnej mat-
rix interaguje s ostatnymi komponentami a s bunkami
pomocou Specifickych  a neSpecifickych interakcii
(Necas a kol., 2008). M&Ze sa viazat s vazbovymi pro-
teinmi areceptormi — hyaladherinami. Ddlezita ulohu
zohrava v matrixe chrupky, kde tvori agregacné cen-
trum pre agrekan, ktory si vdaka interakciam s kyseli-
nou hyalurénovou zachovava svoje makromolekulové
Zlozenie (lannitti a kol., 2011). Jednou z najvyznamnej-
Sich rodin vazbovych proteinov su glykoproteinové hya-
ladheriny a to vdaka receptoru CD44. Ide o multifunké-
ny transmembranovy protein vyskytujuci sa u vacsiny
typov buniek v tele. M6éze regulovat génovu expresiu a
ma ddleZita ulohu pri aktivacii kinaz vo vnutri bunky. Ma
vplyv na mnozenie, diferenciaciu a migraciu buniek
a taktiez na vznik nadorov v tele (Choi a kol., 2012). Do
tejto skupiny proteinov patri taktiez receptor LYVE1
(Lymphatic vessel endothelial HA receptor), nachadza-
juci sa na endoteli lymfatickych ciev, sleziny a peCene,
alebo TSG-6 (Tumor necrosis factor-stimulated gene-6)
(Fakhari a Berkland, 2013). NajznamejSim predstavite-
fom receptorov, neobsahujucich glykoproteinovu Cast je
RHAMM (Receptor for HA-Mediated Mobility). Nacha-
dza sa nie len na povrchu, ale taktieZ v cytosole av
jadre bunky (Leach a Schmidt, 2004). Poméha pri raste
a migracii buniek, hlavne fibroblastov hladkého svalstva.

Kyselina hyalurénova nie je syntetizovana v Golgiho
aparate, ako ostatné glykozaminoglykany, ale na vnu-
tornej strane plazmatickej membrany integrovanymi
proteinmi — hyalurénan syntazami (HAS) (Necas a kol.,
2008) odkial je nasledne vytlatena cez poérovitu Struktu-
ru do extracelularneho priestoru. Hyalurénan syntazy
delime do dvoch tried. Do prvej triedy zaradujeme HAS
cicavcov, streptokokov skupiny A a C, Zzaby Xenopus
avirusu Chlorella PCBV-1. Z druhej triedy je zatial
znama iba syntdza baktérie Pasteurella multocida
(Marcellin a kol.,, 2014), protein oznaCovany ako
pmHAS. Hyalurénan syntazy prvej triedy obsahuju via-
ceré transmembranové domény asociované s moleku-
lami lipidov, vdaka ¢omu sa HA syntetizuje a prechadza
von z bunky kde bud vytvara kapsulu, alebo je jednodu-
cho uvolnena do medzibunkového priestoru. pmHAS
druhej triedy je zloZzeny z dvoch nezavislych katalytic-
kych domén s transferdzovou aktivitou zodpovednou za
napajanie UDP-glukurénovej kyseliny (UDP-GICUA z
anglického jazyka UDP-glucuronic acid) a UDP-N-
acetylglukozaminu (UDP-GIcNAc z anglického jazyka
UDP-N-acetylglucosamine) (Sze akol.,, 2016). Ide o
periférny membranovy protein priCom spominané kata-
lytické jednotky su spojené s plazmatickou membranou
jednou doménou pri karboxylovom konci enzymu
(DeAngelis, 1999). Spojenie s membranou a prechod
HA z bunky v3ak nie su v pripade tohoto enzymu
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k syntéze nevyhnutné (Sze akol., 2016). Dal$im hlav-
nym rozdielom je samotny spdsob syntézy kyseliny hya-
lurénovej. HAS patriace do prvej triedy pridavaju cukor-
né prekurzory na redukujuci koniec syntetizovaného

retazca zatial ¢o hyalurénan syntazy z druhej skupiny
predlZzuju vlakno na neredukujucom konci (de Oliveira a
kol., 2016).

Obr. 3: Schematické znazornenie biosyntézy hyalurénan syntazami triedy I a triedy Il (HAS).

(a) HAS triedy | su integralne membranové proteiny, ktoré katalyzuju adiciu UDP-cukru rasticemu HA retazcu a méZu transpor-
tovat’ hydrofilny HA polymér cez bunkovi membranu eukaryotov alebo gram-pozitivnych baktérii. Lipidové molekuly (ZIté kruhy)
ufahcuju aktivitu HAS, ktora im umoZriuje riadit premiestnenie HA.

(b) HAS triedy Il je periférny protein, ktory tiez katalyzuje predizenie HA. Tento enzym je hybridom dvoch glykozyltransferaz,
ktoré prenasaju UDP-N-acetylglukozamin a UDP-glukurénovt kyselinu na neredukujtci koniec HA retazca. Predpoklada, Ze by
tento protein mohol interagovat’s inymi bunkovymi membranovymi proteinmi (capsular polysacharid transport protein-purple
block) s cielom premiestnit HA cez bunkovi membranu Gram-negativnych baktérii (P. multocida). Modré a ¢ervené bodky
predstavuju GIcUA a GlcNAc. OranZovy trojuholnik predstavuje UDP zloZku. (Prevzaté zo Sze a kol., 2016).

a HAS triedy I

Medzibunkovy priestor

Proces degradacie kyseliny hyaluronovej méze prebie-
hat enzymaticky, alebo neenzymaticky (Fakhari a
Berkland, 2013). Pri enzymatickom odburavani su pozi-
vané tri druhy enzymov — hyaluronidazy 1 a 2, B-D-
glukuronidazy a B-N-acetyl-hexosaminidazy. Hyalu-
ronidaza 2 je pripevnena na vonkajsej strane plazmatic-
kej membrany a hydrolyticky Stiepi retazce kyseliny
hyalurénovej na kratSie 20kDa fragmenty, ktoré dalej
endocytézou prejdu do vnutra bunky. Tam sa dostanu
do skorych endozémov a lyzozémov, kde su opat skra-
cované hyaluronidazou 1. ZvySné dva enzymy mozu
nasledne odburat vzniknuté fragmenty odoberanim
koncového sacharidu z neredukujuceho konca. Jednot-
livé monosacharidy z pévodnych vlakien mézu potom
opustit’ lyzozém a podielat sa na dalSich metabolickych
reakciach. (Leach a Schmidt, 2004) (Aya a Stern,
2014).

Neenzymatickd degradacia méze byt spbsobena tep-
lom, ultrazvukom, hydrolyzou alebo oxidaciou. Bolo
zistené, Ze vystavenim latky ultrazvuku sa dlhSie retaz-
ce odburavaju pomalsSie ako vlakna s nizSou molekulo-
vou hmotnostou. Pri pouziti tepla sa so zvySujucou tep-
lotou molekuly zacinaju degradovat aich viskozita sa
exponencialne znizuje v zavislosti od teploty (Stern a
kol., 2007). Hydrolyza kyseliny hyalurénovej méze byt
bud kysla alebo zasadita. Pri kyslej hydrolyze sa degra-
duje zvySok kyseliny D-glukurénovej a pri zasaditej N-

b HAS triedy 11

Medzibunkovy priestor

2
-
&
~
<
z
-
<

acetylglukozamin. Oxidacia hyalurénového retazca mo-
Ze prebiehat vdaka reaktivnym formam kyslika (Fakhari
a Berkland, 2013).

Obr. 4: Schéma enzymatickej degraddcie kyseliny
hyalurénovej (Prevzaté z Chanmee a kol., 2016)
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o
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Kyselina hyalurénova je unikatna molekula, ktora vdaka
svojim Specifickym reologickym vlastnostiam a Strukture
stale puta pozornost vedcov na celom svete. Aj napriek
tomu, Ze molekula ako taka bola objavena uz pred nie-
kofkymi desatrociami, jej potencial a uloha v organizme
doteraz nie su plne preskimané. Pri mnohych proce-
soch stale nie su zname presné mechanizmy jej péso-
benia. Poznanie sucasnych, stale sa rozvijajucich po-
znatkov o kyseline hyalurénovej, o jej charakteristike z
chemického hladiska a jej funkcie v Zivom organizme,
su nesmierne délezité hlavne pre jej biomedicinske ap-
likacie. V poslednych rokoch vznikaju neustale nové
formy upravy a kombinacie kyseliny hyalurénovej s iny-
mi zlu€eninami, vdaka ¢omu sa zlepSuju vlastnosti a
pozitivny vplyv vznikajucich hydrogélov a nanocastic.
Kyselina hyalurénova si upeviiuje svoje postavenie aj v
oblastiach vyskumu rakoviny a prenosu liekov, ¢o pred-
stavuje vyznamnu perspektivu jej mozného vyuzitia.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Kyselina hyaluréonova

a jej biomedicinske aplikdcie

For more than 30 years hyaluronic acid (HA) has been used for vario-
us applications in medicine for example in dermatology to support
dermal regeneration, in urology, tissue engineering or as a treatment
for cardiovascular diseases and it still finds new applications. Thanks
to properties of the biopolymer, hyaluronic acid has become an impor-
tant component of pharmaceutical and cosmetic products worldwide.
HA was first used commercially in 1942 when Endre Balazs applied
for a patent to use it as a substitute for egg white in bakery products.
Its discovery was very unique. No other molecule had ever been dis-
covered that has such unique properties to the human body. Balazs
went on to become the leading expert on HA, and made the majority
of discoveries concerning hyaluronic acid benefits. Hyaluronic Acid is
found naturally in most every cell in the body and occurs in high con-
centrations in specific body locations. In each body location, it serves
a different function. Unfortunately, HA also has a half-life ( the time it
takes for the molecule to get broken down and excreted from the
body) of less than 3 days and possibly even as little as one day in the
skin. For this reason, it is imperative that the body continually reple-
nish itself with HA. Below are some of the areas in the human body
where it is present and critical to anatomical function. This paper
summarizes knowledge of usage of hyaluronic acid in medicine and it
specially focuses on application and effects on osteoarthritis, in der-
matology and otholaryngology.

Hyaluronic acid, viscosity, biopolymer, biomedicine, aesthetic surgery,
osteoarthritis, dermatology
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Kyselina hyalurénova (HA) predstavuje vdaka svojim
unikatnym fyzikalno-chemickym vlastnostiam, ako je
viskoelasticita a vysoka hygroskopicita, biokompatibilita
a jej netoxickost, nesmierne vyznamnu molekulu apli-
kovanu v réznych oblastiach mediciny. HA s vysokou
molekulovou hmotnostou zaznamenala uspechy predo-
v8etkym pri viacerych zakrokoch v o&nom lekarstve, pri
aplikaciach v reumatologickych ochoreniach, pri derma-
tolégii. Naopak kratSie retazce tohto biopolyméru nasli
svoje uplatnenie pri produkcii latok inhibujucich rast
nadorov, podporujucich angiogenézu — vznik novych
ciev, alebo expresiu prozapalovych mediatorov. HA sa
v suc€asnosti taktieZz vyuziva napriklad v otolaryngolégii,
uroldgii, tkanivovom inZinierstve a ako sucast’ liekov.
(de Oliveira a kol., 2016, Sze a kol., 2016). Pri testovani
kyseliny hyalurénovej neboli zaznamenané Ziadne
znamky cytotoxicity, neurotoxicity ani negativneho vply-
vu na plodnost testovanych subjektov.

Obr. 1: Schéma aplikacie kyseliny hyalurénovej v ré6znych oblastiach mediciny (Prevzaté z de Oliveira a kol., 2016)
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Vdaka Strukturnej homoldgii medzi réznymi druhmi Zzi-
vo€ichov a slabej interakcii s krvnymi zloZkami predsta-
vuje kyselina hyalurénova vysoko neantigénnu a nei-
munogénnu latku, kedZe nevyvolava imunitnu odpoved
u fudi ani inych stavovcov. V dosledku jej aplikacie v
biomedicine musia byt kladené vysoké naroky nielen na
efektivnost produkcie ale aj na spdsob ziskavania d&is-
tého a bezpecného produktu. V sucasnosti je asi naj-
rozSirenejSia metdda pripravy pomocou biotechnologic-
kych bakterialnych fermentacii, ktoré postupne nahra-
dzaju pbévodné extrahovanie kyseliny hyalurénovej zo
Zivog¢isnych tkaniv, predovSetkym kohutich hrebefov
alebo sklovca oka.

