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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
Ch e 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 $kél. 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
&Eislo 3 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 vnuatorného
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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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Nanocastice ako platforma
vo vyvoji HIV vakciny

Human immunodeficiency virus (HIV) is a virus that is responsible for
a serious disease known as an acquired immunodeficiency syndrome
— AIDS. HIV/AIDS condition is possible to treat, but not to completely
cure. According to the latest statistics, 1.8 million people were newly
infected and approximately one million people died from AIDS-related
ilinesses in the year 2016. Antiretroviral therapy, which is currently
available, can improve quality and prolong lives of HIV-infected pa-
tients. However, despite of application of antiretroviral drugs, the virus
cannot be completely eliminated from the body. For these reasons,
the issue of prevention and development of an effective vaccine is re-
opened and a number of new strategies are currently being conside-
red. Here, we summarize the basic structural characteristics of the
HIV virus and present a brief summary of the HIV vaccine develop-
ment activities that have been performed so far. In the end, we draw
attention to the new trends that underline the implementation of nano-
technology in the area of vaccination. In this context, we will give
examples that point to the potential of nanoparticles, whether as car-
riers of active vaccine substances, or when they directly act as antivi-
ral agents.

HIV/AIDS, vaccine, antigen, adjuvant, nanoparticles

Virus lfudskej imunitnej nedostato¢nosti (HIV) zodpove-
da za vznik zavazného ochorenia — syndrému ziskanej
imunitnej nedostatonosti, znameho tieZ pod skratkou
AIDS. HIV/AIDS je v sucasnosti mozné lie€it, nie vSak
vylie€it. Podla poslednych dostupnych Statistik bolo v roku
2016 zaznamenanych 1,8 miliéna novych infekcii spbso-
benych virusom HIV ana ochorenia spojené s AIDS zo-
mrelo v tomto roku 1 milién fudi (www.unaids.org). Antiret-
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roviralna lie¢ba, ktora sa pri lie€be uplatiuje, sice doka-
Ze skvalitnit a predizit Zivot HIV infikovanych pacientov,
avSak uplne eliminovat’ virus nedokaze. Aj z tychto do-
vodov sa opatovne otvara otazka prevencie a vyvoja
efektivnej oCkovacej latky s vyuzitim novych stratégii a
pristupov. V tomto ¢lanku zhrnieme zakladnu Struktdrnu
charakteristiku HIV virusu, uvedieme kratky suhrn do-
posial vyvijanych aktivit zameranych na vyvoj HIV vak-
ciny a v zavere upriamime pozornost na nové trendy,
ktoré spocivaju v implementacii nanotechnoldgii do ob-
lasti vakcinolégie. V tomto kontexte uvedieme priklady,
ktoré poukazuju na potencial nanoCastic €i uz ako nosi-
Cov aktivnych vakcinanych latok, alebo ich priameho
antiviralneho ucinku.

HIV je retrovirus (trieda Retroviridae), ktory ma sféricky
tvar a priemer priblizne 120 nm. Hlavné Strukturne Casti
HIV su: viralny obal, matrix aviralne jadro (Seitzr,
2016). Viralne jadro obsahuje viralnu kapsulu, tzv. kap-
sid, ktory obklopuje dve jednovlaknové molekuly RNA
obalené v nukleokapside, dalej enzymy potrebné pre
zivotny cyklus HIV (napr. reverznu transkriptazu, prote-
azu, integrazu) a dalSie regulacné a délezité doplnkové
proteiny. Matrix zahffia oblast’ obsiahnutd medzi jadrom
a obalkou. Cely utvar je obaleny lipidovou dvojvrstvou,
ktorej sucastou su ,vybezky“ tvorené glykoproteinmi
gpl20 agp41. Informacia potrebna na tvorbu novych
komponentov, &i uz Struktarnych proteinov alebo esen-
cialnych enzymov — a teda novych HIV virusov, je za-
koédovana v 3 hlavnych génoch: gag, pol a env (Obr. 1).
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Obr. 1: Struktira HIV virusu
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Hlavnou cielfovou Stuktdrou HIV virusu su imunitné bun-
ky, ktoré maju na svojom povrchu CD4 receptory, t. j.
CD4" biele krvinky T lymfocyty, mononuklearne makro-
fagy a dendritické bunky.

Zivotny cyklus HIV zahffia viacero etap, ktoré na seba
plynulo nadvazuja. V prvom kroku dochadza k interakcii
medzi glykoproteinom gpl120 a CD4 receptorom, t. j. k
pripojeniu HIV k hostitelskej bunke a fuzii s membranou
(Wilen a kol., 2012).

Po preniknuti HIV do bunky dochadza k odstraneniu
obalu virusu a k uvolneniu vnutorného obsahu. Ribo-
nukleova kyselina (RNA) sa pomocou enzymu reverznej
transkriptdzy prepiSe do deoxyribonukleovej kyseliny

Obr. 2: Viralny cyklus HIV virusu

Nukleokapsid
(Gag)

Protedza (Pol)

Virdlna HIV RNA

(DNA) a vzniknuta virusova DNA migruje smerom do
jadra hostitelskej bunky. Tu sa HIV-DNA integruje za
asistencie enzymu integrdzy do DNA hostitel'skej bunky,
kde zostava ulozena ako provirus. V tomto kroku sa z

hostitel'skej bunky stava ,tovarefn“ na produkciu novych

HIV virusov. Provirus sa po nejakej dobe aktivuje, vzni-
ka viralna RNA a proteiny, ktoré sa postupne zhromaz-
duju na vnutornom povrchu bunky. Budice Castice sa
postupne kompletizuju a nové viriony sa z bunky uvol-
Auju procesom oznaCovanym ako pucanie. Prestupom
cez cytoplazmaticki membranu sa finalizuje obal virusu
(Obr. 2).

novy HIV virus

~ protein &7
fa

PROVIRUS
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Rozoznavame dva hlavné typy HIV virusu — typ 1 (HIV-
1) atyp 2 (HIV-2). Oba typy zdielaju podobnost v za-
kladnom genetickom usporiadani, v méde transmisie,
vo vnutrobunkovom replikaénom cykle, ako aj v Klinic-
kom désledku — oba typy ustia do ochorenia AIDS (Ny-
amweya a kol., 2013). AIDS predstavuje pokrocilé resp.
posledné Stadium infekcie; imunitny systém je poSkode-
ny v tak rozsiahlej miere (po¢et CD4 buniek obycajne
klesne pod hodnotu 300 buniek/mm? krvi), Ze ludské
telo sa nedokaze efektivne branit a bojovat s ré6znymi
(oportunistickymi) ochoreniami a v koneénom désledku
im podfahne. V pripade HIV-2 je v8ak pravdepodobnost
progresu nakazy smerom k AIDS niz8ia. HIV-2 sa vy-
skytuje v oblasti zapadnej Afriky, zatial ¢o HIV-1 sa Siri
po celom svete.

HIV-1 sa dalej deli do skupin, v rdmci ktorych je domi-
nantna skupina M (major), ktora zodpoveda za pande-
micky priebeh infekcie. V ramci skupiny M je rozpozna-
nych niekolko fylogenetickych subtypov (A — K). Prie-
merna genetickd variabilita medzi subtypmi skupiny M
je priblizne 15 % pre gag gén a 25 % pre env gén. Ce-
losvetovo najviac prevalentné HIV-1 genetické formy su
subtypy A, B a C, pri€om prave posledna menovana C
forma predstavuje takmer 50 % vSetkych HIV-infekcii na
celom svete (Bounaguro a kol., 2007). Vysoka genetic-
ka variabilita HIV-1 virusu je jednym z dévodov, ktoré
stoja za doposial neuspeSnou snahou vyvoja efektivnej
a bezpecnej o¢kovacej latky.

Antigén-
prezentujuce
bunky

Co sa tyka vakciny proti HIV, jej dizajn zostava z dévo-
du zlozitosti virusu, ako aj z hfadiska zabezpeclenia
zelaného a bezpecného ucinku stale velkou vyzvou;
skuSaju sa rozne stratégie, rézne typy antigénov i adju-
vantov. V rokoch 1998/1999 sa uskutocnila jedna z pr-

MHC Il

Vo vSeobecnosti je aktivnou zlozkou akejkolvek vakciny
latka odvodend od mikroorganizmu, ktory ochorenie
spbsobuje. PouZivaju sa celé mftve, Zivé avSak oslabe-
né, resp. inaktivované organizmy, pripadne len niektoré
ich Struktirne jednotky (proteiny, polysacharidy); su-
marne sa oznaluju pojmom antigény. Antigény maju
schopnost stimulovat imunitny systém za ucelom tvorby
Specifickych protilatok a obrannych mechanizmov, po-
mocou ktorych sa patogén identifikuje, neutralizuje/
zneSkodni a zapiSe do imunitnej pamate.

Po zaoCkovani a pripadnom opatovnom stretnuti s real-
nym patogénom je potom [udsky organizmus pripraveny
rychlo a nalezZite (cielene) reagovat. Okrem primarnej
antigénnej zlozky, méze vakcina obsahovat este zloZku
pomocnu v podobe tzv. adjuvantu (€asto sa pouzivaju
napr. soli hlinika) (Clapp a kol., 2011). Ulohou adjuvantu
je zosilnit imunitnd reakciu na podany antigén. Adjuvant
mébze imunogenitu antigénu zosilnit réznymi spésobmi,
napr. moze prediZit jeho pritomnost v krvi, & napoméct
jeho pohlteniu — napr. dendritickymi bunkami (DC). DC
su Specifické antigén-prezentujuce bunky, ktoré antigén
spracuju a prezentuji na tzv. MHC gykoproteinoch.
Tieto sU rozpoznavané CD4+T-lymfocytmi, o vedie k
B-lymfocytmi indukovanej tvorbe vysoko-Specifickych
protilatok (humoralna imunitna odpoved), pripadne k
CD8+T-lymfocytmi sprostredkovanej produkcii cytoto-
xickych buniek (bunkova imunitna odpoved) (Gutjahr
a kol., 2016) (Obr. 3).

pamaftové bunky

CD4 B-lymfocyty protilatky

&
ks

cytotoxické
»,O S O bunky

vych velkych klinickych Stadii (faza Ill) zamerana na
otestovanie vakciny AIDSVAX, ktora bola pripravena na
baze gp120 proteinu, pricom sa Studovali dva rozlicné
izolaty subtypu B (USA, Kanada, Puorto Rico, Holand-
sko) a subtypov B/E (Thajsko). Vakcina bola dizajnova-
na s ciefom indukcie neutralizaCnych protildtok v nadeji,
Ze sa predide alebo zabrani infekcii HIV. Vysledky vSak
nepreukazali vyznamny protektivny uc€inok vakciny proti
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virusu. Aj napriek nepozorovanému Zzelanému efektu
bola tato vakcina zaradena do dalSej klinickej Studie
RV144 (faza IlIl), ktora sa uskutoCnila vroku 2003
(Thajsko). Tato vakcina pozostavala celkovo z dvoch
vakcinanych substancii: spominana AIDSVAX gp120
bola pouzitd ako doplnkova (re-vakcinacna tzv. boost) a
ALVAC-HIV ako hlavna zlozka (prime). ALVAC-HIV je
vektorova vakcina na baze inertnej formy canarypoxu —
vtacieho virusu, ktora obsahuje geneticky modifikované
verzie troch génov (env, gag, pro). Ciefom tejto prime-
boost kompozicie RV144 vakciny bolo stimulovat’ bun-
kovu imunitni odpoved spolu s produkciou protilatkovej
odpovede na povrchovy protein gp120. Ako adjuvant
bol pouZity siran draselno hlinity. Vysledkom tejto Studie
bola redukcia rizika voci HIV infekcii priblizne o 30 %.
Vysledok bol prekvapujuci aj v spojeni s faktom, ze jed-
notlivé zlozky vakciny samy o sebe v predoslych §tu-
diach nepreukazali pozitivny efekt. Klinicka stadia STEP
s vektorovou vakcinou Adenovirusu 5 kédujucou
gag/pol/nef/ proteiny indikovala dokonca nachylnost
voci infekcii namiesto prevencie u skupiny testovanych
muzov (www.aidsmap.com, Asif a kol., 2017).

Aktudlne, aj s nadvaznostou na pozitivnu odozvu
RV144 vakciny, sa v novembri 2016 zagala nova vakci-
nacna Studia (faza Il/1ll), ktorej zdkladom je modifikova-
na verzia RV144 a ma oznacenie HVTN702. HVTN702
bola dizajnovana s vy$sou Specificitou k HIV subtypu C
(predominantny v juznej Afrike) so squalenovym adju-
vantom — MF59 s cielom generovat robustnejSiu imu-
nitnu odpoved. Vysledky z tejto Studie budu zverejnené
v roku 2021 (www.clinicaltrials.gov).

Vyskum v oblasti HIV vakciny v8ak neustéle pokraduje.
Pozornost sa vtomto smere stale viac upriamuje na
nanotechnoldgie a pouZitie roznych nano€astic s vhod-

Obr. 4: Schematické znazornenie réznych druhov nanocastic

voda
lipidova dvojvrstva

Au

zlata nanodastica

dendrimér

nymi vlastnostami (Zhao akol., 2014; Aikins a kol.,
2017; Glass a kol., 2016, Vacas-Cordoba a kol,, 2014).
Uz samotny, vy88ie spominany MF59 adjuvant je
emulznd nanocatica typu olej/voda (ElI Sahly a kol.,
2010).

Nanotechnolégia ponuka mozZnost’ pripravy nanocastic
s unikatnymi fyzikalno-chemickymi vlastnostami, ktoré
vychadzaju prave z ich nanorozmerov. Unikatnou je aj
flexibilnost’ procesu pripravy a modifikacie nanocastic,
vdaka ktorej mdéZzeme cielene syntetizovat Castice s
réznou velkostou, tvarom, zloZenim a povrchovymi
vlastnostami (Obr. 4).

Svojimi rozmermi sa nanocCastice pohybuju na velko-
stnej Skale bunkovych komponentov, maju schopnost
prestupu cez plazmaticki membranu a v pripade ich
vhodnej povrchovej modifikacie sa mézu naviazat a
Specificky dopravit' terapeuticky naklad do vnutra bu-
niek. Aj z tychto dévodov sa nano€astice Studuju v r6z-
nych biomedicinskych aplikaciach zahffiajucich aj ob-
last vakcinologie (Zhao a kol., 2014).

V ramci formulacie vakciny moze nanocastica zohravat
Ulohu transportného nosi¢a (pre antigén alebo adju-
vant), pripadne sama pésobit ako adjuvantny imunosti-
mulator (Zhao akol.,, 2014; Glass akol. 2016). Pre
transportnu funkciu je zvy€ajne potrebné zaistit asocia-
ciu nanocastice s antigénom. Tato asociacia sa méze
uskuto¢nit prostrednictvom jednoduchej fyzikalnej ad-
sorpcie, pripadne viac komplexnymi metddami, ako
napr. chemickou konjugaciou alebo enkapsulaciou (Obr.
5).

nanoemulzia lipozom

Obr. 5: Schematické znazornenie ré6znych moznosti asocidcie antigénu s nanocasticou
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Antigén mdze byt na povrch nanocastice adsorbovany
na zaklade elektrostatickych alebo hydrofébnych inter-
akcii. Pri enkapsulacii je potrebné antigén pridat k na-
nocastici v procese jej syntézy av pripade chemickej
konjugacie pouzit chemické zosietovanie (tzv. cross-
linked chémiu). Z uvedenych informacii vyplyva, ze ad-
sorpcia je metdda jednoduchsia na pripravu, avSak vza-
jomne vazobné interakcie s antigénom su slabsie; tento
postup je idealny v pripade potreby rychleho uvolnenia
antigénu. Uvolnenie z komplexnej$ej a stabilnejSej ko-
valentnej vazby si vyZzaduje odburanie nanoc¢asticového
nosi¢a. Jednotlivé pristupy sa intenzivne Studuju (Doa-
ne a Burda, 2013). Vyber procesu kovalentnej alebo
nekovalentnej konjugacie nepochybne zavisi od rbz-
nych faktorov biologického prostredia. AvSak ddlezitu
Ulohu v dosiahnuti Zelaného ucinku zohravaju funda-
mentalne vlastnosti nanoc&astic, ktoré musia byt déklad-
ne prestudované.

Studium nanovakein aj v nadvaznosti na klinické neus-
pechy Standardnych vakcin je zatial prevazne oriento-
vané na zakladny, predklinicky vyskum. Pripravuju sa
rézne druhy nanocastic, ktoré sa modifikuju réznymi
antigénnymi Struktdrami, konjugaty sa charakterizuju z
hladiska fyzikalno-chemickych vlastnosti, transportna
schopnost spolu s uc¢inkom vyvolania imunitnej odpo-
vede sa Studuje na membranovych modeloch, bunko-
vych kulturach ako i zvieracich modeloch.

Ingale akol. (2016) pripravili lipidové nanocastice na
baze niklu, ktoré modifikovali elektrostaticky s HIV-1
obalkovym glykoproteinom, ktory, ako uz bolo spome-
nuté v uvodnej €asti, zodpoveda za fuziu virusu s hosti-
telskou bunkou. V porovnani so samotnym glykoprotei-
nom takto pripraveny komplex aktivoval B bunky efek-
tivnejSie. V imunizaénych experimentoch na animalnych
modeloch bol dvojstupnovym testovanim (tzv. two-tier
test citlivosti) zisteny trend zlepSenia protilatkami spro-
stredkovanej neutralizacie. Va&siu stabilitu v komplexa-
cii dosiahli autori neskér modifikaciou lipozéGmov — na-
hradenim niklu za kobalt, ako aj kovalentnym cysteino-
vym naviazanim antigénneho nakladu (Bale a kol.,
2016). Vysledkom bola stabilnejSia platforma s poten-
cialom generacie zlepsSenej a uniformnej protilatkovej
odpovede.

Lipidové nanocCastice (lipozémy) je mozné okrem plat-
formy nosi¢a vyuzit aj ako model plazmatickej membra-
ny buniek. Tuto moznost vyuzili lonov a kol. (2015) na
detailnejSie Studium mechanizmov interakcie polymér-
nych nanocastic — samotnych, aj v komplexe so synte-
tickymi peptidmi odvodenymi od HIV. Ako polymérne
nanocCastice boli pouzité dendriméry na baze kremika
a uhlika tzv. karbosilanové dendriméry (CBD). Dendri-
méry vo vSeobecnosti patria k molekulam s unikatnou
architekturou, ich Struktira sa smerom od jadra vetvi do
vrstiev (tzv. generdcii), ¢im cela Struktura pripomina
korunu stromov. Modifikované dendriméry nachadzaju

potencial pre uplatnenie vrdéznych biomedicinskych
aplikaciach. V ramci tejto konkrétnej Studie bola preuka-
zana interakcia komplexov s modelovymi membranami,
pricom tato interakcia mala elektrostaticky charakter a
bola silnejsia v pripade inkubacie komplexov s negativ-
ne nabitymi lipozémami. V dalSej Studii (Melikishvili a
kol., 2016) sa autori snazili pouzity model lipozémov
priblizit k redlnejS§im podmienkam, ato pritomnostou
pegylovaného (PEG, polyetylénglykol) lipidu za ucelom
modelovania glykokalixu, ktory sa nachadza na vonkaj-
Sej strane plazmatickej membrany. V tomto pripade
bola interakcia HIV syntetickych peptidov v komplexe
s CBD dendrimérmi silnejSia smerom k zwitterionickym
nez ku pegylovanym membranovym modelom. Rastlca
koncentracia PEG-lipidu viedla k oslabeniu interakcie.
Z hladiska vyuzitia nanoCastic ako nosicov predstavuje
prekonanie extracelularnych prekazok, ako i nasledna
interakcia s plazmatickou membranou, jeden z klu¢o-
vych faktorov. Moznost optimalizacie a modulacie fyzi-
kalno-chemickych vlastnosti nanoCastic, €i uz v procese
ich syntézy alebo post-syntézy, je pre dosiahnutie Zela-
ného adjuvantného Ucinku v tomto smere velkym poziti-
vom. Okrem adjuvatného pésobenia mézu nanocastice
tieZz disponovat aj u€inkom antiviralnym. Polyanionické
karbosilanové dendriméry preukazali velky potencial
ako antivirotika vo vyvoji novych mikrobicidnych latok
zameranych na prevenciu HIV-1. Vacas-Cordoba a kol.
(2016) Studovali mechanizmus dvoch typov — sulfato-
vych a naftylsulfatovych CBD dendrimérov. Tieto den-
driméry inhibovali viralnu infekciu v procese fuzie, kon-
kurovali naviazaniu virusu k cielovej bunke a membra-
novej fuzii tym, Ze zablokovali interakciu medzi viralnym
gp120 proteinom a CD4 hostitelskym receptorom. Den-
driméry boli schopné inhibovat i medzibunkova transmi-
siu HIV. Okrem polymérnych nanocastic sa v oblasti
vakcinolégie intenzivne Studuju aj kovové, napr. zlaté
nanocastice, ktoré taktiez disponuju viacerymi unikat-
nymi vlastnostami (stabilita, biokompatibilita, lahkost
modifikacie a iné). Naviac, multivalentna prezentacia
malych molekul na povrchu zlatych nano€astic mdze
konvertovat neaktivne lie€ivo na u€innu latku (Bowman
a kol., 2008). Peria Gonzales a kol. (2017) skombinovali
vlastnosti dendrimérov a zlatych nanocastic; pripravili
zlaté nanoclastice modifikované s kationickymi karbosi-
lanovymi dendrénmi, ktoré vlastne predstavuju staveb-
né bloky vysSie spomenutych dendrimérov. Autori tieto
nanocCastice charakterizovali viacerymi biofyzikalnymi
metdédami a preStudovali ich aj z hladiska indukcie po-
tencialnej toxicity a neSpecifického antigénneho stimulu.
Zistili, ze ziadna z nanocastic neindukovala proliferaciu
lymfocytov — naviac nanocastice boli tolerované aj sme-
rom k ervenym krvinkdm. Studium potencidlu tychto
dendronizovanych zlatych nanocastic ako nosicov réz-
nych terapeuticky aktivnych latok v su¢asnosti intenziv-
ne prebieha na viacerych renomovanych pracoviskach.
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Na Fakulte matematiky, fyziky a informatiky Univerzity
Komenského (FMFI UK) v Bratislave a v spolupraci s
polskymi kolegami na Univerzite v LodZi, tieto nanocas-
tice aktualne Studujeme v spojeni s tromi typmi HIV od-
vodenymi peptidmi a pripravené komplexy charakterizu-
jeme napr. z hfadiska velkosti, morfoldgie, zeta poten-
cidlu, a inych, pre dalSie vyuzitie dbleZitych vlastnosti.

Vyvoj efektivnej a bezpecnej otkovacej latky je proces
Zlozity a v pripade virusu HIV to plati dvojnasobne. Vy-
skum sa zameriava na Studium novych antigénov, ako
aj ich nosi¢ov, ktoré musia spifiat’ vlastnosti bezpe¢né-
ho pouzitia, lahkej vyroby, a po podani vakciny vyvolat
stabilnd a intenzivnu imunitnd odpoved. Velkou vyzvou
v tomto smere zostava dizajn takej ockovacej latky, kto-
rej zakladom by boli o najmenej variabilné Struktirne
zlozky virusu, €im by bola takato vakcina efektivna aj v
pripade réznych mutacii HIV. Aj z tychto dovodov sa
vyskum aktualne upriamuje na nanotechnolégie. Nano-
Castice disponuju mnohymi unikatnymi vlastnostami,
ktoré by sa dali vyuzit za u¢elom podporenia biologickej
aktivity HIV vakciny, pripadne dosiahnutia priameho
antiviralneho ucinku.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Helikazy a ich potencidl v terapii

Helicases separate the complementary strands of double-
stranded nucleic acids using the energy from nucleoside tri-
phosphate hydrolysis. They have roles in all aspects of DNA
and RNA metabolism. The nucleic acid metabolic processes
may be largely affected by DNA damage. An important aspect
of helicase function is to recognize and handle damaged DNA
molecules. Mutations in helicase genes result in synthesis of
defective proteins with altered function. Incorrect action of the
dysfunctional helicase in the organism may result in serious
pathological states. Further studies on various helicases will
contribute for development and design of specific therapeutics
to prevent and treat diseases related to helicase deficiencies.

DNA replication, replication protein, helicase, mutation, therapeutics

Biomakromolekuly proteinov a nukleovych kyselin patria
k zakladnym zlozkam zivej bunky. Proteiny su hlavnym
aktérom v8etkych chemickych procesov, ktoré v Zivych
organizmoch prebiehaju, nukleové kyseliny zabezpecu-
ju uchovanie a prenos genetickej informacie. Proteiny
slizia ako stavebné zloZzky, zdroj energie, substancia
pre tvorbu hormonov a protilatok, funguju ako enzymy,
zUCastnuju sa transportnych a zasobovacich procesov,
nukleové kyseliny nesu informaciu pre ich syntézu.
VSetky svoje ulohy vykonavaju proteiny prostrednictvom
interakcii s dal§imi zlozkami bunky, pricom k najddlezi-
tejSim partnerom proteinov z pohladu medzimolekulo-
vych interakcii patria nukleové kyseliny.

Nukleové kyseliny su zakladné informacné molekuly
bunky, ktorych ulohou je uchovavanie a prenos genetic-
kej informacie. Deoxyribonukleova kyselina (DNA) sluzi
v zivych organizmoch ako nositel informacie pre vyko-
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navanie vSetkych Zivotnych funkcii. Obvykle existuje vo
forme dvojzavitnicovych molekul. Ribonukleova kyselina
(RNA) zabezpeluje prenos genetickej informacie ob-
siahnutej v DNA. Existuju rézne typy ribonukleovych
RNA (mediatorova, transferova, ribozomalna), ktoré
maju v tomto procese svoju Specificku funkciu. Ribonuk-
leova kyselina byva prevazne jednovlaknova, ale mdze
obsahovat dlhSie alebo kratSie dvojvlaknové useky.
Vsetky tri etapy prenosu genetickej informacie — repli-
kacia DNA, prepis genetickej informacie z DNA do RNA
(transkripcia) a proces syntézy bielkovin (translacia) su
spojené s konformacnymi zmenami nukleovych kyselin.
Délezitu ulohu pri uskuto&fiovani konformacnych zmien
nukleovych kyselin maju helikazy.

Helikazy su proteiny, ktoré rozvijaju dvojvlaknové useky
nukleovych kyselin (Obr. 1A, B), pricom ako zdroj ener-
gie vyuzivaju energiu ziskanu hydrolyzou adenozintri-
fosfatu (ATP). Predstavuju velmi pocetnu skupinu en-
zymov, napriklad na gendéme kvasinky Saccharomyces
cerevisiae bolo identifikovanych 134 otvorenych Citacich
ramcov (ORF), kodujucich proteiny podobné helikazam
(Shiratori a kol., 1999), ¢o predstavuje priblizne 2,1 %
vSetkych ORF na kvasinkovom gendme.

Vysoka pocetnost’ helikdz suvisi s mnozstvom Specific-
kych funkcii, za ktoré su jednotlivé proteiny zodpoved-
né. Zucastnuju sa takmer vSetkych procesov metabo-
lizmu DNA a RNA-replikacie, rekombinacie a opravy
DNA, transkripcie, translacie, syntézy ribozémov, matu-
racie RNA, splicingu a procesov jadrového exportu. Su
nevyhnutné pre Zivot bunky a v procese evollcie do-
siahli vysoky stuper konzervovanosti na Strukturnej
aj funkénej Urovni. Vysoka konzervovanost helikaz pre-
kraCuje hranice medzi jednotlivymi druhmi zivych orga-
nizmov a poskytuje predpoklady pre to, aby poznatky
ziskané zo $tudia jednotlivych helikaz prispeli k objas-
neniu Struktury a funkcie tychto enzymov vo vSeobec-
nosti. Konzervované oblasti helikdz, oznaované tiez
ako konzervované motivy, zodpovedaju za vazbu nuk-
leovych kyselin, nukleotidov a kofaktorov. Medzi jednot-
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livymi skupinami helikaz sa odliSuju v suvislosti s kon-
krétnou funkciou, ktoru tieto helikazy vykonavaju. Na
z&klade konzervovanych motivov boli helikazy rozdele-
né do Siestich superrodin, SF1-SF6 (Singleton a kol.

2007). Helikazy sa odliSuju tiez oligomérnym stavom —
niektoré funguju ako monoméry alebo diméry, iné su
funk&né len vo forme vysSich oligomérnych komplexov
— hexamérov.

Obr. 1: Replikativha DNA helikaza rozvijajuca dvojzavitnicu DNA (A) a ta ista DNA helikaza v kontexte s ostatnymi repli-

kacnymi proteinmi (B)
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Délezitym aspektom funkcie helikaz v biologickom kon-
texte je ich interakcia s poSkodenymi molekulami DNA.
VSetky metabolické procesy, na ktorych sa DNA zucas-
tiuje, mézu byt ohrozené jej posSkodenim (Suhasini,
Brosh, 2010). Poskodenie DNA mdze viest k Uplnému
zablokovaniu jej replikacie alebo transkripcie, alebo
mbze prinajmenSom podstatne zniZit' ich presnost.
Pravdepodobnost’ poSkodenia DNA v bunkach je velmi
vysoka. Lindahl (1993) uvadza priblizne 10 000 posko-
dzujucich udalosti v kazdej bunke ludského tela za den
a iba dobre fungujuce opravné mechanizmy su schopné
zabezpe&it genomickl stabilitu. Zivé organizmy si na
opravu poskodenej DNA vyvinuli sofistikované mecha-
nizmy, ktorych neoddelitelnou su€astou su helikazy. Ich
schopnost katalyticky separovat' vidkna DNA poskytuje
priestor pre tolerovanie alebo opravu poskodenia. Heli-
kazy pbsobia napriklad pri jadrovych opravnych mecha-
nizmoch ako je vystiepenie chybnych nukleotidov (NER,
Obr. 2), transkripne zavisla oprava (TCR) alebo udr-
Ziavanie telomér. Od jednoduchych baktérii az po ci-
cavCie bunky, vo v8etkych sa helikdzy zu€astriuju na
odpovedi, resp. oprave poskodenia DNA.

