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editorial 

 
Predkladané dve jesenné čísla  časopisu Biológia, Ekológia a Chémia sa vydávajú z prí-

ležitosti ukončenia monitorovacieho obdobia  projektu „Centrum excelentnosti pre vyu-

žitie informačných biomakromolekúl v prevencii ochorení a pre zlepšenie kvality 

života“ (ITMS 26240120003), ktorý bol riešený v rámci Operačného programu Vý-

skum a vývoj (OP VaV) a podporovaný z Európskeho fondu regionálneho rozvoja. 

Vďaka tomuto operačnému programu (OP VaV) bola v rokoch 2007-2013 poskytovaná 

finančná podpora na aktivity výskumu a vývoja a na infraštruktúru vysokých škôl. Z geo-

grafického hľadiska pokrýva celé územie Slovenskej republiky.  

Predložený a v priebehu piatich rokoch monitorovaný projekt vychádzal z analýzy priorít a 

potrieb vedeckého výskumu vo svete, Európskej únie a z potenciálu, ktorý Univerzita 

Komenského ako aj SAV v Bratislave predstavuje prostredníctvom excelentných vedec-

ko-výskumných pracovníkov, zanietených vysokoškolských pedagógov, ako aj talentova-

ných študentov z rôznych stupňov vysokoškolského vzdelávania.  

V súčasnom období je v rezorte školstva priam esenciálne, aby vysokoškolská veda 

a technika zahŕňala podporované výskumné aktivity verejných vysokých škôl v 

troch oblastiach: (a) prevádzku a rozvoj infraštruktúry vysokoškolskej vedy a tech-

niky (vrátane rezervy na podporu neplánovaných vedeckých aktivít verejných 

vysokých škôl v oblasti vedy a techniky) a umožňovala uchádzať sa o projekty z 

Európskych štrukturálnych fondov, (b) základný výskum prostredníctvom vnútor-

ného grantového systému VEGA a APVV, (c) aplikovaný výskum v oblasti školstva, 

pedagogiky a tvorivého a interpretačného umenia prostredníctvom vnútorného 

grantového systému KEGA. Takisto je nevyhnutné, aby vzdelávacie a vedecké inštitú-

cie na Slovensku v spolupráci s poprednými vedecko-výskumnými a univerzitnými praco-

viskami  v Európe, ale aj v zámorí získali príslušné „know-how“ v rôznych oblastiach 

vied o živej prírode s cieľom aplikovať ich rozvoj a uplatnenie pomocou moderných in-

formačných prístupov genomiky, proteomiky, bunkového inžinierstva a bioinformatiky 

hlavne v medicíne a biotechnológiách, ako aj v priemyselnom inžinierstve.  

V súhlase s uvedenou predstavou, bolo ambíciou projektu „Centrum excelentnosti pre 

využitie informačných biomakromolekúl v prevencii ochorení a pre zlepšenie kvali-

ty života“ (ITMS 26240120003) položiť základy špičkového centra zameraného na 

biomedicínsky výskum a vzdelávanie v tejto oblasti na pôde Prírodovedeckej fakul-

ty Univerzity Komenského, Lekárskej fakulty UK, Fakulty matematiky, fyziky a in-

formatiky UK a Farmaceutickej fakulty UK a partnerských pracovísk zo Slovenskej 

akadémie vied (Virologický ústav SAV a Ústav molekulárnej biológie SAV) v Brati-

slave. 

Poslaním „Centra excelentnosti na využitie informačných biomakromolekúl na zlepšenie 

kvality života“ bolo zabezpečiť, aby vzdelávanie a výskum v prírodovedných oblastiach na 

Slovensku sa mohol stať významnou súčasťou Európskeho výskumného a vzdelávacieho 

priestoru.   

Snahou autorov článkov bolo priblížiť niektoré nové a zaujímavé poznatky, z rôznych ob-

lastí vied o živote a ich aplikáciách v oblasti biomedicínskeho a biotechnologického vý-

skumu, čitateľom z radov študentov i pedagógov všetkých typov škôl.  

 

                                                            Gabriela Gavurníková, Marta Kollárová 
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Nanoparticles as a platform for development  

of HIV vaccine 

 

Abstract 
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 
illnesses 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. 
 