Zlu€eniny kyseliny hyalurénovej su v dnesnej dobe naj-
CastejSie pouzivané latky pri injekénej laryngoplastike.
Ide predovSetkym o Restylane (Medicis Aesthetics Inc)
a Hyaform (INAMED Aesthetics Inc) (Sataloff a
Benninger, 2015). Kyselina hyalurénova je pritomna v
extracelularnej matrix sliznicového vaziva hlasiviek, kde
ovplyviiuje biologické a mechanické vlastnosti tkaniva
a zohrava délezitu ulohu pri spravnom vibrovani hlasi-
viek. TImi narazy, chrani okraje hlasiviek a priamo
ovplyviiuje ich hrdbku a viskozitu. Injekéné podavanie
kyseliny hyalurénovej je vyuzivané pri lieCbe nedosta-
to€nosti hlasivkovej Strbiny, lie¢be poranenych alebo
zjazvenych hlasiviek (Sataloff a Benninger, 2015) a pri
jednostrannej paralyze hlasiviek (Fang a kol., 2015).
Injekcie exogénnej kyseliny hyaluréonovej pomahaju
dosiahnut viskoelastické vlastnosti podobné zdravému
tkanivu. Studie ukazali okamzité zlepSenie kvality hlasu
po podani latky a dalSie zlepSovanie podas nasleduju-
cich troch az Siestich mesiacov. Pomocou stroboskopic-
kého vysSetrenia bola poCas tohto obdobia potvrdena
pritomnost podanej kyseliny hyalurénovej bez jej vyraz-
nej absorpcie. Injekcie kyseliny hyalurénovej boli modi-
fikované aby bola kyselina odolnejSia voci enzymatickej
degradacii ¢im by zotrvala v tkanive dlhSie atym sa
prediZila doba jej uginku v hlasivkach. Jedinou nevyho-
dou tejto, inak uzitoénej, modifikacie je zvySenie viskozi-
ty roztoku, ¢o mdéze mat za nasledok zhorSenie jeho
pouzitia pri podani jemnou ihlou (Sataloff a Benninger,
2015).

Kyselina hyalurénova je taktiez pouzivana pri liecbe
perforacie usného bubienka (TMP z anglického jazyka
tympanic membrane perforation). TMP je obyCajne vy-
sledkom infekcie, Urazu alebo zavedenia tympanoso-
mickej trubice (Saliba a kol., 2012). Priblizne v 12 %
pripadov TMP spésobenych urazom sa méze stat' toto

ochorenie chronickym a vyZadovat' liecbu. TMP méze
zvySovat riziko akutneho zapalu stredného ucha alebo
chronického ochorenia stredného ucha, ktoré je Casto
spojené s vytokom zucha. PoSkodeny bubienok sa
stava akusticky neucinny, ¢o mdze viest k prevodovej
nedoslychavosti u postihnutych pacientov. V su€asnosti
je jednou z metdd liecby TMP myringoplastika tukovymi
Stepmi s kyselinou hyalurénovou. V tomto pripade je
Step azvySok membrany bubienka pokryty esterom
kyseliny hyalurénovej EpiDisc (Medtronic Xomed Inc)
(Saliba a kol., 2012). Ester stimuluje migraciu epitelo-
vych buniek membrany nad tukovym tkanivom a taktiez
zabrafuje dehydratécii perforovanych okrajov. Studie
lieCby velkych perforacii preukazali lepSie vysledky my-
ringoplastiky s tukovymi Stepmi pri pouziti kyseliny hya-
lurénovej oproti vysledkom kde ester pridany nebol. Pri
malych perforaciach neboli z hfadiska Uspesnosti ziste-
né ziadne Statistické rozdiely medzi vysledkami oboch
metdd (Gin a kol., 2016).

Obr. 2: Hlasivkova Strbina u pacienta s jednostrannou
paralyzou hlasiviek (A) pred a (B) jeden mesiac po injeké-
nom podani kyseliny hyalurénovej (Prevzaté z Fang a kol.,
2015)

Obr. 3: Otoskopia. (A) Perforovany usny bubienok pred
myringoplastikou tukovymi Stepmi s kyselinou hyaluro-
novou (HAFGM). (B) Usny bubienok dva mesiace po
HAFGM, s vylieéenym TMP a novou vaskularizovanou
membranou (Prevzaté zo Saliba a kol., 2012)

Hojenie ran predstavuje komplexny biologicky proces,
pozostavajuci zo série reakcii zameranych na opravu
poskodeného tkaniva. Po poSkodeni tkaniva a krvnych
ciev sa v mieste poranenia za¢nu ukladat krvné dostic-
ky a pridu zapalové bunky. Nasledne je bud regenero-
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vané pévodné tkanivo, alebo vznika vlaknita jazva. Ky-
selina hyalurénova je jednou z klu€ovych zloZiek pri
celom procese hojenia. Po poraneni tkaniva sa jej hla-
dina vyrazne zvySi vdaka syntéze poSkodenymi endote-
lovymi bunkami a z megakaryocytov a krvnych dosti-
Ciek, ktoré obsahuju velké mnozstvo jej dlhych retazcov
(Aya a Stern, 2014). Po vytvoreni trombocytovej zatky
sa zacnu jej zhromazdené retazce podielat na vzniku
edému v poranenej oblasti a spolu s fibrinom vytvara
docasnu Strukturu, ¢im rozS8iruje tkanivo a tak pomaha
odstranovat odumreté bunky, odpad a baktérie z rany a
urychlit Sirenie vyZivnych latok (Voigt a Driver, 2012).
Kyselina hyalurénova ma taktieZz signalizacnu ulohu.
Trombocyty obsahuju degradaény enzym hyaluronidazu
2, av8ak na rozdiel od ostatnych buniek, nie hyaluroni-
dazu 1. Predpoklada sa, Ze v pociato¢nej faze hojenia
je enzym na krvnych dostickach inhibovany, no neskor
sa stava opat’ aktivnym a Stiepi retazce kyseliny hyalu-
rénovej na kratSie fragmenty (tie vSak nie su dalej de-
gradované, kvéli chybajicej hyaluronidaze 1), ktoré
pomocou vazby s kyselinu hyalurénovu viazucimi recep-
tormi ako napriklad CD44 alebo TLR2 a TLR4 vyvolaju
zapalové reakcie. V dalSej ¢asti hojenia ran napomaha-
ju fragmenty vyvoju ciev — angiogenéze. Na rozdiel od
kyseliny hyalurénovej s velkou molekulovou hmotnos-
tou, ktord angiogenézu potlaca, jej kratSie polyméry
prostrednictvom mnohych signalizanych drah napo-
mahaju proliferacii a migracii endotelovych buniek pri
vyvoji. Okrem toho sa CiastoCne podielaju aj na kontrole
expresie vaskularneho endotelového faktora. V posled-
nej faze procesu hojenia maju najvacsiu ulohu fibroblas-
ty, ktoré su zakladnymi bunkami Struktury a syntetizuju
a ukladaju kolagénové vldkna. Kolagén typu Il tvori
doCasné krytie rany, avSak ide o makku a tvarnu latku,

Obr. 4: Hyaluranova Spongia.

takZe rana nie je dostato¢ne odolna voci tahu. Kolagén
typu lll je postupne nahradeny kolagénom typu I, ktory
je uz na tah odolnejSi a za€ne sa vytvarat jazva. Kyseli-
na hyalurénova nie len Zze opat ovplyviuje migraciu a
rozmnozovanie, tentokrat fibroblastov, ale taktiez Speci-
ficky stimuluje produkciu kolagénu typu lll. (Aya a Stern,
2014).

Okrem vyuzitia na stimulaciu hojenia problémovych ran
je exogénna kyselina hyalurénova vyuzivana aj na na-
slednu redukciu jaziev. Ci uz ide ojazvy po poraneni
alebo po chirurgickom zakroku, niektoré z nich mézu
byt znetvorené a esteticky neprijemné a spdsobovat
svrbenie, citlivost, bolest a psychické poruchy pacienta.
V pripade plastickej operacie prsnika ide o hlavny dé-
vod pre naslednu reoperaciu, priom na zlepSenie vyzo-
ru a Struktury jazvy sa dosahuje pouzitim skrytych re-
zov, silikénu, injekcii kortikosteroidov a masaznej tera-
pie po operacii (Manahan a kol., 2015).

Na redukciu zjazvenia boli vytvorené rézne modifikacie
a formy kyseliny hyalurénovej (Weindl a kol., 2004).
Prikladom vyuZitia jednej z nich, s dobrymi vysledkami,
testovanej v poslednych rokoch, je kyselina hyalurénova
vo forme Spongie (HylaSponge System, Matrix Biologi-
cal Institute). Ide o polymerizaciu dihych vlakien hyalu-
rénanu, ktoré vyvaraju velké cievky vytvarajuce globu-
larne Castice s prakticky nekonecnou molekulovou
hmotnostou, ktoré mézu zadrziavat velké objemy vody
a vo vode rozpustnych latok podobne ako Spongia. V
zadrzanej vode v Spongii su rozpustené dihé aj kratke
retazce a volitelné vo vode rozpustné biologicky aktivne
malé molekuly ako napriklad vitaminy. aminokyseliny
alebo peptidy. Latky sa nasledne po priloZeni Spongie
dostanu difuziou priamo do pokoZky. (Mahedia a kol.,
2016)

(A) Hyaluranova 3Spongia s rozpustnou kyselinou hyalurénovou s malou a velkou molekulovou hmotnostou a s biologicky aktiv-
nymi molekulami stale v Spongii. Rohovita vrstva koze nie je hydratovana a je tenSia. (B) Hyalurénova Spongia s rozpustnou
kyselinou hyalurénovou s malou a velkou molekulovou hmotnostou a s biologicky aktivnymi molekulami transportovanymi do
pokozZky. Rohovita vrstva je hrubSia a spolu s ostatnymi vrstvami koZe je hydratovana (Prevzaté z Mahedia a kol., 2016)
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V poslednych rokoch zacali injekéne podavané kozné
vyplne predstavovat' silnd konkurenciu pre pouZivané
invazivnejSie chirurgické zakroky v oblasti estetickej
mediciny. Na zaklade vyskumu International Society of
Aesthetic Plastic Surgery, bolo v roku 2013 vykonanych
viac ako 11 milionov nechirurgickych procedur na celom
svete a z toho vo viac ako troch miliénoch i$lo o pouZzitie
vstrebavatelnych vyplni tkaniva. NajcastejSie pouziva-
nou vyplfiou je v su€asnosti kyselina hyalurénova. Pod-
la Statistiky American Society for Aesthetic Plastic Sur-
gery bolo v roku 2014 v Spojenych Statoch vykonanych
viac ako 1,6 milibnov zdkrokov podanim vyplne kyseliny
hyalurénovej, €o z nej robi druhy najCastejsie pouzivany
nechirurgicky zasah po pouZiti botulotoxinu (Prasetyo a
kol., 2016). Injekéné vyplne kyseliny hyalurénovej su
rézne v zavislosti od pomeru kratkych a dlhych vlakien,
miery zosietovania alebo pridanych inych latok. Vypine
sa pouzivaju na znizenie vzniku jaziev, vyplnenie pleti
alebo pier a odstranenie vrasok na tvari pacienta, vdaka
zvySeniu schopnosti pokoZky viazat vodu (Few a kol.,
2015) (Gousse a kol., 2016).

Obr. 5: Vysledky liecby 48 ro¢nej Zeny s injek¢ne podava-
nym vypliiou Juvéderm Voluma XC (Allergan, Inc.), (A, B)
pred liecbou, (C, D) po 6 mesiacoch, (E, F) po 24 mesia-
coch. V Studii iSlo o poddvanie 6,3ml Juvéderm Voluma
XC (gél kyseliny hyaluréonovej a lidokainu) do strednej
Casti tvare (Prevzaté z Few a kol., 2015).

Osteoartritida (OA z anglického jazyka osteoarthritis) je
najcastejSie chronické ochorenie postihujuce rézne kiby
v tele, aj ked' najCastejSie je spajana hlavne s poskode-
nim kolenného kibu. Méze byt spésobena degeneraciou
a poskodenim chrupavky a okolitej extracelularnej mat-
rix alebo abnormalnou remodelaciou subchondrialnej
kosti a zapalom kibu. V normalnej chrupavke existuje
jemna rovnovdha medzi jej syntézou a degradaciou. V
pripade osteoartritidy v8ak degradacia chrupavky pre-
vySuje syntézu. Rovnovaha je ovplyvnena vekom a je
regulovana niekolkymi faktormi produkovanymi syno-
viom a chondrocytmi. Ochorenie je sprevadzané boles-
tou postihnutého kibu a znizenim jeho spravneho fun-
govania, €0 ma negativny vplyv na schopnost pacienta
vykonavat kazdodenné Cinnosti.