Obr. 2: Oprava poskodenia DNA vystiepenim nukleotidov
pyrimidinovy dimér
I
A
LCTACGGTCTACTATGG
5 = g © T bazové pary spojené
CHTREE R R REE ] vosiovimiviham

GATGCCAGATGATACC

NUKLEAZA l

N\
CTAvCGGTCTACTATaG

LT

GATGCCAGATGATACC

N\
DNA CGGTCTACTATG

HELIKAZA bl | el i |

CTA G
..'l DNA helix s 12-
-r' ' N ' ' ' ' ' ' '!- nukleotidovou
GATGCCAGATGATACC medzerou
DNA POLYMERAZA
+ DNA LIGAZA

CTACGGTCTACTATGG

P
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Upravené 10.7.2017 podla:
https://classconnection.s3.amazonaws.com/853/flashcards/247853/pn
g/nucleotide_excision_repairl349114267928.png.
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Vzhladom na to, aku délezitu ulohu maju helikdzy v
regulacii a udrziavani genomickej integrity, je zrejmé, ze
defekty v tychto enzymoch mo6zu viest k patologickym
stavom. V su€asnosti boli identifikované mnohé gény
kédujuce helikazy. Genetické studie ukazali, ze mutacie
v niektorych tychto génoch sa spajaju s viacerymi hu-
mannymi ochoreniami. Mutacie v génoch kdédujucich
helikazy mézu viest k ochoreniam ako je pred&asné
starnutie, rézne druhy rakoviny, neurologické alebo au-
toimunitné ochorenia ainé. Zatial vSak nie je jasné,
akym spbésobom defekty v tychto proteinoch vedu k
ochoreniu. V sucasnosti sa vynaklada velké Usilie na
objasnenie vlastnosti helikdz na molekularnej a bunko-
vej urovni, avSak vzdialenost od molekul k pacientovi je
zatial velmi velka.

V poslednych rokoch bolo opisanych niekolko metodic-
kych pristupov, ktoré by mohli byt pouzité & uz na
presnejsiu diagnostiku ochoreni alebo priame ovplyvne-
nie mechanizmu pdsobenia dotknutych helikdz so zvy-
Senou alebo znizenou funkciou. Jednou z moznosti su
genetické a expresné analyzy vzoriek od pacientov, ¢o
umozni posudit kvalitu DNA a kvantitu RNA. Diagn6zu
a prognozu rakoviny alebo vekom podmienenych cho-
réb by mala umoznit’ analyza génovej expresie helikazy
RECQ1 (Sharma, 2014). Uroveri expresie tohoto najpo-
CetnejSieho zastupcu zo skupiny opravnych helikaz
RecQ byva v rakovinovych bunkach vysoko nadprie-
mernd. Objasnenie ulohy RECQ1 pre udrzanie prolifera-
tivneho a invazivneho fenotypu rakovinovych buniek by
mohlo pomoct pri vyvoji terapeutickych stratégii na za-
blokovanie progresie a metastdzovania primarnych tu-
morov. Helikazy zo skupiny RecQ by mohli byt vyuZité
na pripravu novych terapeutik na baze malej interferu-
jucej RNA (siRNA) odvodenej od génov tychto helikaz
(Futami a Furuichi, 2015). Na spomalenie rastu rakovi-
novych buniek boli v réznych modelovych systémoch
pouzité na inhibiciu RecQ helikaz aj Specifické inhibitory
s nizkou molekulovou hmotnostou. Obidve tieto straté-
gie by mali viest k zvaéseniu replikaCnych Iézii a pone-
chaniu poskodenych Usekov DNA bez opravy, ¢o by
mohlo selektivne zabit’ rakovinové bunky alebo aspori
zabranit’ ich rastu.

Na druhej strane, mnohé helikazy maju v organizme aj
tumor supresivne ucinky. V takychto pripadoch méze
dojst’ k ochoreniu v désledku ich poskodenia alebo zni-
Zenej expresie. Na ovplyvnenie ochoreni vyplyvajucich
z narusSenej funkcie defektnych helikaz bol navrhnuty
dalsi terapeuticky postup. Jeho principom je myslienka
farmakologického pdsobenia na defektné helikazy pro-
strednictvom malych chemickych molekidl (Suhasini
a Brosh, 2013). Tento pristup vyuziva predpoklad, ze

bunkovy fenotyp suvisiaci s poSkodenou helikazou by
mohol byt zvrateny pdsobenim chemickej molekuly,
ktora navrati pdvodnu helikazovu katalyticku aktivitu v
opravnej drahe DNA. Vazbou na helikdzu by mohla
chemicka molekula napriklad indukovat konformacné
zmeny umozhujuce prepojenie hydrolyzy ATP a DNA
rozvijajucej aktivity alebo obnovit schopnost proteinu
vytvarat’ oligomérny komplex.

RNA helikazy maju svoju ulohu pri transkripcii, transla-
cii, syntéze ribozémov, maturacii RNA, splicingu a pro-
cesoch jadrového exportu. Zistilo sa, Ze ucinkuju aj ako
zlozky signalnych drah v procese vrodenej imunitnej
odpovede. Studium RNA helikaz, ktoré sa podielaji na
imunitnej odpovedi, bude prispievat’ k rozvoju stratégii
boja proti virusovym infekciam ako je HIV, HCV (virus
hepatitidy C) alebo IAV (Virus chripky typu A) (Ariumi
2014). Dal$im ochorenim, pri ktorom by mohla byt mo-
lekularnym cielom pre diagnostiku a lie€bu RNA helika-
za, je autoimunitné ochorenie, systémovy lupus erythe-
matosus (Oliveira a kol., 2014). Pri tomto ochoreni je
antivirdlna odpoved organizmu v désledku poskodenia
génov kodujucich helikazy aktivovana nadmerne. Tera-
peutické stratégie zamerané na defektné RNA helikazy
by v pripade tohto ochorenia mohli byt zaujimave, ale
bolo by potrebné najprv identifikovat optimalne miesta
zasahu do biochemickej drahy.

VSetky uvedené stratégie poukazuju na vysoky terapeu-
ticky potencial proteinov s helikdzovou aktivitou, posky-
tujd nové pohlady na molekularnu patolégiu chordb
suvisiacich s vlastnostami a funkciou helikaz a svedCia
o tom, Ze tato problematika je vysoko aktualna. DalSie
Studie réznych proteinov s helikdzovou aktivitou prispe-
ju nielen k diagnéze a lie€Cbe urcitych chordb, ale aj k
prevencii a vytvoreniu buducej generacie terapeutik.

Napriek velkému usiliu, ktoré sa vynaklada na objasne-
nie fungovania helikaz na molekularnej a bunkovej
urovni, mnohé otazky zostavaju stale nezodpovedané.
Zatial nie je jasné, akym spdsobom defekty v tychto
proteinoch vedu k ochoreniam. Bude potrebné pochopit
vztah medzi jednotlivymi mutéciami a ich fenotypickym
prejavom. Toto vyZaduje systematické sledovanie mo-
lekularnych defektov spdsobenych mutaciami a charak-
terizaciu biologickych drah, ktoré nebudu spravne fun-
govat, ked sa defekina helikaza bude exprimovat. Budu
potrebné biochemické, Strukturne a genetické analyzy,
ktoré poukazu presnejSie na funkciu helikdz v procese
replikacie a opravy DNA. Bude nutné navrhnut presné
modely molekulovej Struktury helikaz. VSetky tieto po-
znatky prispeju k vyvoju Specifickych lieciv proti rakovi-
ne a chorobam suvisiacim so starnutim, ale aj viruso-
vym ochoreniam alebo autoimunitnym ochoreniam.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Fadgové depolymerdzy a ich vyuiitie | igues

Bacterial resistance is critical factor for treating infections with antibio-
tics. Since there is lack of other treatments, the number of multidrug-
resistant nosocomial pathogens is increasing alarmingly. Phage the-
rapy, as an alternative to antibiotic treatment, exists many years,
although it is not accepted the same way in all countries. Recently,
research in this area is focused mainly on antibacterial action of lytic
proteins, which provide the mechanism of cell lysis. Phage lytic prote-
ins include holins, endolysins and depolymerases. The use of purified
proteins provides several advantages over whole phage particles.
Significant antimicrobial activity of lysins represents a potential for
their use as an alternative to antibiotics. The aim of this article is to
summarize the information about depolymerases and their antimicro-
bial effects.

Bacteriophage, biofilm, depolymerases

Bakterialna rezistencia je kritickym faktorom pri lieceni
infekcii antibiotikami. Nedostatok inych spdsobov liecby
zvySuje pocCet multirezistentnych nozokomialnych pato-
génov. Fagova terapia, ako alternativa k antibiotickej
lieCbe, je znama uz mnoho rokov, no nie je rovnako
uznavana vo v8etkych krajinach. Napriek sfubnym vy-
sledkom sa v zapadnej medicine zatial nepouziva. V
poslednej dobe sa vyskum v tejto oblasti venuje aj ucin-
ku fagovych lytickych proteinov, ktoré sa poc€as zivotné-
ho cyklu faga podielaju na degradacii hostitel'skych
membran a ochrannych obalov. Lytické proteiny s naj-
vyraznejSimi terapeutickymi u€inkami su peptidoglykan
hydrolazy, medzi ktoré patria virion asociované pepti-
doglykan hydrolazy a endolyziny. Ich funkciou je degra-
dacia peptidoglykanu. S viribnom asociované peptido-
glykan hydrolazy su sucastou Struktury virusovych Cas-
tic v okoli chvostika. Spdsobuju lokalne Stiepenie bun-
kovej steny potrebné pre transfer fagovej DNA do bun-
ky. Endolyziny, tvorené v neskorej faze lytického cyklu,
su zasa potrebné na destrukciu peptidoglykanu, nevy-
hnutnu pre uvolnenie novych fagovych Castic z bunky.
K lytickym proteinom patria aj holiny a depolymerazy.
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Depolymerazy su reakciou bakteriofagov na ochrannu
vrstvu polysacharidov, ktoré su kovalentne naviazané
na povrch alebo volne asociované s bunkou. Depolyme-
razy Stiepia extracelularne polysacharidy a lipopolysa-
charidy, zanechavajuc povrch bunky pristupny pre ad-
sorbciu virusovych C&astic. Poslednymi z opisovanych
proteinov su holiny. Ich funkciou je tvorba pérov vo vnu-
tornej vrstve cytoplazmatickej membrany, atym spri-
stupnenie peptidoglykanu pre endolyziny. V tomto pre-
hlade sa budeme podrobnejsie venovat depolymera-
zam, ktoré je mozné pouzit spolu s intaktnymi fagmi,
inymi fagovymi proteinmi alebo antibiotikami proti bakte-
rialnym kmeriom tvoriacim biofilm, &im je mozné zvysit
ich antimikrobialny potencial alebo rozSirit spektrum
ucinku na viaceré bakterialne patogény.

Do zivotného cyklu bakteriofaga sa zapaja niekolko
proteinov s antimikrobialnym potencialom. Ako prvé sa
zapajaju proteiny asociované s viribnom virusu, ako su
depolymerazy a viridn asociované peptidoglykan hydro-
lazy. Peptidoglykan hydrolazy su lokalizované na bazal-
nej platniCke alebo na chvostiku faga. Ich ulohou je vy-
tvorit pér v peptidoglykane, ktorym sa fagova nukleova
kyselina dostane do bunky.

Dalsie virion asociované enzymy su depolymerazy.
Hydrolyzuju exopolysacharidy nachadzajuce sa v kap-
sule, respektive v exopolysacharidovej vrstve niektorych
baktérii (tab. 1). Zatial bola zistena ich pritomnost len u
bic¢ikatych dsDNA bakteriofagov (Casjens a Thuman-
Commike, 2011). Samotné depolymerazy nemaju bak-
teriocidny ucinok, ale deStrukcia puzdra baktérii ma
vazne nasledky. Odstranenie obalu baktérie ju vystavu-
je vplyvom okolia, ¢im vyrazne znizuje schopnost prezi-
tia. Kapsula zaroven predstavuje fyzickd bariéru pre
adsorbciu faga na povrch baktérie (Scholl a kol., 2005).
Prekryva antigény na povrchu bunky, a tym sluzi ako
ochrana pred reakciami imunitného systému. Polysa-
charidy su pritomné na povrchu baktérii ako Struktural-
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ne alebo kapsularne polysacharidy (CPS), alebo su
suCastou sekretovaného exopolysacharidu (EPS) bak-
terialnych biofilmov (Yan a kol., 2014). Odstranenim

exopolysacharidov su baktérie vystavené vysychaniu a
su citlivejSie na ucinok antimikrobialnych prostriedkov
(Bjarnsholt, 2013).

Tab. 1: Prehlad vybranych substratov fagovych depolymeradz. Spracované podla (Born a kol., 2014)

Bakterialny druh Bakteriofag Substrat

E.coli K1F Sialova kyselina
E.coli K1E Sialova kyselina
Erwinia amylovora L1 Amylovoran galaktéza
Pseudomonas putida phil5 Pektin
Klebsiella pneumoniae DEP phage neSpecifikovany
Enterobacter agglomerans SF153b neSpecifikovany
Klebsiella aerogenes nespecifikované galaktéza
Staphylococcus epidermidis vB_SepiS-philPLAS Pektin
Staphylococcus epidermidis vB_SepiS-philPLA7 Pektin
Acinetobacter baumannii phiAB6 Pektat

Depolymerazy sa €asto uvolfiuju z lytickych fagov v
aktivnych formach, ktoré ovplyviiuju matrix biofilmu.
Depolymerazova aktivita méze byt identifikovana ako
neustale sa rozSirujuca turbidna zéna v okoli fagovych
plakov. Zénu predstavuju citlivé baktérie, ktorych poly-
sacharidové kapsuly boli degradované depolymerazou.
Doteraz pouzivané spdsoby merania aktivity depolyme-
raz mdézeme rozdelit na biologické, biochemické a fyzi-
kalne. Niektoré metddy su univerzalne pre vSetky druhy
polysacharidov, ale existuju aj metédy na substratovo
Specifickl detekciu. Primarny biologicky spdsob detek-
cie pritomnosti depolymeraz je aplikacia fagov a enzy-
mov na bakterialne kultury a analyza typickej turbidnej
zény (Cornelissen a kol., 2011). Spektrofotometrické
metddy umoziuju kvantitativne stanovenie depolymeri-
zacnej aktivity. Na kolorimetrické vyhodnotenie degra-
dacie biofilmu sa vyuziva krystalova violet alebo dime-
tyl-metylénova modra (Toté a kol., 2008). Vyuziva sa aj
mnozstvo inych metdd, ako napriklad elektroforetické
metddy, TLC chromatografia, spektroskopia. Jedna zo
sofistikovanejSich metdéd umozfiujuca presné meranie
degradacie matrixu biofilmu je laserova interferometria,
ktora deteguje rychlost difuzie malych molekul cez vrst-
vu biofilmu (Danis-Wlodarczyk a kol., 2016).
Fagové depolymerazy su velmi Specifické a zriedka
pdsobia na viacero pribuznych polysacharidovych Struk-
tar. Bolo identifikovanych celkovo 160 depolymeraz zo
143 bakteriofagov (43 Myoviridae, 47 Siphoviridae, 37
Podoviridae a 16 nezaradenych), ktoré infikuju 24 bak-
terialnych rodov. Velkost tychto proteinov je tiez r6zno-
roda, pohybuje sa od 197 do 2417 aminokyselin (Pires
a kol., 2016). Fagové depolymerazy mbézu mat dve for-
my:

a) integralna sucast fagovych Castic,

b) rozpustné proteiny vznikajuce pri lyze hostitel-

skej bunky (Drulis-Kawa a kol., 2015).

Vac&sina fagovych depolymeraz (126 proteinov) je kédo-
vana v rovhakom otvorenom &itacom ramci ako gén pre
vlanko chvostika. Depolymerazy mézu byt umiestnené
aj na inych Strukturach bakteriofaga, okrem chvostiko-
vych vlakien aj na bazalnej platni¢ke alebo na krku spa-
jajucom chvostik a hlavicku (Pires a kol., 2016).

Podla spbsobu pdsobenia boli depolymerazy rozdelené
do dvoch hlavnych skupin: hydrolazy a lyazy. Obe sku-
piny sa vyznacuju vysokou Specificitou reakcii s bakte-
rialnymi polysacharidmi, o prispieva k uzkemu hostitel-
skému spektru.

Hydrolazy:

O-glykozylové hydrolazy su enzymy, ktoré katalyzuju
hydrolyzu glykykozidickych vazieb (Davies a Henrissat,
1995). Vo vacsine pripadov je enzymaticka aktivita ka-
talyzovanad dvoma aminokyselinovymi zvySkami: vSe-
obecna kyselina (donor proténu) a nukleofil/lbaza (Kos-
hland, 1953). Podla priestorovej polohy katalytickych
zvyskov hydrolyza prebieha pomocou dvoch hlavnych
mechanizmov, ktoré vedu k celkovej retencii alebo in-
verzii anomerickej konfiguracie. V tejto triede enzymov
bolo zistenych Sest’ réznych skupin depolymeraz: siali-
dazy, levanazy, xylozidazy, dextranazy, rhamnozidazy a
peptidazy.

Lyazy:

Polysacharidové lyazy su enzymy, ktoré Stiepia (1,4)-
glykozidické vazby pomocou [3- eliminacie so st¢asnym
zavedenim novej dvojitej vazby bez pouzitia vody (Mi-
chaud a kol., 2003). Tato skupina fagovych depolyme-
raz zahfia tri skupiny: hyaluronat, alginat a pektin/pek-
tat lyazy.

Vac&sina fagov kdéduje iba jeden alebo dva depolymera-
zové motivy pritomné na jednom géne. Av3ak niektoré
fagy mozu obsahovat’ viacero génov koédujucich depo-
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lymerazy. Napriklad fag ¢ K1-5 je schopny replikovat sa
v K1 a K5 kmernioch E. coli, pretoZe kdéduje dve chvosti-
kové vladkna s odliSsnou enzymatickou aktivitou. Jedno
vlanko obsahuje endosialidazu, zatial ¢o druhé K5 lya-
zu, ktoré degraduju kapsularny polysacharid K1 ale-
bo K5 kmefiov (Scholl a kol., 2001).

Vyuzitie depolymeraz

Biofilmy vdaka impermeabilite matrixu poskytuju bakté-
riam ochranu proti bakteriofagom alebo antibiotikam.
Matrix zabezpeduje fyzicku bariéru pre viaceré agensy.
Fagy prostrednictvom lytickych enzymov degraduju
exopolysacharidy a dostavaju sa do hibSich vrstiev bio-
filmu a nasledne lyzuju bakterialne bunky (Harper a kol.,
2014). Mechanizmus pésobenia bakteriofagov sa lisi od
pdsobenia antibiotik alebo biocidov. Bakterialne bunky v
prvych Stadidch rastu su nachylnejSie na infekciu ako
zrelé bunky. Prostrednictvom kanalov fagy vstupuju do
biofilmu. Takyto spbsob prieniku méZzeme sledovat’ pri
biofilmoch tvorenych baktériami rodu Lactococcus, Ste-
notrophomonas maltophila a iné.
Pires a kol. uskuto¢nil niekolko pokusov, ktorymi doka-
zal enzymaticku aktivitu nativnych bakteriofagov. Pouzili
bakterialne kmene Acinetobacter a jeho bakteriofaga
vB_AbaP_CEB1. Bakteriofagy boli aplikované na vyras-
tené kolénie a ucinkovali 24 az 120 hodin. Aktivita fago-
vej depolymerazy je vizualne identifikovana pritomnou
turbidnou zénou, ktord obklopuje plaky (Pires a kol.,
2016). Podobny pokus urobil aj Harper s kolektivom.
Pouzili kmene Pseudomonas aeruginosa, ktoré boli
infikované fagom. Po infekcii doslo k produkcii alginat
lydzy a nasledne teda k degradacii exopolysacharidu
alginatu (Harper a kol., 2014). Studie ukazuiju, Ze bakte-

riofagy obsahujuce polysacharidové depolymerazy Spe-
cifické pre konkrétne kmene su relativhe ¢asté (Hughes
a kol., 1998). Izolované polysacharidové depolymerazy
su na rozdiel od samotného faga aktivne v Sirokom roz-
sahu podmienok prostredia. Pri pouziti fagovej Castice
je nevyhnutné, aby fag ziskal pristup k receptorom na
bunke a infikoval ju vo vSetkych moznych podmienkach.
Pri pouziti enzymu je rozsah hostitelov ovela Sirsi.
Tzu-Lung Lin a kol. testovali aktivitu purifikovanej depo-
lymerazy z bakteriofaga NTUH-K2044-K1-1 infikujuci
patogénny kmen Klebsiella pneumoniae. Analyza DNA
sekvencie fagu ukazala, Ze virus kdduje gén 34, ktory
ma vysoku sekvenénu podobnost s pektat lyazou, a
preto méze zodpovedat kapsularnej depolymeraze. Pri
nanasani na médium s K. pneumoniae, rekombinantny
protein spdsobil zénu inhibovaného rastu. Specifickost
tohto enzymu bola skimana na viacerych kmenoch
a bolo zistené, ze purifikovana depolymeraza bola
schopna inhibovat’ rast SirSieho spektra kmeriov ako
samotny bakterofag (Lin a kol., 2014).
V nasom laboratériu sme sa venovali purifikacii depoly-
meraz z bakteriofdagov Dev-CT-57 a Dev-CD-23823.
Oba fagy infikuju baktérie rodu Cronobacter a tvoria
plaky s €irym stredom a so Sirokou turbidnou zdénou,
ktora je charakteristicka pre fagy obsahujuce depolyme-
razy. Na zaklade porovnania ich DNA sekvencii s data-
bazou sme vybrali gény gp41 zfaga Dev-CD-23823
a gp40 z faga Dev-CT-57. Proteiny sme nadexprimovali
v expresnom kmeni E.coli a nasledne aplikovali na bak-
terialne kultury pomocou diskov. Oba proteiny boli ak-

tivne, €o sme pozorovali Sirokou turbidnou zénou v oko-
li disku (Obr. 1).

Obr. 1: Vplyv koncentracie proteinov na velkost’ zény lyzy bakterialnej kultury C. malonaticus 161007/29.
A: Protein CD23-gp41; B: Protein CT57-gp40; N. neriedeny protein; 1. 2x riedeny protein; 2. 4x riedeny protein; 3. 8x riedeny
protein; 4. 16x riedeny protein; 5. 32x riedeny protein; 6. 64x riedeny protein; T. timivy roztok
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Vzhladom na pretrvavajuci vyskyt, ¢i dokonca Sirenie
multirezistentnych patogénov, je nevyhnutné venovat
mnozstvo Usilia do hfadania novych spésobov boja proti
bakterialnym patogénom. K sfubnym alternativam patri
aj vyuzitie bakteriofagov a ich lytickych proteinov. Fago-
vé lytické proteiny su obvykle monomérne, je mozné ich
exprimovat’ v bakterialnych hostiteloch. Samozrejme su
Specifické a ucinné voci konkrétnym hostitelom a sub-
stratom. Specificita enzymov je vyhodna pre terapiu,
pretoZe sa da lie¢ba cielit na patogény, pricom baktérie
prospesSné pre Cloveka ostavaju neporusené. Depoly-
merazy zapadaju do fagovej terapie ako doplnkovy pri-
pravok, ktory odstrani kapsulu alebo narusi biofilm a
umozni tak fagom a endolyzinom atakovat patogénne
baktérie. Schopnost baktérii, maskovat povrchové
Struktdry exopolysacharidmi, prichytavat sa na povrchy
a vytvarat biofilm spdsobuje v praxi obrovské problémy.
Bakteriofagy predstavuju najpocetnejSi organizmus na
nasej planéte, pricom kazdy z nich obsahuje ainovuje
spOsob ako efektivne atakovat’ a lyzovat hostitela. Na-
8im usilim by malo byt opisat o najviac takychto prote-
inov a Studovat' ich schopnosti, ktoré by mohlo fudstvo
vyuZit' vo svoj prospech.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Priemyselny vyznam biokatalyzatorov
a moznosti regenerdcie kofaktorov

Biotransformation is a modern way of using biological sources for
chemical reaction catalysis and thus has a great potential to substitute
so far preferred synthetic chemistry to produce valuable compounds
e.g. drugs or food additives. Production of recombinant enzymes is
thanks to current possibilities of recombinant biologics engineering,
much more preferred than isolation of a native enzyme from its origi-
nal natural sources. One of such perspective enzymes is alcohol
dehydrogenase, used in processes mainly in combination with enzy-
mes providing cofactors regeneration. This work offers a short review
of such multi-enzyme systems with a wide practical applicability.

E. coli, biotransformation, alcohol dehydrogenase, cofactor

Biotransformacia, ¢asto oznaCovana aj ako biokatalyza,
predstavuje spdsob vyuzitia biologickych systémov na
katalyzu konverzie substratu na produkt, priCom kataly-
zujucim komponentom takejto reakcie mézu byt jedno-
bunkové organizmy alebo izolovany enzym. Na zaklade
toho rozliSujeme biotransformaciu celobunkovu alebo
enzymovu (Ghisalba et al., 2010). Spomedzi benefitov,
ktoré biokatalyzatory ponukaju, je ich vynimo&nou vlast-
nostou vysoka selektivita, a to chiralna (stereoselektivi-
ta) voci konkrétnemu stereocizoméru [diastereoizomé-
rom L/D, (+)/(-), (E)(Z); enantiomérom (R)/(S)]; miestne
Specificka (regioselektivita) a selektivita vocCi konkrét-
nym funkénym skupinam pritomnym v molekule sub-
stratu (chemoselektivita). Tieto vlastnosti umoznuju mi-
nimalizovat’ pritomnost’ vedlajSich produktov, vratane
neZelanych izomérov, a tym jednoduchSiu separaciu
cielového produktu z reakénej zmesi. V neposlednom
rade je ich pridanou hodnotou aj ich environmentalna
bezpecnost (Ghisalba et al., 2010, Lee et al., 2013).
Pouzitie jednobunkovych organizmov (baktérii, kvasi-
niek) resp. izolovanych enzymov ako biokatalyzatorov
zahffia svoje vyhody aj nevyhody. Zasadny rozdiel pri-
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naSa metabolicky aparat pritomny v pouZitom organiz-
me pri celobunkovej biotransformacii, ktory je spravidla
schopny in vivo regeneracie kofaktorov esencialnych
pre spravnu funkénost enzymu, a teda aj priebeh danej
reakcie. Nie je teda kofaktory nutné dodavat exogénne,
ako je to pri enzymovej biotransformacii. Na druhej
strane, tato intraceluldrna metabolickd aktivita byva
zdrojom mnozstva neZelanych vedlajSich produktov, z
¢oho vyplyva celkova menSia efektivita celobunkového
systému (Lee et al., 2013; Prather, 2004).

Nativne enzymy pritomné v bunkach alebo v izolovanej
forme sa malokedy spravaju ako idealne biokatalyzato-
ry. Vyuzitim modernych technik génového inzinierstva
je v8ak mozné charakteristiky tychto jednoduchych or-
ganizmov, ako aj enzymov, cielene zmenit Ci vylepsit
(Rajagolapan & Kroutil, 2011). Naviac, v sucasnosti
vdaka rekombinantnym metodikdm je mozné produko-
vat’ relativne vysoké mnozZstva enzymu v nenarocnych
hostitelskych organizmoch s dobre preStudovanou ge-
netikou, jednoduchou a rychlou transformabilitou a s
dobrou rastovou kinetikou, akym je napriklad Escheri-
chia coli (Johannes et al., 2006; Rosano & Ceccarelli,
2013; Sgrensen & Mortensen, 2005). Nevyhnutnym
krokom je vSak efektivna expresia a purifikacia rekom-
binantného enzymu so zamerom ziskat enzym v Co
najvy$Sej Gistote, mnozZstve a aktivite. Casto sa vsak
dosiahnutie tychto cielov stava problematickym z rozli¢-
nych metodologickych pri€in ¢i komplikacii danych pou-
Zitym expresnym systémom alebo charakterom expri-
movaného proteinu (Baneyx & Mujacic, 2004).

Vyrazny progres vo vyskume biokatalyzatorov nastal
primarne kvoli potencialu selektivity enzymov pouZitych
v organickej syntéze zlucenin, ktorych jednotlivé stereo-
izoméry vykazuju navzajom odliSné vlastnosti. Chiralne
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zlu€eniny su tak jednou z najddleZitejSich skupin prie-
myselne vyuzivanych latok v ramci réznych odvetvi,
vratane farmaceutického ¢i potravinarskeho. Konkrétne
chiralne alkoholy vystupuju €asto ako klu&ové interme-
diaty v multikrokovej syntéze organickych zlucenin.
Vzhfadom na rozvijajuci sa zaujem o zavedenie bio-
transformaénych reakcii do tohto doposial ¢isto synte-
tického procesu, bolo vyvinutych viacero pristupov bio-
katalytickej pripravy chiralnych alkoholov (Honda et al.,
2006) s vyuzitim oxidoreduktaz (Dauflmann et al.,
2006), hydrolaz (Kong et al., 2014) alebo lyaz (Stillger
et al.,, 2006). Vo velkej miere je pozornost venovana

predovSetkym pouZivaniu alkohol dehydrogenaz
(ADHSs) v industrialnych procesoch v podobe izolované-
ho enzymu aj v ramci celobunkovej biokatalyzy (de Wil-
deman et al., 2007). Z experimentalnych dat (Tab. 1)
mozno usudit, Ze alkohol dehydrogenaza (ADH) ziska-
na zo Sirokej 8kaly organizmov s réznymi Specifickymi
vlastnostami, adjustovanymi na konkrétne vyuzitie vda-
ka technikam proteinového inzinierstva, ponuka silny
biokatalyticky nastroj s poCetnymi moznostami komer¢-
ného vyuzitia, vratane produkcie chiralnych alkoholov z
prochiralnych karbonylovych zluéenin.