Key words 
HIV/AIDS, vaccine, antigen, adjuvant, nanoparticles 

Úvod 

Vírus ľudskej imunitnej nedostatočnosti (HIV) zodpove-

dá za vznik závažného ochorenia – syndrómu získanej 

imunitnej nedostatočnosti, známeho tiež pod skratkou 

AIDS. HIV/AIDS je v súčasnosti možné liečiť, nie však 

vyliečiť. Podľa posledných dostupných štatistík bolo v roku 

2016 zaznamenaných 1,8 milióna nových infekcií spôso-

bených vírusom HIV a na ochorenia spojené s AIDS zo-

mrelo v tomto roku 1 milión ľudí (www.unaids.org). Antiret-

rovirálna liečba, ktorá sa pri liečbe uplatňuje, síce doká-

že skvalitniť a predĺžiť život HIV infikovaných pacientov, 

avšak úplne eliminovať vírus nedokáže. Aj z týchto dô-

vodov sa opätovne otvára otázka prevencie a vývoja 

efektívnej očkovacej látky s využitím nových stratégií a 

prístupov. V tomto článku zhrnieme základnú štruktúrnu 

charakteristiku HIV vírusu, uvedieme krátky súhrn do-

posiaľ vyvíjaných aktivít zameraných na vývoj HIV vak-

cíny a v závere upriamime pozornosť na nové trendy, 

ktoré spočívajú v implementácii nanotechnológií do ob-

lasti vakcinológie. V tomto kontexte uvedieme príklady, 

ktoré poukazujú na potenciál nanočastíc či už ako nosi-

čov aktívnych vakcinačných látok, alebo ich priameho 

antivirálneho účinku. 

HIV vírus –  základná charakteristika 
HIV je retrovírus (trieda Retroviridae), ktorý má sférický 

tvar a priemer približne 120 nm. Hlavné štruktúrne časti 

HIV sú: virálny obal, matrix a virálne jadro (Seitzr, 

2016). Virálne jadro obsahuje virálnu kapsulu, tzv. kap-

sid, ktorý obklopuje dve jednovláknové molekuly RNA 

obalené v nukleokapside, ďalej enzýmy potrebné pre 

životný cyklus HIV (napr. reverznú transkriptázu, prote-

ázu, integrázu) a ďalšie regulačné a dôležité doplnkové 

proteíny. Matrix zahŕňa oblasť obsiahnutú medzi jadrom 

a obálkou. Celý útvar je obalený lipidovou dvojvrstvou, 

ktorej súčasťou sú „výbežky“ tvorené glykoproteínmi 

gp120 a gp41. Informácia potrebná na tvorbu nových 

komponentov, či už štruktúrnych proteínov alebo esen-

ciálnych enzýmov – a teda nových HIV vírusov, je za-

kódovaná v 3 hlavných génoch: gag, pol a env (Obr. 1). 

mailto:zuzana.garaiova@fmph.uniba.sk
mailto:iveta.waczulikova@fmph.uniba.sk
mailto:maksion@biol.uni.lodz.p
mailto:sylwia.michlewska@gmail.com
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Obr. 1: Štruktúra HIV vírusu 

 

 

Hlavnou cieľovou štuktúrou HIV vírusu sú imunitné bun-

ky, ktoré majú na svojom povrchu CD4 receptory, t. j. 

CD4
+
 biele krvinky T lymfocyty, mononukleárne makro-

fágy a dendritické bunky.  

Životný cyklus HIV zahŕňa viacero etáp, ktoré na seba 

plynulo nadväzujú. V prvom kroku dochádza k interakcii 

medzi glykoproteínom gp120 a CD4 receptorom, t. j. k 

pripojeniu HIV k hostiteľskej bunke a fúzii s membránou 

(Wilen a kol., 2012).  

Po preniknutí HIV do bunky dochádza k odstráneniu 

obalu vírusu a k uvoľneniu vnútorného obsahu. Ribo-

nukleová kyselina (RNA) sa pomocou enzýmu reverznej 

transkriptázy prepíše do deoxyribonukleovej kyseliny 

(DNA) a vzniknutá vírusová DNA migruje smerom do 

jadra hostiteľskej bunky. Tu sa HIV-DNA integruje za 

asistencie enzýmu integrázy do DNA hostiteľskej bunky, 

kde zostáva uložená ako provírus. V tomto kroku sa z 

hostiteľskej bunky stáva „továreň“ na produkciu nových 

HIV vírusov. Provírus sa po nejakej dobe aktivuje, vzni-

ká virálna RNA a proteíny, ktoré sa postupne zhromaž-

ďujú na vnútornom povrchu bunky. Budúce častice sa 

postupne kompletizujú a nové virióny sa z bunky uvoľ-

ňujú procesom označovaným ako pučanie. Prestupom 

cez cytoplazmatickú membránu sa finalizuje obal vírusu 

(Obr. 2). 