V sucasnosti pozname niekolko moznosti lieCby OA,
pricom najcastejsie ide o podavanie nesteroidnych pro-
tizapalovych liekov a intraartikularne injekcie kortikoste-
roidov. V prvom pripade moZu vsak tieto lieky vyvolavat
neziaduce vedlajSie ulinky a v pripade kortikosteroidov
je nedostatkom ich kratka doba ucinku a zvy3ovanie
hladiny glukézy v krvi, €o je problém hlavne pri diabetic-
kych pacientoch. Intraartikularne injekcie kyseliny hyalu-
rénovej su dalSou moznostou liecby OA. Ako bolo uz
v predchadzajucej Casti spomenuté, kyselina hyaluré-
nova je okrem iného pritomna v synovialnej tekutine,
kde ma v zavislosti od koncentracie a molekulovej
hmotnosti vplyv na jej viskoelastické vlastnosti. Syno-
vialna HA ma vyznamnu ulohu pri lubrikacii a timeni
narazov. Pri nizkom Smykovom napati, napriklad po¢as
pomalého pohybu, sa linearne retazce usporiadaju v
smere toku a spravaju sa ako viskézna kvapalina. Ked
je naopak kib vystaveny rychlemu narazu, pri behu ale-
bo skoku, nemaji molekuly HA dostatok ¢asu na uspo-
riadanie, ¢o umoziuje absorpciu narazu. V désledku
osteoartritidy je koncentracia a taktiez molekulova
hmotnost HA zniZena, o vyrazne zniZi aj viskoelasticitu
synovialnej tekutiny a jej schopnost chranit chrupavku
(Balazs a Denlinger, 1993). Intraartikularne podana
kyselina hyalurénovd ma niekofko mechanizmov tera-
peutického ucinku pri tomto ochoreni.

Obr. 6: Schématické zndzornenie poskodenia kibu pri osteoartritide (Prevzaté z Musumeci a kol., 2015)
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Obr. 7: Ukazka (vlavo) zdravého a (vpravo) poskodeného
kolenného kibu trpiaceho osteoartritidou
(Prevzaté z Driban a kol., 2016)

Zdravy kib Kib s osteoartritidou
Podana HA ma taktiez vyznamny chondroprotektivny
efekt — potlaca apoptdzu chondrocytov a podporuje ich
proliferaciu. Efekt je sprostredkovany vazbou molekuly
na pritomné receptory CD44. Naviazanie indukciou mi-
togén-aktivovanej proteinkinazy fosfatazy-1 — (negativ-
neho regulatora IL-1f) inhibuje expresiu interleukinu-13
(IL-1B), €o méa za nasledok pokles produkcie matrixovej
metaloproteinazy — 1, 2, 3, 9 a 13 (MMP) (Mihara a
Hashizume, 2012). Vo vysledku je tak zniZenie katabo-
lického U€inku enzymu v chrupavke. Vazba HA — CD44
redukuje aj expresiu dalSej skupiny metaloproteinaz —
ADAMTS - dizintegrin metaloproteinaza trombospori-
din, podielajucich sa na Stiepeni agrekanu, versikanu a
brevikanu, ktoré predstavuju délezité synovialne zlozky
(Li a kol, 2012). Agrekan je primarny proteoglykan kibo-
vej chrupavky, ktory pomaha zabezpec€ovat jej stladitel-
nost a elasticitu. Stiepenie agrekanu vedie k erdzii
chrupavky. Ako choroba postupuje celkova koncentra-
cia proteoglykdnov a glykozaminoglykanov sa znizuje.
Strata agrekanu z chrupavky je jednou z prvych patofy-
ziologickych zmien pozorovanych pocas osteoartritidy.
Vysledky lieCby kyselinou hyaluréonovou preukazali nie
len potlacenie jeho degradéacie, ale zaroven stimulaciu
syntézy (Altman akol., 2015). Pri in vitro merani
s osteoartritickymi chondrocytmi bol zaznamenany na-
rast mRNA expresie génu ACAN, zodpovedného za
produkciu proteinu agrekanu, pri kultivacii s HA, na roz-
diel od kultivacie kde HA pritomna nebola a uroven
mMRNA ostala konstantnd (Bauer a kol., 2016). Pri sle-
dovani markeru syntézy proteoglykanov siran (*S0,)
po pridani HA je zaznamenana jeho zvy3Sena inkorpora-
cia do chondrocytov. Ukazalo sa tiez, ze lie€ba intraarti-
kuldrnou kyselinou hyalurénovou zvySuje endogénnu
produkciu GAG. Injekcie nielen doplnia HA v synovialnej
tekutine, ale podporia aj samotnu produkciu endogénnej
HA (Greenberg a kol., 2006) (Altman a kol., 2015).

Spociatku po objaveni kyseliny hyalurénovej sa predpo-
kladalo, Ze ide o inertnu zluceninu, ktora nijak Specificky
neinteraguje s inymi makromolekulami. AvSak od obja-
venia interakcie HA s proteoglykanmi v chrupavke ved-
cami Hardinghamom a Muirom v roku 1972 bol publiko-
vany velky pocet dat o ulohe kyseliny hyalurénovej v
bunke, pri migracii, mitéze, zapale, tvorbe nadorov, an-
giogenéze, embryogenéze ajej dalSich funkciach
(Boeriu akol., 2013). Vdaka zadrZiavaniu vody, bio-
kompatibilite a viskoelasticite tohto polyméru sa HA
stala délezitou sucastou hlavnych farmaceutickych,
biomedicinskych a kozmetickych vyrobkov s vysokou
komer&nou hodnotou po celom svete (Sze a kol., 2016).
V sucasnom obdobi sme svedkami jej nesmierne vyz-
namnych biomedicinskych aplikacii. Tak ako rastie po-
Cet aplikacii kyseliny hyalurénovej, rastie v priebehu
rokov aj jej podiel na trhu. V sucasnosti je tento polymér
v zavislosti od jeho Cistoty a velkosti v hodnote 1000 —
5000 USD/kg. Podla vyskumu uskutoéneného v roku
2014 spravodajskou spolo€nostou Transparency Mar-
ket Research bola trhova hodnota HA v roku 2012 5,32
miliardy USD a do roku 2019 by mala dosiahnut 9,85
miliard USD (de Oliveira a kol., 2016).
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Virus lymfocytovej choriomeningitidy

ako ludsky patogén

Lymphocytic choriomeningitis virus belonging to Arenavirus family
readily causes infections in mice. However, its connection to human
infections is largely underestimated. It is because in humans, LCMV
induces mainly asymptomatic infections, or infections with flu-like
symptoms (fever, myalgia, headache), and only rarely can have serio-
us consequences such as meningitis or meningloecephalitis. Infec-
tions in immunocompromised or immunosuppressed individuals can
be even fatal. It is therefore very important to pay increased attention
to early diagnostics of LCMV and to development of preventive and/or
therapeutic anti-LCMV strategies.

Lymphocytic choriomeningitis virus, persistent infection, immunity,
cytotoxic T lymphocytes, antibodies

Virus lymfocytovej choriomeningitidy (LCMV) je prototy-
povym zastupcom Celade Arenavirusov, ktorej ¢lenovia
su vSeobecne spajani s chorobami prenasanymi z hlo-
davcov na ludi. Arenavirusy su klinicky délezité fudské
patogény, medzi ktoré patria aj pévodcovia niektorych
zavaznych hemoragickych horuc¢ok (t.j. horu¢ok s vnu-
tornym krvacanim). Vacsina arenavirusov vyvolava per-
zistentnu, zvyC€ajne asymptomaticku infekciu v ich re-
zervoarovych hostiteloch, u ktorych sa vyskytuje chro-
nicka virémia avirdria (t.j. pritomnost virusu v Kkrvi
a v moci). Predpoklada sa, Ze niektoré infekcie su sp6-
sobené pomalou a/alebo nedostato¢nou hostitel'skou
imunitnou odpovedou.

Celad Arenaviridae obsahuje rody Mammarenavirus
(mammalian arenaviruses) a Reptarenavirus (reptilian
arenaviruses) (Radoshitzky et al., 2015) Rod Mamma-
renavirusje rozdeleny do dvoch sérologickych skupin
podla antigénnych vlastnosti a geografického rozsire-
nia. Do prvej sérologickej skupiny LCMV-Lassa (tzv.
virusy ,starého sveta“), patri LCMV a Styri arenavirusy
z Afriky (Lassa, Mobala, Mopeia, Ippy). Arenavirusy
pochadzajuce zo Severnej alebo Juznej Ameriky tvoria
druhu sérologicku skupinu: Tacaribe (tzv. virusy ,nové-
ho sveta”), ktora obsahuje tri fylogenetické skupiny A, B,
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C. Patria sem napriklad virusy Junin, Tacaribe, Pichin-
de, Tamiami, Parana, Oliveros (Bowen et al., 1997).
Mammarenavirusy z jednej geografickej oblasti su anti-
génne pribuzné inym virusom z tej istej oblasti. Tieto
virusy su zoonotické, ¢o znamena, Ze v prirode sa vy-
skytuju len v zvieratach. Kazdy virus je asociovany s
jednym druhom alebo s viacerymi pribuznymi druhmi
hlodavcov, ktoré tvoria prirodny rezervoar pre virusy.
Vynimkou je virus Tacaribe objaveny na Trinidade, ktory
bol izolovany z fruktivornych netopierov (Artibeus spp.),
ale neskorSie pokusy ziskat virus z netopierov alebo
inych potencialnych hostitelov boli netuspesné. Priro-
dzenym hostitefom nedavno objavenych reptarenaviru-
sov su hady.

U prirodzenych hostitelov sa dokazal vertikalny aj hori-
zontalny prenos, vratane pohlavného, transuterinného,
postpdrodného prenosu, ako aj prenosu mliekom, sli-
nami alebo moCom. Do prenosu nie su zapojené ziadne
¢lankonozce, &i iné vektory (Bishop, 1990).

Prirodzenym hostitelom a rezervoarom LCMV je mys
domova (Mus musculus). Clovek sa moéze nakazit
vdychnutim virusu z aerosélu, €i priamym kontaktom s
kontaminovanymi exkrementami infikovanych mysi.
Prenos z &loveka na &loveka doposial nebol dokazany,
s vynimkou prenosu z matky na plod a len nedavno
zisteného prenosu transplantovanymi organmi od LCMV
infilkovanych donorov imunosuprimovanym recipientom.
Tento spdsob prenosu viedol k extrémne vysokej morta-
lite, ked viac ako 70 % pacientov podlahlo infekcii. Pre-
javy kongenitalnej infekcie byvaju spajané s hydrocefa-
lom, mikro a makrocefalom, €i chorioretinitidou. Infekcia
virusom v prvom trimestri méze mat’ za nasledok spon-
tanny potrat. Sérologické Studie v roznych oblastiach
sveta dokazali, ze prevalencia protilatok vo¢i LCMV v
[udskej populacii sa pohybuje v rozmedzi 1% az
37,5 %.

Aj napriek tymto poznatkom sa v odbornej literature
Coraz CastejSie objavuje nazor, ze vyznam virusu lymfo-
cytovej choriomeningitidy v patogenéze ludskych ocho-
reni sa do znacnej miery podcenuje. To je spojené naj-
ma s pozorovanim, ze velka vacsina infekcii ¢loveka
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spOsobenych LCMV ma subklinicky priebeh a len mala
Cast’ sa prejavi vaZznym ochorenim u imunokompetent-
nych jedincov. U jedincov s poruchami imunity vSak
mézZe mat vazne zdravotné nasledky, niekedy az s fa-
talnym koncom.

Zatial neexistuje Ziadna Specialna lieCba LCMV choréb,
hoci Ribavirin proti nemu vykazuje in vitro Ucinok a
uspesne bol vyuzity vo viacerych pripadoch transplan-
taciou nakazeného pacienta. Nové antivirusové straté-
gie proti LCMV su v sucasnosti vo faze vyskumu (Pas-
quato a Kunz, 2016).

Struktira virusovych &astic vSetkych arenavirusov je
velmi podobna. Vo vnutri obsahuju bunkové ribozémy,
ktoré sa sem dostavaju pri vbalovani virusu a spésobu-

Obr. 1: Struktura virionu LCMV.

ju jeho pieskovity vzhlad. Viridny su sférické, obalené
Castice, velké 50 — 300 nm. Na povrchu je lipidicky obal,
ktory viribny ziskavaju prechodom cez membranu infi-
kovanej bunky. Na obale sa nachadzaju vybezky v tvare
pismena T, ktoré su tvorené oboma virusovymi glykop-
roteinmi (GP-1 a GP-2). Ich dizka je 8 — 10 nm. Vybez-
ky su zvacSa nepravidelného tvaru, riedko rozostavené,
v pozdiznom reze sa javia ako duté (Bishop, 1990).
Izolované nukleokapsidy oCistené od hostitelskych ribo-
zdmov su organizované v uzavretych kruhoch roznej
dizky 450 nm — 1300 nm (Obr. 1). Ukazuje sa, Ze sU v
superSpiralizovanej forme a predstavuju linearny subor
nukleozomalnych podjednotiek (Clegg et al., 2000). S
viribnom je asociovana RNA-zavisla RNA polymeraza
(Buchmeier et al., 2001).

Na povrchu viriénu je lipidicka dvojvrstva, v ktorej st dva glykozylované proteiny 1 a 2. Pod povrchom je matrixovy protein Z. L
a S predstavuju dva segmenty genomickej RNA spojené s nukleoproteinom. Nukleokapsid spojeny s virusovou L polymerazou

tvori virusovy ribonukleoprotein.
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Viriony su v in vitro podmienkach relativhe nestabilné.
Rychlo sa inaktivuju pdsobenim UV alebo gama Ziare-
nia, pri teplote nad 56 °C, alebo pri vystaveni pH mimo
rozhrania 5,5 — 8,5. K odstraneniu infek&nosti viriGnov
méze prist pri poruseni integrity virionového obalu roz-
pustadlami alebo detergentami.