Tab. 1: Prehlad experimentalnych Studii zaoberajicich sa biokatalytickou produkciou chiralnych alkoholov pomocou

ADH z réznych zdrojov

POVOD ADH PRODUCENT REAKCIA POUZITIE REF.

Lactobacillus kefir nativna ADH z L. kefir redukcia 2-acetylchromen-4-6nu |nte_rmed|at’syntezy Bisel etal.,
antiastmatik 2007

. . . produkcia terc-butyl (S)-6-chloro- | intermediat syntézy | Wolberg et al.,
Lactobacillus brevis E. coli/LBADH 5-hydroxy-3-ketohexanoatu hypolipidemik 2008
Candida maanoliae E. coli/CMADH a GDH z | produkcia etyl (S)-4-chloro-3- intermediat syntézy | Kizaki et al.,
9 Bacillus megaterium hydroxybutanoatu hypolipidemik 2001
- . . produkcia etyl (2S,3R)-2-chloro- intermediat syntézy | Applegate et al.,

Clostridium acetobutylicum E.coli/CaADH 3-hydroxy-3-fenylpropanoatu chemoterapeutik 2011
intermediat syntézy Friest et al

Sulfolobus solfataricus E. coli/SsADH produkcia (S)-profénov nesteroidnych 2010 ”
antiflogistik

VacSina oxidoreduktaz, vratane ADHs patri medzi en-
zymy zavislé od kofaktorov, konkrétne 3-1,4-nikotinamid
adenindinukleotidu (NADH) alebo {-1,4-nikotinamid
adenindinukleotid fosfatu (NADPH). Tento fakt mdze
predstavovat, kvoli vysokej cene kofaktorov, komplika-
ciu ich praktickej aplikacie. Z toho dévodu su vyvijané
stale efektivnejSie spbsoby regeneracie kofaktorov s
ciefom dosiahnut ekonomicku Zivotaschopnost' biotran-
sformacnych procesov (Liu & Wang, 2007; Kara et al.,
2013). Z doposial vyvinutych ciest regeneracie kofakto-
rov sa zdaju byt relevantnymi pre priemyselné vyuZitie
najma tzv. substratovo-spojeny, enzymovo-spojeny a in
vivo pristup (Obr. 1; de Wildeman et al., 2007).

Prvy spbsob regeneracie kofaktorov zahffia pouzitie
enzymu, ktory je schopny utilizovat’ zaroven oxidovanu
[NAD(P)"] aj redukovanu [NAD(P)H] formu kofaktora,
teda katalyzovat aj syntézu Zelaného produktu konver-
ziou substratu, aj spatnu kofaktor-regeneraénu reakciu s
kosubstratom. Av3ak situacia, ked ten isty enzym kata-
lyzuje suCasne dve rézne reakcie, dva rézne substraty
su tak v kompeticii o jeho aktivhe miesto a pésobia na
seba ako vzajomné inhibitory. Z toho vyplyva, Ze je po-
merne naro¢né dosiahnut termodynamicky vyhodné
podmienky pre sucasny priebeh oboch reakcii v tom
istom reakénom médiu (Liu & Wang, 2007).

Obr. 1: Schémy rozliénych ciest regeneracie kofaktorov
(adaptované z publ. de Wildeman et al., 2007); A — enzymovo-
spojena; B — substratovo-spojena; C — in vivo

A produkt (red) NAD(P)* kosubstrat
substrat (ox) EX NAD(P)H X koprodukt
B produkt (red) NAD(P)* kosubstrat
substrat (ox) X NAD(P)H X koprodukt

C produkt (red) X NAD(P)* zdroj uhlika
: 5,
substrat (ox) NAD(P)H metabolity + CO,

bunka

m

m

m

e
m

Termodynamicku rovnovahu medzi priamou a spatnou
reakciou je mozné posunut’ in situ odstrafiovanim kop-
roduktu z reak&nej zmesi odparovanim, od€erpavanim
plynov, redukciou tlaku, destilaciou alebo kry&talizaciou
(Goldberg et al., 2007). Existuje niekolko vyznamnych
Studii venovanych ADH-katalyzovanym syntézam chi-
ralnych alkoholov, ktoré dokazali vyuzit potencial tohto
spbsobu kofaktorovej regeneracie pouzitim lacného
zdroja H*, oxidacie izopropanolu na acetén (Musa et al.,
2009; Lavandera et al., 2008; Findrik et al., 2005; Inoue
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et al., 2005; Hildebrandt et al., 2001). Popritom autori
opisuju zaujimavé vlastnosti ADH z danych organizmov
(najma termofilnych mikroorganizmov), okrem enantio-
selektivity aj napriklad termostabilitu (Musa et al., 2009)
¢i odolnost' voc€i organickym rozpustadldm pritomnym v
reakénej zmesi (Lavandera et al., 2008).

Na rozdiel od substratovo-spojenej reakcie je v enzy-
movo spojenom spdsobe pritomny, okrem enzymu
priamej reakcie, navySe dal§i enzym, ktory katalyzuje
spatnu kofaktor-regenera¢nu konverziu kosubstratu na
koprodukt. Tento model ponuka moznosti pouzitia Sir-
Sieho spektra kosubstratov na kofaktorovu regeneraciu.
Zaroven, ak maju enzymy dostato€ne odliSnu substra-
tovu Specificitu, nadobuda systém aj jednoduchsiu cestu
dosiahnutia termodynamickej ,hnacej sily“ pre obe re-
akcie. (Liu & Wang, 2007). Experimentalne Studie veno-
vané tejto metdde regeneracie nikotinovych kofaktorov
opisuju pouzitie viacerych vhodnych reakcii katalyzova-
nych prislusnymi enzymami z hladiska potreby oxidac-
ného alebo redukéného mechanizmu. Medzi najvy-
znamnejSie oxida¢né partnerské enzymy pre ADH pat-
ria najma formiat dehydrogenaza (FDH — oxidacia for-
miatu na CO,), glukéza dehydrogenaza (GDH — oxida-
cia glukézy) ¢i malat dehydrogenaza (MDH — oxidacia
malatu na oxaloacetat). Vyhodou pouzitia FDH a MDH
je okamzité a priebezné odparovanie produktu (CO,
resp. oxaloacetatu) z reakénej zmesi a znamena mini-
malizaciu moznosti inhibicie produktom, a preto aj vy-
hodny termodynamicky stav reakcie. O industrialnej
viabilite kofaktorovej regeneracie pouzitim druhého en-
zymu svedcia viaceré patenty, napriklad pouZitie ADH z
Rhodococcus erythropolis na produkciu chiralnych or-
ganickych zlu€enin spolu s FDH na spatnu reoxidaciu
NADH (Hummel et al., 2003); MDH na regeneraciu ko-
faktora v podobnom procese (Naamnieh et al., 2004);
ADH a MDH na produkciu primarnych alkoholov z alde-
hydov (Gréger et al., 2007); alebo FDH na regeneraciu
kofaktora pri produkcii chiralneho intermediatu syntézy
niektorych hypolipidemik uréenych na terapiu hyperlipi-
démii (Chen & Wu, 2011).

Jadhav et al. (2014) v Studii venovanej ADH-katalyzo-
vanej konverzii butanalu na butanol porovnavali efektivi-
tu reakcie bez kofaktorovej regeneracie a s pouzitim
ako enzymovo-, tak aj substratovo-spojenej regeneracie
NADH. Prekvapivo, pri pouziti ADH na katalyzu priame;j
(butyraldehyd — butanol) aj spatnej reakcie (acetalde-
hyd — etanol), bola dosiahnuta najvyssia miera konver-
zie (75 %). Naopak, pri enzymovo-spojenej regeneracii
NADH pridanim glutamat dehydrogenazy (GLDH) a L-
glutamatu ako kosubstratu bola miera konverzie najniz-
Sia (24 %). Konvencna reakcia bez pouzitia akéhokol-
vek pristupu kofaktorovej regeneracie dosiahla konver-
ziu 35 %. Napriek tomu, Ze enzymovo-spojeny pristup
vykazuje vo vacésine pripadov vyhodnejSie vlastnosti a v

priemere lepSie vysledky, aj na zaklade uvedenej Studie
méZeme povedat, Ze pravdepodobne nie je mozné so
100 % urcitostou vopred predpokladat, ktora metdéda je
najvyhodnejSia pre danu reakciu.

Popri spominanych pristupoch pouzitia ADH v rédmci
dvoj-enzymovej sustavy so sekundarnym kofaktor-
regeneraénym enzymom (FDH, GDH a i.), bolo vyvinu-
tych mnozstvo prac, kde autori volia originalne a ¢asto
kreativne pristupy dizajnu viac-enzymovych systémov in
vitro aj in vivo. Yun et al. (2003) vytvorili systém in vitro
produkcie dvoch enantiomérnych zli¢enin ((R)-1-
fenyletanolu a (R)-a-metylbenzylaminu) z jedného ra-
cemického substratu (a-metylbenzylaminu) vyuZzitim
troch rekombinantnych enzymov nadexprimovanych a
purifikovanych z E. coli: w-transaminazy (w-TA, z Vibrio
fluvalis) a paru ADH (z Lactobacillus kefir) s GDH (z
Bacillus subtilis) v sustave enzymovo-spojenej regene-
racie NADPH. Touto pracou demonstrovali vyssiu efek-
tivitu pouzitého trojenzymového systému, v ktorom sa
vyhli inhibicii produktom spojenej s w-TA, priCom zaro-
ven boli schopni vyprodukovat enantio€isty (R)-amin aj
(R)-alkohol z racemickej zmesi.

Weckbecker a Hummel (2004) sa zaoberali taktiez tro-
jenzymovym systémom v celobunkovej biotransformacii
zameranej na zefektivnenie konverzie acetofenénu na
(R)-fenyletanol, Standardu pre stanovenie enantioCisto-
ty. Pouzili overeni kombinaciu ADH (z Lactobacillus
kefir) a FDH (z Candida boidinii) obohateni o rekombi-
nantnud pyridinnukleotid transhydrogenazu (PNT, z E.
coli). Aktivita pouzitého typu FDH zavisi striktne od
NAD" a naopak, (R)-Specifickda ADH viaZze prednostne
fosfatom obohateny NADPH. Preto bola ako prostrednik
medzi tymito enzymami do reakcie zaradena PNT kata-
lyzujuca transport H* z molekuly NADH (produkt FDH-
oxidacie formiatu na CO,) na NADP® (produkt ADH-
redukcie ketdnu na sekundarny alkohol). Tento pristup
zarucil obnovu vnutrobunkovej koncentracie oboch ty-
pov kofaktorov, ktoré boli opat’ k dispozicii pre kfdcovu
ADH resp. FDH a spravny priebeh transformacie.
Priebeh multikrokovej biokatalyzy, obzvlat celobunko-
vej, mdze prinasat aj komplikacie v podobe nefunkcnej
alebo nekompatibilnej expresie jednotlivych enzymov
alebo ich nizkej stability z dévodu priliSnej akumulacie
reakénych intermediatov. Za u€elom minimalizacie ta-
kychto javov, Li et al. (2014) vytvorili originalny celobun-
kovy biokatalyticky systém s pouzitim enzymovej fuzie
ADH (z Lactobacillus brevis) a FDH (z Candida boidinii)
spojenych réznymi typmi linkerov za ucelom redukcie
prochiralnych ketonov na chiralne (R)-alkoholy. Fuzne
proteiny ADH-lin1-FDH resp. ADH-lin2-FDH dosiahli
vy&Siu mieru enantioCistoty produktu v porovnani s ce-
lobunkovou biotransformaciou vyuzivajucou tieto enzy-
my ako dva izolovane exprimované proteiny. Podobny
pristup fuzie enzymov vyvinuli Jeon et al. (2015) vyuZi-
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tim ADH (z Micrococcus luteus) a Baeyer-Villiger mo-
nooxygenazy (BVMO, z Pseudomonas putida). Takato
sustava bola ur€ena na transformaciu sekundarnych
alkoholov s dihym retazcom (réznych substituovanych
hydrofébnych mastnych kyselin) na prislusné estery.
Oba enzymy boli exprimované v E. coli vo forme fuzne-
ho proteinu, pricom ich sekvencie boli spojené linkerom
bohatym na flexibilny glycin. Fauzny ADH-Gly-BVMO
enzym vykazoval signifikantne vysSiu aktivitu u vacésiny
vybranych substratov v porovnani s enzymami exprimo-
vanymi v E. coli izolovane. Tymito poc¢inmi autori na-
znacili perspektivu technoldgie fuznych enzymov ako
u€inného nastroja na vylepdenie moznosti multikrokovej
biokatalyzy.

Enzymovo spojena metéda obnovy kofaktorov, na za-
klade paralelného pouzitia dvoch rdéznych enzymov,
patri medzi najjednoduchsi z tzv. multienzymovych sys-
témov. Tie boli vytvorené ako novy pristup k viackroko-
vej syntéznej reakcii v snahe napodobnit intracelularne
kaskadové biochemické procesy, pri ktorych produkt
jednej reakcie je zaroven reaktantom reakcie dalSej.
Zauzivany spbsob takejto syntézy obnasa viackrokovy
postup, pricom reakcie prebiehaju v izolovanych susta-
vach s potrebou purifikovat kazdy medziprodukt. Taky
postup dosahuje nielen nizke vytaZzky, ale je naro¢ny na
¢as a ha mnozstvo chemikalii pouzitych pri separaénych
krokoch a automaticky aj na mnozstvo odpadu. KedZe
je environmentalna ochrana v ére 21. storocia jednou z
najdiskutovanejSich zalezitosti chemického a farmaceu-
tického priemyslu, dbélezité su prace venované vyvoju
inovativnych menej Skodlivych ,green“ pristupov. Z
tychto dévodov sa vytvaraju multi-enzymové systémy
ponukajuce vyssSie vytazky produktu a nizSiu finanénu
narocnost s vyuZitim neskodnych biologickych pro-
duk&nych systémov.

APPLEGATE, G. A.; CHELOHA, R. W.; NELSON, D. L.;
BERKOWITZ, D.B. A new dehydrogenase from Clostridium
acetobutylicum for asymmetric synthesis: dynamic reductive
kinetic resolution entry into the Taxotere side chain. In: Chem
Commun (Camb). 47, 8, 2011, pp. 2420-2.

BANEYX, F.; MUJACIC, M. Recombinant protein folding and
misfolding in Escherichia coli. In: Nat Biotechnol. 22, 11, 2004,
pp. 1399-408.

CHEN, Y.; WU, X. Synthesis of ethyl (3R, 5S)-dihydroxy-6-
benzyloxy hexanote. WO Patent. 2011. 2,011,066,775.
DAUBMANN, T.; ROSEN, T. C.; DUNKELMANN, P. Oxidore-
ductases and Hydroxynitrilase Lyases: Complementary En-
zymatic Technologies for Chiral Alcohols. In: Eng Life Sci. 6,
2, 2006, pp. 125-9.

DE WILDEMAN, S. M.; SONKE, T.; SCHOEMAKER, H. E.;
MAY, O. Biocatalytic reductions: from lab curiosity to "first
choice". In: Acc Chem Res. 40, 12, 2007, pp. 1260-6.

FINDRIK, Z.; VASIC-RACKI, D.; LUTZ, S.; DAURMANN, T.;
WANDREY, C. Kinetic modeling of acetophenone reduction
catalyzed by alcohol dehydrogenase from Thermoanaerobac-
ter sp. In: Biotechnol Lett, 27, 15, 2005, pp. 1087-95.
FRIEST, J. A.; MAEZATO, Y.; BROUSSY, S.; BLUM, P;
BERKOWITZ, D. B. Use of a robust dehydrogenase from an
archael hyperthermophile in asymmetric catalysis-dynamic
reductive kinetic resolution entry into (S)-profens. In: J Am
Chem Soc. 132, 17, 2010, pp. 5930-1.

GHISALBA, O.; MEYER, H. P.; WOHLGEMUTH, R. Industrial
biotransformation. Encyclopedia of Industrial Biotechnology:
Bioprocess, Bioseparation, and Cell Technology. New York:
John Wiley & Sons, 2010. ISBN 9780470054581.
GOLDBERG, K.; SCHROER, K.; LUTZ, S.; LIESE, A. Biocata-
Iytic ketone reduction—a powerful tool for the production of
chiral alcohols—part I: processes with isolated enzymes. In:
Appl Microbiol Biotechnol. 76, 2, 2007, pp. 237-48.
GROGER, H.; CHAMOULEAU, F.; HAGEDORN, C. Method
for producing primary alcohols by reducing aldehydes using
an alcohol dehydrogenase for a coupled cofactor regenera-
tion. EP Patent. 2007. 1,784,495.

HILDEBRANDT, P.; RIERMEIER, T.; ALTENBUCHER, J.;
BORNSCHEUER, U. T. Efficient resolution of prostereogenic
arylaliphatic ketones using a recombinant alcohol dehydroge-
nase from Pseudomonas fluorescens. In: Tetrahedron:
Asymmetry. 12, 8, 2001, pp. 1207-10.

HONDA, K.; ISHIGE, T.; KATAOKA, M.; SHIMIZU, S. Micro-
bial and Enzymatic Processes for the Production of Chiral
Compunds. Biocatalysis in the Pharmaceutical and Biotechno-
logy Industries. Boca Raton: CRC Press. 2006. ISBN
9781420019377.

HUMMEL, W.; ABOKITSE, K.; GROGER, H. ADH from Rho-
dococcus erythropolis. WO Patent. 2003. 2,003,091,423.
INOUE, K.; MAKINO, Y.; ITOH, N. Production of (R)-chiral
alcohols by a hydrogen-transfer bioreduction with NADH-
dependent Leifsonia alcohol dehydrogenase (LSADH). In:
Tetrahedron: Asymmetry. 16, 15, 2005, pp. 2539-49.
JADHAV, S. B.; HARDE, S.; BANKAR, S. B.; GRANSTROM,
T.; OJAMO, H.; SINGHAL, R. S.; SURVASE, S. A. A green
process for the production of butanol from butyraldehyde
using alcohol dehydrogenase: process details. In: RSC Adv. 4,
28, 2014, pp. 14597-602.

JEON, E.Y.; BAEK, A.H.; BORNSCHEUER, U.T.; PARK, J.B.
Enzyme fusion for whole-cell biotransformation of long-chain
sec-alcohols into esters. In: Appl Microbiol Biotechnol. 99, 15,
2015, pp. 6267-75.

JOHANNES, T.; SIMURDIAK, M. R.; ZHAO, H. Biocatalysis.
Encyclopedia of Chemical Processing. Boca Raton: CRC
Press. 2006. ISBN 9780824755638.

KARA, S.; SCHRITTWIESER, J. H.; HOLLMANN, F;
ANSORGE-SCHUMACHER, M. B. Recent trends and novel
concepts in cofactor-dependent biotransformations. In: Appl
Microbiol Biotechnol. 98, 4, 2014, pp. 1517-29.

KIZAKI, N.; YASOHARA, Y.; HASEGAWA, J.; WADA, M,;
KATAOKA, M.; SHIMIZU, S. Synthesis of optically pure ethyl
(S)-4-chloro-3-hydroxybutanoate by Escherichia coli transfor-
mant cells coexpressing the carbonyl reductase and glucose
dehydrogenase genes. In: Appl Microbiol Biotechnol. 55, 5,
2001, pp. 590-5.

KONG, X.D.; YUAN, S,; LI, L.; CHEN, S.; XU, J. H.; ZHOU, J.
Engineering of an epoxide hydrolase for efficient bioresolution
of bulky pharmaco substrates. In: Proc Natl Acad Sci USA.
111, 44, 2014, pp. 15717-22.

LAVANDERA, I.; KERN, A.; SCHAFFENBERGER, M.;
GROSS, J.; GLIEDER, A.; DE WILDEMAN, S.; KROUTIL, W.
An exceptionally DMSO-tolerant alcohol dehydrogenase for
the stereoselective reduction of ketones. In: ChemSusChem.
1, 5, 2008, pp. 431-6.

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

Cislo 3, 2017, rocnik 21
ISSN 1338-1024

19



LEE, W. H.; KIM, M. D.; JIN, Y. S.; SEO, J. H. Engineering of
NADPH regenerators in Escherichia coli for enhanced biotran-
sformation. In: Appl Microbiol Biotechnol. 97, 7, 2013, pp.
2761-72.

LI, B.; LI, Y.; BAI, D.; ZHANG, X.; YANG, H.; WANG, J.; LIU,
G.; YUE, J.; LING, Y.; ZHOU, D.; CHEN, H. Whole-cell bio-
transformation systems for reduction of prochiral carbonyl
compounds to chiral alcohol in Escherichia coli. In: Sci Rep-
UK. 4, 6750, 2014, pp. 1-5.

LIU, W.; WANG, P. Cofactor regeneration for sustainable
enzymatic biosynthesis. In: Biotechnol Adv. 25, 4, 2007, pp.
369-84.

MUSA, M. M.; LOTT, N.; LAIVENIEKS, M.; WATANABE, L.;
VIELLE, C.; PHILLIPS, R. S. A single point mutation reverses
the enantiopreference of Thermoanaerobacter ethanolicus
secondary alcohol dehydrogenase. In: ChemCatChem. 1,
2009, pp. 89-93.

NAAMNIEH, S.; HUMMEL, W.; GROGER, H. Use of malate
dehydrogenase for NADH regeneration. WO Patent. 2004.
2,004,022,764.

PRATHER. K. Using whole cells as biocatalysts: why/when,
growth vs conversion (screening). MIT Chemical Engineering
Department. 2004. Dostupné na:
http://ocw.mit.edu/courses/chemical-engineering/10-492-2-
integrated-chemical-engineering-topics-i-introduction-to-
biocatalysis-fall-2004/lecture-notes/lecture5.pdf
RAJAGOLAPAN, A.; KROUTIL, W. Biocatalytic reactions:
selected highlights. In: Mater Today. 14, 4, 2011, pp. 144-52.
ROSANO, G. L.; CECCARELLI, E. A. Recombinant protein
expression in Escherichia coli: advances and challenges. In:
Front Microbiol. 5, 2013, pp. 172.

SPRENSEN, H. P.; MORTENSEN, K. K. Advanced genetic
strategies for recombinant protein expression in Escherichia
coli. In: J Biotechnol. 115, 2, 2005, pp. 113-28.

STILLGER, T.; POHL, M.; WANDREY, C.; LIESE, A. Reaction
engineering of benzaldehyde lyase from Pseudomonas fluo-
rescens catalyzing enantioselective C—C bond formation. In:
Org Process Res Dev. 10, 6, 2006, pp. 1172-7.

WECKBECKER, A.; HUMMEL, W. Improved synthesis of
chiral alcohols with Escherichia coli cells co-expressing pyridi-
ne nucleotide transhydrogenase, NADP'-dependent alcohol
dehydrogenase and NAD'-dependent formate dehydrogena-
se. In: Biotechnol Lett. 26, 22, 2004, pp. 1739-44.
WOLBERG, M.; FILHO, M.V.; BODE, S.; GEILENKIRCHEN,
P.; FELDMANN, R.; LIESE, A.; HUMMEL, W.; MULLER, M.
Chemoenzymatic synthesis of the chiral side-chain of statins:
application of an alcohol dehydrogenase catalysed ketone
reduction on a large scale. In: Bioprocess Biosyst Eng. 31, 3,
2008, pp. 183-91.

YUN, H.; YANG, Y. H.; CHO, B. K.; HWANG, B. Y.; KIM, B. G.
Simultaneous synthesis of enantiomerically pure (R)-1-
phenylethanol and (R)-alpha-methylbenzylamine from racemic
alpha-methylbenzylamine using w-transaminase/alcohol de-
hydrogenase/glucose dehydrogenase coupling reaction. In:
Biotechnol Lett. 25, 10, 2003, pp. 809-14.

Publikacie uverejnené v ¢asopise BECH 2017 boli vytvorené v ramci
realizacie a ukoncenia projektu ,Centrum excelentnosti pre vyuZitie
informacnych biomakromolekul v prevencii ochoreni a pre zlepSenie
kvality Zivota®, (ITMS kéd: 26240120003) na zaklade podpory operac-
ného programu Vyskum a Vyvoj financovaného z Eur6pskeho fondu
regionalneho rozvoja.

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

\
e 'Y
.
* * N
Il I\A
k& " illnlll 7

* * <

* 4 x /< Operacny program A
\ 1 VYSKUMaVYvo) s
- r~

* x %

Eurdpska unia

Eur6psky fond regionélneho rozvoja -r

Cislo 3, 2017, rocnik 21
ISSN 1338-1024

20

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



ZAUJIMAVOSTI VEDY

N-glykozylacia proteinov
v expresnych kmenoch

Escherichia coli

The discovery of bacterial protein glycosylation system in Campylo-
bacter jejuni opened new possibilities in the field of synthetic biology
and glycoengineering. This 16 kbp locus encompasses genes needed
for the synthesis and attachment of bacterial type glycan to asparagi-
ne residues on the target proteins. The ability of this system to be fully
functional in Escherichia coli, one of the most commonly used host
organisms in biotechnology production pushed the possibilities even
further. Although there are still many obstacles, such as relatively low
efficiency, presence of non-eukaryotic sugar moieties and requirement
for broader recognition sequence, a lot of success has been made in
the engineering of eukaryotic core glycan, glycosylation efficiency
increase and recognition sequence optimization. This system has so
far been successfully utilized to generate glycoconjugate vaccines and
allow oriented antibody immobilization through attached glycans.

N-glycosylation, recombinant proteins, post-translational
modification, Campylobacter jejuni, Escherichia coli

Proces enzymaticky katalyzovaného pripajania molekul
oligo- a polysacharidov (glykanov) z donorovych mole-
kul na ciefové proteiny je znamy pod nazvom glykozyla-
cia apatri medzi najdbleZitejSie potranslaéné upravy
prebiehajuce v eukaryotickych bunkach (Aebi, 2013).
Jej najCastejSia forma, N-glykozylacia, &ize navazovanie
glykdnov na asparaginové zvySky cielovych proteinov,
okrem fyzyologického predstavuje aj velmi délezity pro-
ces z hladiska farmaceutického a biotechnologického
priemyslu. Tato modifikacia proteinov urluje najma
mnozstvo charakteristik daného proteinu a pokial ide
o terapeuticky vyuziteInd molekulu, jej stabilita, polcas
rozpadu, farmakokinetika a farmakodynamika predsta-
vuju tie najddlezitejSie faktory (Veronese and Pasut,
2005; Werner et al., 2007). Aby biologikum splnilo pris-

1
1
i BIOMEDICINA
1

i Zdenko Levarski'2
1

i Stanislava Birova?

i Eva Struhariianska?
1

| Silvia Rybecka?

1

i Stanislav Stuchik!?
| 1Vedecky park

| Univerzita Komenského v Bratislave
| llkoviéova ¢. 8, 841 04 Bratislava
!