Obr. 2: Virálny cyklus HIV vírusu 
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Rozoznávame dva hlavné typy HIV vírusu – typ 1 (HIV-

1) a typ 2 (HIV-2). Oba typy zdieľajú podobnosť v zá-

kladnom genetickom usporiadaní, v móde transmisie, 

vo vnútrobunkovom replikačnom cykle, ako aj v klinic-

kom dôsledku – oba typy ústia do ochorenia AIDS (Ny-

amweya a kol., 2013). AIDS predstavuje pokročilé resp. 

posledné štádium infekcie; imunitný systém je poškode-

ný v tak rozsiahlej miere (počet CD4 buniek obyčajne 

klesne pod hodnotu 300 buniek/mm
3
 krvi), že ľudské 

telo sa nedokáže efektívne brániť a bojovať s rôznymi 

(oportunistickými) ochoreniami a v konečnom dôsledku 

im podľahne. V prípade HIV-2 je však pravdepodobnosť 

progresu nákazy smerom k AIDS nižšia. HIV-2 sa vy-

skytuje v oblasti západnej Afriky, zatiaľ čo HIV-1 sa šíri 

po celom svete. 

HIV-1 sa ďalej delí do skupín, v rámci ktorých je domi-

nantná skupina M (major), ktorá zodpovedá za pande-

mický priebeh infekcie. V rámci skupiny M je rozpozna-

ných niekoľko fylogenetických subtypov (A – K). Prie-

merná genetická variabilita medzi subtypmi skupiny M 

je približne 15 % pre gag gén a 25 % pre env gén. Ce-

losvetovo najviac prevalentné HIV-1 genetické formy sú 

subtypy A, B a C, pričom práve posledná menovaná C 

forma predstavuje takmer 50 % všetkých HIV-infekcii na 

celom svete (Bounaguro a kol., 2007). Vysoká genetic-

ká variabilita HIV-1 vírusu je jedným z dôvodov, ktoré 

stoja za doposiaľ neúspešnou snahou vývoja efektívnej 

a bezpečnej očkovacej látky.   

Vo všeobecnosti je aktívnou zložkou akejkoľvek vakcíny 

látka odvodená od mikroorganizmu, ktorý ochorenie 

spôsobuje. Používajú sa celé mŕtve, živé avšak oslabe-

né, resp. inaktivované organizmy, prípadne len niektoré 

ich štruktúrne jednotky (proteíny, polysacharidy); su-

márne sa označujú pojmom antigény. Antigény majú 

schopnosť stimulovať imunitný systém za účelom tvorby 

špecifických protilátok a obranných mechanizmov, po-

mocou ktorých sa patogén identifikuje, neutralizuje/ 

zneškodní a zapíše do imunitnej pamäte.  

Po zaočkovaní a prípadnom opätovnom stretnutí s reál-

nym patogénom je potom ľudský organizmus pripravený 

rýchlo a náležite (cielene) reagovať. Okrem primárnej 

antigénnej zložky, môže vakcína obsahovať ešte zložku 

pomocnú v podobe tzv. adjuvantu (často sa používajú 

napr. soli hliníka) (Clapp a kol., 2011). Úlohou adjuvantu 

je zosilniť imunitnú reakciu na podaný antigén. Adjuvant 

môže imunogenitu antigénu zosilniť rôznymi spôsobmi, 

napr. môže predĺžiť jeho prítomnosť v krvi, či napomôcť 

jeho pohlteniu – napr. dendritickými bunkami (DC). DC 

sú špecifické antigén-prezentujúce bunky, ktoré antigén 

spracujú a prezentujú na tzv. MHC gykoproteínoch. 

Tieto sú rozpoznávané CD4+T-lymfocytmi, čo vedie k 

B-lymfocytmi indukovanej tvorbe vysoko-špecifických 

protilátok (humorálna imunitná odpoveď), prípadne k 

CD8+T-lymfocytmi sprostredkovanej produkcii cytoto-

xických buniek (bunková imunitná odpoveď) (Gutjahr 

a kol., 2016) (Obr. 3). 

Obr. 3: Schematické znázornenie procesu vakcinácie s inicializáciou imunitnej odpovede 

 

 