Gendm pozostava z dvoch jednovliaknovych RNA mole-
kul, L a S, v dizke asi 7,5 kb a 3,5 kb, ktoré su prepiso-
vané ambisense stratégiou a su nekovalentnymi vaz-
bami spojené do cirkularnej formy. MrL je 2,2 — 2,8x10°
a MrS je 1,1x10° (Southern, 1996). Jedina vyrazna ho-
molégia medzi dvoma genomickymi RNA je na 3’konci,
kde je vysoko konzervativha sekvencia pozostavajluca
z 19 nukleotidov (Perez a de la Torre, 2003). K nej
komplementéarne sekvencie su na 5’konci. 3’konce ne-
obsahuju polyA sekvencie (Bishop, 1990). Preparaty

Cistych virusov moZu tieZ obsahovat 28S, 18S a 4-6S
RNA bunkového pdvodu. L a S su asociované s nukle-
oproteinom N (63 — 72) v nukleokapsidoch, ktoré maiju
helikalnu symetriu (Buchmeier a Parekh, 1987). Kratky
segment S RNA kdduje hlavné Strukturalne komponenty
virionu — vnutorny nukleoprotein (NP) a dva vonkajSie
glykoproteiny (GP-1 a GP-2), ktoré vznikaju posttran-
slac¢nou upravou, Stiepenim glykoproteinového prekur-
zora GP-C (Wright et al., 1990). NP a GP-C su kédova-
né neprekryvajucimi sa, opacne orientovanymi Citacimi
rdmcami. Dlhy segment L kdduje virusovi RNA-zavislu
RNA polymerazu L a Strukturny a regulacny protein Z,
ktory je menSi a obsahuje doménu zinkového prstu.
Medzi génmi na kazdom vlakne sa nachadza nekéduju-
ca intragenomicka Cast, ktora je vo forme palindrému a
tvori vlasenku.
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NP je asociovany s virusovou RNA v infikovanych bun-
kach, ¢&im tvori nukleokapsid (NC), ktory je templatom
pre virusovi RNA polymerazu. NC asociovany s viruso-
vou polymerazou tvori ribonukleoprotein (RNP), ktory
sa zuCasthuje transkripcie a replikacie a je minimalnou
jednotkou virusu LCM potrebnou na infekciu (Cornu a
de la Torre, 2001). Tetraméry GP-1 a GP-2 tvoria vy-
bezky viribnového obalu a zabezpecuju interakciu viru-
su s bunkovym receptorom. GP-2 tvori komplex s nuk-
leoproteinom a je délezity pri maturacii a pu€ani virio-
nov. Virus neutralizujuce protilatky su namierené proti
konformaénym epitopom glykoproteinu GP-1 (Burns
a Buchmeier, 1991). L protein je minoritny protein, ktory
predstavuje RNA-zavislu RNA polymerazu. Z protein je
Strukturnym aj regulaCnym proteinom. Obsahuje jednu
doménu zinkového prstu so 60 aminokyselinami. Jej
funkciou je pravdepodobne sprostredkovanie interakcii
medzi proteinmi.

Replikaény cyklus arenavirusov je v porovnani s inymi
RNA pomerne pomaly. Maximalny pocet &astic je do-
siahnuty az za 2 — 3 dni od zaciatku infekcie. Infekcia
zvyC€ajne prebieha bez vyrazného poSkodenia hostitel-
ského replikatného aparatu a bez cytopatického efektu.
Na zaciatku infekcie dochadza k adsorpcii virusu pro-
strednictvom GP-1 na bunkovy receptor a-dystro-
glykan, ktory je pritomny na mnohych typoch buniek
zivocisnej rise (Cao et al., 1998). Vstup virusu do bunky
sa uskutoCnuje vbalenim do velkych vezikil a nasled-
nou fuziou membrany do vnutra bunky, ktora je zavisla
od pH. Pri menSom pH ako 6 dochadza k disociacii GP-
1 z virionu a konforma&nym zmenam GP-2 a tym k stra-
te infekénosti virusu. Po uvolneni nukleokapsidu do
cytoplazmy aktivuje virusovo-Specifickda RNA polymera-
za syntézu mRNA z genomickych RNA templatov a
nasledne dochadza k translécii virusovych proteinov a
replikacii RNA, ktora prebieha v cytoplazme, tak ako u
vSetkych RNA virusov. Tento proces je vzhfadom na
obojaku polaritu gendmovej RNA relativhe komplikova-
ny.

Arenavirusy vyuzivaju pomerne ojedinely mechanizmus
replikacie s tzv. ambisense stratégiou. Oba segmenty
RNA obsahuju dva gény, priom maju vzajomne obra-
tenu polaritu. Na segmente S je gén pre GP-C prekur-
zor pozitivnej polarity, kym gén pre nukleoprotein je
negativnej polarity. Na segmente L je gén pre Z protein
pozitivnej polarity a gén pre L protein negativnej polari-
ty. Na replikaciu vyuzivaju RNA-zavisliU RNA polymera-
zu, ktora je asociovana s nukleoproteinom a je pritomna
vo viribne. Ako prva sa transkribuje negativha Cast
vlakna (NP a L protein), a to priamou transkripciou ge-
nomovej RNA, nasledne sa nepriamou transkripciou,
prostrednictvom antigenédmovej RNA, transkribuju gény
leZiace na pozitivnej Casti gendmovej RNA (GP-C a Z

protein). Takto vznika viac druhov mRNA so subgeno-
mickou diZzkou. Vznik antigenomickej RNA je stugastou
replikacie gendmovej RNA, ktora beZi v slede: genémo-
va RNA — antigenémova RNA — genémova RNA. Tento
mechanizmus plati pre oba segmenty L a S nezavisle
(Kunz a de la Torre, 2005). Prekurzorovy glykoprotein
GP-C sa posttranslaéne Stiepi na produkty GP-1 a GP-2
(Wright et al., 1990) a tieto su nasledne transportované
na bunkovid membranu. Na membrane sa cytoplazma-
ticky koniec GP-2 asociuje s NP a ten s proteinom Z.
Virusy dozrievaju pu€anim na povrchu infikovanej bun-
ky (Clegg et al., 2000), Casto spbsobuju stencenie
membrany a vznik agregatov ribozémov na strane pu-
Cania.

Vynimoc¢nou vlastnostou arenavirusov je schopnost
produkovat’ vysoké hladiny virusu s minimalnym posko-
denim hostitefskych buniek a minimalnymi zdsahmi do
bunkového metabolizmu.

LCMV je necytopaticky RNA virus, ktorého prirodzenym
hostitefom a rezervoarom je my$s domova (Mus muscu-
lus), ale UuspeSne mbze byt preneseny aj na morcata,
Skrecky, potkany, psy, opice, kuracie embrya, ale i na
Cloveka. Ludia sa infikuju pri kontakte s infikovanymi
hlodavcami alebo intranazalne, inhalaciou virusu z
aerosOlu a tiez peroralne, priamym kontaktom s exkre-
mentami kontaminovanymi infekénym virusom. Aeroso-
ly z infikovaného modu hlodavca su pravdepodobne
najdolezitejSim spdsobom prenosu choroby (Obr. 2).
Infekcie LCMV u ludi prebiehaju v celej Skale od asym-
ptomatickych nakaz, cez systémové infekcie, az po pos-
tihnutie centralnej nervovej sustavy, ktoré sa modze vy-
vinut' az do fatalnej encefalitidy, aseptickej meningitidy
alebo meningoencefalitidy. Infekcia tymto virusom po-
Cas tehotenstva je spojend so spontdnnymi potratmi
a kongenitalnymi malformaciami (Barton, 1993). K na-
kaze mdze prist aj prostrednictvom infikovanych orga-
novych transplantatov (Fischer et al., 2006, Waggoner
et al, 2013).

Formovanie dlhotrvajuceho vztahu medzi hostitelom a
virusom znamena pre hostitefa tazké rozhodovanie.
Silna imunitna odpoved méze sice viest k lepSej kontro-
le patogénu, ale niekedy mbze taka odpoved spdOsobit
znacné poskodenie tkaniva, takZe je lepSie vyuzit slabu
toleranciu.

Necytopatické virusy, ku ktorym patri aj LCMV, maiju
rozvinuté viaceré stratégie, ktorymi sa vyhnu imunitné-
mu systému hostitela a navodia perzistentnu infekciu
v hostitefovi. Akutna infekcia LCMV u dospelych mysSi
obyc€ajne navodi odpoved T-cytotoxickych buniek, ktora
mbze pdsobit imunopatologicky. AvSak niektoré LCMV
kmene [DOCILE (LCMV-D) alebo CI-13 Armstrong (Cl-
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13 Arm)] ziskané z infikovanych mysi mézu smerovat
od akutnej infekcii k perzistentej bez toho, aby spéso-
bovali rdzne imunopatologické ochorenia.

Sklon k perzistencii sa dava do vztahu s tropizmom,
rychlostou Sirenia virusu a mutaciami virusu. Rbzne

kmene LCMV u infikovanych mySi sa podstatne liSia
pokial ide o koncentraciu detegovatefnych infekénych
virusov v tkanivach, mnozstva a ¢asu objavenia sa anti-
LCMV protilatok a rozvojom chordb asociovanych s
tymto virusom (Oldstone, 1996).

Obr. 2: Schéma infekcie virusom lymfocytdrnej choriomeningitidy.
Virus koluje v populacii prirodzeného hostitela (Mus musculus). Clovek sa infikuje intranazélne aerosélom alebo peroralne po
kontakte s vodou a potravinami, ktoré su kontaminované infikovanymi vyluckami mysi. V pripade infekcie tehotnej Zeny méze

déjst’ k prenosu virusu z matky na plod.

dospela my3
o% [ virus o
o>

potomok

(&

aerosol ',
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Jednym z hlavnych prejavov perzistencie virusu je po-
rucha normalnej homeostazy hostitela, v désledku ¢oho
vznikne ochorenie, ktoré nespdsobuje destrukciu (zabi-
tie) infikovanej bunky. Perzistentne infikované bunky
maju rovnaku morfolégiu ako neinfikované bunky. Per-
zistentna infekcia in vitro ma podobny charakter ako
perzistentna infekcia in vivo. Je charakteristicka znize-
nym titrom virusu, obmedzenym hromadenim virusové-
ho glykoproteinu na povrchu infikovanych buniek a
tvorbou LCMV - Specifickych, defektnych, interferuju-
cich partikul, ktoré sa objavuju velmi rychlo po zacati
infekcie (Buchmeier et al., 1980). Ak su mysi infikované
in utero alebo pri narodeni virusom LCM, virus navodi
dihozivotnu perzistenciu takmer v kazdom tkanive (sle-
zina, tymus, lymfatické uzliny, pecen, srdce, oblicky,
CNS) (Fazakerley, 1991).

V perzistentnej virusovej infekcii, ktora zacala in utero,
pri porode, alebo po€as dospelosti, bol v prirodzenych
mysich modeloch pozorovany nedostatok volne cirkulu-
jucich protilatok, o bolo spdsobené tym, Ze protilatky
boli miesto putovania volne v krvi viazané v komplexe
na virus a virusové antigény formujuc imunokomplexy
virusu s protilatkami. A kedZe perzistentné infekcie su
charakterizované nadbytkom virusovych antigénov, nie
je prekvapujuce, Ze volné protilatky su tazko detekova-
tefné. Zaujimavé je, Ze také cirkulujuce virus-antiviru-
sové imunokomplexy su infekéné, prispievaju k udrzia-

vaniu perzistencie a Casto presmerovavaju infekciu na
bunky, ktoré normalne nie su na virus nachylné, pretoze
prefiho nemaju dostatok receptorov. Detekcia virus-
antivirusovych imunokomplexov mézZe byt pouZzitd ako
znak perzistentnej infekcie vo vaésine, ak nie vo vset-
kych takychto infekciach u zvierat a ludi (Whitton a Ol-
dstone, 2001).

Humoralna (protilatkova) a bunkova (T-lymfocytova)
odpoved su dva hlavné antigén-Specifické efektorové
systémy, ktorymi imunitny systém rozliSuje virusovu
infekciu. Protilatky rozpoznavaju vofny virus alebo viru-
som infikované bunky. Cytotoxické T lymfocyty (CTL)
interaguju s virusovymi antigénmi, ktoré su vo forme
kratkych peptidov viazané na hostitel'ské bunky a pre-
zentované HLA | molekulami (Bjorkman et al.,1987).
Takéto rozpoznavanie je sprostredkované transmem-
branovymi proteinmi — T-bunkovymi receptormi, zloze-
nymi za a3 retazca (DeLisi et al, 1985). Interakcia
TCR s komplexom peptid-HLA | iniciuje sériu procesov
veducich k destrukcii virusom-infikovanych buniek Mo-
seman a McGavern, 2013).