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

Slovensko
zdenko.levarski@uniba.sk

2Katedra molekularnej bioldgie
Prirodovedecké fakulta

Univerzita Komenského v Bratislave
llkovicova €. 6, 842 15 Bratislava
Slovensko

ne normy a dostalo sa na trh, musi v prvom rade spinat
zakladnu poziadavku — mat funkénu a nativnu Strukturu,
identicku alebo porovnatelnu s tou, ktord ma jeho priro-
dzene sa vyskytujuca forma. Tak napr. jedno z prvych
rekombinantnych lie€iv schvalenych na fudské pouzitie,
ludsky rastovy hormon, na svoju spravnu aktivitu nevy-
Zaduje Ziadne po-translatné upravy, ale ani nesmie
obsahovat ziadne pridavné aminokyseliny, najma na
svojom N-konci (Kamionka, 2011). To z hladiska jeho
produkcie v kultarach E. coli predstavuje problém, ked-
Ze pritomnost’ inicialného metioninu, ktory sa v ma-
turovanej molekule rastového horménu nenachéadza,
méze aZz u5 % pacientov vyvolavat imunitni odpoved
(Schellekens and Casadevall, 2004). Tento problém sa
relativne jednoducho riesi fuziou exprimovanej molekuly
k proteinovym partnerom a naslednym odstiepenim,
pripadne opracovanim N-konca purifikovanej molekuly
rastového horménu (Levarski et al., 2014). Problém ale
nastava, ked cielovi molekulu nepredstavuje jednodu-
chy protein, ale zloZitejSia molekula vyZzadujuca si na
svoju spravnu funkciu aj glykany. Vtedy sa najcastejSie
ako produkény organizmus uprednostfuju eukaryotické
bunky, zaénuc od kvasiniek s humanizovanym systé-
mom glykozylacie cez hmyzie bunkové kultdry az po
najcastejSie vyuzivane, ale zaroven aj najnaroCnejSie,
cicavCie bunkové kultdry s liniou ovarialnych buniek
Cinskeho Skrecka — CHO. Tieto bunky zabezpeduju
vysoku mieru produkcie zloZitych proteinov a zaroven aj
spravnu po-translaénu modifikaciu. Ich hlavnou nevyho-
dou su vysoké naroky na sterilitu, drahé kultivatné mé-
dia a zlozitost manipulacie. Dlhodobu prax vSak ma
ambiciu zatial aspon €iastoCne ulahcit’ objav bakterial-
neho N-glykozylaéného systému, ktory bol prvykrat opi-
sany u patogéna Campylobacter jejuni (Jaffé et al.,
2014).
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Enzymy, potrebné na N-glykozylaciu proteinov v C. je-
juni, su kédované génmi v pgl operdne. Pgl lokus bol
opisany pred dvadsiatimi rokmi (Fry et al., 1998;
Szymanski et al., 1999) ale vyznamnejsi zaujem vyvola-
lo az jeho prenesenie do E. coli (Wacker et al., 2002).
Ide o zhruba 16 kbp klaster (Obr. 1) zahrfiujici okrem
jednotlvych glykozyltransferaz aj dva klu¢ové enzymy
glykozylatného aparatu — flipazu pglK a oligosacharyl-
transferazu pgIB (Linton et al., 2005; Young et al.,
2002). Flipaza katalyzuje prenos glykanu (Obr.2), synte-
tizovaného v cytoplazme a ukotveného na lipidovom

Obr. 1: Pgl operdn z C. jejuni

nosici, cez periplazmatickdi membranu. Oligosacharyl-
transferaza nasledne rozpoznava sekvenciu piatich
aminokyselin na cielovom proteine a katalyzuje vazbu
glykénu na asparaginovy zvySok. Sekvencia, ktoru pglB
rozpoznava je podobna s tou eukaryotickou (N-X-S/T,
pricom X je lubovolna aminokyselina okrem prolinu),
avSak vyzaduje si aj pridavné dve aminokyseliny, inak
je efektivita prenosu nizka (D/E-X1-N-X2-S/T). Vysled-
kom tohto faktu je, Zze rekombinantné proteiny, nesuce
eukaryoticku rozpoznavaciu sekvenciu su sice glykozy-
lované, ale s nizSou Ucinnostou a na spravne fungova-
nie systému je potrebné mutovat okolie glykozylované-
ho asparaginu (Nita-Lazar et al., 2005).
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Obr. 2: Priebeh N-glykozylacie v bakterialnych bunkach

%
O

NS K
D S

S
J N

O
N
S

O

vonkajSia membrana

J

pglC

—

pglAH,1LJ CHED
<

periplazma

oefioae,
v

pglB

2
O
[
N

periplazmaticka
membrana

cytoplazma

cielovy protein

bacilozamin

N-acetylgalaktozamin

glukoza

Cislo 3, 2017, rocnik 21
ISSN 1338-1024

22

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



Ked sa zameriame na dizajn glykanov s vyuzitim pgl
systému narazime na dva rozdielne pristupy s rovna-
kym ciefom — pribliZzenie Struktury bakterialneho glykanu
k Strukture toho eukaryotického a napokon aj ludského.
Prvy pristup vyuziva in vitro remodelovanie glykanu s
pomocou rekombinatnych enzymov, kde z pdévodného
glykanu zostava len prvy cukorny zvySok — bud povod-
ny bacilozamin alebo substituovany N-acetylglukozamin
(Lizak et al., 2011). Druhy pristup vyuzZiva podobné en-
zymy ale in vivo, kde sa Struktura vznikajuceho glykanu
ovplyviiuje uz v cytoplazme E. coli pomocou substitucie
pbvodnych glykozyltransferaz za rekombinatné, najCas-
tejSie kvasinkového pévodu (Han et al., 2013). Oba
pristupy umoziuju vytvorenie tzv. trimandzového jadra,
ktoré je charakteristické pre glykany ludského pdvodu
tvoria zaklad humanizacie bakterialneho glykanu. Prob-
Iémom zostava pridanie dalSej charakteristickej eukary-
otickej zlozky glykanu — kyseliny sialovej, ktora sa priro-
dzene v baktériach nenachadza.

Bakterialny glykozylacny systém bol v praxi vyuzity na
produkciu konjugovanych vakcin, &im sa technolégia ich
vyroby znacne zjednodusila (lhssen et al., 2010). Na-
miesto separatnej syntézy a izolacie glykanu a protei-
nového nosi¢a a naslednej fuzie, tvorba konjugovanych
vakcin za pritomnosti pgl systému prebieha v rovnakej
bunke. Ako glykozyltransferazy a syntazy sa pouzivaju
enzymy z cielovych organizmov (v su€asnosti z Fran-
cisella tularensis, Shigella flexneri serotyp 2a a Bur-
kholderia pseudomalei). PgIK (flipaza) a pglB (oligosa-
charyltransferaza) z pgl operénu nasledne syntetizova-
ny glykan prenasaju na ciefovy proteinovy nosic¢
(Garcia-Quintanilla et al., 2014; Kampf et al., 2015;
Ravenscroft et al., 2016).

Dalsim z prikladov pouzitia pgl systému je orientovana
imobilizacia protilatok na chromatografické matrice. Kla-
sické imobilizacné techniky, vyuZivajuce neselektivhu
aktivaciu aminoskupin a naslednu kovalentnu vazbu na
vhodnu matricu znizuju flexibilitu cielového proteinu a
pokial ide o enzym, Casto ovplyviuju aj jeho aktivitu.
Imobilizacia cez glykdn umoZziuje naopak flexibilnu
vazbu a zarover nezasahuje do aminokyselinovej Struk-
tary proteinu, ¢im sa teoreticky umoznuje lepSia pri-
stupnost’ substratu resp. lepSie podmienky na spravne
fungovanie celého systému (Hu et al., 2013).

Objav a opisanie bakterialneho glykozylaéného systému
poskytuje zaujimavé moZzZnosti pre suasny biotechno-

logicky vyskum a v kombinacii s pristupmi syntetickej
biolégie méa potencial ovplyvnit spdsob akym ziskavame
terapeuticky, diagnosticky, potravinarsky alebo priemy-
selne zaujimavé latky. V suCasnosti v8ak jeho SirSie
pouzite limituje zatial' relativne nizka ucinnost’ glykozy-
lacie cielovych proteinov a neschopnost produkénych
kmeniov E. coli exportovat mnozstvo naprodukovanych
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Ergosterol — kl'Gcovy sterol
v bunkdch kvasiniek

Various molecular studies have shown that plasma membrane lipids
play an important role in drug resistance. Lipids also affect the me-
chanical properties of the plasma membrane. Sterols belong to the
basal lipid components of yeast membranes, e.g. of the yeast Saccha-
romyces cerevisiae as well as the fungal pathogen Candida albicans.
The plasma membrane composition determines the cell’s susceptibilty
to variety of stresses, such as ionic, osmotic and oxidative pressures,
and the presence of antifgunal drugs. Insight into the role of lipids in
fungal virulence can lead to an improved understanding of the process
of fungal pathogenesis and the development of new lipid-mediated
therapeutic strategies.

Yeast, plasma membrane, ergosterol, antifungal compounds

Steroly su esencialne Strukturne a regulacné kompo-
nenty membran eukaryotickych buniek. Su nevyhnutné
pre zabezpedenie integrity membrany, ako aj pre Zivo-
taschopnost buniek. Steroly, ako zakladné komponenty
biologickych membran, determinuju citlivost kvasinkovej
bunky vo&i réznym stresovym faktorom (osmoticky
stres, oxidacny stres, antifungélne latky). Esencialnu
Ulohu v zabezpec€ovani fluidity a permeability plazmatic-
kej membrany hub a kvasiniek zohrava ergosterol, ho-
moldg fudského cholesterolu (Lv a kol., 2016).

Inhibicia biosyntézy ergosterolu je zakladnou funkciou
celého radu antimykotik a antibiotik, ktoré su ucinné
nielen proti mykézam, ale aj proti pévodcom dalSich
ochoreni, ako su leishmaniéza a malaria. V polnohos-
podarstve sa inhibitory biosyntetickej drahy ergosterolu
pouzivaju ako fungicidy. Ergosterol ma tiez pozitivny
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ucinok na ludské zdravie, je prekurzorom vitaminu D2
(ergokalciferolu). Pésobenie UV svetla vedie k fotoche-
mickej reakcii, ktora konvertuje ergosterol na ergokalci-
ferol (Dohnal a kol., 2008).

Eukaryotické bunky rézneho pdvodu sa liSia Struktdrou
sterolov; Zivo&ichy syntetizuju cholesterol, rastliny sitos-
terol, kampesterol a stigmasterol, hlavhym sterolom
kvasiniek a hub je ergosterol. Spolo€nou charakteristi-
kou vsetkych sterolov je pritomnost dvojitej vazby me-
dzi uhlikmi C-5 a C-6 a pritomnost hydroxylovej skupiny
na uhliku C-3. Struktiru ergosterolu tvori tetracyklicka
Struktura s hydrofilnou hydroxylovou skupinou a acylo-
vym postrannym retazcom, ktory zodpoveda za ukotve-
nie ergosterolu v membrane. Na rozdiel od cicav€ieho
cholesterolu, ergosterol disponuje pritomnostou nena-
sytenych vazieb medzi uhlikmi C-7 a C-8 v kruhovej
Strukture molekuly a na C-22 v bo¢nom retazci, ako aj
pritomnostou metylovej skupiny v polohe C-24 v boc-
nom retazci (Obr. 1). V Cistej forme je ergosterol biela
kryStalicka latka, takmer nerozpustna vo vode, velmi
dobre rozpustna v tukoch (Dohnal a kol., 2008).

Ergosterol ako zdkladny sterol v membranach hub, zo-
hrava v bunkovych membranach Strukturalnu ulohu,
podobne ako cholesterol v cicav€ich systémoch. Steroly
ovplyviuju fyzikalne vlastnosti membrany — rigiditu, flui-
ditu a permeabilitu. Interakciou s fosfolipidmi a sfingoli-
pidmi udrziavaju lateralnu heterogenitu v distribucii pro-
teinov a lipidov v plazmatickej membrane tym, ze vytva-
raju Specifické mikrodomény, tzv rafty (Mollinedo 2012).

Obr. 1: Chemicka Struktara ergosterolu a cholesterolu (upravené podia — Kaminski, 2014)
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Ergosterol sa syntetizuje v membrane endoplazmatic-
kého retikula, a nasledne sa transportuje z miesta syn-
tézy na miesto finalnej lokalizacie do plazmatickej
membrany. Biosyntéza ergosterolu v bunkach kvasiniek
zahffia viac ako 20 enzymatickych reakcii (Obr. 2). Po-
Ciato¢na faza biosyntetickej drahy ergosterolu poskytuje
vyznamné medziprodukty pre syntézu esencialnych
bunkovych komponent ako su hem, chinény alebo doli-
chol (Grunler a kol., 1994). Biosynteticka draha je ini-
ciovana kondenzaciou dvoch molekul acetyl-CoA, po-
stupne dochadza k tvorbe délezitého intermediatu, far-
nezylpyrofosfatu. Kondenzaciou dvoch molekul farne-
zylpyrofosfatu vznika skvalén. Deléciu génov, produkty
ktorych katalyzuju prvé kroky v biosyntéze ergosterolu
bunky kvasiniek neprezivaju, ¢o poukazuje na esencial-
nu ulohu sterolov v ich bunkach (Klug a Daum, 2014).
Vychadzajuc zo skvalénu, nasledujuce kroky vedu vzni-
ku prvého sterolu — lanosterolu. Su katalyzované nasle-
dujucimi enzymami: skvalénsyntaza, kédovana génom
ERGY, skvalénepoxidaza, kédovana génom ERG1 a
lanosterolsyntdza kddovana génom ERG7 (Lees a kol.,
1995; Klug a Daum, 2014). Ku konverzii lanosterolu na
zymosterol dochadza demetylaciou, redukciou a desa-
turciou substratu. Uvedené reakcie katalyzuju produkty
génov ERG11 a ERG24-ERG28. Sterol C-24 metyltran-

sferaza — Erg6p je zodpovedna za vznik fekosterolu zo
zymosterolu, izomeraza Erg2p konvertuje fekosterol na
episterol, ktory je nasledne desaturovany a redukovany
na findlny produkt drahy — ergosterol (Kristan a Ritner,
2012). Delécia génov kédujucich enzymy katalyzujuce
neskorsie fazy biosyntézy ergosterolu (od lanosterolu
po ergosterol) vedie k akumulacii sterolov liSiacich sa
od ergosterolu poétom a poziciou dvojitych vazieb v B
kruhu a v postrannom retazci molekuly sterolu, pri¢om
bunka kvasiniek je schopna tieto delécie prezit (Lees a
kol., 1995). Biosyntéza ergosterolu je energeticky na-
ro¢ny, aerdbny proces vyZadujuci pritomnost hemu a
molekulového kyslika.

V anaerdbnych podmienkach su bunky kvasiniek
schopné prijat z okolitého prostredia steroly, zabudovat’
ich do plazmatickej membrany a nasledne ich transpor-
tovat spat do membrany endoplazmatického retikula,
kde su volné steroly esterifikované a vzniknuté steryles-
tery su ulozené v lipidovych kvap6ckach (Jacquier a
Schneiter, 2012; Klug a Daum, 2014).

Syntéza sterolov je prisne regulovana, aby sa prediSlo
akumuldcii volnych sterolov, ktoré su pre bunku toxické.
K regulacii hladiny sterolov dochadza na transkripéne;j,
translaénej a posttranslaénej urovni, ako aj feedback
mechanizmami (Espenshade a Hughes, 2007).

Obr. 2: Biosyntéza ergosterolu a metabolizmus sterylesterov u S. cerevisiae (upravené podia Klug a Daum, 2014)
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Infek&né ochorenia su dihodobo hlavnou pri¢inou mor-
bidity a mortality pacientov, u ktorych sa ¢oraz CastejSie
identifikuju patogénne kmene kvasiniek a hub rezistent-
né voci dostupnym antimikrobialnym zli¢eninam. Ne-
ustale narastajuci pocet klinickych izolatov patogénnych
druhov kvasiniek rezistentnych vo¢i dostupnym terapeu-
tikam poukazuje na akutnu potrebu vyvijat nové, selek-
tivne pdsobiace antifungalne latky. Dostupnu terapiu
limituje Strukturna a funk&na podobnost’ ludskych a fun-
galnych buniek. Miesta zasahu existujucich a novych
antifungalnych terapeutik by mali byt Specifické pre
patogénny mikroorganizmus. Niektoré z existujucich
antifungalnych latok interferuju s biosyntézou, resp.
funkciou ergosterolu, ktory je hlavnym sterolom v mem-
branach hub a kvasiniek (Obr.3). DalSie inhibuju biosyn-
tézu (1,3)-D glukanu, ktory tvori jednu zo zloZiek fun-
galnej bunkovej steny (Vandeputte a kol., 2012).

Antifungalne latky interferuji s biosyntetickou drahou
ergosterolu na rbéznych Urovniach. Za zaklad antifungal-
nej lieCby a profylaxie sa uz dihu dobu povazuju azoly
vratane ketokonazolu, itrakonazolu a flukonazolu. Klu-
Cové azolové liecivo, flukonazol sa v klinickej praxi pou-
Ziva od roku 1990. Jeho nizka toxicita, vysoka ucinnost

a moznost oralnej aplikacie su zakladné vlastnosti, pre-
¢o je najCastejSie pouzivanou triazolovou zlu€eninou
(Grant a Clissold, 1990; Kolaczkowska a Kolaczkowski,
2016). Antifungalne azoly inhibuju v biosyntetickej drahe
ergosterolu funkciu enzymu sterol-14-a demetylazy,
ktora je kédovana génom ERG11. V désledku inhibicie
dochadza k nahromadeniu toxickych medziproduktov
sterolov a nasledne k bunkovej smrti. Dal$ou skupinou
antifungalnych latok su alylaminy, ktoré interaguju so
skvalénepoxiddzou kdédovanou génom ERG1. Pdsobe-
nim alylaminov dochadza k akumulacii skvalénu (Ryder,
1991). Na druhej strane, polyénové antifungalne latky
sa viazu priamo na ergosterol v plazmatickej membra-
ne, vysledkom €oho je tvorba pérov/kandlov v membra-
ne, narusenie jej protdbnového gradientu, Unik esencial-
nych zloziek z cytozolu a smrt bunky. Nevyhodou pou-
Zivania polyénovych antimykotik je ich interakcia s inymi
sterolmi cicav€ich buniek podobnych ergosterolu. Mor-
foliny inhibuju dva enzymy biosyntetickej drahy ergoste-
rolu, sterol C8-C7 izomerazu (Erg2p) a sterolreduktazu
(Erg24) (Dohnal a kol., 2008).

U kmernov kvasiniek s deléciou ERG génov bola preu-
kadzana zvysena citlivost buniek voci réznym antifungal-
nym latkam. Podobny fenotyp sa pozoroval aj pri delécii
niektorych génov zahrnutych v biosyntéze sfingolipidov
(Prasad a Singh, 2013).

Obr. 3: Miesta pésobenia jednotlivych antibiotik (upravené podfa Dohnal a kol., 2008)
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Experimentalne Studie na modelovych kvasinkach dru-
hu S. cerevisiae a rodu Candida poukazali na vyz-
namnu Ulohu ergosterolu v zabezpecovani normailnej
permeability plazmatickej membrany, v rezistencii bu-
niek vo&i chemoterapeutikam, v intracelularnom trans-
porte proteinov lokalizovanych v plazmatickej membra-
ne (Geber a kol., 1995; Sanglard a kol., 2003; Pasrija
a kol., 2005). Viaceré nezavislé experimentalne Studie v
poslednej dobe ukazali, Zze akakolvek odchylka v zloze-
ni ergosterolu a sfingolipidov v bunkovej membrane ma
za nasledok zmenenu citlivost buniek kvasiniek vodi

skvalén

antimykotikam. Analyza kmefiov nesucich mutacie v
génoch pre enzymy biosyntetickej drahy ergosterolu
alebo sfingolipidov odhalila suvislost medzi hladinou
ergosterolu, resp. sfingolipidov a fenoménom mnohona-
sobnej rezistencie kvasiniek C. albicans, ako aj S. cere-
visiae voci xenobiotikam (Mukhopadhyay a kol., 2004;
Pasrija a kol., 2005).

Vzhladom na zvySujuci sa pocet rezistentnych kmeriov
patogénnych kvasiniek a toxicitu antifungalnych latok
pre ludské bunky, je nevyhnutné neustale hladat a
identifikovat nové zluceniny s potencidlnym antifungal-
nym ucinkom a zarover nizkou toxicitou pre ¢loveka.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Streptococcus agalactiae -
zavainy patogén novorodencov

aj dospelych

Streptococcus agalactiae is an important pathogen, which infects
people, fish and also bovine. It is a gram-positive bacteria colonizing
human urogenital and gastrointestinal tract where it can be either in
commensal or pathogenic state. S. agalactiae causes serious infec-
tions mainly to newborns. Transmission of the bacteria from mother to
child occurs during delivery. It can also cause diseases among pre-
gnant and elderly or immunodeficient people. Treatment of the infec-
tions is based on antibiotic prophylaxis and penicillin plays the major
role. However, some women may be allergic to penicillin and there is
a problem with rising antibiotic resistance. Therefore scientists are
seeking for new treatment solutions. Phage therapy which uses bacte-
riophages infecting pathogenic bacteria, may be a good replacement
for antibiotic. Another approach may be using endolysins, phage
enzymes that are able to lyse bacteria.

Streptococcus agalactiae, gram-positive bacteria, infections, urogeni-
tal tract, gastrointestinal tract

Invazivne bakterialne infekcie a nasledné tazké zapalo-
vé reakcie zostavaju vyznamnou pri¢inou morbidity a
mortality u fudskych novorodencov ako aj dospelych
jedincov. Streptococcus agalactiae (Group B Strepto-
coccus, GBS) je oportunisticky patogén, ktory kolonizuje
niz8i gastrointestinalny a urogenitalny trakt az u 35 %
zdravych jedincov (Melin a Efstratiou, 2013). Tato gram
pozitivna, B-hemolyticka baktéria predstavuje najCastej-
Siu pri€inu zivot ohrozujucich bakterialnych infekcii u
ludskych novorodencov. Hlavnym rizikovym faktorom
pre vznik novorodeneckej infekcie je materska koloniza-
cia streptokokom skupiny B. Postihnuti novorodenci sa
vyznacuju pred&asnym narodenim ako aj nizkou pérod-
nou hmotnostou a medzi klinické prejavy infekcie patri
pneumonia, sepsa a meningitida. Zavazné infekcie mo-
Z2u zapri€init trvalé postihnutie dietata, pripadne az
smrt. S. agalactiae infikuje tiez dospelych, najma star-
Sich a imunodeficietnych jedincov. Suc¢asna liecba in-
fekcii spésobenych tymto patogénom je zalozena na
uzivani antibiotik. Komplikaciou pri lieCbe je zvySena
rezistencia tychto patogénov voci podavanym antibioti-
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kam. Naviac, klinické studie ukazali, Ze podavanie anti-
biotik tehotnym Zenam mézZe byt spojené s negativnymi
ucinkami na novorodenca, ako je vznik nekrotizujucej
enterokolitidy (Ting a kol., 2016). V dbésledku tychto
nevyhod sa v su¢asnosti hladaju nové moznosti lieCby.
Vhodnou alternativou sa javi fagova terapia, ktora vyu-
Ziva bakteriofagy a ich produkty ako bioagensy pri lie¢-
be infekénych ochoreni spésobenych baktériami.

S. agalactiae predstavuje gram-pozitivhe baktérie koko-
vitého tvaru, ktoré vytvaraju retiazky. Zaraduje sa do
rodu Streptococcus, ¢elade Streptococcacae, radu Lac-
tobacillales, triedy Bacilli, oddelenia Firmicutes a domé-
ny Bacteria. Lancefieldovej klasifikacia rozdeluje bakté-
rie rodu Streptococcus podla sacharidového zlozenia
bakterialnych povrchovych antigénov pomocou agluti-
nacnych testov so Specifickymi protilatkami a S. agalac-
tiae zaraduje medzi streptokoky skupiny B (group B
streptococci, GBS). To znamena, Ze GBS sa od ostat-
nych patogénnych baktérii rodu Streptococcus odliSuje
tym, Ze v bunkovej stene ma zabudované sacharidy
skupiny B.

S. agalactiae je fakultativne anaerdbna nepohybliva
baktéria, ktora nevytvara spory. Patri medzi (3-hemo-
lytické baktérie, o znamena, Ze je schopna kompletnej
lyzy &ervenych krviniek. Pri raste na krvnom agare sa
okolo jednotlivych narastenych kolonii vytvara Cira zéna
zodpovedajuca rozlozenym erytrocytom.

Streptokoky skupiny B sa rozdeluju podla typovo $peci-
fickych kapsularnych polysacharidov na desat antigén-
ne unikatnych sérotypov (la,lb,lI-IX). Polysacharidova
kapsula S. agalactiae predstavuje jeden z hlavnych
virulen€nych faktorov.

S. agalactiae je oportunisticky patogén, ktory je sucas-
tou mikrobiomu v urogenitalnom a dolnom gastrointes-
tinalnom trakte ludi. Prvé zmienky o patogenite tejto
baktérie pochadzaju z roku 1964, a to v suvislosti s no-
vorodeneckymi infekciami vznikajucimi poéas prvého
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tyzdna zivota (Eickhoff a kol., 1964). Neskér boli GBS
rozpoznané ako pricina infekcii u pacientov s poruchami
imunitného systému a u starSich fudi. Okrem toho je S.
agalactiae tiez pri¢inou mastitidy u hovadzieho dobytka.
Niektoré evolu¢né linie tohto druhu sa prispbsobili vy-
luéne Cloveku alebo dobytku, zatial o iné su geneticky
rozmanitejSie, a modzu kolonizovat oboch hostitelov
(Serensen a kol., 2010). Zaroven bol tento oportunistic-
ky patogén izolovany aj z dalSich druhov, vratane ci-
cavcov, obojzivelnikov a ryb (Evans a kol., 2008).

S. agalactiae je najCastejSou pri¢inou vaznej invazivnej
bakterialnej infekcie u ludskych novorodencov. Novoro-
denecka infekcia tymto oportunistickym patogénom
méze byt pritomna vo forme so skorym nastupom (Ear-
ly-Onset Disease, EOD) alebo vo forme s neskorym
nastupom (Late-Onset Disease, LOD). Infekcie so sko-
rym nastupom sa prejavuju v ramci prvého tyzdfa Zivo-
ta novorodenca a predstavuju najCastejsSi typ ochoreni
spbsobenych S. agalactiae. Infekcie s neskorym nastu-
pom sa vyskytuju u dojCiat vo veku od 1 tyzdia az 3
mesiacov (Johri a kol., 2006).

V pripade ochoreni so skorym nastupom je novorode-
nec infikovany vystavenim sa S. agalactiae pred alebo
pocas poOrodu (Remington akol., 2001). EOD mbze
nastat aj v pripade vystavenia novorodenca S. agalac-
tiae poCas prechodu cez pbérodné cesty, avdak vacsina
EOD infekcii nastava v désledku Sirenia baktérii z ma-
terského genitélneho traktu cez rozrusené membrany
do plodovej vody, v ktorej sa baktérie mnozia. Prechod
baktérii do plodovej vody umozriuje kolonizovat dycha-
cie cesty plodu a spésobit pneumoéniu. Z pluc ziska
GBS pristup do krvného obehu novorodenca, ¢o vedie
k vzniku sepsy. Naviac, krvnym obehom sa baktérie
Siria do viacerych Casti tela, kde nasledne penetruju do
tkaniv a spOsobuju meningitidu alebo osteomyelitidu
(Lindahl a kol., 2005). Priblizne 30 — 70 % novoroden-
cov narodenych matkam s potvrdenym S. agalactiae sa
stava nositefmi GBS. Vacsina z nich ostane asypmto-
matickymi prenasacmi, avSak u 1 — 3 % deti sa vyvinie
vazne ochorenie (Verani a kol., 2010).

Infekcie s neskorym nastupom su v porovnani s EOD
menej Casté, av3ak dblezitejSie, pretoZze ich vyskyt v
dosledku antibiotickych opatreni, na rozdiel od EOD,
neklesa. Aj v tomto pripade je za vaésinu ochoreni zod-
povedny vertikalny prenos GBS z matky na novoroden-
ca. LOD sa v8ak mdze rozvinut aj ako nasledok nozo-
komialnej infekcie, kedy novorodenci ziskaju S. agalac-
tiae horizontalnym prenosom od nemocni¢ného perso-
nalu. Medzi najCastejSie klinické prejavy infekcie patri
bakteriémia, ktord aZ v jednej Stvrtine pripadov precha-
dza do meningitidy. Pomerne zriedkavejSimi prejavmi

infekcie su celulitida a osteomyelitida (Poyart a kol.,
2008).

Podstatna ¢ast novorodencov, ktori preziju infekcie
spbsobené streptokokmi zo skupiny B, trpia trvalymi
nasledkami. Neurologické problémy sa vyskytuju az
u 50 % prezivSich trpiacich novorodeneckou meningiti-
dou. Neurologické nasledky zahffiaju mentalnu retarda-
ciu, kortikalnu slepotu, hluchotu, nekontrolovatelné za-
chvaty, stratu sluchu areci, ako aj oneskoreny vyvoj
reci (Verani a kol., 2010).

Klinické prejavy GBS infekcii u dospelych su pocetné a
velmi rozmanité, nakolko GBS méze kolonizovat povrch
koZe ako aj sliznic. S. agalactiae méze byt izolovany z
infikovaného miesta spolu s inymi patogénmi, ¢o velmi
dlho spochybriovalo jeho ulohu v patogenéze ochoreni.
Az Studie invazivnych GBS infekcii, pri ktorych boli or-
ganizmy izolované z prirodzene sterilnych miest ako krv
alebo cerebrospinalna tekutina, poskytli priamy dokaz,
ze GBS je pobvodca mnohych Kklinickych syndrémov
(Farley, 2001).

Infekcie koze a makkych tkaniv patria medzi naj¢astej-
Sie prejavy infekcii spdsobenych invazivnymi strepto-
kokmi skupiny B. Medzi tieto prejavy patri najma celuli-
tida, prelezaniny &i vredy na nohach. Po vstupe GBS do
krvného rieCiska dochadza k vzniku osteomyelitidy,
pricom najCastejSie su postihnuté kosti dolnych konca-
tin, Co ma obvykle suvis s nedostatocnou funkciou ciev,
¢i Sirenim infekcie z prilahlych Casti koze a makkych
tkaniv. Pneumonia spbsobena GBS sa vo vSeobecnosti
vyskytuje len u starSich fudi trpiacich cerebrovaskular-
nym ochorenim alebo demenciou. Na druhej strane
meningitida, ktoré predstavuje zadvazné riziko pre novo-
rodencov, nie je u dospelych ¢asta (Farley, 2001).

Polas poslednych dvoch desatro&i hlavnym ciefom
v boji proti S. agalactiae bola prevencia vo&i GBS infek-
ciam. Mnohé Studie dokazali, Ze prenatalny skrining
zamerany na identifikaciu S. agalactiae a nasledna lie¢-
ba matky pomocou antibiotik méze znizit riziko prenosu
baktérie na novorodenca. Skrining zien prebieha medzi
35 a 37 tyzdhom tehotenstva a pozostava z odberu
vzorky a naslednej kultivacie na selektivnych médiach,
ktora odhali pritomnost GBS. Napriek vysokej senzitivi-
te a Specificite ma odber a kultivacia odobratej vzorky
niekolko nevyhod. Do testovania nie su zahrnuté pred-
Casné porody, ktoré sice predstavuju len 7 — 11 % vset-
kych porodov, no riziko vzniku infekcie je v tychto pripa-
doch vySsie. Ochorenia so skorym nastupom sa preja-
via az u 32 — 38 % zo vSetkych pred&asne narodenych
deti (Mari6 a kol., 2013).

Naviac, az 61 % novorodencov s GBS infekciou sa na-
rodilo matkam s negativnym vysledkom na pritomnost
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S. agalactiae. Tieto negativne vysledky je mozné vy-
svetlit rekolonizaciou matky az po odobrati vzorky, ne-
spravnym vyberom vzorky ¢€i nespravnou technikou od-
beru vzorky (Van Dyke a kol., 2009).

V pripade, Ze matka nebola testovana na pritomnost
GBS, pri poérode sa nasadi antibioticka lie€ba v zavislos-
ti od rizikovych faktorov, ako je napr. pred€asny pérod.
Tento pristup vSak znizuje Ucinok antibiotickej profyla-
xie, to znamena preventivnych krokov voci GBS infek-
ciam, a zvySuje pocet pacientov, ktorych lie¢ba nie je
potrebna. Tato bezucelova lie€ba pomocou antibiotik
nie je prospesna pre matku ani novorodenca, a vedie
k zvySenému riziku anafylaxie, pouzitiu lie€iv pri naro-
deni dietata a v obdobi tesne po narodeni ako aj pro-
dukcii kmenov rezistentnych na podavané antibiotika
(Honest a kol., 2006).

NajcastejSie pouzivanym antibiotikom pri liecbe je peni-
cilin alebo ampicilin. V pripade alergie matky na penici-
lin je vhodnou volbou erytromycin alebo clindamycin.
Tieto antibiotika sa pri silnej kolonizacii GBS podavaju
intravendzne, nakolko oralne €i intramuskularne poda-
nie nie je ucinné (Verani, McGee a Schrag, 2010). Kili-
nické studie vSak ukazali, Ze podavanie antibiotik tehot-
nym Zzendm moze byt spojené s negativnymi u€inkami
na novorodenca, ako je vznik nekrotizujucej enterokoli-
tidy (Ting a kol., 2016).

Pomocou intrapartalnej antibiotickej profylaxie sa poda-
rilo znizit poCet novorodencov trpiacich GBS infekciami.
Problémom suc&asnej antibiotickej lieCby je vSak zvySe-
na rezistencia tychto patogénov voc&i podavanym anti-
biotikdm. Velkou nevyhodou pri pouZiti antibiotik je tiez
pripadna alergicka reakcia matky a jej plodu na podané
antibiotika. Odhadovany vyskyt alergickych reakcii pri
lieCbe penicilinom je 0,7 az 4 % zo vSetkych lieCenych.
Odhadované riziko anafylaxie je 4/10 000 az 4/100 000
recipientov (Verani, McGee a Schrag, 2010).

Bakteriofagy, alebo jendoducho fagy, su virusy schopné
infikovat, v mnohych pripadoch zabijat, bakterialne
bunky. Nachadzaju sa vo vsetkych biotopoch sveta, kde
sa dari baktériam, priCom sa odhaduje, Ze na kazdu
bakterialnu bunku pripada desat fagovych c¢astic. Bak-
teriofagy nie su schopné infikovat cicavcie bunky, infiku-
ju len cielové Specifické baktérie. Hostitelska Specificita
fagov je vysoka, kazdy fag infikuje len jeden druh bakté-
rie, v niektorych pripadoch dokonca len jeden bakterial-
ny kmen.

Bakteriofagy boli nezavisle objavené na zaciatku 20.
storoCia Fredericom Twortom a Félixom D’Hérellom.
Odvtedy tieto baktérie infikujuce virusy vyznamne pri-
speli krozvoju mnohych vedeckych disciplin, najma
molekularnej biolégie a genetiky baktérii. Uz vtedy sa

o fagoch uvazovalo ako o potencialnych antimikrobial-
nych agensoch, schopnych zabijat hostitelské baktérie.
Avsak, neznalost podrobnej biolégie fagov a objav anti-
biotik odsunuli zaujem o bakteriofagy v zapadnej medi-
cine. V sucasnosti v8ak vyuzitie bakteriofagov na lieCbu
bakterialnych infekcii ziskava pozornost najma v dé-
sledku stale rasticeho mnozstva baktérii rezistentnych
na antibiotika. Dal$im dévodom obnoveného zatjmu o
terapeutické bakteriofagy su hibsie vedomosti o bioldgii
bakteriofagov ako aj interakcii bakteriofagov s baktéria-
mi (Elbreki a kol., 2014).

Fagova terapia pouziva bakteriofagy a ich produkty ako
bioagensy na lieCbu alebo profylaxiu infek&nych ocho-
reni spdsobenych baktériami. VyuZitie fagov ako anti-
mikrobialne agensy ma niekolko vyhod v porovnani s
antibiotikami. Hlavnou charakteristikou fagov je ich vy-
soka Specificita infekcie, ¢o znamena, ze rozpoznavaju
len obmedzeny rozsah bakterialnych kmenov. Tymto je
mozné zabranit Skodam normalnej mikroflory hostitela,
avSak je potrebna identifikacia cielového patogénu, ako
aj vyber uc¢inného faga (Drulis-Kawa a kol., 2012).
DalSou vyhodou bakteriofagov je, Ze na prekonanie
infekcie postaCuje len jedna davka fagov, nakofko ich
propagacia je zavisla od hostitela. To znamena, Ze su
schopné replikovat sa len v mieste infekcie a naviac,
bakteriofagy podliehaju samovyriedovaniu z prostredia,
¢o umoznuje odstranenie bakteriofagov v pripade nepri-
tomnosti hostitelskych baktérii (Denes a Wiedmann,
2014).

Vyhodou pouzitia fagov je tiez ich vSeobecne nizky
sklon k indukcii rezistencie ako aj absencia kriZzovej
rezistencie na antibiotika. Toto robi z fagov efektivne
rieSenie proti multirezistentnym baktériam a biofilmom
(Ormala a Jalasvuori, 2013).

Uspesny vyvoj fagovej terapie musi zaroveri spifiat’ nie-
kolko podmienok. Bakteriofagy vyuzivané na fagovu
terapiu musia byt striktne lytické, to znamena schopné
zabijat bakterialne bunky ihned po infekcii, a Specifické
len pre cielové patogény, priCom nemdzu mat Ziaden
vplyv na symbiotické baktérie fudskych hostitelov. Na-
viac, tieto bakteriofagy nesmu byt schopné transdukcie,
aby sa zabranilo horizontdlnemu génovému prenosu
(Chan a kol., 2013).

Rovnako ako pri inych antimikrobialnych €initeloch, je
dolezité, aby sa fagy dostali k cielovym patogénnym
baktériam v dostatoénom mnozstve. To je mozné do-
siahnut bud priamou aplikaciou faga na miesto infekcie
alebo systémovym podanim. V oboch pripadoch méze
UspesSnej penetracii bakteriofaga do cielovych baktérii
pomdct kombinacia fagového potencialu lyzovat bakté-
rie spolu so schopnostou zvysit pocet fagovych Castic
po infekcii cielovej baktérie (Chan a kol., 2013).

Fagova terapia ma vSak aj niektoré obmedzenia. Nevy-
hodou mdézu byt gény antibiotikovej rezistencie alebo
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iné faktory virulencie, ktoré mézu byt pritomné v geno-
me lyzogénnych bakteriofagov alebo sa mézu preniest
do baktérii z inych hostitelov prostrednictvom generali-
zovanej transdukcie. Z tohto dévodu sa ako terapeutika
pouzivaju len lytické a netransduk&né fagy a na ich rast
sa vyuzivaju nepatogénni hostitelia (Kutter a kol., 2010).
Obmedzenia pri vyuziti bakteriofagov ako terapeutic-
kych c¢inidiel je mozné prekonat pomocou viacerych
stratégii. Prvou je vyuzitie fagovych kokteilov. Pouzitim
zmesi fagov s rozdielnymi, ale komplementarnymi viast-
nostami je mozné obist obmedzeny rozsah hostitelov
jedného faga. DalSou vyhodou fagovych koktailov je, Ze
rézne typy fagov infikujuce rovnaké bakterialne druhy a
kmene redukuju pravdepodobnost’ vzniku rezistentnych
baktérii (Gu a kol., 2012).

Dalsim pristupom méze byt vyuzivanie fagovych pro-
duktov namiesto celych bakteriofagov. Prikladom su
endolyziny, enzymy, ktoré na konci replikaéného cyklu
lyzuju bakterialnu bunku a uvolfiuju novovzniknuté fa-
gové Castice do prostredia. PouZitie endolyzinov sa
povaZuje za sfubnu alternativu lie€by bakterialnych in-
fekcii, pretoze eliminuje riziko prenesenia toxickych fa-
govych vlastnosti na baktérie, a tieZ redukuje riziko
vzniku rezistencie voci terapeutickym fagom (Borysow-
ski a kol., 2006).

V sucasnosti nie je identifikovany ziaden bakteriofag
infikujuci ludské izolaty S. agalactiae. Podarilo sa vSak
izolovat faga JXO01, ktory lyzoval hovadzie kmene S.
agalactiae (Bai a kol., 2013). Bakteriofag JX01 bol izo-
lovany z infikovaného mlieka krav, ktoré boli postihnuté
mastitidou. Zistilo sa, ze bakteriofag JX01 Specificky
infikuje hovadzie izolaty S. agalactiae, zatial ¢o ludské
ani rybie izolaty nelyzuje. Preto v boji s GBS infekciami
boli zatial vyuzité len fagové produkty, konkrétne lyziny
B30 (Pritchard a kol.,2004), PlyGBS (Cheng a kol.,
2005), LambdaSal a LambdaSa2 (Pritchard a kol.,
2007) a lyzin PlySK1249 (Oechslin a kol., 2013).

Kmene S. agalactiae ¢asto obsahuju vo svojom genéme
profagy, ktoré mézu byt indukované réznymi spdsobmi.
Jednym je vyuzitie mitomycinu C, pomocou ktorého sa
podarilo indukovat’ bakteriofaga B30. Pomocou fagoveé-
ho lyzinu B30 bolo mozné zabranit rastu niekofkych
GBS kmeriov (Pritchard a kol., 2004).

Celogendmovym sekvenovanim S. agalactiae kmena
2603 V/R sa zistilo, Zze obsahuje niekolko génov pre
fagové lyziny, a to LambdaSA1 a LambdaSa2. Ukazalo
sa, Ze aj ked tieto lyziny poskytuju na agarovej platnic¢ke
trochu mensie zény vyéirenia ako lyzin B30, zény vyka-
zovali upIné vycCirenie bez zvySkového zakalu na rozdiel
od lyzinu B30 (Pritchard a kol., 2007).

Dal$im lyzinom je PlyGBS, ktory je vhodny na lyzu GBS
buniek in vivo (Cheng a kol., 2005). PlyGBS patri do
skupiny fagovych lyzinov, ktoré zabijaju baktérie pomo-
cou natravenia bunkovej steny, ¢im sa bunky stavaju
citlivé na osmoticku lyzu. Pouzitim jednej davky PlyGBS
v mySacom modeli sa podarilo vyznamne zredukovat
kolonizaciu GBS vo vagine ako aj v orofarynxe (Cheng
a kol., 2005). Preto by PlyGBS mohol byt alternativou
antibiotickej lieCby na redukciou vaginalnej kolonizacie
GBS u tehotnych zZien pred pérodom. Tiez by mohol byt
vyuzity na lieCbu novorodencov infikovanych patogén-
nymi S. agalactiae (Cheng a Fischetti, 2007).

Vroku 2013 bola publikovana S$tudia opisujuca novy
fagovy lyzin Gc€inkujuci proti B-hemolytickym streptoko-
kom. Endolyzin PlySK1249 bol izolovany z kmerfia
Streptococcus dysagalactiae SK1249 a vykazoval kri-
Zzovu lyticka aktivitu proti niekolkym p-hemolytickym
streptokokom. Tento enzym bol uspesny pri lieCbe my-
Sacieho modelu GBS bakterémie, a preto je vhodnym
kandidatom na predklinické testovanie (Oechslin a kol.,
2013).

S. agalactiae je oportunisticky patogén, ktory kolonizuje
gastrointestinalny a urogenitalny trakt fudi. KedzZe tato
baktéria je suCastou urogenitalneho traktu zien, mbze
sa pri pérode preniest na dieta a spdsobit mu zavazné
ochorenia ako je meningitida &i sepsa. GBS je schopny
infikovat' aj dospelych, najma starSich a imunodeficiet-
nych pacientov. Aby sa zabranilo ochoreniam spésobe-
nym GBS, pouziva sa v suUCasnosti lieCba pomocou
intrapartalnej antibiotikovej profylaxie. Ta ma v§ak mno-
ho nevyhod a kvéli rozsiahlemu Sireniu baktérii rezistet-
nych na antibiotikd sa hlavnou terapeutickou vyzvou
stava hladanie alternativnych terapeutickych stratégii.
Bakteriofagy mozu byt vhodnym nastrojom na liecbu
bakterialnych infekcii. Fagova terapia sa vyznacuje
mnohymi vyhodami nad antibiotikami, avSak na zavedie
fagovej terapie do klinickej praxe su nevyhnutné dalSie
Studie. Inou stratégiou je vyuZitie proteinov kédovanych
bakteriofagmi, ako su endolyziny, holiny alebo proteiny
fagovych chvostikov. Doteraz nebol identifikovany Zia-
den bakteriofag infikujuci fudské izolaty GBS. Avsak,
ako protiinfek&né Cinidla boli uspesne testované viaceré
fagové endolyziny.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Nekonvencéné kvasinky - vylet
za hranice pekdrenskej kvasinky
Saccharomyces cerevisiae

Yeasts are involved in food and beverage fermentations for millennia.
Two species, Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces
pombe, are the best-known species used in industry and research.
Other yeast species are considered as nonconventional yeasts.
Among them are for example the genera Debaryomyces, Dekkera,
Kluyveromyces, Pichia, Yarrowia, Zygosaccharomyces and also spe-
cies belonging to genus Saccharomyces reffered to as non-cerevisiae
species. Although the non-conventional yeasts were considered as
spoilage yeasts formerly, in last decades their unique properties have
been discovered. Their tolerance to various stress conditions or the
ability to produce specific compounds are used in new biotechnolo-
gies leading to more effective processes as well as new products.

Non-conventional yeasts, Saccharomyces cerevisiae, stress
tolerance, bioethanol, biotechnology

Kvasinky sa vyuzivaju na vyrobu piva, vina, saké a
chleba uz tisicky rokov, pricom najCastejSie pouzivanou
je kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Dal$ou dobre
preskumanou kvasinkou je druh Schizosaccharomyces
pombe, ktora sluzila ako model pri odhaleni regulacie
bunkového cyklu u eukaryotov (praca bola ocenena
Nobelovou cenou za fyziologiu a medicinu v roku 2001)
(Steensels a kol., 2014). V poslednych desatrocCiach sa
pekarenska, niekedy oznadovana aj pivna, kvasinka S.
cerevisiae zaCala pouzivat' na vyrobu bioetanolu, inzuli-
nu a vakcin proti hepatitide. S. cerevisiae ma vsak, ako
kazdy Zivy organizmus, svoje limitacie. Nové biotechno-
logické aplikacie vyZaduju uplne iné podmienky ako
tradicné fermentacie (nizSie pH, teploty nad 45 °C, vy-
soka koncentracia etanolu, Ci nové substraty) a pred-
stavuju novu vyzvu pre doteraz pouzivané kmene kva-
siniek. Kvasinky su pocas technologického procesu
Casto vystavené rozliénym environmentalnym stresom a
toxickym zlu€enindm, ktoré spomaluju, ¢i dokonca za-
stavuju ich metabolizmus a mnoZenie. Doteraz bolo
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opisanych viac ako 2000 druhov kvasiniek a vela z nich
ma pozoruhodné vlastnosti, napr. neobvyklu toleranciu
voci stresovym podmienkam prostredia alebo produkuju
jedine€nu kombinaciu aromatickych zlu€enin, ¢im mozu
poskytnut jedlam a napojom nové senzorické vlastnosti
(chut, voia) (Steensels a kol., 2014; Radecka a kol.,
2015; Stribny a kol., 2015). Na vyrobu novych produktov
alebo zefektivnenie vyroby uz znamych produktov mé-
Zeme teda vyuzit iné druhy kvasiniek s ich Specifickymi
vlastnostami.

Do skupiny nekonvenénych kvasiniek zaradujeme vset-
ky ostatné kvasinky okrem druhov S. cerevisiae a Sch.
pombe (Spencer a kol., 2002). Pévodne boli nekon-
vencné kvasinky povazované za Skodlivé, nakolko boli
Casto izolované z kontaminovanych potravin a napojov,
no ich podrobnejSie Stadium odhalilo ich skryty poten-
cial. NajvyznamnejSimi druhmi nekonvecnych kvasiniek
su rody Debaryomyces, Dekkera, Kluyveromyces, Pi-
chia, Yarrowia, Zygosaccharomyces a druhy patriace do
rodu Saccharomyces oznacované ako non-cerevisiae.
Tieto kvasinky disponuju inymi metabolickymi drahami,
ktoré im umozfuju vyuzivat iné substraty (Casto envi-
ronmenalny odpad) a vedia upravit svoj metabolizmus
tak, aby sa vyhli Skodlivym faktorom priemyselného
prostredia (Gamero a kol., 2015; Radecka a kol., 2015).

Obr. 1: Bunky kvasiniek S. cerevisiae (vlavo)
a Sch. pombe (vpravo) pod svetelnym mikroskopom
(http://slideplayer.com/slide/7968752/)
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Debaryomyces hansenii je extrémofilna kvasinka, po-
vodne izolovana z morskej vody, ktora sa beZne vysky-
tuje v prostredi s nizkou dostupnostou vody pre meta-
bolické procesy (kontaminuje syry, maso, vyrobky s
vysokym obsahom cukru a nakladané uhorky). Jej ex-
trémofilny charakter sa prejavuje znacnou odolnostou
voCi vysokym koncentraciam osmoticky aktivnych latok
ako su cukry a soli (mnozi sa aj v pritomnosti 4 M NacCl,
zatial ¢o S. cerevisiae toleruje maximalne koncentraciu
1,7 M NaCl) a odolnostou voé&i vysuseniu. DalSou vyz-
namnou vlastnostou D. hansenii je jej schopnost aku-
mulovat lipidy az do 70 % svojej hmotnosti. Kvéli pro-
dukcii aromatickych latok a podpore mnoZenia niekto-
rych baktérii sa D. hansenii podiela na vyrobe syrov a
fermentovanych uddenin. Vyznamna je aj jej schopnost
metabolizovat’ xyl6zu a produkovat xylitol, ktory sa pou-
Ziva ako umelé sladilo pre diabetikov (Breuer a Harms,
2006).

Dekkera bruxellesis bola na jednej strane povazovana
za najneprijemnejSiu kontaminaciu vina, pretoze mu
vdaka produkcii prchavych fenolov dodavala prichut
.Spoteného kona“. Na druhej strane hra tato kvasinka
nezastupitelnu ulohu pri vyrobe Specialneho Belgického
piva a kvaseného ¢aju Kombucha. Vyznamnymi vlast-
nostami D. bruxellensis su jej vysoka odolnost’ vodi eta-
nolu (10 — 16 %), nizkemu pH (najma kyseline octove;j,
ktoru sama produkuje) a schopnost vyuzivat nitraty, ¢im
sa stava zaujimavou ako ,vykonnejSia“ alternativa k S.
cerevisiae pri vyrobe bioetanolu (Schifferdecker a kol.,
2014; Radecka a kol., 2015).

NajznamejSie druhy z rodu Kluyveromyces su druhy K.
lactis a K. marxianus. K. lactis ma schopnost’ produko-
vat’ kyselinu mlieCnu a rozkladat laktézu, ¢o sa vyuziva
pri vyrobe nizkolakt6zovych potravin. Tato kvasinka je
velmi vhodna ako hostitel'sky systém pre produkciu cu-
dzorodych proteinov a inych zli€enin. Tymto spésobom
je mozné vyrabat v bunkach K. lactis napriklad enzym
chymozin (pouzivany ako syridlo) alebo vitamin C (van
Ooyen a kol., 2006; Steensels et al., 2014). K. marxia-
nus bola pévodne izolovana zo syrov a je zndma svojou
extrémnou odolnostou voéi vysokym teplotam. Na roz-
diel od S. cerevisiae, ktor4 nedokaze fermentovat pri
teplote vy33ej ako 37 °C, dokaze K. marxianus produ-
kovat etanol aj pri teplote 45 °C. NavySe je schopna pre
svoj rast vyuzit aj cukrovu ftrstinu, Stavu z kukuri¢nej
silaze a melasu (Radecka a kol., 2015).

Rod Pichia zahffia druhy kvasiniek, ktoré su schopné
vyuzivat pre svoj rast rézne atypické substraty a su
vefmi vhodné na produkciu cudzorodych proteinov.
Pichia angusta (syn. Hansenula polymorpha, Ogataea
polymorpha) rastie pri teplotach nad 50 °C, je schopna
vyuzivat metanol a nitraty a fermentovat su¢asne xylo-
zu a celobiozézu (Radecka a kol., 2015). Pichia pastoris
(syn. Komagataella pastoris) hra dbélezitd ulohu ako
hostitel pre vyrobu proteinov a inych vzacnych molekul,
ako su napriklad fudsky erytropoetin (délezity pre tvorbu
Cervenych krviniek), enzym lakaza (degraduje lignin)
a B-karotén (Steensels a kol., 2014). Oba spominané
druhy dokazu vyuzivat metanol a pouZivaju sa ako mo-
delové organizmy na $tudium biogenézy bunkovych
organel — peroxizémov (Steensels a kol., 2014; Radec-
ka a kol., 2015).

Pichia kudriavzevii (syn. Issatchenkia orientalis) bola
izolovana z fermentovanych zvySkov kakaovych bdébov,
mangovej duziny, ananasového dzusu, stebiel ryze a
kukurice, ¢o vypoveda o jej schopnosti rast na jednodu-
chych aj zloZzenych sacharidoch. Pri vyrobe bioetanolu z
necukornych materialov (druha generacia biopaliv) su
kvasinky Casto vystavené vysokej teplote, nizkemu pH a
derivatom furanu, ktory poSkodzuje ich bunky. Schop-
nost fermentovat’ pri teplote 45 °C, odolavat kyseline
octovej a mravCej az pod pH 2, efektivha produkcia
etanolu za tychto extrémnych podmienok a schopnost
tolerovat vysoké koncentracie hydroxymetylfurfuralu
robia P. kudriavzevii zaujimavou pre vyrobu bioetanolu
druhej generacie (Radecka a kol., 2015).

Pichia guilliermondii (syn. Meyerozyma guilliermondii)
bola izolovana z pédy obsahujucej oleje, z rastlin, jazier
a Zaludka prezuvavcov. Tato kvasinka je schopna vyu-
zivat pre svoj rast, uhlovodiky, vytvarat vitamin B2 a
premienat’ xylézu na xylitol (Sibirny a Boretsky, 2009).

Kvasinka Yarrowia lipolytica bola izolovana zo syrov,
jogurtov, udenin, ale aj z kanalizacie. Vyznamnou ¢&rtou
tejto kvasinky je jej schopnost efektivne vyuzivat hydro-
fébne substraty ako su n-alkany, mastné kyseliny a ole-
je a akumulovat’ tuky az do 50 % svojej hmotnosti. Uva-
Zuje sa, ze tieto vlastnosti by mohli predstavovat’ alter-
nativnu cestu vyroby olejov. V sucasnosti sa Y. lipolyti-
ca vyuziva pre produkciu bielkovin (kedy sa cela kva-
sinkova bunka vyuziva ako zdroj bielkovin), ale aj kyse-
liny citrénovej, roznych arém a steroidov. Sluzi tiez ako
modelovy organizmus na vyskum sekrécie proteinov
(vylu€ovanie proteinov von z bunky), Studium mitochon-
drii, peroxizémov a metabolizmu tukov (Nicaud, 2012;
Steensels a kol., 2014).
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Z rodu Zygosaccharomyces su najznamejSie druhy Zy-
gosyccharomyces rouxii a Zygosaccharomyces bailii. Z.
rouxii sa Casto izoluje ako kontaminant sladenych napo-
jov, dZzusov a ke€upov. V porovnani so S. cerevisiae ma
pozoruhodnu odolnost’ vo&i osmoticky aktivnym latkam
— rastie v prostredi s obsahom 90 % cukru, kym S. ce-
revisiae toleruje iba 50 % a odolava koncentracii 3 M
NaCl. Disponuje tiez vysokou odolnostou voéi kyseli-
nam (je schopna prezit nizke pH prostredia spésobené
pritomnostou kyseliny citréonovej — pH 3 a HCI az do pH
1.5). Vdaka tymto vlastnostiam sa Z. rouxii mdéze vyuzi-
vat na vyrobu séjovych omacok, balzamikového octu a
pasty Miso (Duskova a kol., 2015; Radecka a kol.,
2015). Nedavno bola opisana schopnost Z. rouxii roz-
kladat' aflatoxiny (jedy vyvolavajuce rakovinu) v ara$i-
doch, ktoré produkuju niektoré druhy mikroskopickych
hab pri ich nevhodnom skladovani (Zhou a kol., 2017).
Druh Z. bailii ma schopnost rast pri pH 2, €0 mu umoz-
fuje odolavat konzervantom v potravinach a spésobit
ich znehodnotenie. Na druhej strane, vysoka odolnost

Z. bailii voCi kyseline octovej, jej schopnost prispdsobit
sa teplote 40 °C a produkcia enzymov, ktoré rozkladaju
inulin, sa moze vyuZit pri vyrobe bioetanolu z lignocelu-
I6zového materidlu (Radecka a kol., 2015).

Druhové bohatstvo kvasiniek mdézno demonstrovat uz u
samotného rodu Saccharomyces, kam okrem S. cerevi-
siae patria aj nekonvenéné druhy S. bayanus, S. uva-
rum, S. paradoxus, S. pastorianus zucastriujuce sa na
kvaseni piva, vina a cideru alebo S. kudriavzevii, S.
mikatae, S. cariocanus, ktoré boli izolované z prirod-
nych materialov (Gonzales a kol., 2006). Kazdy druh ma
jedine¢né vlastnosti, ktoré mézu byt vyuzité napriklad
pri vyrobe novych vin. OdliSnosti v ich metabolizme od
S. cerevisiae im umoznuju produkovat viac aromatic-
kych latok (vySSie alkoholy, estery kyseliny octovej),
ovplyviovat ich senzorické vlastnosti (pomer etanolu a
glycerolu) a efektivne fermentovat’ pri niZSej teplote, ¢o
tiez priespieva k arome vina (Gamero a kol., 2015;
Stribny a kol., 2015).

Obr. 2: Fylogeneticky strom zobrazujuci stupen pribuznosti r6znych nekonvencénych kvasiniek k pekarenskej kvasinke
S. cerevisiae a kvasinke Sch. pombe (http://slideplayer.com/slide/5232427/)
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Pichia angusta

E Debaryomyces hansenii
Pichia sarhitophila

_E Candida tropicalis
Candida albicans

Yarrowia lipolytica

Schizosaccharomyces pombe
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Vlastnosti kvasiniek, ktoré umoziuju tymto mikroorga-
nizmom prezivat extrémne podmienky, a tym napriklad
kontaminovat konzervované potraviny, su C€asto tymi
istymi vlastnostami, ktoré su vitané a pozadované pri
modernych biotechnologickych aplikaciach v su¢asnos-
ti. Odolnost’ voCi vysokym teplotam, znaénym koncen-
traciam cukrov a soli, nizkemu pH alebo produkcia ne-
obvyklych zlu¢enin predstavuje len vrchol ladovca.
Kvasinky, donedavna oznacované ako ,Skodlivé® alebo
dosial bliZ8ie necharakterizované druhy mézu ukryvat
Uzasné vlastnosti, ktorych poznanie ndm moze otvorit
dvere k novym technologickym procesom a vyrobkom.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Polymérne nanocastice
ako potencidina platforma

v rakovinovej terapii

Polymeric, polyalkylcyanoacrylate, nanoparticles can be potential
nanocarriers for targeted drug delivery system. Properties of these
nanoparticles such as small size, biocompatibility and biodegradation
of monomers, low toxicity and easy preparation, surface modification
and drug encapsulation are necessary for therapeutic application. In
vitro cytotoxic effect of polybutylcyanoacrylate (PBCA) and polyoctyl-
cyanoacrylate (POCA) nanoparticles with encapsulated and free drug
cabazitaxel were studied on human mammary adenocarcinoma cell
lines (MDA-MB-231) and glioblastoma cells (P3) by Alamar Blue as-
say. Cabazitaxel is chemotherapeutic agent, which acts in cells as
inhibitor of mitotic division. Viability of cancer cell was examined after
different time exposure and concentration of cabazitaxel encapsulated
in PBCA and POCA nanopatrticles, as well as free cabazitaxel.