Prirodzene prezentované peptidy maiju vaésinou dizku 8
az 9 aminokyselin. Objavili sa vSak aj dlhSie a to 10 az
11 aminokyselinové peptidy (Gairin et al., 1994). Pepti-
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dy mézu zaujat réznu konformaciu potrebnu na zacle-
nenie sa do HLA viaZzuceho Zliabku. R6zne Studie odha-
lili, Ze aminokyselinové sekvencie peptidov z réznych
virusovych proteinov su odliSné pre kazdu HLA alelu
(Michael et al., 1991). Hoci tento polymorfizmus prav-
depodobne dava druhom selektivnu vyhodu pre prezitie
v boji s infek&nymi mikroorganizmami, ma aj nevyhodu
v tom, ze stazuje vyvoj CTL vakcin. Pravdepodobne by
takéto vakciny potrebovali inkorporaciu prinajmensom
jedného CTL epitopu pre kazdy z odliSnych HLA haplo-
typov az by vytvorili konstrukciu akychsi ,nahrdelniko-
vych* epitopov (Oldstone et al., 1992).

Napriek tymto taZzkostiam, mozZnost pouzit CTL epitopy
na imunitnd ochranu ma aj niekolko lakavych vyhod.
Prva, kym protilatky vo vSeobecnosti pésobia, len ked
sU nasmerované priamo na Struktirny virusovy kompo-
nent, CTL mdzu pdsobit bez ohladu na charakter terco-
vého proteinu. Boli detegované takmer vocéi vSetkym
testovanym virusovym proteinom. Druha, CTL odpoved
mdze poskytnut lepSie Sance pri boji s chorobami, nez
protilatkova, hoci rovnovaha medzi imunopatoldgiou
spOsobenou CTL a vycCistenim virusu je velakrat velmi
krehka a imunitna odpoved méze byt v konenom dbé-
sledku pre hostitela Skodliva. Tretia, kym je protilatkova
odpoved na virusovu infekciu druhovo Specificka, CTL
odpoved je bezne krizovo reaktivna a preto jedna vak-
cina mbze indukovat ochranu voci rozdielnym sérolo-
gickym druhom virusu (Whitton et al., 1989).

LCMV je jeden z klasickych modelov virusovej imunity.
Jedna z jeho mnohych vlastnosti je, ze indukuje obrov-
sku atiez lahko meratefnu imunitni odpoved. Vrchol
imunitnej odpovede je na 6. az 8. def po infekcii, ked
méze byt reaktivovanych 80 — 90 % mySich CD8+ T
buniek (Masopust et al., 2007). Vdaka tomu je relativne
jednoduché detegovat jednotlivé komponenty imunitnej
odpovede. Inymi slovami, poas CTL odpovede na
LCMV mbzeme lahko definovat individualne peptidové
epitopy. Vacsina CTL ma spolo¢nu Specificitu pre jeden
epitop na virusovom NP. Rézne analyzy ukazuju, ze
kym sa CTL klony delia o spolo¢ny epitop, odliSuju sa
v ich schopnosti rozpoznavat bunky infikované pribuz-
nym, ale réznym druhom LCMV. Toto poznanie pouka-
zuje na to, Ze CTL vakciny by na dosiahnutie optimalnej
efektivity nemali obsahovat len virusovu sekvenciu,
ktora nesie CTL odpoved na infikovanu bunku. Mali by
obsahovat aj taku sekvenciu, ktora je vyberana na za-
klade Specificnosti indukovanych CTL. Ta ma byt taka,
Ze maximalizuje Sance pre rozpoznanie réznych séroty-
povych druhov (Whitton et al., 1989).

Identifikacia CTL epitopov z nukleoproteinu LCMV m6-
Ze sluzit' ako zaklad na vytvorenie vakciny. TiezZ je dble-
Zita pre vyvoj diagnostického testu a méze sluzit aj na

stanovenie kvality imunitnej odpovede (Sette a Fikes.,
2003).

V ramci projektu ,Centrum excelentnosti pre vyuZitie
informaénych biomakromolekul v prevencii ochoreni a
pre zlepSenie kvality zivota“ sa Cast nasho vyskumu
venovala detekcii nukleoproteinu LCMV v perzistentne
alebo akutne infikovanych bunkach pomocou prietoko-
vej cytometrie s vyuzitim zariadenia Guava EasyCyte,
ktoré umozniuje Studovat rdézne bunkové parametre a
sledovat' pritomnost bunkovych proteinov a virusovych
antigénov v bunkach. Detekciu NP LCMV sme uskuto¢-
nili pomocou monoklonovych protilatok pripravenych
v naSom laboratériu. Tieto protilatky Specificky reaguju
s NP LCMV, pri€om rozpoznavaju konformaéné epitopy
zavislé od spravneho skladania proteinu (Reiserova et
al, 1999). Kedze prietokova cytometria sa mdze vyuzit
na analyzu buniek fixovanych etanolom, pri ktorej sa
Struktura proteinov do znacnej miery zachova, je to
vhodna metdda na detekciu NP pomocou naSich kon-
formacne-zavislych protilatok. Za u¢elom analyzy per-
zistentnej infekcie virusom LCM sme bunky A549 (deri-
vované z fudského alveolarneho karcindmu) infikovali
pomocou bezbunkového extraktu kmefiom MX, ktory
bol identifikovany v naSom laboratériu, atieZz kmefiom
Armstrong (ARM). Takto infikované bunky sme kultivo-
vali poCas 4 tyzdfiov (8 pasazi), aby v nich virus nastolil
perzistenciu. V pripade sledovania priebehu akutnej
infekcie sme A549 bunky infikovali kmefiom ARM a kul-
tivovali len 48 hodin. Nasledne sme ich trypsinizovali,
fixovali etanolom a inkubovali s mySou monoklonovou
protilatkou Specifickou pre virusovy nukleoprotein. Po
premyti sme k bunkam pridali fluoresceinom znacenu
anti-mysSiu sekundarnu protilatku a pomocou prietokove;j
cytometrie sme detegovali percento buniek, v ktorych sa
nachadzal virus. Cytometrickd analyza dokazala, Ze
hoci je v 6smej pasazi pocet infikovanych buniek velmi
podobny (98 % vs 97 %) (Graf 1), intenzita signalu v
pripade kmefia MX je takmer dvojnasobna v porovnani
s kmefiom ARM (164 AU vs 89 AU). Na zaklade tychto
vysledkov mdézeme konstatovat, Ze priebeh perzistent-
nej infekcie kmefia MX a ARM sa [iSi. Kym nepriama
imunofluorescencia vizualne zobrazuje lokalizaciu nuk-
leoproteinu LCMV v cytoplazme infikovanych buniek,
ale neposkytuje Ziadny kvantitativny udaj (Obr. 3), prie-
tokova cytometria dokaze odhalit’ nielen proporciu bu-
niek, ktoré obsahuju virusovy antigén, ale aj jeho rela-
tivne mnozstvo.

Tento pristup nam umoznil ziskat vysledky, ktoré su
podkladom pre dalSie experimenty odhalujuce vplyv
virusu na hostitelsku bunku a tiez pre Studium protiviru-
sovych latok a poukazal na vyznam ziskaného zariade-
nia pre vyskum v oblasti virologie.
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Graf 1: Analyza infekcie nadorovych buniek virusom LCM pomocou

detekcie nukleoproteinu prietokovou cytometriou.

Bunky A549 derivované z plicneho karcinému boli akttne infikované
kmeriom Armstrong (ARM) LCMV a perzistentne infikované (8 pasaZzi)

s kmeriom ARM a MX. Nasledne boli bunky fixované etanolom a inkubo-
vané s protilatkou Specifickou pre virusovy nukleoprotein (NP). Detekcia
bola robena pomocou sekundarnych anti-mysich protilatok konjugova-
nych s fluoresceinom. Histogram ukazuje percento infikovanych buniek
v porovnani s kontrolnymi neinfikovanymi bunkami. (p.i. — po infekcii; pas
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Je v8eobecne zname, Ze virus lymfocytovej choriome-
ningitidy ¢asto spdsobuje infekcie u mysi. Jeho spojitost
s ochoreniami u ludi sa do zna¢nej miery podcenuje. Je
to spbsobené tym, ze LCMV u ludi vyvolava hlavne
asymptomatické infekcie, pripadne infekcie so sympto-
mami pripominajucimi chripku (horucka, myalgia, bolesti
hlavy, nevolnost, vracanie) a len v nepatrnych pripa-
doch sa mdze prejavit ako vazne ochorenie (meningiti-
da, meningoencefalitida).

= AS549-ARM, 48h p.i.

= A549-MX, 8 pas

Obr. 3: Zobrazenie nukleoproteinu LCMV pomo-
cou nepriamej imunofluorescencie

a konfokalnej mikroskopie.

Bunky perzistentne infikované kmeriom MX LCMV
narastené v hustej jednovrstve boli fixované meta-
nolom a opracované primarnou a sekundarnou
protilatkou ako je uvedené pri Grafe 1. Obrézok
ukazuje silny zeleny fluorescencny signal

v cytoplazme infikovanych buniek. Jadré buniek su
zafarbené na modro.

= A549-ARM, 8 pas

Infekcie u imunosuprimovanych pacientov po transplan-
tacii, nam vsak pripominaju, ze virus méze byt velmi
nebezpecny (Laposova et al, 2013). Okrem toho infek-
cia LCMV v prenatalnom obdobi ma negativny vplyv na
preZivanie a zdravie plodu. Ukazuje sa, Ze kongenitalna
infekcia LCMV je ovela beznejSia ako sa uvadza.
Identifikacia fTudskych CTL epitopov je preto velmi dble-
Zitd hlavne pre vyvoj diagnostickych prostriedkov a v
neposlednom rade mdzZe sluzit na uréenie kvality imu-
nitnej odpovede, na definovanie korelécii medzi ochra-
nou a imunopatolégiou a vyber novych vakcin.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Povrchové odstepovanie
extraceluldrnych domén proteinov |
ako vyznamny regulachy fenomén |

Posttranslational shedding is an important regulatory mechanism that
affects many receptor and adhesive transmembrane proteins. It cau-
ses rapid decrease of the abundance of cell surface proteins, resulting
in direct inhibition of function linked with protein localization. On the
other hand, shedding liberates soluble ectodomain of the protein with
own effector potential and can be also a prerequisite for operation of
cytoplasmic part in signal transduction. It is metalloproteinase-
mediated, highly regulated process, responding to multiple physiologi-
cal stimuli. Shedding typically modulates cellular processes, such as
migration, adhesion and proliferation and participates in development,
inflammation and cancer. Carbonic anhydrase I1X (CA IX) is a trans-
membrane protein, functionally involved in two phenomena important
in development of tumor phenotype — pH regulation and control of cell
adhesion. CA IX extracellular domain is shed in metalloproteinase —
dependent manner and is detectable in body fluids of cancer patients.
Potential biological function, interaction partners, receptor structure
and cleavage site of CA IX ectodomain have not been discovered so
far. We evaluated shedding of CA IX using flow cytometry and found
that activation of ectodomain cleavage leads to depletion of CA IX
from cell surface. We propose that this may affect the ability of cells to
adapt to changes in tumor microenvironment.

Shedding, carbonic anhydrase IX, ectodomain, ADAM, ectodomain
biological function, cleavage site

Jednym z vyznamnych mechanizmov bunkovej odpo-
vede na exogénne stimuly je znizovanie hustoty trans-
membranovych proteinov na bunkovom povrchu. Tymto
procesom byvaju zasiahnuté najma receptory, regu-
lané proteiny a adhezivne molekuly. K poklesu hustoty
proteinov na cytoplazmatickej membrane mdze docha-
dzat’ dvoma zakladnymi spésobmi.

Prvym z nich je znizenie mnozstva povrchového protei-
nu, ktoré je zavislé od ligandu a zaloZzené na zvySenej
endocytéze. Komplexy pozostavajuce z ligandu a re-
ceptora su internalizované v periférnych endozémoch a
nasledne mozu byt degradované lyzozomalnymi prote-
4dzami. Dal$im bunkovym mechanizmom zniZenia
mnozstva proteinu na membrane je jeho redukcia neza-
visla je od ligandu a zvy€ajne byva sprostredkovana
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protedzami. Vysledkom pdsobenia tychto enzymov je
uvolnenie (odstiepenie, z ang. ,shedding®) velkej Casti,
zvyCajne celej extracelularnej oblasti (ektodoména),
daného proteinu (Dello Sbarba and Rovida, 2002). Od-
stranenim ektodomény straca protein svoju pévodnu
funkciu, ¢&i uz receptorovu, enzymaticku alebo funkciu v
medzibunkovej adhézii. Zaroven vSak sheddingom
vznika solubilna forma daného proteinu, ktorej biologic-
ka funkcia sa mbéze liSit od funkcie membranovo-
viazanej formy daného proteinu. Okrem vplyvu v extra-
celularnej oblasti méZe mat shedding dopad aj na cyto-
plazmaticki ¢ast transmembranovych proteinov. Pre
niektoré z nich je totiz predpokladom spustenia procesu
tzv. regulovanej intramembranovej proteolyzy (Brown et
al., 2000), vdaka ktorej m6zZe déjst k uvolneniu cyto-
plazmatickej domény proteinu a tym k spusteniu jej sig-
nalnych funkcii vnutri bunky.