Polymeric nanoparticles, drug delivery, EPR, cancer therapy,
chemotherapeutics, cabazitaxel

Pocet rakovinovych a nadorovych ochoreni u fudi kaz-
doro¢ne stupa, s &im je spojena aj rastuca umrtnost.
Jednym zo spdsobov ako predist vzrastajucej umrtnosti
je jednak vCasna diagnostika, ale taktiez aj volba vhod-
nej a ucinnej terapie. NajcastejSie sa pri lieCbe rakoviny
a nadorov vyuziva chemoterapia. Tato terapia spociva v
aplikovani cytostatickych lieCiv, ktoré v8ak so sebou
prinasaju aj mnozstvo vedlajSich neziaducich ucinkov.
Okrem toho, Ze nicia rakovinové bunky, zaroven posko-
dzuju zdravé tkaniva, a tym sa znizuje ich efektivita
v oblasti rakovinového tkaniva a taktiez Zivotna uroven
pacienta. Vytvorenie transportného systému pre priame
dorucenie chemoterapeutického lie€iva do poskodené-
ho tkaniva, tak aby nezasiahlo zdravé tkaniva, by mohlo
byt jednym z rieSeni pre ucinni chemoterapiu. Poly-
mérne nanocCastice maju velky potencial splnit tieto
poziadavky. Pre ich unikatne vlastnosti, ako su napri-
klad malé rozmery alahka povrchova modifikacia, si
ziskavaju polymérne nanoCastice zvySeny zaujem vo
vedeckych Studiach v oblasti pasivneho aj aktivheho
cielenia lieCiv v rakovinovej diagnostike a terapii.
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Polymérne nanoclastice (PNPs) zohravaju dolezitu ulo-
hu vo vyvoji efektivnej lieCby rakovinovych a nadoro-
vych ochoreni. PNPs su submikronové koloidné systé-
my, syntetizované z biokompatibilnych a biodegradova-
tefnych polymérov, v ktorych je terapeuticka latka roz-
pustend, zapuzdrena alebo zachytena na polymérnej
matrici. Polyméry mézu byt zloZené z prirodnych zloZiek
ako napriklad chitosan, gelatin, albumin alebo syntetic-
kych, medzi ktoré patria napriklad polyglykolidy (PLG),
polylaktid ko-glykolidy (PLGA), polyalkykyanokrylaty
(PACA), ainé (Nagavarma a kol., 2012). PNPs su defi-
nované morfolégiou a kompoziciou ich jadra a obalu.
Ich tvary a formy su charakterizované fyzikalno-chemic-
kymi Struktdrami a mézu sa vyskytovat ako tuhé poly-
mérne Castice, polymérne micely, polymérne konjugaty,
dendriméry, pripadne hybridné kombinacie. PNPs m6zu
byt funkcializované r6znymi molekulami ako su napri-
klad peptidy, aptaméry (syntetické useky DNA alebo
RNA, ktoré maju vysoku afinitu a Specificitu voli cielovej
molekule), protilatky alebo iné malé molekuly, ktoré pri-
spievaju k zvySeniu doby cirkulacie v krvi a ich Specific-
kej distribucie, aktivnemu cieleniu (Prabhu a kol., 2015).
V zavislosti od metédy pripravy, Struktury PNPs mozu
byt ziskané vo forme nanokapsul alebo nanosfér. Na-
nokapsuly su systémy, v ktorych je lie€ivo rozpustené
vo vodnom alebo v olejovom jadre a obklopené poly-
mérnou membranou, pricom nanosféry su systémy tvo-
rené matricou, klbkom polyméru, v ktorom je lie€ivo
rovnomerne rozptylené. Okrem prenaSania lieCiv je
PNPs mézné vyuzit aj ako nosiCe proteinov a DNA do
buniek a tkaniv (Prabhu a kol., 2015; Nagavarma a kol.,
2012).

Polybutylkyanoakrylatové (PBCA) a polyoktylkyanoakry-
latové (POCA) nanocastice mézu byt pouzité pre trans-
port lie€iv alebo inych latok. Alkylkyanoakrylatové mo-
noméry boli dlho zname a uvadzané na trhu ako Super
lepidla, pre svoje adhézne vlastnosti, ktorych vysledkom
su spoje s vysokou pevnostou (Graf a kol., 2009).
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Okrem toho mali uplatnenie aj v medicine, kde boli vyu-
Zivané pre lepenie tkaniv v chirurgii (Vauthier a kol.,
2003). V 1970-tich rokoch Couvreur a spol. (Couvreur a
kol., 1979) predstavili moznost vyuZitia tychto monomé-
rov pre syntézu PNPs ako nosicov lieiv. Odvtedy si
ziskali zvy$eny zaujem vo vyvoji protinadorovej a rako-
vinovej terapie. Polyméry su biologicky kompatibilné a
degradovatelné. Pri syntéze polymérov sa ako iniciatory
pouzivaju hydroxylové iény disociované vo vode, ale
taktiez je mozné pouzit aj iné molekuly ako alkoholy a
aminokyseliny. Podstatou je, aby dana molekula bola
nukleofilna (Nicolas a Couvreur, 2009).

Ich cytotoxicky efekt, bunkova absorpcia a degradacia
zavisia od dizky alkylového retazca monoméru, typu
lieCiva a bunkovych linii. Bolo vykonanych niekolko de-
siatok Studii in vitro aj in vivo experimentoch s réznymi
typmi lie€iv enkapsulovanymi alebo adsorbovanymi na
tychto NPs (Graf a kol., 2009). PBCA NPs pokryté poly-
sorbatom 80 boli UspeSne pouzité pri prekonani hema-
toencefalickej bariéry napriklad s enkapsulovanym da-
larginom (Olivier a kol., 1999) a temozolomidom (Tian a
kol., 2011).

Gemcitabin hydrochlorid, ktory sa pouziva pri lieCbe
nadorov a bol Studovany v POCA nanocCasticiach (Arias
a kol., 2009). V praci porovnavali dva spésoby uchyte-
nia lieCiva v nanocasticiach. V prvom bol gemcitabin
adsorbovany na povrchu nanocastic, kym v druhom
pripade bol pridany pred polymerizaénym procesom. Pri
druhom spésobe bolo zachytené vy$Sie mnozstvo lie€i-
va ako aj jeho pomalSie uvolfiovanie. Cytotoxicita bola
Studovana na L1210 nadorovych bunkach mysi. Ako
volné tak aj enkapsulované lie€ivo vykazovalo v tomto
pripade podobnu protinddorovu aktivitu. Pri in vivo ex-
perimentoch v8ak enkapsulované lieivo v POCA nano-
Casticiach vykazovalo signifikantne vy33iu protinadorovu
aktivitu, ¢o potvrdili aj histologické testy. POCA nano-
Castice ako mozné nosite pre chemoterapeutického
agenta cathin-6-one Studovali v praci Arias a spol.
(Arias a kol., 2011), aby zvysili farmakologicky ucinok
lieCiva. Syntetizované nanocastice sa vyznacovali vy-
raznou hydrofébnostou a povrchovym nabojom za fy-
ziologickych podmienok, €o zvySovalo intracelularnu
absorpciu infikovanych fagocytov.

Snipstad a spol. (Snipstad a kol., 2014) vo svojej praci
Studovali fluorescenéné farbivo Nile Red ako model
hydrofébneho lieCiva enkapsulovaného v PBCA nano-
Casticiach na bunkach PC3 (bunky rakoviny prostaty).
Koncentracia nanocastic, 20 ug/ml, bola pouzita na
zaklade Alamar blue testu viability buniek, vySSie kon-
centracie nanoc€astic uz prejavovali toxické ucinky. Nile
Red enkapsulovany v PBCA nanocasticiach vykazoval
vy&Siu bunkovu absorpiu v porovnani s volne rozpust-
nym liecivom.

Mgrch akol. (March a kol., 2015) predstavili platformu
pre subezné diagnostické a terapeutické ucely pomocou
vzduchovych mikrobublin stabilizovanych PBCA nano-
Casticami, ktoré zaroven sluZili ako kontrastné ¢inidla
pre ultrazvukové zobrazovanie. Zistili, Ze pegylované
PBCA nanocastice mali nizSiu povrchovu hustotu nabo-
ja. Taktiez UspeSne zapuzdrili Fe;O,; nanocastice do
PBCA PNPs. Tieto kombinované nanocastice mézu byt
pouzité pri zobrazovani magnetickou rezonanciou.
Bunkova absorpcia a intracelularna degradacia PBCA,
POCA a P(BCA/OCA) nanocastic bola Studovana na
PC3 a RBE4 (endotelova linia u potkanov) bunkach.
Pouzili model hydrofébneho lie€iva Nile Red 688 pre
Studium zmeny fluorescencie pri degradacii a bunkovej
absorpcii. PBCA nanocCastice degradovali rychlejSie ako
POCA nanocastice, kombinované P(BCA/OCA) stredne
rychlo. Bunkova absorpcia PBCA a POCA nanocastic
bola vy$Sia pre RBE4 bunky ako pre PC3 (Sulheim a
kol., 2016). Cisplatina bola enkapsulovana v PBCA na-
nocasticiach a cytotoxicky ucinok samotného lie€iva, aj
PBCA nanocastic s lieCivom bol $tudovany na MCF-7
(bunky adenokarcindmu prsnika) pomocou MTT testu.
Enkapsulované lieCivo vykazovalo vy$8i cytotoxicky
efekt na MCF-7 bunkach (Haghnazari a kol., 2016).
MTT test bol pouzity aj pre Stidium cytotoxického ugin-
ku imatinib mesylatu enkapsulovaného v PBCA nano-
Casticiach na leukemickych bunkach K562. Toxicky
ucinok enkapsulovaného lieCiva bol opat mierne vysSi
v porovnani s pouzitim samotného lieciva (Hasandoost
a kol., 2017). Stabilita Castic bola rovnaka ako v prvy
deni ich syntézy.

Hoci PBCA a POCA nanocCastice ako prenasace lieCiv
su Castym objektom v predklinickych Studiach, dalej do
2. fazy klinickych &tudii sa zatial' posunuli PBCA nano-
Castice s enkapsulovanym mitoxantronom na lieCbu pre
pacientov s diagnostikovanym hepatocelularnym karci-
némom (Zhou a kol., 2009).

Dorucovanie lieCiv do poskodenych tkaniv méze byt
vykonané pasivnym ako i aktivnym cielenim nanocastic.
Pri pasivnom transporte lie€iv sa vyuziva efekt zvySenej
permeability a retencie v nadorovych tkanivach, znamy
tiez pod skratkou EPR (Obr. 1). Nadorové tkaniva sa
vyznaduju Specialnymi charakteristikami, ktoré ich ana-
tomicky a patologicky odliSuju od zdravych tkaniv.

V désledku zvySenej angiogenézy su nadorové tkaniva
vyrazne prekrvené a kvoli nadmernému a rychlemu ras-
tu rakovinovych buniek dochadza k posSkodeniu endote-
lovych buniek ciev a vznikaju na nich defekty a diery
réznej velkosti. Okrem toho je naruSena a nefunkéna
lymfaticka drenaz, ktora prispieva k akumulaciu makro-
molekul v nadorovych tkanivach (Fang a kol., 2011).
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Obr. 1: Schematické znazornenie lokalizacie nanocastic
v nadorovych tkanivach v désledku EPR efektu, ktory sa
vyuziva pre pasivne cielenie lieCiv.
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Prave preto je pri pasivnom cieleni lie€iv rozhodujica
velkost nano€astic. Pre in vivo aplikacie je vhodna vel-
kost' v rozmedzi od 10 do 200 nm. Rozmery nanocastic
mozno precizne kontrolovat pomocou dynamického
rozptylu svetla s vyuzitim pristroja Zetasizer Nano (Mal-
vern Instruments, UK). Nanodastice s priemerom pod
10 nm su odstranené renalne alebo extravazaciou, kym
NPs s priemerom va&sim ako 200 nm su odstranené
slezinou anad 1 ym suU opsonizované a akumulované
v peceni, slezine alebo kostnej dreni. Morfologia nano-
Castic ma taktiez vplyv na ich transport a distribuciu v
tele, prave preto su sférické nanocastice najCastejSie
Studované (Elsabahy a Wooley, 2012; Petros a
DeSimone, 2010; Banik a kol., 2016). Dal$im faktom
ovplyviujucim zivotnost a cirkulaciu nanocastic v obehu
su ich povrchové vlastnosti. Nano&astice su hned po
vstupe do krvného obehu rozpoznavané ako cudzie
telesa a napadnuté systémom mononuklearnych fago-
cytov. Toto rozpoznavanie Uzko suvisi s procesom op-
sonizacie, pri ktorom su cudzie objekty obalované Spe-
cialnymi proteinmi — opsoninmi, nachadzajucimi sa
v krvnej plazme. Takto oznadeny objekt je viditelny pre
fagocyty a nasledne je nimi odstraneny, najCastejsie ich
akumulaciou v pe€eni av slezine (Owens a Peppas,
2006). Preto je potrebna povrchova modifikacia nano-
Castic réznymi chemickymi skupinami, ktoré moézu
upravovat povrchovy naboj, hydrofilnost, imunogenitu in
vivo, biodistribuciu a intracelularnu dostupnost a tak
vytvorit u¢inny prenos liediv (Owens a Peppas, 2006;
Prabhu a kol., 2015)

Jednym zo spdsobov ako limitovat opsonizaciu PNPs je
kovalentné alebo nekovalentné naviazanie polymérnych
retazcov polyetylénglykolu (PEG), ide o tzv. pegylaciu.
PEG je Spiralovity polymér, v ktorom sa opakuju etylén-
éterové jednotky s dynamickou konformaciou (Jokerst a
kol., 2005). PEG vrstva by mala mat minimalnu hriubku

pre efektivne blokovanie opsoninov. Tato hrubka zvy-
Cajne koreluje s povrchovou hustotou retazcov, konfor-
maciou a molekulovou hmotnostou. Molekulova hmot-
nost PEG moze byt zo SirSieho intervalu (2000-20 000
Da). Ukazalo sa, ze pokrytie nanocastic s PEG, ktora
ma molekulovi hmotnost 2000 Da alebo vysSiu, sa po-
vazuje za dostatocné pre obidenie systému mononuk-
learnych fagocytov. KedZe PEG nie je biodegradovatel-
ny, uprednostnuju sa molekuly PEG s nizSou molekulo-
vou hmotnostou (Garaiova, 2013).

PEG znizuje pbésobenie systému mononuklearnych fa-
gocytov a zvysuje cirkuladny &as v zavislosti od dizky,
typu (linearne alebo rozvetvené) retazcov a hustoty
pokrytia nanoCastic. Vhodny cirkulaény pol&as t;, zavisi
od aplikacie nanocastic. Pre biozobrazovanie je opti-
malny pol¢as 2 — 6 hodin, pre terapeutické ucely je po-
trebny dlhsi pol€as (aj dni), ktory uz vS8ak mbéze mat za
nasledok poskodenie aj zdravych tkaniv. PEG svojou
hydrofilnou podstatou zvySuje rozpustnost a ma vplyv aj
na vyslednu velkost PNPs. PEG je netoxicky a vyuzi-
vany ako stabilizator v procese pripravy nanocastic,
zaroven mbdze byt jeho funkcia nahradena aj inymi mo-
lekulami ako su sacharidy, kopolyméry a lipidy (Jokerst
a kol., 2005)

Aktivne cielenie lie€iv je vykonavané pomocou Special-
ne upraveného povrchu nano€astic (povrch je pokryty
aktivnymi molekulami ako su aptaméry, protilatky, anti-
gény alebo receptory), ktory sa viaze na Specifické re-
ceptory nachadzajuce sa na nadorovych bunkach (Cho
a kol., 2008). Casto pouzivana molekula pre aktivne
cielenie nanocCastic je napriklad kyselina listova. Recep-
tory kyseliny listovej sa vyskytuju na nadorovych bun-
kach vo zvysenej miere, kym v zdravych bunkach nedo-
chadza k ich expresii, alebo sa v nich vébec nenacha-
dzaju (Sudimack a Lee, 2000).

Dal$ou z fyziologickych bariér, ktor treba prekonat pri
cielenom prenose lieCiv je hematoencefalicka bariéra.
Tato bariéra je ochranou mozgového tkaniva pred von-
kajSimi vplyvmi a vznikd vdaka tenkym spojeniam me-
dzi mozgovymi kapilarami tvorenymi jednou vrstvou
epitelovych buniek. Na jednej strane brani prenikaniu
réznych nebezpecénych latok z krvi do mozgu, ale na
druhej strane je prekazkou pri prestupe lie€iv (antibioti-
ka, neuropeptidy a dalSie) do centralnej nervovej susta-
vy. Jednou z moznosti ako dosiahnut’ cieleny prestup
do mozgového tkaniva su nanocastice povrchovo upra-
vené pomocou polysorbatu 80 (Tween 80), ktory zachy-
tava apolipoprotein E z krvnej plazmy. Tieto nanocasti-
ce potom napodobriuju lipoproteiny s nizkou hustotou
a tie mézu interagovat s receptormi, kde najpravdepo-
dobnejSim mechanizmom je endocytéza endotelovych
buniek (Kreuter, 2012).
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Kazda bunka sa charakterizuje svojim Zivotnym cyklom,
ktory ur€uju jednotlivé fazy, po€as ktorych rastie a rep-
rodukuje sa. Poget a dizka tychto faz sa lii od typu
buniek (Alberts a kol., 1998). Chemoterapeutika zasa-
huju do jednotlivych faz a narisaju ich normalny prie-
beh, ¢o vedie k zastaveniu rastu a k bunkovej smrti —
apoptoze. Existuje viacero skupin chemoterapeutik pod-
la spdsobu ich u€inku a chemickej Struktury.

Taxany zahriuju skupinu chemoterapeutik interaguju-
cich s mikrotubulami nadorovych buniek po¢as mitotic-
kého delenia. Medzi najznamejsie patria paklitaxel a
docetaxel (Yared a Tkaczuk, 2012). V roku 2010 bol
kabazitaxel schvaleny Uradom pre kontrolu liegiv a po-
travin v USA, ako nové terapeutické lieCivo pre pacien-
tov kastracne-rezistentného karcindbmu prostaty ako
nahrada jeho prekurzoru docetaxelu, voéi ktorému si
karcindm vytvoril rezistenciu (De Bono a kol., 2010).
Kabazitaxel, znamy pod menom Jevtana, je na Sloven-
sku dostupny od roku 2011. Toto lieCivo je hydrofébne

a viaZze sa na tubulin, na ktorom vd'aka 2 metyloxylovym
retazcom meni afinitu k P-glykoproteinu, €im zvySuje
8ancu predist rezistencii. Taktiez mé vyuZitie aj pri lie¢-
be rakoviny prsnika (Yared a Tkaczuk, 2012). Kabazita-
xel polymerizuje mikrotubuly a tym stabilizuje mitotické
vretienko, ¢im dochadza k inhibicii bunkového delenia
(Cheetham a Petrylak, 2013).

In vitro cytotoxicky ucinok kabazitaxelu enkapsulované-
ho v PBCA a POCA nanocasticiach, ako i samotného
kabazitaxelu sme Studovali na bunkovych liniach lud-
ského adenokarcinomu prsnika (MDA-MB-231) a gliob-
lastdbmu (P3) pomocou Alamar Blue testu. Na Obr 2.
vidime krivku zavislosti viability buniek od logaritmu
koncentracie kabazitaxelu, enkapsulovaného ineenkap-
sulovaného pre MDA-MB-231 bunkovu liniu po 72 hodi-
novej inkubécii (Obr. 2A.) a pre bunky P3 glioblastému
(Obr. 2B.). Vidime, ze kabazitaxel, ktory slizi ako inhibi-
tor v procese bunkového delenia, bol u€innejsi pri bun-
kovej linii glioblastomu P3, pri ktorej uz po 48 hodinach
vykazoval takmer 100 % cytotoxicky ucinok, pravdepo-
dobne kvéli rapidnejSiemu rozmnoZovaniu tychto bu-
niek. Kym viabilita MDA-MB-231 buniek po 72 hodinach
expozicie kabazitaxelu klesla len na urovern ~30 %.

Obr. 2: Zavislost viability buniek (%) od logaritmu koncentrédcie lie¢iva po oSetreni réznymi koncentraciami enkapsulo-
vaného v PBCA a POCA nanocasticiach a neenkapsulovaného lieCiva (kabazitaxelu) pre MDA-MB-231 bunky a inkuba-
cii 72 hodin (A), P3 bunky a inkubdcii 48 hodin (B). Krivky zodpovedaju fitu 4-parametrickej rovnice. Data su prezento-

vané ako priemer £SD (n=2-3).
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Polyalkylkyanoakrylatové nanoc&astice mézu sluzit ako
nosice lie€iv. SU vhodné napriklad aj pre enkapsulaciu
hydrofébneho lie€iva, kabazitaxelu, ktory bol vyvinuty
pre pacientov s kastracne-rezistentnym karcindmom
prostaty. Toto lieCivo vS8ak mdze byt pouzité aj pri lieCbe
rakoviny prsnika a mozgovych nadoroch, nakolko pd-
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sobi ako inhibitor mitotického bunkového delenia. En-
kapsulovany kabazitaxel v PBCA a POCA nanocasti-
ciach, aj neenkapsulovany, vykazoval podobnu cytoto-
xicitu pre jednotlivé skumané koncentracie na bunko-
vych liniach rakoviny prsnika (MDA-MB-231) a glioblas-
tomu (P3), ¢o potvrdzuje, Zze samotné nanocastice ne-
brania uvolfiovaniu a prenikaniu lie€iva do buniek.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

RNA interagujuce

s PIWI proteinmi maji potencidl
pre onkologicku liecbu

PiRNAs are the most abundant group of small non-coding RNAs
represented across the whole spectre of organisms. They play crutial
role in genome stability maintenance during early development. Re-
cent studies showed their presence in adult organism uncovering their
role in epigenetic regulation of gene expression. This article reviews
recent findings about piRNAs and their potential in oncologic diseases
treatment.

Pirna, small non-coding rnas, cancer, RNA interference, PIWI prote-
ins, genes expression regulation, transposones, genome stability

Neustalou snahou v lieCbe onkologickych ochoreni je
nachadzat také prostriedky, ktoré nielen umoznia Upiné
vylieCenie, ale tiez také s minimom vedlajSich ucinkov.
Nesporne vyznamnu ulohu v 8anci na vylie€enie zohra-
va ivCasnost zachytu malignity, jej charakterizacia
a nastavenie terapie k najvy$3ej efektivite pre dany typ
ochorenia. K tomu je potrebné hladat vhodné prognos-
tické a prediktivne markery a terapeutické ciele, ktoré
zacielia vyhradne nadorovo transformovanu bunku.

Vyskum posledného desatrocia odkryl ,novych hracov*
v regulacii génovej expresie. Su nimi molekuly zo sku-
piny kratkych nekddujucich RNA — piRNA (RNA intera-
gujuce s PIWI proteinmi), ktorych hlavnou ulohou je
udrziavanie gendmovej stability prostrednictvom umico-
vania transponovatelnych elementov. O tychto moleku-
lach sa pbdvodne predpokladalo, Ze sa vyskytuju iba
v zarodoCnych bunkach, aviak recentné Studie ukazuju,
Ze sa nachadzaju aj u dospelych jedincov, a navySe ich
expresné hladiny sa vyznamne liSia medzi zdravym
a nadorovym tkanivom. Tieto vlastnosti piRNA ich pred-
ur€uju k uplatneniu v lie¢be onkologickych ochoreni.
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RNA interagujuce s PIWI proteinmi, skratene piRNA, su
endogénne kratke nekédujuce RNA s dizkou asi 26 — 31
nukleotidov. Prva Studia o ich regulatnom potenciali u
cicavcov pochadza z roku 2006. Tym Aravin a kol.
(2006) opisuju skupinu kratkych nekédujucich RNA v
samgich zarodoénych bunkach mysi s dizkou asi 26 —
31 nukleotidov. Tato diZka ich jednoznaéne zaraduje do
inej skupiny ako su uz dobre zname miRNA a siRNA,
ktoré maju zvy&ajne dizku 20 — 23 nukleotidov.

Piwi proteiny, ktoré vytvaraju komplexy s molekulami
piRNA, su evoluéne vysoko konzervované a vyskytuju
sa u rastlin i zivo¢ichov (Cox a kol., 1998). Piwi proteiny
patria do rodiny takzvanych argonautovych proteinov.
Komplex piRNA a asociovaného PIWI proteinu, moze
posttranskripéne regulovat expresiu tak, ze piRNA fun-
guje ako rozpoznavacie miesto oblasti transkriptu na
principe komplementarity a s fiou asociovany PIWI pro-
tein ma nukleazovu aktivitu, ktora tento transkript de-
graduje.

Ukazalo sa, ze piRNA su derivované z diskrétnych ge-
nomickych lokusov, pri€om tieto lokusy obsahuju najma
defekiné transpozény (Brennecke a kol., 2007), ¢o ich
preduréuje k ich regulacii na komplementarnom princi-
pe. Preto mdézeme usudzovat, Ze primarnou ulohou
piRNA je kontrola mobility transpozénov, a tym udrzia-
vanie stability genému.

Repetitivne elementy pritom tvoria az polovicu genému
Cloveka a asi 40 % gendmu mysSi a hraju ddlezitu ulohu
v Strukture chromatinu, ¢im ovplyviuju i expresiu prilah-
lych génov (Waterston a kol., 2002; Slotkin a Martien-
ssen, 2007; Goodier a Kazazian, 2008). PiRNA su dble-
Zitymi ochrancami genému prave v zarodoény bunkéach,
pretoZe ide o kritickl fazu vyvinu, ked kazda mutécia
spbsobena TE (transponovatelné elementy) ma poten-
cial prenosu do dalSej generacie.
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PIRNA ma ulohu aj v udrziavani hladin modifikacie
H3K9me3, ktora ma v zarodolnych bunkach taktiez
efekt represora na repetitivnych sekvenciach typu LI-
NEs (Pezic a kol., 2014). Zaujimavé je, Zze tato pomo-
cou piRNA sprostredkovana represia chromatinu cieli
vyhradne na TE s plnou diZkou, teda iba na tie, ktoré su

aktivne. Toto zistenie odkryva pozoruhodnu schopnost
piRNA rozpoznavat aktivne elementy spomedzi mnoz-
stva fragmentov genomickych transpozénov, ktoré bun-
ka obsahuje. Dal$i prehlad spdsobov ovplyviiovania
génovej expresie prostrednictvom piRNA je na Obrazku
1.

Obr. 1: Tri cesty ovplyviiovania aktivity transpozénov komplexmi Piwi-piRNA (Guo a Wu, 2013)

Schéma vlavo ukazuje represiu expresie transpozonov zvySenim metylacie CpG oblasti DNA. Metylacia nastava bud’ v oblasti
upstream, alebo priamo v kédujlcej oblasti transpozénu. Schéma uprostred ukazuje zniZenie expresie transpozénov pomocou
remodelacie chromatinu v blizkosti transpozénovej DNA. Vpravo je docielené degradacie transpozénového transkriptu komple-
mentarnym parovanim s piRNA v komplexe Piwi-piRNA a nukleazovou aktivitou PIWI.
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Za najpodstatnejSiu funkciu komplexov PIWI-piRNA je
povazovana schopnost represie mobilnych elementov.
Tento predpoklad je podporeny najma faktom, ze vacsi-
na piRNA maju protizmyselnt sekvenciu k transpozoé-
nom v gonadach drozofily. Preto su transpozény pova-
Zované za ich primarne ciele. NajsilnejSim dbékazom
toho su nezavislé Studie naprie€ viacerymi druhmi, ktoré
preukazali kontrolu transpozénov prostrednictvom Piwi-
piRNA u drozofily (Brennecke a kol., 2007), mysi (Ara-
vin a kol., 2006) a rybky Danio rerio (Houwing a kol.,
2007).

V suvislosti s nadormi boli prvotne skimané samotné
Piwi proteiny a postupne sa v tumorigenéze preukazo-
val i vyznam Piwi v komplexe s molekulou piRNA (Su-
zuki a kol,. 2012). Dalej nadmerna alebo nedostatoéna
expresia piRNA cieliacich mRNA (vratane takych, ktoré
obsahuju transpozénovu sekvenciu v 3’'UTR oblasti)
mdbze teoreticky zohravat Ulohu v jej degradacii alebo
inhibicii expresie tumor-supresorovych génov alebo
onkogénov. Potom hladina expresie konkrétnej piRNA
priamo koreluje s expresiou nadorového supresoru ale-
bo onkogénu.

Okrem toho narusenie fyziologickych hladin piRNA,
ktoré za normalnych okolnosti suprimuju aktivitu TE,
méze ulahéit' retrotranspoziciu, zvySit tym gendémovu
nestabilitu a prispiet’ tak k tumorigenéze. Aj ked je preu-
kazana vyrazna disregulacia expresnych hladin piRNA
v nadore v porovnani so zdravym tkanivom, nie je jasna
Uloha a postavenie tychto molekul v ramci tejto patoge-
nézy. Zo studii vyplyva dilema, Ci je zvysena alebo zni-
Zena expresna hladina konkrétnej piRNA sprievodnym
znakom nadoru, teda désledkom inych zmien v geno-
me, alebo je faktorom, ktory tento stav vyvolava a riadi.
Dékazom toho, Ze ma vyznam sa tymito molekulami
zaoberat' v suvislosti s lie€bou onkologickych ochoreni
je aj fakt, ze v sucasnosti prebieha priblizne 20 klinic-
kych $tudii zaloZzenych na technoldgii miRNA alebo
siRNA. Prikladom je lie€ivo od firmy Calando Pharma-
ceuticals pod nazvom CALAA-01 zo skupiny siRNA vo
faze klinického hodnotenia 1b. Tato molekula cieli pod-
jednotku ribonukleotidovej reduktazy, doésledkom ¢oho
je inhibicia tumoru. Nosi¢om lie€iva je nanocastica v
priemere mensia ako 100 nm.

Zo skupiny miRNA je najznamejs$im lieCivom modifiko-
vana microRNA, ktora sa komplementarne viaze na
endogénnu miR-122 pod komerénym nazvom Miravir-
sen. Tato molekula, v sucasnosti vo faze klinického
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hodnotenia 2b, sa pouziva na terapiu hepatitidy C. Vi-
rus hepatitidy C potrebuje miR-122, aby sa mohol repli-
kovat, ale neméze tuto molekulu utilizovat v pripade, ze
je viazana na miravirsen.

LieCiva fungujuce na béaze interferencie s cielovou mo-
lekulou teda maju svoje miesto v terapii réznych ocho-
reni. Vzhladom na to, Ze ide o pomerne nedavne objavy
a klinické studie trvaju aj desatrocia, eSte potrva nejaky
¢as, kym sa stanu stabilnou sucastou farmaceutickej
vyroby. Potencial vSak maju nielen vdaka efektivnemu
a selektivnemu uc&inku, ale aj vdlaka minimu vedlajSich
UCinkov. Lie€iva na béze kratkych nekddujucich RNA
totiz mozno zaradit do takzvanych direct target drugs.

PiRNA predstavuju najvacsiu skupinu molekul zo skupi-
ny kratkych nekodujucich RNA vébec. Medzi ich funkcie
patri udrZzovanie stability zarodo¢nych buniek, umi€ova-
nie transpozonov, ale aj riadenie expresie génov, ktoré
obsahuju transpozény, najCastejSie vo svojej 3UTR
oblasti. Pévodna domnienka ich vyhradného vyskytu
v zarodo€nych bunkach je dnes minulostou a vieme, Ze
piRNA su abundantne exprimované vo vSetkych tkani-
vach Cloveka a navySe ich hladiny su tkanivovo Speci-
fické. V nadorovom tkanive sa expresné hladiny piRNA
liSia od expresnych hladin v zdravom tkanive. Nejde
pritom o univerzalne pravidlo — hladina niektorych kon-
krétnych piRNA je zvySena a niektorych, naopak, zni-
Zena. Specificka expresia a vyskyt v krvnom obehu ich
preduruju aj k pouzitiu ako neinvazivnych prognostic-
kych biomarkerov nadorovych ochoreni. Regula¢né
schopnosti piRNA v ramci bunky im zasa davaju poten-
cial stat sa vyznamnymi terapeutickymi cielmi lieCiv
najnovsej generacie. V buducom vyskume treba objas-
nit ich podrobnejSiu ulohu v patogenéze onkologickych
ochoreni, a to najma nakoflko su ich deregulované hla-
diny pric€inou, ¢i désledkom nadorovej transformacie.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Esencidlne oleje vo vzifahu

k mikroorganizmom

Essential oils are the volatile liquids that are distilled from aromatic
plants. Each essential oil is composed of dozens (sometimes hun-
dreds) of individual components at quite different concentrations that
work together synergistically. Their most common constituents are
terpenes, aromatic and aliphatic compounds. Essential oils have
many scientifically-proven health benefits, one of which is their potent
antimicrobial qualities. With some strains of microorganisms becoming
increasingly resistant to the current array of manufactured antibiotics.
Scientists and medical professionals are beginning to recognize the
potential of essential oils as a sources for broad-spectrum antimicro-
bial drugs and agents for decontaminating an indoor environment.
Essential oils could be used as models for further studies in vivo and
clinical trials.

Essential oils, antimicrobial activity, antimicrobial resistance, indoor
environment

Esencialne oleje su sekundarne metabolity rastlin. Defi-
nujeme ich ako prchavé, intenzivne vorajuce zmesi
prirodnych latok olejovej konzistencie, su lipofilné, vo
vode tazko rozpustné, moézu obsahovat asi 20 az 60
rozmanitych zlu€enin v réznych koncentracidh. Po che-
mickej stranke su tvorené uhlfovodikmi (monoterpény a
seskviterpény) a oxidovanymi zlu€eninami (alkoholy,
estery, étery, ketdny, laktény, aldehydy, ketény fenoly a
fenol étery). Chemické zloZenie esenciadlnych olejov
variruje od oleja k oleju. Toto zloZzenie je ovplyvnené
mnozstvom faktorov, ako napriklad &astou rastliny,
z ktorej bol olej ziskany, regionom, podnebim, nadmor-
skou vySkou, destilaénym procesom. Bola preukazana
synergia (spolupdsobenie) jednotlivych chemickych la-
tok v esencialnych olejoch. Takto vSetky zloZky esen-
cialneho oleja prispievaju k jeho vyslednej chrakteristike
a ucinku.
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Velké mnoZstvo esencidlnych olejov ma antimikrobialny
ucinok, t. j. u€inkuju na potlaCenie rastu a rozmnoZova-
nia alebo usmrcuju réznych pdvodcov infek&nych ocho-
reni.

Antimikrobialne latky mézu byt oznadované podla typu
mikroorganizmov, proti ktorym predovSetkym pdsobia.
Napriklad antibakterialne latky sa pouzivaju proti bakté-
riam, antifungalne latky sa pouzivaju proti hubam. Latky,
ktoré usmrcuju mikroorganizmy, sa nazyvaju mikrobi-
cidne. Tie, ktoré len potla¢aju ich rast, sa nazyvaju bio-
statické.

Schopnost’ mikroorganizmu odolat antimikrobialnej lie¢-
be, ktora bola predtym U&inna sa vo vSeobecnosti ozna-
Cuje ako antimikrobialna rezistencia. Je pri€inou ¢astého
zlyhavania Standardnej terapie. Vzhladom na velmi
kratky zivotny cyklus su mikroorganizmy velmi adapta-
bilné voéi okolitym podmienkam a nové generacie, ktoré
vznikaju si nesu geneticku informaciu s rezistenciou a s
inymi vyhodami oproti starSim generaciam. Preto je do-
lezité hladat nové Ucinné antimikrobialne latky (Pidot et
al., 2014). V tomto zmysle su obzvlast zaujimavé prave
zmesi prchavych sekundarnych metabolitov rastlin —
esencialne oleje. Na rozdiel od chemickych latok vyra-
banych v laboratériach sa chemické latky v esencialnom
oleji rastliny mdézu menit a prispdsobovat sa vonkaj$im
podmienkam prostredia a evolucii. Prave prispdsobivost
zaujala vedcov a zdravotnikov pri hfadani novych latok s
antimikrobialnym ucinkom. Esencialne oleje sa pre svoje
lieCivé ucCinky pouzivali uz v dobach, kedy ludstvo ne-
malo ziadne vedomosti otom, ¢o su baktérie alebo
ucinné latky.

Esencialne oleje v porovnani s dostupnymi antibiotikami
vykazuju Casto ucinok aj k rezistentnym bakterialnym
kmerfiom (Warnke a kol., 2009). Medzi najCastejSie tes-
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tované baktérie patri hlavne methicilin rezistentny Stap-
hylococcus aureus (MRSA). Mnohé prace poukazuju na
synergicky (spolupdsobiaci) u€inok esencialneho oleja
s bezne uzivanymi antibiotikami, ¢o by mohlo viest k
zniZeniu ich spotreby a zmenseni rychlosti narastu bak-
terialnej rezistencie. Citlivost patogénov Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli a Pseudomonas aerugino-
sa sa napriklad zvysSila pouzitim kombinacie bezne pou-
zivanych lieCiv, ako su beta-laktamové antibiotika, chlo-
ramfenikol a chinolény s geraniolom (Warnke a kol.,
2009). Ina Studia (Fadli a kol., 2012) poukazala na sy-
nergicky ucinok esencialneho oleja z Thymus marocca-
nus (Lamiaceae) sjeho hlavnou zloZzkou karvakrol
(76,35 %) s niekolkymi bezne pouzivanymi antibiotikami
(ciprofloxacin, gentamicin, pristinamycin, cefixim) na
rézne patogény (Escherichia coli, Salmonella sp., Ente-
robacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Vibrio chole-
rae, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Bacil-
lus cereus, Micrococcus luteus, Staphylococcus aure-
us).

Esenciélne oleje s biocidnou aktivitou boli pouzité aj na
vyvoj alternativnych dezinfekénych stratégii pre vnutor-
né prostredie alebo v potravinarskom priemysle, na
kontaminovanych povrchoch a zariadeniach v prostredi
na spracovanie potravin (Jun a kol., 2010; Nowak a kol.,
2012). Bola potvrdena aj ucinnost niektorych esencial-
nych olejov na zabranenie tvorby biofilmu Listeria mo-
nocytogenes (De Oliviera akol.,, 2010) a Salmonella
enterica (Valeriano akol.,, 2012) na nehrdzavejucich
ocelovych povrchoch.

Pocas odparovania maju niektoré esencialne oleje sil-
nejSie antimikrobialne ucinky, ako keby sa pouZili
v tekutom stave (Tyagi a kol., 2010; Puskarova a kol.,
2017). K zvy8enému antimikrobidlnemu pésobeniu do-
chadza v doésledku kombinacie odparenych olejov so
zapornymi ionmi v ovzdu$i, ¢im sa zaroven dosahuje
precistenie ovzdus$ia a dezinfekcia (Tyagi a kol., 2010).

Antimikrobialny Ga&inok esencidlnych olejov zavisi od
chemického profilu esencidlneho oleja (Bakkali a kol.,
2008), preto je pre testovanie nevyhnutné vybrat esen-
cialne oleje, ktoré maju chemické zlozenie potvrdené
plynovou chromatografiou a hmotnostnou spektromet-
riou (GC/MS), €o je najbeznejSia a nevyhnutna technika
pouzivana na analyzu chemického zlozenia. Podla lite-
ratiry (Kalemba a Kunicka 2003) ucinnost antimikro-
bialnych latok klesa v poradi: fenoly > aldehydy > ketény
> alkoholy > estery > uhlovodiky. Jeden esencialny olej
obsahuje niekolko hlavnych aktivhych zloZiek, ako su
napriklad tymol, pinén, eugenol, limonén, linalol, karvak-
rol a cely rad zlu€enin s niz§im percentualnym zastupe-

nim. Oleje bohaté na fenoly su napriklad klin¢ek (viac
ako 85 %), oregano (viac ako 80 %) alebo tymian (viac
ako 60 %). Hlavnou zloZkou levandule su alkoholy (viac
ako 58 %), v pripade Salvie su to estery (viac ako 75 %).
Medzi esencidlne oleje, v ktorych dominantnou chemic-
kou latkou su aldehydy patria napriklad citrénova trava
(viac ako 85 %) a Skorica-cassia (viac ako 85 %). Hlav-
nou zlozkou ¢ajovnikového esencialneho oleja su uhlo-
vodiky monoterpény (viac ako 70 %).

Pre testovanie antimikrobialneho ucinku esencialnych
olejov sa najCastejSie vyuzivaju metddy vyvinuté Spe-
cialne pre testovanie antibiotik, hoci ich prevedenie mu-
si byt rozlicne modifikované vzhladom na nedostato¢nu
rozpustnost esencialnych olejov vo vode a ich prcha-
vost.

Priamy kontakt mikroorganizmu s testovanou latkou sa
vyuziva pri diskovej difuznej a dilu¢nej metode.

Diskova difuzna metéda pouziva jednu koncentraciu
testovanej latky, ktora sa aplikuje na kruhovy filtracny
papier (Obr. 1). Inhibiéna zéna (namerana velkost plo-
chy odumretych mikroorganizmov) indikuje, &i je kmer
citlivy, rezistentny, alebo stredne citlivy. Pre jednotlivé
antibakterialne chemoterapeutika a testované baktérie
su stanovené hrani¢né velkosti inhibiénych zén v mm.
Ako citlivy sa oznaCuje kmen so zénou rovnakou alebo
vacSou ako je hraniéna velkost, za rezistentny kmen so
zénou mensou ako ma Standardny kmen pre rovnaky
druh baktérii (http://www.eucast.org).

Diluéna metéda umoznuje zistit najmensiu koncen-
traciu esencialneho oleja, ktord vyjadruje mieru citli-
vosti mikroorganizmu v tekutych alebo agarovych Ziv-
nych pddach. Stanovuje sa minimalna inhibiénd kon-

99,9 % prislusnikov populacie vySetrovanych mikroor-
ganizmov (NCCLS,1999).

Nepriamy kontakt mikrorganizmu s testovanou latkou
predstavuje moznost testovat antimikrobialne ucinky
vyparov esencialnych olejov (Obr. 2). V tomto pripade je
esencialny olej umiestneny mimo Zivnu pédu a do kon-
taktu s testovanym mikroorganizmom sa dostavaju iba
jeho vypary (Inouye a kol., 2003). Pri tomto spbsobe
testovania bol experimentalne zaznamenany vyraznejsi
ucinok esencialnych olejov najma u mikroskopickych
vlaknitych huab (Tulio a kol., 2007; Tyagi a kol., 2011;
Puskarova a kol., 2017). Jednym vysvetlenim moze byt
kombinovany uc¢inok pésobeni plynov a nepriameho
pdsobenia zivnej pddy s absorbovanou silicou. Huby
rastu viac na povrchu a su teda viac vystavené vplyvu
par, zatial €o u baktérii prevlada vplyv silic akumu-
lovanych v substrate. Inym vysvetlenim méze byt vse-
obecne vacsie citlivost hub vodi siliciam.
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Obr. 1: Diskova difiizna metéda.

Citlivost bakterialneho kmeria Staphylococcus aureus na
esencialne oleje (5 ulldisk) oproti citlivosti na chloramfenikol
(30 pg/disk), kontrola (disk bez oleja).

Obr. 2: Priklad testovania antimikrobialnych ucinkov
vyparov esencialnych olejov.

Metéda mikroatmosféry. Antifungalny ucinok vyparov nerie-
deného esencialneho oleja tymian na kmene: zlava Aspergil-
lus fumigatus, Chaetomium globosum, Alternaria alternata.
Pouzita koncentracia oleja 1 ul / ml vzduchového priestoru.

ZAaver

Antimikrobialna rezistencia sa v dnednej dobe stala
vaznym celosvetovym problémom. Do popredia sa pre-
to dostava hladanie novych ucinnych latok s potencial-
nou antimikrobialnou aktivitou, ktoré by mohli pomoct
prekonat tento problém a zlepSit lieCbu infekénych
ochoreni. Pocet Studii, ktoré sa zaoberaju antimikrobial-

nymi vlastnostami esencialnych olejov alebo ich jednot-
livych zloZiek neustale stupa a ziskané vysledky su
vefmi povzbudivé. AvSak zaoberaju sa hlavne aktivitami
in vitro. Je nedostatok informacii o toxicite, systémovej
farmakokinetike a farmakodynamike u ludi a tak tieto
prirodné zlu€eniny, kym dostanu svoje miesto vo farma-
koterapii, Caka este dlhy proces testovania. Aj napriek
tomu, ze vysledky in vitro $tudii nem6zu byt prenesené
na komplexny zijuci systém, indikuju silny antibioticky
potencial esencidlnych olejov a poukazuju aj na ich
mozné vyuzitie pri dezinfekcii réznych materidlov, po-
vrchov a vnutorného prostredia.
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RNA interferencia - ,,ndhodny* objav
premysleného mechanizmu

The discovery of RNA interference by Fire and Melo has opened up a
new arena for research in molecular biology and this technique of
gene silencing is looking for its application also in medicine where it
possibly may treat various important diseases RNA interference is
process of posttranscriptional regulation of genes cause by interfering
RNAs. Interfering RNAs are 21-23 nucleotide RNA duplexes which
derived from longer double stranded RNA. Dicer and RISC play im-
portant role in process of RNA interference.

RNA interference, Caenorhabditis elegans, MRNA, gene expression

Termin ,RNA interferencia“ (RNAi) oznaluje proces
inhibicie génovej expresie vyvolany pritomnostou dvoj-
vlaknovej RNA (dsRNA). V odbornej literature sa pojem
RNA interferencia zacal pouzivat’ v roku 1998, ked' sku-
pina C. Mela publikovala v ¢asopise Nature vplyv dvoj-
vlaknovej RNA na expresiu viacerych génov u hlistovca
Caenorhabditis elegans a pozorovany jav nazvali ,gene
silencing®, teda stiSovanie génov. Po vyjdeni tejto publi-
kacie sa spustila lavina s dékazmi o pritomnosti RNAI aj
v ostatnych Zivych organizmoch od hub cez rastliny az
po Zivoc&idnu riSu (Basyuk a kol., 2004).

Indicie o existencii regulacie génov na urovni mRNA
prichadzali uz niekolko rokov pred tym. Zda sa, Ze pr-
vymi boli Romano a Macino v roku 1992. Tito vniesli do
huby Neurospora crassa exogénnu sekvenciu, ktora
potladila pdsobenie karotenogénnych génov a z huby sa
docasne stal albin bez pigmentov. V pripade N. crassa
eSte nemOzeme hovorit o objave RNAI, kedZe vedci
nevedeli opisat mechanizmus akym vyvolavaju pozZa-
dovany fenotyp. Tomuto momentu sa vSak pripisuje
dblezitost, pretoze Romano a Macino napriek neznalos-
ti vnutrobunkovej masinérie RNAI, na zaklade ziskanych
vysledkov prisli k spravnemu zaveru, ze v ich modelo-
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vom organizme dochadza k regulacii génovej expresie.
A navy$e, tuto regulaciu vedeli sami indukovat pomo-
cou exogénnej RNA (Romano a Macino; 1992). Autori
nazvali tento fenomén ,quelling“, teda zhasanie.
Zaciatkom devatdesiatych rokov bol aj v rastlinach opi-
sany fenomén posttranskripného stiSenia expresie
génu (tzv. PTGS - post transcriptional gene silencing).
Cielom bolo ziskat hibSi odtief modrych kvetov petunii.
Zosilnena expresia génu pre enzym chalon syntazu,
ktory sa zucastriuje na produkcii modrého pigmentu,
neviedla k zvySeniu intenzity sfarbenia, ale kvety vyras-
tali biele alebo bielo sektorované. Aj jeho podstata, Ze
ide o proces totoZzny s RNAI, bola vysvetlena az po ob-
jave RNAI v C. elegans.

V roku 1995 mali vedci Guo a Kemphues stastnu ruku
pri vybere modelového organizmu a pri dizajnovani ex-
perimentu. Pomocou injektovania sense a antisense
RNA do hadatka C. elegans sa im podarilo vyradit gén
par-1 zodpovedajici za asymetrické delenie zarodoc-
nych buniek. Vedcom nebolo jasné, ¢o pritomnost sen-
se a antisense RNA vtele C. elegans spdsobuje, ale
boli schopni dizajnovat’ experiment, pri ktorom cielene
oslabili expresiu kindzy zodpovednej za tvorbu asymet-
rickych dcérskych buniek. Ze dosiahnuty efekt bol
Stastna nahoda, ukazali o tri roky neskdr Fire a Melo,
ktori ukazali, Ze experiment postaveny na injektovani
sense RNA do hadatka dosiahol poZzadovany efekt sy-
metrického delenia len v dosledku kontaminacia sense
vlakna s antisense, ktoré spolu hybridizovali za vzniku
dsRNA.

Pritomnost dsRNA v bunkach sa ukazala ako klu¢ova.
AZ Fire a Melo so spolupracovnikmi dokazali, Ze Speci-
ficka exogénna dsRNA vnesena do organizmu interferu-
je s vybranym génom a oslabuje jeho prejav. Zaroven
ukazali, ze jednovlaknova RNA, &i uz sense alebo anti-
sense, tento efekt vyvola minimalne, pripadne voébec.
Fire s Melom pokracovali v Studiu objaveného mecha-
nizmu, prisli na to ako efektivne stisit génovu expresiu a
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navrhli niekolko moznych mechanizmov ako sa to deje.
Ako sa neskdr ukazalo, ani jeden z nich nebol spravny,
ale téza ktoru vyslovili spravna bola: ,RNA interferencia
pravdepodobne existuje pre biologické potreby orga-
nizmu aumozhuje im fyziologicky gene silencing“.
V roku 2006 bola obom vedcom za tento objav udelena
Nobelova cena za fyziolégiu alebo medicinu.

RNAIi vyuziva Siroké spektrum organizmov na rdzne
UCely. Rastlinam aj zivo¢ichom umozriuje RNAI supre-
siu mobilnych transpozémov a brani akumulacii repeti-
tivnych DNA sekvencii, ¢im si udrZiavaju integritu ge-
nému. Zarovefi im pomaha bojovat' proti RNA virusom.
A v neposlednom rade, funguje ako mechanizmus regu-
lacie expresie vlastného gendmu. Regulacia sa odohra-
va v dvoch stupfioch: 1) na drovni transkripcie, pomo-
cou transkripénych faktorov a réznych mechanizmov
ako su acetylacia histonov a metylacia DNA, 2) na
urovni translacie cez procesovanie mRNA, jej translaciu
a interferenciu.

RNAI je stupnovity proces, ktory je aktivovany pritom-
nostou dsRNA v bunke. Pévod dsRNA mdze byt rézny.
Endogénne dsRNA syntetizuju bunky sami. MéZu byt
bud kédované v gendme vo forme ,fold-back® RNA
(Bartel, 2004) alebo pochadzaju z RNA virusov, ktoré
infikovali bunku ata ich replikuje (Waterhouse a kol.,
2001). Exogénne dsRNA siU syntetizované umelo
v laboratériu a do buniek su vnesené injektazou alebo
cez rastové médium. U jednobunkovych organizmov
vedci vyvinuli techniku, ktora kombinuje oba predoslé
spbsoby: pomocou molekularno-biologickych technik
boli do buniek vnesené DNA plazmidy, ktoré po stimu-
lacii externou nizkomolekulovou latkou dokazu v bunke
syntetizovat dsRNA s poZadovanou sekvenciou, a tak
znizit alebo vyradit' efekt vybraného génu (Ngo a kol.,
1998). Znalost ,Citania“ gendmu vedcom umozriuje syn-

Obr. 1: R6zne mechanizmy RNA interferencie

tetizovat dsRNA komplementarne k lubovolnej protei-
novej sekvencii, vyradovat' tym aktivitu proteinu a podla
fenotypu odvodit jeho moznu funkciu.

dsRNA méze vyvolat’ az tri rozne druhy interferenénych
RNA akazdy typ RNA dalej spusta iny mechanizmus
RNAi (Meister a Tuschl, 2004). Gendmom kdédované
dsRNA su eSte vjadre procesované endonukleazou
Drosha za vzniku interferenénych micro RNA (miRNA) a
tie s posuvané dalej do cytoplazmy. V cytoplazme sa
mozu nachadzat dalSie dva druhy interferenénych RNA:
,short-interfering® RNA (siRNA) a ,repeat-associated
short interfering RNA (rasiRNA). V3etky tri druhy su
dvojvlaknové a maju velkost okolo 20 bazovych parov.
V cytoplazme su v3etky rozpoznané daldou endonukle-
azou Dicer (Lee a kol., 2002). R6zne organizmy koduju
rézny pocet génov pre Dicer. Predpoklada sa, Ze orga-
nizmy s viacerymi mechanizmami RNAI koduiju aj viace-
ro enzymov Dicer, aby $pecificky Dicer mohol rozpoznat
spravny typ interferenénej RNA a aktivovat konkrétnu
drahu pre RNAI (Bernstein a kol., 2001). V dalSom kro-
ku interferencnej kaskady sa zacinaju jednotlivé me-
chanizmy diferencovat’ na tri rbzne mechanizmy. 1. na
mMiRNA a siRNA sa viaze niekolko proteinov s ktorymi
vytvaraju ribonukleoproteinovy komplex RISC. Po sfor-
movani RISC dbjde k rozpleteniu dvojvlaknovej interfe-
rencnej RNA, ktora je jeho suc€astou. Takto pripraveny
RISC rozpozna v cytoplazme sekvenciu na mMRNA
komplemetarnu k interferenénej RNA a postiepi ju
(Hammond a kol., 2000). 2. miRNA vytvori namiesto
komplexu RISC komplex miRNP, ktory sa naviaze na
mRNA &im zablokuje proces translacie bez degradéacie
cielovej mRNA (Bartel, 2004). 3. rasiRNA vazbou so
Specifickymi proteinmi vytvara komplex RITS, tento sa
viaze na chromatin, moduluje jeho stav a tak ovplyviiuje
expresiu génov (Meister a Tuschl, 2004) (Obr. 1).

| I I [ dsRNA
l rozpoznanie dsRNA enzymom Dicer,
a jej poStiepenie na siRNA
[ I siRNA
RITS l formovanie komplexu miRNP
RISC/ RITS / miRNP
modifikovanie / RISC inhibicia
chromatinu translacie
rozpoznanie komplementarnej
l sekvencie na mRNA a jej Stiepenie
mRNA
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RNA interferencia sa pomerne rychlo od jej objavenia
prepracovala medzi zékladné metddy reverznej geneti-
ky, ale ma potencial stat sa aj terapeutickym nastrojom
pri lieCbe réznych ochoreni. Velkou vyhodou molekul
SiRNA je ich stabilita a schopnost aspon Ciasto¢ne pre-
chadzat cez membrany. Telovymi tekutinami su dalej
transportované do réznych tkaniv. siRNA by mohli po-
tencialne zabranit expresii génov nesucich ochorenie,
pripadne by vedeli zneSkodnit RNA virusy, ktoré sp6-
sobuju virusové ochorenia ako su niektoré druhy rako-
viny, HIV, virusové hepatitida, hna¢kové ochorenia spo-
sobené rota virusmi (Arias a kol.; 2004). Vedci sa venu-
ju priprave syntetickych siRNA molekul, ktoré by spifiali
atributy pre lie€ivo. siRNA musi byt pri lieCbe ochorenia
vysoko efektivne, musi mat nizku cytotoxicitu a mini-
mum vedlajSich ucinkov. DoterajSie experimenty ukaza-
li, Ze siRNA dokazu u zvierat potlacit rozmnozovanie
urcitych druhov virusov a tym zefektivnit lieCbu. Farma-
ceutické firmy uz dokonca zasli tak daleko, ze vyvinuli
lieCbu pre fudi, ktora sa ukazala ako Uspesna, ale bo-
huzial finan¢ne velmi naro€na, a preto sa v jej vyskume
dalej nepokracuje. Ukazuje vSak perspektivnost’ takejto
terapie. DalSou prekazkou pre vyuzitie RNAi na tera-
peutické uCely mdézu byt samotné RNA virusy, proti
ktorym by bola lieCba cielena. Niektoré virusy si vyvinuli
mechanizmy ako sa proti RNAi branit. U rastlinnych
virusov bola pozorovana produkcia proteinov, ktoré
dokazu zoslabit, niekedy az zastavit, proces RNAi
v hostitel'skej bunke. Nie je jasné, ¢&i aj v Zivo&idSnych
bunkach plni RNAi funkciu ochrany pred viralnymi in-
fekciami ako u rastlin, ale minimalne v pripade rotaviru-
su sa Spekuluje, Ze dokaze pomocou Specifického pro-
teinu inhibovat’' RNAI (Ding a kol., 2004).
Nezanedbatelnou vyhodou terapie cez siRNA je variabi-
lita sekvencie, ktora sa by sa dala syntetizovat. V su-
Casnosti stazuje lieCbu nespocetného mnozstva ocho-
reni rezistencia na liecivo, ktoru patogén pocas terapie
ziska. Dizka sekvencia siRNA (cca 20 nukleotidov), je
oproti dizke zacieleného génu (dizka génu pre peptid je
rozna, ale v zasade ide o stovky az tisicky nukleotidov)
natolko kratka, Ze pre dany gén existuje viacero variant
siRNA.

RNA interferencia je uz dnes velmi Uu¢innym nastrojom
molekularnej biolégie v zakladnom vyskume mnohych
organizmov. Intenzivne sa pracuje aj na jej vyuziti v
aplikovanom medicinskom vyskume, kde ma urcite po-
tencial stat sa efektivnym nastrojom pri lie€be mnohych
ochoreni.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Kontrola kvality proteinov
v endoplazmatickom retikule

The proper folding of proteins is a key prerequisite for their function. In
eukaryotic cells, endoplasmic reticulum (ER) is an organelle, in which
proteins that enter the secretion pathway are synthesized, posttransla-
tionaly modified and folded. As not all proteins fold to a proper con-
formation spontaneiously and effectively, mechanisms of protein quali-
ty control that ensure that proteins fold correctly are required. In ER,
these involve calnexin/calreticulin cycle and unfoled protein response
(UPR) pathways.

Endoplasmic reticulum, proteosynthesis, quality control,
calnexin/calreticulin cycle, unfolded protein response

Endoplazmatické retikulum (ER) eukaryotickych buniek
je organela ktora, hra kfu€ovu ulohu v syntéze bunko-
vych proteinov. Tu sa zacina sekre¢na draha, ktora je
zodpovedna za biosyntézu nielen proteinov uréenych
na sekréciu, ale aj proteinov cytoplazmatickej membra-
ny a proteinov mnohych bunkovych organel, vratane
vakuol, lyzozémov, peroxizémov, Golgiho aparatu a ER
samotného (pozri Pol€ic, 2013). Samotna proteosyntéza
prebieha na ribozémoch naviazanych na cytoplazmatic-
kom povrchu membrany drsného ER a syntetizované
proteiny bud prechadzaju z riboz6mu membranovym
kanalom do lumenu ER alebo su zabudovavané do
membrany ER. Novonasyntetizované proteiny vSak
spravidla eSte treba posttranslaéne modifikovat, ¢o v
ER zahffa predovsetkym odstiepenie signalnej sekven-
cie, tvorbu disulfidovych vazieb a glykozylaciu (naviaza-
nie sacharidov), a nakoniec zbalit do vyslednej nativnej
konformacie (pozri napr. Alberts a kol. 2014).

Zbalovanie proteinov a proteinovych komplexov je ne-
vyhnutné pre ich spravnu funkciu. Nespravne zbalené
proteiny opustajuce ER by mohli pre bunku predstavo-
vat’ vaznu hrozbu, nakolko by tieto nielen neboli funk-
¢né, ale mohli by naviac interferovat so spravnou funk-
ciou inych bunkovych proteinov. Preto v ER existuje
mechanizmus, ktory zabezpeéi, ze ER opustaju iba
proteiny spravne zbalené.
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Zbalovaniu proteinov v ER asistuje niekolko proteinov.
Medzi najdblezitejSie z nich patria Saperony BiP, kalne-
xin a kalretikulin. Saperény su proteiny, ktoré sa viazu
na nezbalené alebo nekompletne zbalené proteiny a
asistuju im pri zbalovani vaésinou tym, Ze zabrafuju
nespravnej agregacii hydrofébnych Casti proteinov, kto-
ré su v spravne zbalenych proteinoch obvykle ukryté
vnutri a su zvonka nepristupné. Interakcia Saperénu so
zbalovanym proteinom umozfiuje proteinu postupne
prechadzat konformanymi zmenami veddcimi ku
spravnemu zbaleniu. Okrem proteinov asistujucich pri
zbalovani vSak ER obsahuje ddomyselny systém vystup-
nej kontroly. Tento systém na monitorovanie priebehu
zbalovania proteinov vyuZiva oligosacharidové zloZky
Cerstvo nasyntetizovanych proteinov. Pri glykozylacii v
ER je na dusik v postrannych retazcoch niektorych
zvy8kov asparaginu v syntetizovanom proteine navia-
zany oligosacharid, ktory obsahuje dve jednotky N-
acetylglukozaminu, devat manéz a tri glukézy. Dve z
glukéz su vzapéti odstranené enzymami glukozidazou |
a ll. Posledna glukdza oligosacharidu sluzi pri vystupnej
kontrole ako ukazovatel toho, kolko ¢asu stravil protein
zbalovanim v ER. Odstiepenie poslednej glukézy kata-
lyzuje glukozidaza II. Absencia glukézy na oligosachari-
de teda koreluje s dlh&im Casom, ktory mal protein k
dispozicii na zbalovanie, a teda s pokro€ilejSim zbale-
nim. Nezbalené proteiny, obsahujuce v oligosacharide
glukdzu, su viazané proteinmi kalnexinom a kalretikuli-
nom, ktoré Specificky rozpoznavaju oligosacharidy ob-
sahujuce jednu glukézu, ¢im su zadrziavané v ER a
postupne sa zbaluju. Proteiny, ktoré v oligosacharide
glukézu nemaju, nie su kalnexinom a kalretikulinom
zadrziavané a su povazované za zbalené. Takéto prote-
iny pokracuju sekre€nou drahou na svoje miesto urce-
nia.