Odstepovanie membranovo viazanych cytokinov a ras-
tovych faktorov moze byt podstatné pre rézne typy bun-
kovej signalizacie. V prvom rade méze byt predpokla-
dom pre uvolnenie ligandu, ktory sa viaZze na receptor
na tej istej bunke — autokrinna signalizacia, alebo na
inej bunke — parakrinna signalizacia. Proteolyticka upra-
va jedného proteinu moze aktivovat’ iny, na neho navia-
zany, protein, ktory zostdva membranovo viazany a
spustit’ tak signalizaciu. Na druhej strane moze byt Stie-
penim ligand odstraneny, ¢o zastavi jeho funkciu v sig-
nalizacii. Podobne moézu byt odStiepené aj receptory,
¢im dochadza k zniZeniu signalnej kapacity na bunko-
vom povrchu. Solubilné receptory zaroveri moézu vyva-
zovat z prostredia ligand a branit tak jeho naviazaniu na
aktivne receptory na membrane (Edwards et al., 2008).
Odhady o mnozstve odstepovanych molekul sa liSia,
rézne zdroje uvadzaju, ze sheddingu podliehaju 2 — 4 %
proteinov (Arribas and Massagu, 1995; Hayashida et
al., 2010) na bunkovom povrchu, faktom vSak zostava,
Ze je takto upravovana Siroka paleta proteinov za-
hffiajuca cytokiny, rastové faktory, adhezivne bunkové
molekuly, enzymy a viaceré iné proteiny.
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Odstepovanie extracelularnych domén je proces kataly-
zovany proteazami (Arribas et al., 1996). Z proteaz sa
ho zuc€astiuju hlavne matrixové metaloproteinazy
(MMP) a ADAM proteiny (a disintegrin and metallopro-
teinase). Specifické protedzy sprostredkujice shedding
byvaju oznaCované ako ,konvertazy“, ,sekretazy“ a v
poslednom obdobi najma pojmom ,sheddazy*.

MMP su na zinku zavislé endoproteinazy, ktoré sa
zuc&astiuju remodelécie a degradacie extraceluldrneho
matrixu. Ich enzymaticka aktivita je prisne regulovana.
Vznikaju ako inaktivne zymogény, na aktivaciu ktorych
je potrebné odstiepenie prodomény. Druhy stuperi regu-
lacie zabezpecuju ich endogénne inhibitory — TIMP (tis-
sue inhibitors of metalloproteinases). Vyznaduju sa do-
meénovou Strukturou, ktora je zavisla od konkrétnej pod-
skupiny MMP, ale zaklad tvori metalloproteinazova do-
ména a prodoména u inaktivhych foriem. Viaceré z
tychto proteinaz boli identifikované ako sheddazy kon-
krétnych transmembranovych proteinov. Napriklad,
MMP-9 sa mdze podielat na sheddingu E-kadherinu,
ICAM-1 a syndekanov -1 a -4 (Brule et al., 2006; Fiore
et al., 2002; Symowicz et al., 2007), MMP-7 je schopna
odstepovat’ TNFa, FasL, ¢i HB-EGF (Haro et al., 2000;
Powell et al., 1999; Yu et al., 2002). Mnohé metalopro-
teinazy su teda schopné plnit funkciu sheddaz, ale v
podmienkach in vivo je shedding pravdepodobne $peci-
ficky proces, €o je zabezpecené vzajomnym pdsobenim
substratu, sheddaz, extracelularnych a intracelularnych
regula¢nych faktorov.

Rodina ADAM proteinov obsahuje transmembranové a
sekretované proteiny s ulohou v bunkovej adhézii. Za-
roven do tejto rodiny patri prevazna vacSina proteaz
zapojenych v proteolytickom Stiepeni ektodomén, ¢o z
nich robi délezité regulacné proteiny. Spravna funkcia
ADAM proteinov je nevyhnutna pre mnohé biologické
procesy vratane bunkovej migracie, vyvinu svalov a
nervového systému, €i imunitnej odpovede organizmu,
ale aj nadorovej progresie (Edwards et al., 2008). Na N-
konci ADAM protedz sa nachadza signalna sekvencia,
ktora ich nasmeruje do sekreCnej drahy, nasleduje pro-
doména s funkciou v maturacii proteinu, metaloprotei-
nadzova doména, disintegrinovda doména, na cystein
bohatd doména, EGF-like doména, transmembranova
oblast a cytoplazmaticky chvost na C-konci (Obr. 1).
Pro-doména zabezpeluje spravne skladanie proteinu
(Roghani et al.,, 1999). Udrzuje enzym v inaktivnom
stave, kym nie je odstranena pro-protein konvertazami
(PC) (Lum et al., 1998). Z hladiska enzymovej aktivity je
kfli€ova zinok-viazuca metaloproteinazova doména,
ktora zabezpecuje hydrolytické Stiepenie proteinovych

substratov. Disintegrinova doména méze spifiat’ dlohu v
medzibunkovej adhézii (White, 2003). Nasledujuca do-
ména bohata na cystein sa podiela nielen na regulacii
katalytickej aktivity, ale zu€astfiuje sa aj rozpoznania
substratu a odstranenia prodomény pocas maturacie
(Milla et al., 1999; Reddy et al., 2000; Smith et al.,
2002). Cytoplazmaticky chvost ADAM proteinov obsa-
huje potencialne miesta pre vazbu proteinov s SH3 do-
ménou, ako aj predpokladané fosforylané miesta. To
naznacuje jeho moznu ulohu v regulacii katalytickej
aktivity a funkcie tychto proteinaz (Seals and
Courtneidge, 2003).

Ludsky genédm obsahuje 25 génov pre ADAM proteiny,
4 znich su pseudogény. Zo zvySnych 21 vznikajucich
ludskych ADAM proteinov len 13 obsahuje v metalopro-
teinazovej doméne charakteristické aktivne miesto rep-
rolyzinového typu, ktoré je predpokladom katalytickej
aktivity enzymu (Bode et al., 1993). Proteazovu funkciu
maju nasledovné ADAM proteiny: ADAM-8, -9, -10, -12,
-15, -17, -19, -20, -21, -28, -30, -33 a ADAMDEC-1.
Ostatni zastupcovia tejto proteinovej rodiny plnia prav-
depodobne ulohy v protein-proteinovych interakciach a
pri skladani proteinov (Edwards et al., 2008).

Obr. 1: Struktira ADAM17
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Aktivita ADAM proteindz je regulovana rozliCnymi sti-
mulmi, napr. aktivatormi PKC, aktivatormi G-proteino-
vych receptorov a Ca ionoférmi. Mechanizmus tejto
regulacie zatial nie je celkom objasneny, ale je pravde-
podobne spojeny s modifikaciami v cytoplazmatickom
chvoste samotnych enzymov (Seals and Courtneidge,
2003). ADAM proteiny su vo vSeobecnosti citlivé aj na
TIMP inhibitory, katalyticka aktivita ADAM-10 je napri-
klad inhibovana TIMP-1 a TIMP-3 (Amour et al., 2000).

ADAM-17 bola v roku 1997 opisana suasne dvoma
vyskumnymi timami (Black et al., 1997; Moss et al.,
1997) ako enzym odStepujuci membranovo viazany
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prekurzor nadorového nekrotizujuceho faktora (pro-
TNFa) — TACE. ISlo o velmi vyznamny objav, pretoze
enzym zodpovedny za solubilizaciu tohto cytokinu bol
hladany uz dlho. Zarover bola takto prvykrat potvrdena
uloha ADAM proteinazy v sheddingu, dovtedy boli tieto
proteiny povazované iba za adhezivnhe molekuly. Do
suc€asnosti bolo identifikovanych viac ako 76 roznych
substratov ADAM-17 (Scheller et al., 2011), nielen zo
skupiny cytokinov, ale aj ligandov, receptorov a adhe-
zivnych molekul, ktoré su aktivované alebo inaktivované
Stiepenim ADAM-17. Je to teda sheddaza s najvacsim
mnozstvom substratov a najva¢sim znamym regu-
lanym vplyvom. Preto nie je prekvapujuce, Ze jej dere-
gulacia je spajana s mnohymi patolégiami ako reumato-
idna artritida, zapalové ochorenia Criev a pluc, psoriaza,
Alzheimerova choroba, skler6za multiplex, vyvinové
choroby srdca, diabetes a viaceré typy nadorovych
ochoreni (Gooz, 2010).

Funkéne ADAM-17 sheddaza zapojena najma v regula-
cii imunitnej odpovede, regeneracie tkaniv a EGFR sig-
nalizacie. Rodina receptorov epidermalneho rastového
faktora (EGFR) méze viazat jedenast réznych ligandov.
VSetky tieto ligandy su pobvodne syntetizované ako
membranovo viazané prekurzory, ktoré sa stavaju
funk&nymi az po proteolytickom odstiepeni. ADAM-17 je
sheddazou vacsiny ligandov EGFR, konkrétne TGFa,
amfiregulinu, HB-EGF, epiregulinu, neuregulinu a epi-
génu, a preto sa velkou mierou podiefa na regulacii
jednej z najdodlezitejSich signalnych drah stavovcov
(Reiss and Saftig, 2009). DalSou oblastou, v ktorej je
podstatna funkcia ADAM-17, je regulacia bunkovych
adhezivnych molekul v imunitnej odpovedi. Odstepuje
proteiny, ktoré sa podielaju na adhézii/deadhézii a mig-
racii leukocytov, ako napriklad VCAM-1 a ICAM-1 mole-
kuly (Garton et al., 2003; Tsakadze et al., 2006). Uz z
tychto niekolkych prikladov je zjavné, Ze shedding za-
bezpeCeny ADAM-17 je pre cielové molekuly mecha-
nizmom, ktory ma znacny vplyv na ich funkciu.

KedzZe shedding predstavuje vyznamny regulaény na-
stroj, je prirodzené, Ze samotny podlieha prisnej kontro-
le. Indukciu sheddingu méZu navodit mnohé stimuly:
cytokiny, rastové faktory, PMA, pervanadat, ceramid,
bakterialne toxiny aj bunkovy stres (Hayashida et al.,
2010). Niektoré z nich pritom vyvolavaju globalnu akti-
vaciu sheddingu, iné su zodpovedné len za aktivaciu
sheddingu konkrétnych proteinov. Ako prvy klucovy
regulator bola objavena protein kinaza C (PKC). U
vacsiny odStepovanych proteinov bola dokdzana zvy-
Sena aktivacia sheddingu pdsobenim PMA (forbol 12-
myristat-13-acetat) a prave PKC je aktivovana forbol
estermi, ¢o odhalilo jej ulohu v regulacii sheddingu
(Arribas and Massagu, 1995). Medzi dalSie kinazy, kto-
ré su zapojené v regulacii sheddingu patria protein tyro-
zin kinazy (PTK). VSeobecny inhibitor protein tyrozin
fosfataz — pervanadat zvySuje shedding niekolkych pro-

teinov, napr. L1, syndekanov, angiotenzin konvertuju-
ceho enzymu (ACE). PTK inhibitory zarover inhibuju
shedding tychto molekudl (Gutwein et al.,, 2000;
Subramanian et al., 1997). Aj ked je vplyv spomenutych
kinaz na aktivaciu sheddingu zjavny, zda sa, ze ho ne-
indukuju priamo fosforylaciou Stiepeného substratu
(Santhamma et al., 2004). Skor sa zda, Ze regulécia
kinazami je sprostredkovana fosforylaciou cytoplazma-
tickej oblasti sheddaz.

Uz viac ako 15 rokov je znamy fakt, Ze shedding je ka-
talyzovany Specifickymi proteazami (Arribas et al.,
1996), ale spdsob, akym si vyberaju ich substraty zos-
tava nejasny. Vo vSeobecnosti k Stiepeniu dochadza v
tesnej blizkosti bunkového povrchu. Sekvenéna podob-
nost v tejto oblasti sa vS8ak u sheddovanych proteinov
nenasla a nebolo teda identifikované spolocné Stiepne
miesto. Suhrnne sa da povedat, Zze transmembranové
proteiny byvaju Stiepené v tzv. ,stopkovej“ oblasti medzi
ich transmembranovym regiénom a zlozenou extracelu-
larnou doménou (Ehlers et al., 1996).

Jednym zo substratov proteazy ADAM-17 je transmem-
branovy enzym karbonicka anhydraza I1X (angl. carbonic
anhydrase IX, CA IX), ktorého expresia je asociovana
s nadormi. Je indukovany hypoxiou (t.j. znizenou hladi-
nou kyslika v nadorovych tkanivach) a zohrava klucovu
Ulohu v regulacii pH a v kontrole migracie a invazivnosti,
€o su procesy podporujuce nadorovu progresiu.

Protein CA IX ma molekulovid hmotnost 58/54 kDa a
transmembranovu lokalizaciu, pricom prevazna cast
molekuly sa nachadza v extracelularnom priestore
(Pastorekova et al., 1992). Tato Cast pozostava z CA
domény, ktora zabezpecuje katalyticku funkciu a N-
koncovej PG domény (proteoglykanom podobna ob-
last), ktora je unikatnou ¢rtou CA IX, kedZe sa nevysky-
tuje u ziadnej z ostatnych karbonickych anhydraz (Obr.
2). Transmembranovy region TM vytvara prepojenie
medzi katalytickou doménou a kratkym intracelularnym
chvostom IC v C-koncovej oblasti proteinu (Opavsky et
al., 1996; Pastorek et al., 1994). V oblasti CA domény
sa nachadza evoluéne konzervované katalytické cen-
trum tvorené troma zinok viazucimi histidinovymi rezi-
duami, ako aj tri cysteinové rezidua, ktoré sa podielaju
na tvorbe disulfidovych mostikov, tak v ramci molekuly
CA IX, ako aj medzi molekulami tvoriacimi oligomérne
formy proteinu (Alterio et al., 2009). Cytoplazmaticky
chvost obsahuje tri fosforylatné miesta zapojené do
regulacie katalytickej aktivity extracelularnej oblasti pro-
teinu. Pre schopnost CA IX podielat sa na acidifikacii
extracelularneho prostredia je nevyhnutna fosforylacia
Thr**protein kinazou A a stéasna defosforylacia Ser**®
(Ditte et al., 2011). Fosforylacia Tyr** je vyznamna v
signalnej drahe Akt kinazy (Dorai et al., 2005).
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Obr. 2: Struktira CA 1X s naznacenim pozicie $tiepneho
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V podmienkach nadorového mikroprostredia, v ktorych
by v dbésledku znizenej dostupnosti kyslika dochadzalo
k hromadeniu laktatu a proténov vo vnutri buniek, en-
zym CA IX katalyzou reverzibilnej hydratacie oxidu uhli-
Citého napomaha udrziavat neutralne intracelularne pH.
Regulacia pH spoc€iva v tvorbe a aktivnom transporte
bikarbonatového i6nu do vnutra buniek. Tieto funkcie
zabezpecuje metabolén — komplex proteinov, ktory CA
IX vytvara spolu s viacerymi bikarbonatovymi transpor-
térmi (AE, NBC) (Morgan et al., 2007). Pri premene
oxidu uhli¢itého okrem bikarbonatu vznika aj protén
vodika, nasledkom ¢oho CA IX svojou katalytickou
funkciou prispieva aj k acidifikacii extracelularneho na-
dorového mikroprostredia (Svastova et al., 2004). Aci-
doza prispieva k zniZzeniu bunkovej adhézie a k zvyse-
niu motility a migracie, ¢&im podporuje epiteliadlno-
mezenchymalnu tranziciu a podiela sa tak na néraste
metastatickej aktivity nadorovych buniek (Brahimi-Horn
et al., 2011).

Okrem regulacie pH je CA IX protein funkéne zapojeny
aj v adhézii a migracii nadorovych buniek. Vdaka PG
doméne ho mbézeme zaradit medzi adhezivne molekuly
(Zavada et al.,, 2000; Zavadova and Zavada, 2005).
Nemenej vyznamny v tomto smere je aj vplyv CA IX na
E-kadherin — adhezivnu molekulu, ktorej destabilizacia
je spdjana s narastom invazivnosti nadorovych buniek.
Pritomnost CA IX zniZuje mieru E-kadherinom spro-
stredkovanej adhézie, pravdepodobne v dbsledku inter-
akcie CA IX s B-kateninom, ktora destabilizuje vazbu E-
kadherinu na aktinové filamenty (Svastova et al., 2003).
Najnovsie zistenia potvrdzuju aj vplyv CA IX na bunkovu
migraciu. CA IX je relokalizovana do lamelipodii migru-
jucich buniek, kde svojou katalytickou aktivitou, v inter-
akcii s bikarbonatovymi transportérmi, prispieva k zvy-
Senej migracii (Svastova et al., 2012).

Distribucia CA IX v zdravych tkanivach je velmi nizka,
prevazne viazana na gastrointestinalny trakt (Pastore-

kova et al., 1997), zatial o u vacsiny solidnych tumorov
(karcinomy kr&ka maternice, obli¢iek, pfuc, prsnika,
hrubého C&reva, paZeraka, hlavy a krku, mozgu) bola
dokazana ektopicka expresia CA IX proteinu na vysokej
urovni (Pastorekova et al., 2007).

Nadorovo asociovany protein CA IX je kddovany génom
CA9. Primarne je miera expresie CA IX ovplyviiovana
najma hypoxiou cez hypoxiou indukovatelny faktor-1
(HIF-1), ktory rozpoznava hypoxia-responzivny element
(HRE) nachadzajuci sa v prométore CA9 génu (Wykoff
et al., 2000). Aktivny transkripény faktor HIF-1 je hete-
rodimér, pozostavajuci z HIF-1a a HIF-1B podjednotky.
Podjednotka HIF-1B je exprimovana konstitutivne, zatial
Co expresia a transkripénd aktivita HIF-1a podjednotky
je regulovana dostupnostou kyslika. V pritomnosti kys-
lika je podjednotka HIF-1a pozmenena prolylhydroxyla-
zami (PHD) a faktorom inhibujucim HIF, ¢o vedie k jej
rozpoznaniu von Hippel-Lindau tumor supresorovym
proteinom (pVHL). To ma za nasledok rychlu degrada-
ciu HIF-1a v proteazéme. V hypoxickych podmienkach,
ktoré su v dbsledku neadekvétnej vaskulatury &astou
charakteristikou nadorov, neméze dochadzat k modifi-
kacii HIF-1a podjednotky, a teda ani k jej degradécii. To
vedie k vstupu HIF-1a do jadra a spojeniu s HIF-13 pod-
jednotkou. Vznika tak aktivny transkripcny komplex,
ktory po rozoznani HRE elementu stimuluje transkripciu
cielovych génov vratane CA9 (Coleman and Ratcliffe,
2007; Huang et al., 1996).

Karbonicka anhydraza IX patri medzi proteiny, ktorych
expresia na bunkovom povrchu je vo vyznamnej miere
regulovana aj posttranslacne. Pokles hustoty CA IX
molekuly na membrane mbze byt spbdsobeny endocyté-
zou alebo odstiepenim ektodomény proteinu.

V roku 2003 Zavada a kol. dokazali pritomnost solubil-
nej formy CA IX vo velkosti 54/50 kDa v kultivacnych
médiach CA IX-pozitivnych nadorovych bunkovych linii,
ako aj v telesnych tekutinach onkologickych pacientov.
Velkost fragmentu zodpoveda velkosti extracelularnej
Casti molekuly CA IX. Vo vSeobecnosti hladina ECD v
médiu koreSponduje s mnoZstvom bunkovo viazaného
CA IX proteinu, podiel uvolnenej formy CA IX je asi
10 % z celkového mnozstva proteinu viazaného na
membranu. V podmienkach hypoxie shedding CA IX
kopiruje stupajucu hladinu proteinov a pomer mnozZstva
ECD a CA IX na bunkovom povrchu zostava zachova-
ny. Inhibitor metaloproteaz batimastat (BB-94) inhibuje
odstepovanie CA IX. Aj ked vSetky sheddazy zucastriu-
juce sa sheddingu CA IX zatial neboli identifikované,
potvrdena bola Uloha proteazy TACE/ADAM-17
(Zatovicova et al., 2005). Aj ked je naro¢né predvidat
biologicku funkciu uvolfiovanej ECD, je mozné, Ze by
mohla interferovat s CA IX molekulou na bunkovom
povrchu alebo zabezpe€ovat medzibunkovu signaliza-
ciu.
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Shedding ECD CA IX méze byt indukovany aj bunko-
vou smrtou navodenou réznymi cytostatickymi latkami
(Vidlickova et al., 2016). Kedze hladina ECD CA IX v
krvi je mnohymi autormi povazovana za vyznamny
prognosticky marker vyvoja ochorenia, bolo by pravde-
podobne potrebné brat do uvahy aj moznu spojitost
mnozstva ECD CA IX s pouzitou liecbou.

V ramci projektu ,Centrum excelentnosti pre vyuzitie
informacnych biomakromolekul v prevencii ochoreni a
pre zlepSenie kvality Zivota“ sa €ast vyskumu venovala
analyze odstepovania extracelularnej domény CA IX
pomocou prietokovej cytometrie s vyuZitim zariadenia
Guava EasyCyte, ktoré umozriuje Studovat rézne bun-
kové parametre a sledovat pritomnost’ réznych protei-
novych markerov na plazmatickej membrane ako aj vo
vnutri buniek. Povrchovu detekciu CA 1X sme uskuto¢ni-
li pomocou protilatky M75, ktora Specificky rozpoznava
CA IX. Tato protilatka bola vyrobena v nasom laborato-
riu a v celom svete sa pouziva na detekciu CA IX v na-
dorovych tkanivach pacientov s diagnostickym zame-
rom ako aj na experimentalne uc€ely v nadorovych bun-
kach kultivovanych in vitro. Prietokovd cytometria ma

oproti inym metédam detekcie vyhodu v tom, Ze je rych-
la, poskytuje komplexné udaje o pocte buniek exprimu-
jucich skumany protein a tieZ o hladine jeho expresie.
Na ucel skumania povrchovej hustoty molekul CA IX
v dbésledku indukcie odstepovania extracelularnej do-
mény sme zivé nadorové bunky opracovali protilatkou
M75, ktora sa viazala na molekuly CA IX. Tato protilatka
za bazalnych podmienok neindukuje endocytocu, a tak
detekujeme iba povrchovu frakciu CA IX molekul. Na
viacerych bunkovych modeloch sme zistili, Ze aktivacia
odstepovania pomocou chemoterapeutickych latok sku-
to¢ne vedie kredukcii CA IX-8pecifického signélu na
bunkovom povrchu. Tento jav bol sprevadzany zvySe-
nou hladinou ektodomény CA IX v kultivaéhom médiu,
¢o sme zistili pomocou nami vyvinutej detekénej metédy
s vyuzitim dvoch CA IX protilatok viaZucich sa na rézne
oblasti proteinu. Tento pristup nam umoznil ziskat vy-
sledky, ktoré su podkladom pre dalSie experimenty
a poukazal na vyznam ziskaného zariadenia pre vy-
skum v oblasti nadorovej biologie a zvlast pre Stadium
odstepovania povrchovych bunkovych proteinov.

Graf 1: Histogramy z analyzy povrchovej hustoty CAIX pomocou prietokovej cytometrie. Nadorové bunky boli opracované
chemoterapeutickou latkou doxorubicin (DOX) a analyzované pomocou prietokovej cytometrie na pritomnost’ CA IX na povrchu
buniek. Grafy zobrazuju povrchovi hladinu CA IX (zelena) a jej pokles, t.j. posun signalu smerom k niz§im hodnotam vlavo po
opracovani doxorubicinom (Eervena). Experiment ukazuje, Ze chemoterapeutikum indukuje masivne odstepovanie extracelular-
nej domény CA IX, ¢o vedie k redukcii povrchovej hustoty CA IX a strate signalu, ktory znika vdzbou CA IX-3pecifickej protilatky.
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V poslednych rokoch boli publikované stovky prac za-
meranych na problematiku sheddingu ektodomén
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), o sved&i o in-
tenzivnhom badani v tejto oblasti. Stale su objavované
nové sheddované proteiny (Suzuki et al., 2012; Utsu-
nomiya et al., 2012) a vyskum sa zameriava aj na Stu-
dium mechanizmov odstepovania a dopad tohto feno-
ménu, najma v oblasti patologickych procesov. Karbo-
nicka anhydraza IX je znama hlavne kvéli jej biologic-
kym funkciam v ramci nadorového mikroprostredia. D6-
lezité je vSak aj jej zaradenie do skupiny sheddovanych
proteinov. Ide o enzymaticky aktivny protein, podieflajuci
sa aj na regulacii medzibunkovej adhézie, do odstepo-

Green Fluorescence (GRN-HLog)

Green Fluorescence (GRN-HLog)

M kontrola

vania ktorého je zapojena proteindza ADAM-17. Kazdy
z tychto faktov je predpokladom pre velky dopad, ktory
by mohol mat shedding tejto molekuly, takZe jej Studium
intenzivne pokracuje.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Endolyziny bakteriofdgov,
ich funkcia a vyuzitie

Endolysins (lysins) are bacteriophage-encoded enzymes that have
evolved to degrade specific bonds within the bacterial cell wall. These
enzymes represent a novel class of antibacterial agents against infec-
tious pathogens, especially in the light of the worldwide increasing
frequency of drug-resistant pathogens, which have made antibiotic
therapy increasingly redundant. Lysins have been used successfully
to eliminate/control bacterial pathogens in animal models. They have
not only an immediate antibacterial effect but are also highly specific,
meaning that they selectively kill only one bacterial host type. Endoly-
sins are currently a tool with great potential not only in medicine, but
also in food and biotechnology.