Mnohé proteiny sa vSak skor ako je glukdza z ich oligo-
sacharidu odsStiepena spravne zbalit nestihnd. Takéto
proteiny su, spravidla na zaklade pritomnosti hydrofob-
nych &asti na povrchu, rozpoznané enzymom UDP-
glukéza:glykoprotein glukozyltransferazou, ktora gluko-
zu na oligosacharid opat pripoji prenosom z molekuly
UDP-glukézy (tzv. aktivovanej glukézy). Takto oznaceny
protein sa opat stava substratom pre kalnexin a kalreti-
kulin a je zadrzany v ER. Proteiny, ktoré sa zbaluju
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pomaly, mézu takyto cyklus, nazyvany kalnexinovy/
kalretikulinovy cyklus, absolvovat niekolkokrat (obr. 1).

Vacsinu proteinov sa takymto spdsobom podari zbalit’ a
mézu byt z ER uvolnené a pokracovat sekre€nou dra-
hou do svojho miesta uréenia. Stane sa v3ak, Ze niekto-
ry protein opakovane vystupnou kontrolou neprechadza
a javi sa ako nezbalitelny. Takyto protein je opat roz-
poznavany na zaklade toho, ze travi v ER svojim zbalo-
vanim privela ¢asu. Kluéovym enzymom pri rozpozna-
vani takychto proteinov je pomald manozidaza, ktora
Specificky odstiepi z oligosacharidu jednu manoézu. Pro-
teiny, s takto modifikovanymi oligosacharidmi su z ER

exportované do cytoplazmy membranovymi transport-
nymi systémami (retrotranslok6nmi), ktoré zaroveri ob-
sahuju ubikvitin ligazu. Po&as transportu su teda ubikvi-
tinované a v cytoplazme su degradované proteazémom.
U vacdSiny proteinov sa toto deje zriedka, existuju vSak
pripady tazko zbalitelnych proteinov, pri ktorych je ta-
kymto spdsobom degradovanych v extrémnych pripa-
doch az 90 % nasyntetizovaného proteinu (napriklad
acetylcholinovy receptor neurénov alebo T-bunkovy
receptor). Kvoli takymto proteinom je systém vystupnej
kontoly ER nielen dal§im z kontrolnych mechanizmov
ale nevyhnutnou su&ast'ou proteosyntetického aparatu.

Obr. 1: Kalnexinovy/kalretikulinovy cyklus v endoplazmatickom retikule (ER).
Kalnexin a kalretikulin viazu nekompletne zbalené proteiny, ktoré vo svojich oligosacharidovych zloZkach obsahuju jednu glu-
kozu. Tato je z nich odStiepené glukozidazou Il. Ak protein stéle nie je kompletne zbaleny, enzym UDP-glukéza:glykoprotein
glukozyltransferaza (UGGT) na oligosacharid prenesie glukézu z UDP-glukézy, ¢im z proteinu opét vytvori substrat pre kalne-
xin a kalretikulin. V pripade, Ze protein spravne zbaleny je, opusta ER a dostava sa na svoje miesto uréenia. Nezbalitelné pro-
teiny st rozpoznané manozidazou a su exportované do cytoplazmy na degradaciu.
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Cas od &asu sa prihodi, Ze vplyvom nepriaznivych okol-
nosti, napriklad pritomnostou urcitych chemickych latok
v prostredi, vznika v ER stresova situacia, kedy sa pro-
teiny vo zvySenej miere zbaluju nespravne a dochadza
ku hromadeniu nezbalenych proteinov. Toto sa deje
napriklad pri zvy8enej teplote alebo v pritomnosti re-
dukéného Ccinidla, ktoré brani tvorbe disulfidovych va-
zieb v proteinoch. V takejto situacii je potrebné aby
bunka zareagovala zvysSenou produkciou proteinov,
ktoré spravnemu zbalovaniu proteinov pomahaju, pre-
dovsetkym vysSie zmienenych Saperonov. Musi preto
existovat' spbsob, ako takuto situaciu v ER hlasit do
jadra a expresiu takychto proteinov indukovat. Spdso-
bov je hned niekolko a spolu ich nazyvame drahami
odpovede na nezbalené proteiny — UPR (angl. unfolded
protein response). V Zivocidnych bunkach boli opisané
tri hlavné drahy UPR (pozri napr. Brodsky a Skach,
2011).
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Prvou z nich je draha oznacovana IRE1, podfa uUstred-
ného komponentu, ktory sa jej zu€astriuje (skratka IRE
nijakym spdsobom nereferuje na jeho funkciu, pretoze
tento protein bol pomenovany skoér ako sa prislo na to
aka je jeho funkcia). Je to transmembranova proteinki-
naza-endoribonukleaza, ktora sa nachadza v membra-
ne ER. Cast proteinu, ktora sa nachadza v lumene ER,
sluzi ako receptor, ktory odpoveda na pritomnost ne-
zbalenych proteinov. Cast, ktora sa nachadza v cyto-
plazme obsahuje proteinkinazovd doménu a endoribo-
nukleazova doménu. Endoribonukleaza je za normal-
nych okolnosti neaktivna a pre svoju aktivaciu vyzaduje
fosforylaciu Specifického aninokyselinového zvysku. Na
tuto fosforylaciu sluzi jej proteinkinazova doména. Tato
je v8ak na proteine lokalizovana tak, Zze sa ku zvysku,
ktory ma byt fosforylovany, nedostane. Jediny spdsob
ako tento prislusny zvySok fosforylovat, je ak sa dva
proteiny IRE1 priblizia k sebe a vzajomne sa svojimi
proteinkindzovymi doménami fosforyluju. Aktivovana
endoribonukleaza potom v cytosole postiepi jednu kon-
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kréthu pre-mRNA tak, Zze z nej vystiepi intron, &im
umozni jej translaciu. Translaciou tejto mRNA vznikne
protein, v ZivoCiSnych bunkéch oznacovany XBP1 (X
box viaZuci protein — X box-binding protein), ktory cez
jadrovy por vstupuje do jadra a sluzi ako transkripény
faktor, ktory aktivuje expresiu génov potrebnych pre
zbalovanie proteinov v ER (Saperdnov a inych). V nepri-
tomnosti mnozstva nezbalenych proteinov v lumene ER
dimerizacii IRE1 brani Saperén Bip, ktory sa viaze na
jeho receptorovu doménu v lumene ER atym jej zne-
moZfiuje interagovat’ s druhou molekulou IRE1. PretoZze
Bip ma vysoku afinitu k nezbalenym proteinom, v pripa-
de ich nahromadenia, je z IRE1 vyviazany nezbalenymi
proteinmi, tym umozni IRE1 dimerizovat a aktivovat
signalizaciu.

Druhou drahou je draha, ktorej zakladnym komponen-
tom je transmembranova protein kinaza PERK (protein
kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase).
Opat ide o protein lokalizovany v membrane ER, ktoré-
ho doména nachadzajuca sa v lumene ER sluzi ako
senzor a cytoplazmaticka doména ma proteinkinazovu
aktivitu. V S8tandardnej situacii senzorova doména v
lumene ER viaZze Saperdn BiP. V pripade stresu v ER je
BiP vyviazany nezbalenymi proteinmi. Uvolnené domeé-
ny PERK spésobia jeho dimerizaciu. V dimére docha-
dza, podobne ako pri IRE1, ku vzajomnej fosforylacii
cytoplazmatickych podjednotiek, ktoré potom fosforyluju
podjednotky transkripéného faktora elF2 (elF2a a
elF2B). Aktivita transkripéného faktora elF2 sa fosfory-
laciou jeho podjednotiek zniZi, o vedie v bunke k cel-
kovému zniZeniu transkripcie. Za takychto podmienok
sa syntetizuje menej proteinov a masinéria ER zodpo-

Obr. 2: Tri drahy odpovede na nezbalené proteiny
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vedna za spravne zbalovanie proteinov sa dostava
spod vysokého naporu, €¢o vo vacsine pripadov vedie k
navratu k rovnovahe medzi proteosyntézou a kapacitou
ER spravne zbalovat proteiny.

Trojicu drah UPR uzatvara signalizacia pomocou prote-
inu ATF6 (activating transcription factor 6). Tento prote-
in je lokalizovany v membrane ER a podobne ako IRE1
a PERK obsahuje doménu, orientovanu do lumenu ER,
ktora sluzi ako senzor pritomnosti nezbalenych protei-
nov. V tejto doméne je lokalizovany aj signal pre trans-
port tohto proteinu do Golgiho aparatu. Cytoplazmaticku
doménu ATF6 tvori transkripény faktor (typu leucinové-
ho zipsu). Za normalnych podmienok je ATF6 zadrzia-
vany v endoplazmatickom retikule Saperéonmi Bip a kal-
retikulinom, ktoré sa na ATF6 v lumene ER viazu, ¢im
prekryvaju signal pre transport do Golgiho aparatu. V
pripade hromadenia nezbalenych proteinov su vSak
tieto Saperony vyviazané nezbalenymi proteinmi a ATF6
sa uvolni. Transportny signal ho nasmeruje do trans-
portnych vezikdl smerujicich do Golgiho aparatu. V
nom sa nachadzaju proteazy, ktoré ATF6 Stiepia v ob-
lasti transmembranovej domény, &im sa jeho cytoplaz-
matickd doména oddeli od membrany Golgiho aparatu.
Tym sa z nej stdva aktivny transkripény faktor, ktory
prechadza do jadra a viaZze sa do regulanych oblasti
promotorov génov kodujucich Saperény a iné proteiny
potrebné pre vysporiadanie sa s krizou v ER, a stimulu-
je ich expresiu. Ich zvySena produkcia potom, podobne
ako pri bunkovej odpovedi vyvolanej IRE1, zabezpedi
zvySenie kapacity ER pre spravne zbalovanie proteinov
a navrat k homeostaze.

IRE1, PERK a ATF predstavuju senzory

v membrane ER. Za normalnych okolnosti st na
ich domény v lumene ER naviazané Saperony
Bip. V pripade hromadenia nezbalenych protei-
nov je Bip vyviazany nezbalenymi proteinmi

a dochadza k aktivacii prislusnych troch drah.
Ich vysledkom je aktivacia expresie Saperonov
a inych proteinov asistujucich pri zbalovani pro-
teinov v ER, a celkové zniZenie expresie, vedu-
ce ku zniZeniu proteosyntézy. ER — endpolazma-
tické retikulum, GA — Golgiho aparat.
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Zbalovanie proteinov do nativnej konformacie je za-
kladnym predpokladom pre funkciu vSetkych enzymov a
Struktdrnych proteinov. PretoZe nie v3etky proteiny sa
spravne zbaluju spontanne a efektivne, bunky si v evo-
lucii vytvorili mechanizmy kontrolujuce zbalovanie prote-
inov. Poruchy tychto mechanizmov spdsobuju alebo
sprevadzaju viaceré zavazné ochorenia (Marciniak a
Ron, 2006). Napriklad mutacie v géne kédujucom prote-
in kindzu PERK spbsobuju zriedkavé zavazné dediéné
ochorenie Wolcottov-Rallisonov syndrom (Sevik a kol.,
2008), ktory sa prejavuje mnohymi vaznymi priznakmi
(poruchy vyvoja, mentalna retardacia, diabetes a iné)
a pacienti sa spravidla nedoZivaju dospelosti. Hroma-
denie nezbalenych proteinov v ER sprevadza aj mnohé
neurodegenerativne a autoimunitné ochorenia. Pocho-
penie detailov mechanizmov zu¢asthujucich sa na regu-
lacii priebehu zbalovania proteinov a drah odpovede na
nezbalené proteiny preto bude mat zasadny vplyv aj na
ludské zdravie.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

Benzotiazindn PBTZ149 -
novd ndadej pre liecbu tuberkulézy

Tuberculosis, a disease caused by Mycobacterium tuberculosis, is
among the top 10 causes of death worldwide. While the infection is
curable, the high number of incident cases and a spread of resistant
tuberculosis are making the situation very serious. It is clear, that
there is an urgent need to improve the therapy by introducing new
medicines. The article presents the story of discovery and develop-
ment of a novel drug — benzothiazinone PBTZ169, which has recently
entered clinical phase and represents a hope for patients suffering of
tuberculosis.

Tuberculosis, drug development, benzothiazinones, DprE1,
mechanism of action

Hoci vacsina ludi spaja slovo ,tuberkul6za” (TBC) skor s
minulostou, aj v dneSnej dobe na toto ochorenie kaz-
dych 18 sekund umiera jeden ¢lovek. V su€asnosti viak
tato choroba najviac uto€i v najchudobnejSich oblas-
tiach sveta, a prave ludia zo socialne slabSich vrstiev a
s oslabenym imunitnym systémom, ako napr. pacienti
infikovani virusom HIV, su najCastejSou obetou TBC aj
vo vyspelych krajinach (http://www.who.int/tb/publica-
tions/factsheet_global.pdf?ua=1). Ochorenie je spdso-
bené baktériou Mycobacterium tuberculosis, ktora sa
prenasa kvapockovou infekciou. Patogénne baktérie sa
dostanu do ovzudusia, ked chory &lovek rozprava, kasle
alebo kycha, pricom niekedy staci na spustenie infekcie
vdychnutie jediného bacila. LieCba odporu¢ana Sveto-
vou zdravotnickou organizaciou zahffia minimalne
Sestmesacnu kuru s 2 — 4 druhmi liekov. Tato kombino-
vana terapia je pre pacientov mimoriadne naro¢na a
okrem problémov s kazdodennym prijimanim velkého
mnozstva tabliet, ma Casto za nasledok nevolnost a
dalSie neprijemné neziaduce Ucinky. Situaciu kompliku-
je aj stupajuci poget pripadov mnohonasobne rezistent-
nej TBC, kedy sa lieCba predlZuje minimalne na dva
roky, prifom sa nasadzuju lieky s eSte horSou znasanli-
vostou. Napriek takejto naroCnej lieCbe ochorenie
uspesne zvladne len asi 50 % pacientov s mnohona-
sobne rezistentnou TBC. Cielom pocetnych akademic-
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kych pracovisk a niekolkych (malo) farmaceutickych
firiem je zaviest do lie€ebného rezimu TBC nové ucinné
antituberkulotika, ktoré by lieCbu zefektivnili. Perspektiv-
nym novym kandidatom je latka zo skupiny benzotiaziné-
nov — PBTZ169, ktora sa v su€asnosti nachadza v druhej
faze klinickych skusok (https://www.newtbdrugs.org/pi-
peline/clinical). Prvé vysledky testov uskutoénenych na
zdravych, ako aj chorych dobrovolnikoch naznacuju, ze
sa tato latka méze stat novou nadejou pre miliény ludi
chorych na TBC. Aka vSak bola cesta PBTZ169 z labo-
ratéria k pacientovi?

Pribeh benzotiazinbnov sa spaja s menom ruského
chemika Vadima Makarova. Ten pocas svojho dokto-
randského Studia na Moskovskej medicinskej akadémii
koncom 80-tych rokov minulého storocia skumal rézne
moznosti reakcii pyrimidinov — baz, ktoré su sucastou
nukleovych kyselin. Ako jedno z Cinidiel pouZzival dime-
tylditiokarbamat a nasledne sa zacal zaujimat’ o vlast-
nosti zlu€enin, ktoré nasyntetizoval pomocou tejto latky.
Vadim obhajil doktorat v roku 1992. Ekonomicka situa-
cia v Rusku v tej dobe bola velmi zla. Vedecké institucie
Setrili tym, Ze sa pocas lethych mesiacov jednoducho
zatvarali. Vadim vS8ak naSiel moznost ako vyuzit toto
obdobie na pracu v zahrani¢i — nastupil ako chemik v
Indtitute Hansa Knolla v Jene v Nemecku. Po stretnuti s
mikrobiologi¢kou Ute Mdéllmannovou na tomto pracovi-
sku priSlo k dohode o testovani Vadimovych latok na
celom spektre patogénov, ktoré boli na institute k dispo-
zicii. Zlu€eniny odvodené od ditiokarbamatov vykazovali
ucinky proti réznym baktériam a hubam. To vSak ani
nebolo prekvapujuce — takéto latky sa pouzivali aj ako
pesticidy, kvéli svojim antifungalnym a insekticidnym
vlastnostiam. K vyznamnému posunu v3ak doslo vtedy,
ked sa medzi mnohymi novosyntetizovanymi derivatmi
objavili latky, na ktoré boli extrémne citlivé prave myko-
baktérie — pévodcovia nielen TBC, ale aj dalSieho vaz-
neho ochorenia — lepry. Vdaka finanénému prispevku
nemeckej firmy Medac GmbH poc&as rokov 2000 — 2003
mohol Vadim nasyntetizovat obrovské mnozstvo zluce-
nin, ktoré sa hned v Jene testovali. Podarilo sa nielen
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zvysit u€innost tychto latok, ale tiez dosiahnut’ selektivi-
tu vo&i mykobaktéridam a pochopit, ktoré skupiny v ramci
Struktury tychto latok su za uvedené vlastnosti zodpo-
vedné. Ziskali sa aj prvé uspesné vysledky na mySacom
modeli, ¢o naznacovalo, Ze latky su naozaj perspektiv-
ne.

Po skvelom zadiatku vSak nastala kriza — napriek exis-
tencii vysoko ucinnych latok, Vadim nebol schopny
najst partnera pre ich dalsi vyvoj. Jednym z dévodov
odmietania spoluprace bola predpokladana toxicita di-
tiokarbamatov pre fudsky organizmus, hoci predbezné
toxikologické experimenty na mySiach skér svedgili o
opaku. Vadim si to vysvetfoval tym, Ze ditiokarbamaty
sa zrejme v mykobaktériach alebo v mySiach premiena-
ju na aktivnu a selektivnu latku. Pohafiany touto mys-

lienkou sa vroku 2005 (opat ako tradicne, pocas let-
nych mesiacov v Jene) rozhodol mozné metabolity do-
kladne prestudovat. Spolu so svojou kolegyfou Ofgou
Ryabovou navrhli cely rad predpokladanych transfor-
macii povodnej molekuly atieto latky hfadali v extra-
ktoch pripravenych z kultivatného média s nepatogén-
nymi mykobaktériami, na ktoré sa pdsobilo vybranymi
ditiokarbamatmi. Medzi izolovanymi molekulami v$ak
dominovala nova latka, ktora v zozname predpoklada-
nych metabolitov chybala! Onedlho sa podarilo tuto
molekulu charakterizovat. Vy$lo najavo, Ze ditiokarba-
maty sa premenili na benzotiazinény (Obr. 1), &im sa
ur€ila zakladna aktivna Struktira, ktord sa dala dalej
optimalizovat.

Obr. 1: Navrhnuta transformdcia aryldialkylditiokarbamatov na benzotiazinény (podla MikuSova a kol., 2014)
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Na jar v roku 2006 dal$i sled udalosti urychlila Ute M6-
lImannova, ktora uz dihSiu dobu spolupracovala s profe-
sorom Stewartom Coleom z Pasteurovho institutu v
Parizi. Tento re$pektovany a svetovo uznavany myko-
bakteriol6g ¢oskoro zistil, ze 3 derivaty benzotiazinénov,
ktoré mu Ute poslala, su skuto¢ne vynimoc¢né, takmer
zazracné latky. Osobné stretnutie Vadima so Stewartom
v juli 2006 na netradi€chom mieste — stanici Montparnas-
se v PariZi vyustilo do vynimoc€nej spoluprace, ktora trva
az dodnes. Jej zaklady sa vSak vytvarali v rdmci prave
sformovaného konzorcia 6. rdmcového programu EU
zameraného na vyvoj lie€iv proti tuberkuloze NM4TB
(New Medicines for Tuberculosis, Nové lieky proti tu-
berkul6ze) vedeného Stewartom Coleom. Sucastou
tohto konzorcia sa stalo aj naSe Laboratorium bioché-
mie mykobaktérii na Katedre biochémie PriF UK, a tak
sme mali moznost prispiet k skladaniu mozaiky, ktora
viedla k pochopeniu fungovania benzotiazinénov.

Clenovia konzorcia NM4TB sa po prvykrat dopoduli
0 benzotiazinbnoch na prvom stretnuti, ktoré sa usku-
to€nilo v maji 2006 v Bratislave a neskér osobne od
Vadima na nasledujucom stretnuti v Budapesti, v no-
vembri 2006. Napriek tomu, Ze vysledky, ktoré prezen-
toval, boli obdivuhodné, jeho prejav sa stretol aj s istou
davkou neddvery od niektorych partnerov projektu. Ne-
vedeli si predstavit, Ze latka, ktorej Strukturu prave vidia,

moézZe byt viac ako 70-krat ucinnejSia nez najaktivnejSie
antituberkulotikum izoniazid. Vadim na v3etky, aj nepri-
jemné poznamky odpovedal so Sarmom sebe vlastnym.
Na otazku o Specifickom substituente, ktory mal za na-
sledok vyznamné zvysSenie aktivity odzbrojujuco odvetil
— ze zrejme tu uz nejde o vedu, ale o umenie...

Odhalit molekularny ciel benzotiazinénov dostala za
Ulohu prof. Giovanna Riccardi so svojim timom z uni-
verzity v Pavii. Standardny postup zahffia izolaciu kme-
riov mykobaktérii, ktoré su vocli Studovanej latke rezis-
tentné. Nasleduje sekvenacia gendmu rezistentného
kmeha a jeho porovnanie s pdvodnym, kontrolnym
kmerfiom. Takymto spésobom sa da objavit zamena aj
jediného nukleotidu v Specifickom géne v rezistenthom
kmeni, pricom méze ist prave o gén kdédujuci protein,
na ktory posobi Studovana latka. Zamena nukleotidu
spbsobi zmenu aminokyseliny v proteine — to ma za
nasledok zmenu jeho vlastnosti, ktora sa prejavi v rezis-
tencii. V pripade, ze funkcia tohto génu je znama — mé-
Ze sa pristupit k dalSiemu vyvoju. Pilotné experimenty
uskutoCnené tymto spdsobom vsak nepriniesli jedno-
znacnu odpoved, pretoZze sa zistilo, Ze je ovplyvnenych
hned niekolko réznych génov. Medzi nimi sa v8ak na-
chadzal gén dprE1, ktorého produkt je dolezity pre vy-
stavbu kluCovej zlozky mykobakterialnej bunkovej ste-
ny. Jej zvlastna Struktura prispieva k nezvyklej odolnosti
tohto patogéna — poskytuje ochranu voci pbsobeniu
beZnych antibiotik, ale aj proti itokom imnitného systé-
mu hostitefa. Mohol by teda prave protein, kédovany
génom dprE1, byt ciefom benzotiazinbnov?
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V lete v roku 2007 sme odpoved na tuto otazku zacali
hladat v naSom laboratdriu... Ako sme vSak vedeli, kto-
rym smerom sa vydat? Relativne jednoducho — v tej
dobe totiZ jedina informécia vo vedeckej literature, ktora
sa tykala enzymu DprE1 pochadzala z publikacie vyda-
nej v roku 2005, na ktorej sa vyznamne podielalo prave
nase laboratérium. Mali sme teda ,v rukach® celé spek-
trum metodik, hoci rozhodne nie trivialnych, ktorymi
sme dokazali overit fungovanie tohto enzymu v myko-
baktériach a teda aj jeho pripadnu inhibiciu. A skuto€ne
sa nasimi biochemickym metdédami relativne rychlo po-
darilo potvrdit DprE1 ako ciel benzotiazinbnov (Makarov
a kol., 2009).

Pri identifikacii molekularneho ciela benzotiazinénov
sme vyuzili vysledky vyskumu, na kitorom sa nase labo-
ratérium podiefalo v ramci spoluprace so skupinou pro-
fesora Patricka Brennana z Koloradskej Statnej univerzi-
ty vo Fort Collins, v USA. Clanok, ktory sme uverejnili v
roku 2005, odhafoval metabolicku cestu, ktorou vznika
Specificky cukor mykobakteridlneho bunkového obalu —
arabindéza. Tento vyskum bol pohanany najma naSou
zvedavostou. Arabindza je totiz v prirode velmi zriedka-
vy cukor a nas zaujimalo, ako sa vlastne v mykobaté-
riach vytvara. Po dlhych rokoch snazenia sa nam poda-
rilo ukazat, ze arabinéza vznika z iného cukru — ribézy,
dovtedy nepoznanou, jedineénou metabolickou drahou,

na ktorej sa podiela prave DprE1 (Obr. 2) (MikuSova
a kol., 2005).

Benzotiazindny zabijaju mykobaktérie tak, Zze “najdu”
komplementarne miesto na enzyme DprE1, jeho pbso-
benim sa modifikuju a nasledne sa nan pevne naviazu
(Trefzer a kol., 2012). Takéto inhibitory su vefmi ucinné
a nazyvaju sa ,samovrazedné”, pretoze ich aktivuje ich
samotny cielovy enzym. Nefunkény enzym ma za na-
sledok zavazné poskodenie mykobakterialneho bunko-
vého obalu, ktory nedokaze pinit svoju ochrannu funk-
ciu — bunky sa prestavaju delit, deformuju sa, praskaju.
Postupom &asu pribudali dalSie molekuly, ktoré zasahu-
ju DprE1 (MikuSova a kol., 2014). Tieto latky boli identi-
fikované spomedzi stétisicov zlu€enin, u ktorych sa
testovala schopnost’ zastavit rast patogénnych myko-
baktérii. Ukazalo sa teda, ze tento enzym je mimoriadne
zranitefnym miestom tuberkulézneho bacila. Vysvetlenie
tohto fenoménu priniesli vysledky nasho dalSieho patra-
nia, ktoré poukazali na neakanu lokalizaciu DprE1 na
vonkajSom povrchu plazmatickej membrany mykobakté-
rie (Brecik a kol., 2015). Lahka dostupnost tohto enzy-
mu, jeho citlivost, esencialita pre fyziol6giu mykobakté-
rii, spolu s jeho nepritomnostou u &loveka viedli k ozna-
Ceniu DprE1 privlastkom ,zazracny ciel® (Manina a kol.,
2010). Ten by v8ak nebol ni¢im bez ,zazraéného* inhibi-
tora. Originalne benzotiazindny boli dalej modifikované
tak, aby sa este zlepsili ich vlastnosti i zjednodusila ich
syntéza. Pre dalSi vyvoj bol zvoleny derivat PBTZ169
(Obr. 2) (Makarov a kol., 2014).

Obr. 2: Syntéza arabinézy v mykobaktériach a jej inhibicia benzotiazinonom PBTZ169

Arabinéza vznika premenou ribézy viazanej na lipidovy nosi¢ — dekaprenylfosfat p6sobenim enzymov DprE1 a DprE2. Prvy
enzym katalyzuje oxidaciu ribézy v polohe 2, pricom akceptorom elektrénov je koenzym FAD. Nasledne sa produkt tejto reakcie
redukuje elektronmi z kofaktora NADH pdsobenim enzymu DprE2. Benzotiazindny sa aktivuju redukciou prostrednictvom elek-
tréonov z FADH, a kovalentne sa viaZu do aktivneho miesta enzymu DprE1.
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Spdsoby, akymi sa hladaju nové antituberkulotika, su
rézne. Donedavna sa verilo takzvanému racionalnemu
pristupu, ktory zahffial cely rad metodik — od skriningu
miliénov zlucenin v pocitaci, az po testovanie inhibicie
Specifickych enzymov v skimavke. V sucasnosti sa
uprednostiiuje skér ,klasicky spésob — a to hladanie
inhibitorov bakterialneho rastu medzi statisicmi latok
testovanych v bunkovych kulturach patogéna, alebo
vhodného modelového organizmu.

Pribeh benzotiazindnov je vSak iny. Nepochybne v fiom
hra délezitu ulohu nahoda a Stastie. Je to vSak predo-
vSetkym pribeh zanieteného vedca — Vadima Makarova,
ktory sa nevzdaval, neustale zdokonaloval svoje latky,
veril im a v snahe pochopit’ ich extrémnu uc€innost obja-
vil nové vynimo&né molekuly s doposial nevidanou akti-
vitou. Je tiez pribehom skvelej medzinarodnej spolupra-
ce v konzorciach NM4TB a MM4TB (More Medicines for
Tuberculosis) vedenych Stewartom Coleom, ktora u-
moznila rychlo identifikovat' ciel tychto latok, pochopit
ich fungovanie a zabezpedit ich dalsi vyvoj.

Koncom aprila tohto roku poteSila vSetkych vedcov za-
interesovanych na pribehu benzotiazinbnov sprava o
tom, Ze Nadacia Billa a Melindy Gatesovcov podporila
sumou 2,45 miliona dolarov spustenie klinickej fazy
testovania PBTZ169 (http://im4tb.org/news/). Hoci péjde
eSte o dlhy a naro€ny proces, vysledky doterajSich ex-
perimentov vlievaju nadej, ze benzotiazindny budu jed-
ného dna zachranovat zivoty fudi chorych na TBC.
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