Bacteriophage, cell lysis, endolysin, phage therapy, pathogens

Bakteriofagy su virusy, ktoré s vysokou 3pecificitou a
Ucinnostou infikuju a usmrcuju baktérie. Uz v €ase ich
objavu na zaciatku minulého storo€ia sa uvazovalo o
vyuziti fagov pri lieCbe bakterialnych infekcii. V 40-tych
rokoch, po objave antibiotik, sa vSak upustilo od fagovej
terapie. V suCasnosti narastajici vyskyt baktérii rezis-
tentnych na vacsinu alebo vsetky dostupné antibiotika
sa stava celosvetovym problémom. Antibioticka rezis-
tencia je hrozbou pre kontrolu infekénych chordb. Infek-
cie spésobené rezistentnymi kmefimi nie je mozné lie€it
$tandardnymi postupmi, &asto dochadza k prediZeniu
choroby a zvy3eniu rizika smrti pacienta. Fagova tera-
pia, znama uz pred érou antibiotik sa tak vracia do po-
vedomia odbornej verejnosti ako jedna z alternativ lie¢-
by infekénych chordb.

Endolyzin, lyticky protein bakteriofagov, je aktivny aj
samostatne ako izolovany protein a pésobi aj z vonkaj-
Sej strany bakterialnej bunky. V porovnani s antibioti-
kami ma aplikacia endolyzinov viacero vyhod. Maju
nielen okamzity antibakterialny ucinok, ale su aj vysoko
Specifické, o znamena, Ze selektivnhe usmrcuju spra-
vidla len jeden bakterialny druh hostitela. Endolyziny v
sucasnosti predstavuju nastroj s velkym potencialom
nielen v medicine, ale aj v potravinarstve a v biotechno-
l6giach.
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Bakteriofagy su vnutrobunkové parazity, ktoré nie su
schopné sa samostatne rozmnoZovat bez hostitelskej
bunky. Podla zZivotného cyklu bakteriofagy rozdelujeme
na lytické (virulentné) a lyzogénne (temperované). Zi-
votny cyklus bakteriofagov vo vSeobecnosti pozostava z
viacerych krokov, pricom posledné Stadium je proces
lyzy bunky a uvolnenie zrelych fagovych &astic (Obr. 1;
Ajuebor akol., 2016, upravené). Hlavnou prekazkou
resp. bariérou, ktori musia fagy prekonat pri uvolneni z
bunky smerom von je bunkova stena hostitela. Hlavnou
sucastou bunkovej steny vSetkych baktérii je peptidog-
lykan. Vytvara pevnu — tvar determinujucu Strukturu,
plni tak funkciu vonkajSieho ,skeletu® a podmieriuje
pevnost bunkovej steny. Kym peptidoglykanova vrstva
gram-negativnych baktérii je relativne tenka (1 — 7 nm),
u gram-pozitivnych baktérii je vrstva peptidoglykdnu
hrubsia (20 — 80 nm) (Cabeen a Jacobs-Wagner, 2005).
Gram-negativne baktérie obsahuju okrem bunkovej
steny peptidoglykanu aj vonkajSiu membranu. Dvojvrs-
tva vonkajSej membrany je tvorena vrstvou fosfolipidov
a vrstvou lipopolysacharidov, ktoré ¢asto zodpovedaju
za toxicitu gram-negativnych baktérii. Gram-pozitivne
baktérie nemaju vonkajsiu membranu. Cez vrstvu pepti-
doglykanu prechadzaju retazce kyseliny teichoovej,
teichurénovej, lipoteichoovej a proteiny (Navarre a
Schneewind, 1999). Vacsina bakteriofagov s ds DNA
gendémom lyzuje bunkovu stenu pomocou dvoch lytic-
kych proteinov — holinu a endolyzinu. Endolyziny pred-
stavuju skupinu peptidoglykanovych hydrolaz s muraly-
tickou aktivitou voci vSetkym trom vazbam (glykozidic-
kej, amidovej a peptidovej), ktoré sa nachadzaju v pep-
tidoglykane bunkovej steny.

Va&sina endolyzinov neobsahuje sekreénu signainu
sekvenciu. Prienik cez cytoplazmaticki membranu k
substratu im umoznuju holiny — malé hydrofébne prote-
iny, ktoré spriechodnia bunkovd membranu vytvorenim
otvorov. Po integracii do cytoplazmatickej membrany
holiny pri urcitej kritickej koncentracii oligomerizujua v
presne naprogramovanom ¢ase na konci lytického cyk-
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lu. Holin tym kontroluje diZku lytického cyklu faga.

Vysledkom enzymatického pbésobenia endolyzinov je
degradacia peptidoglykanu, konciaca lyzou bunky a
uvolnenim zrelych viriénov. Holin predstavuje regulaénu
a endolyzin vykonnu zlozku lytického systému navza-

Obr. 1: Replikac¢ny cyklus lytickych bakteriofagov. (Ajuebor a

<.

jom funkéne prepojenych proteinov (Obr. 2; Roach a
Donovan, 2015, upravené). V Gram-negativnych bakté-
riach su potrebné na uvolnenie zrelych fagov dalSie
enzymy — nedavno objavené spaniny, ktoré zabezpecia
degradaciu vonkaj$ej membrany (Young, 2014).

kol., 2016, upravené)
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Obr. 2: Schéma pésobenia fagovych lytickych proteinov pri lytickom cykle bakteriofagov. (Roach a Donovan, 2015,

upraveneé)
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Endolyziny fagov infikujucich Gram-negativne baktérie
su malé globularne proteiny a obsahuju len katalyticku
doménu. Endolyziny bakteriofagov infikujucich Gram-
pozitivne baktérie maju molekulovu velkost priblizne od
25 do 40 kDa. Vynimkou je PlyC endolyzin faga infiku-
juceho bakterialny kmern streptokokov, ktorého velkost
je 114 kDa. Vacsina endolyzinov z tejto skupiny ma

' C
depolymerazy
E
—
> /ﬁ\\e

Gram-negativne bunky - bunkova stena

dvojdoménovu Struktdru s prevaznou organizaciou pro-
teinu: N-terminalna katalyticka a C-terminalna vazbova
doména, ktoré su prepojené kratkym linearnym usekom
(tzv. linker). Ich enzymova aktivita je substratovo Speci-
ficka: muramidazova, transglykozylazova, glukozamini-
dazova, endopeptiddzova alebo amidazova. Najpocet-
nejSimi su hydrolazy — muramidazy, amidazy, endopep-
tidazy a glukozaminidazy. MenSou skupinou su trans-
glykozylazy (Obr. 3; Yang a kol., 2014, upravené). Je-
den endolyzin vykazuje len jeden typ muralytickej aktivi-
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ty. Sekvencie endolyzinov tej istej enzymovej triedy
maju vysoku sekvenénu homoldgiu v katalytickej oblasti
a velmi nizku homoldgiu vo vazobnej oblasti. Vacsinou
sa oblast CBD endolyzinov identifikuje experimentalne
(Ajuebor a kol., 2016).

C-terminalna oblast’ endolyzinov obsahuje substrat via-
zucu domeénu (CBD - cell binding domain), cez ktoru sa
enzym viaze na Specificky ligand (napr. N-acetylgluko-
zamin, cholin, polyramnéza) v bunkovej stene hostitel-
skej baktérie. Vazbové miesto je pre kazdy endolyzin
Specifické a CBD tak urcuje hostitelské spektrum dané-
ho endolyzinu. CBD po naviazani sa na ligand pritiahne
cez linker katalyticki doménu do blizkosti substratu a
umozni tak enzymu Stiepenie peptidoglykanu.

Vacsina endolyzinov ma uzke hostitelské spektrum a
pdsobi len na kmene, ktoré su hostitefmi daného bakte-
riofaga. Len niektoré endolyziny maju SirSiu hostitel'sku
$pecificitu. Specificita je uréena najmenej troma réznymi
faktormi: typom Stiepenej vazby, pritomnostou kompo-

nentov v bunkovej stene potrebnych pre Specificku akti-
vaciu enzymu a S$pecificitou rozpoznania substratu.
Hostitel'ské spektrum endolyzinu méze byt obmedzené
na bakterialny rod napr. streptomycéty, bacily, listérie
alebo bakteridlny druh napr. Clostridium perfringens,
Bacillus anthracis, Streptococcus pneumoniae, Brevi-
bacterium flavum. Vynimkou je amidaza PlyV12 z faga
@1 Enterococcus faecalis ucinna nielen vodi E. faecalis
a E. faecium, ale aj voc&i Streptococcus pyogenes, strep-
tokokom skupiny B a C a Staphylococcus aureus. Do-
ménova Struktura endolyzinov umoZniuje vzajomnu
kombinaciu domén pochadzajucich z odlidnych enzy-
mov, priom si obe zachovavaju svoju aktivitu a Specifi-
citu. Vzniknu tak lyziny s réznymi katalytickymi a hosti-
tel'skymi $pecificitami. Studie poukazuju na to, Ze tvorba
enzymov s presne definovanou Specificitou a vysokou
lytickou aktivitou ma velky terapeuticky potencial (Ajue-
bor a kol., 2016).

Obr. 3: Lyziny. A. schéma $truktiry lyzinov B. Stiepne miesta endolyzinov 1.muramidézy 2. amidazy 3., 4. endopeptidézy 5.

glukozaminidézy (Yang a kol., 2014, upravené)
A

N-terminal

C-terminal

b
Endolyzin

By earls

Endolyziny hoci pévodne pésobia na hostitefa z vnutra,
svoju funkénost’ si zachovaju aj pri exogénnej aplikacii
vo&i Gram-pozitivnym aj Gram-negativnym baktériam.
Casto postaduje malé mnozstvo pregisteného enzymu
na rychlu lyzu hustej suspenzie buniek. Endolyziny
vdaka neobvyklej substratovej Specificite a vysokej akti-
vite nasli svoje uplatnenie nielen v potravinarstve, ale aj
v biotechnoldgii a medicine. Izolované endolyziny sa
mézu vyuzit' v terapii samostatne alebo v kombinacii s
klasickymi antibiotikami. Endolyziny boli uz uspeSne
pouzité na modelovych zvieratach pri lieCbe sepsy,
pneuménie, endokarditidy a meningitidy. Niekolko Studii
opisuje uspesnu lieCbu streptokokovych infekcii mysi
pomocou endolyzinov. Zaroven velmi perspektivne je
ich pouzitie pre eliminaciu patogénov kolonizujucich
mukdzne membrany (sliznice horného dychacieho trak-
tu, o€i, usi, ako aj gastrointestinalneho a urogenitalneho
traktu) a pri prevencii sekundarnych bakterialnych infek-
cii pri virusovych ochoreniach (Ajuebor a kol., 2016).
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Castou aplikaciou endolyzinov v potravinarstve je bio-
ochrana producentov pred bakterialnymi kontaminacia-
mi (napr. endolyzin ktory sa extracelularne produkuje v
Lactococcus lactis). Zaujimavou aplikaciou z oblasti
biotechnolégii je priprava transgénnych rastlin, ktoré
produkuju fagovy endolyzin. Takéto rastliny su potom
rezistentné vodi fytopatogénnym baktériam. Endolyzin
spolu s holinom mozZno vyuzit' napr. na regulovanu lyzu
Startovacej kultury laktokokov v potravinarskej fermen-
tacii, €im sa urychluje zrenie syra. Endolyzin a holin sa
vyuzivaju aj na regulovanu autolyzu kmenov ako Liste-
ria vibrio alebo Salmonella spp. Vlastnost vazbovej do-
mény endolyzinu viazat sa na povrch bunkovej steny
baktérii s vysokou afinitou a Specificitou sa zase vyuzila
na Specifické odliSenie patogénnej baktérie Listeria mo-
nocytogenes v kontaminovanych potravinach od ostat-
nej bakterialnej populacie. Po naviazani fluorescenénej
znacky na protein s vazbovou doménou endolyzinu z
faga infikujuceho listérie bolo mozné identifikovat po-
mocou fluorescenéného mikroskopu pritomné patogén-
ne listérie v testovanych potravinach.
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Vyuzitie endolyzinov na eliminaciu neZiaducich baktérii
ma pred sebou velku perspektivu. Oblast’ vyskumu bak-
teriofagov a ich produktov sa v poslednych rokoch zno-
va orientuje na ich vyuzitie ako terapeutik, vzhfadom na
narast bakterialnych patogénov rezistentnych na anti-
biotika. Ich uplatnenie je vSak ovela SirSie. Praktické
aplikacie priameho pouzitia endolyzinov v potravinar-
stve, biotechnoldgiach, medicine ako u&inného antibak-
terialneho prostriedku voc&i patogénnym baktériam ma
stupajucu tendenciu. Hlavnou vyhodou fagov a ich pro-
duktov endolyzinov je ich Specifickost na cielové bakté-
rie. Vysoka Specifickost a vazbova afinita vazbovych
domén endolyzinov z nich robi idedlnych kandidatov pre
rozvoj novych detekénych nastrojov a pri prevencii
mnohych infekénych choréb.
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