HIV vakcína –  prehľad doterajších 

klinických štúdií 
Čo sa týka vakcíny proti HIV, jej dizajn zostáva z dôvo-

du zložitosti vírusu, ako aj z hľadiska zabezpečenia 

želaného a bezpečného účinku stále veľkou výzvou; 

skúšajú sa rôzne stratégie, rôzne typy antigénov i adju-

vantov. V rokoch 1998/1999 sa uskutočnila jedna z pr-

vých veľkých klinických štúdii (fáza III) zameraná na 

otestovanie vakcíny AIDSVAX, ktorá bola pripravená na 

báze gp120 proteínu, pričom sa študovali dva rozličné 

izoláty subtypu B (USA, Kanada, Puorto Rico, Holand-

sko) a subtypov B/E (Thajsko). Vakcína bola dizajnova-

ná s cieľom indukcie neutralizačných protilátok v nádeji, 

že sa predíde alebo zabráni infekcii HIV. Výsledky však 

nepreukázali významný protektívny účinok vakcíny proti 
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vírusu. Aj napriek nepozorovanému želanému efektu 

bola táto vakcína zaradená do ďalšej klinickej štúdie 

RV144 (fáza III), ktorá sa uskutočnila v roku 2003 

(Thajsko). Táto vakcína pozostávala celkovo z dvoch 

vakcinačných substancií: spomínaná AIDSVAX gp120 

bola použitá ako doplnková (re-vakcinačná tzv. boost) a 

ALVAC-HIV ako hlavná zložka (prime). ALVAC-HIV je 

vektorová vakcína na báze inertnej formy canarypoxu – 

vtáčieho vírusu, ktorá obsahuje geneticky modifikované 

verzie troch génov (env, gag, pro). Cieľom tejto prime-

boost kompozície RV144 vakcíny bolo stimulovať bun-

kovú imunitnú odpoveď spolu s produkciou protilátkovej 

odpovede na povrchový proteín gp120. Ako adjuvant 

bol použitý síran draselno hlinitý. Výsledkom tejto štúdie 

bola redukcia rizika voči HIV infekcii približne o 30 %. 

Výsledok bol prekvapujúci aj v spojení s faktom, že jed-

notlivé zložky vakcíny samy o sebe v predošlých štú-

diách nepreukázali pozitívny efekt. Klinická štúdia STEP 

s vektorovou vakcínou Adenovírusu 5 kódujúcou 

gag/pol/nef/ proteíny indikovala dokonca náchylnosť 

voči infekcii namiesto prevencie u skupiny testovaných 

mužov (www.aidsmap.com, Asif a kol., 2017). 

Aktuálne, aj s nadväznosťou na pozitívnu odozvu 

RV144 vakcíny, sa v novembri 2016 začala nová vakci-

načná štúdia (fáza II/III), ktorej základom je modifikova-

ná verzia RV144 a má označenie HVTN702. HVTN702 

bola dizajnovaná s vyššou špecificitou k HIV subtypu C 

(predominantný v južnej Afrike) so squalenovým adju-

vantom – MF59 s cieľom generovať robustnejšiu imu-

nitnú odpoveď. Výsledky z tejto štúdie budú zverejnené 

v roku 2021 (www.clinicaltrials.gov).  

Výskum v oblasti HIV vakcíny však neustále pokračuje. 

Pozornosť sa v tomto smere stále viac upriamuje na 

nanotechnológie a použitie rôznych nanočastíc s vhod-

nými vlastnosťami (Zhao a kol., 2014; Aikins a kol., 

2017; Glass a kol., 2016, Vacas-Cordoba a kol,, 2014). 

Už samotný, vyššie spomínaný MF59 adjuvant je 

emulzná nanočatica typu olej/voda (El Sahly a kol., 

2010). 

Nanočastice –  platforma  

vo vývoji HIV vakcíny 
Nanotechnológia ponúka možnosť prípravy nanočastíc 

s unikátnymi fyzikálno-chemickými vlastnosťami, ktoré 

vychádzajú práve z ich nanorozmerov. Unikátnou je aj 

flexibilnosť procesu prípravy a modifikácie nanočastíc, 

vďaka ktorej môžeme cielene syntetizovať častice s 

rôznou veľkosťou, tvarom, zložením a povrchovými 

vlastnosťami (Obr. 4). 

Svojimi rozmermi sa nanočastice pohybujú na veľko-

stnej škále bunkových komponentov, majú schopnosť 

prestupu cez plazmatickú membránu a v prípade ich 

vhodnej povrchovej modifikácie sa môžu naviazať a 

špecificky dopraviť terapeutický náklad do vnútra bu-

niek. Aj z týchto dôvodov sa nanočastice študujú v rôz-

nych biomedicínskych aplikáciách zahŕňajúcich aj ob-

lasť vakcinológie (Zhao a kol., 2014). 
V rámci formulácie vakcíny môže nanočastica zohrávať 

úlohu transportného nosiča (pre antigén alebo adju-

vant), prípadne sama pôsobiť ako adjuvantný imunosti-

mulátor (Zhao a kol., 2014; Glass a kol. 2016). Pre 

transportnú funkciu je zvyčajne potrebné zaistiť asociá-

ciu nanočastice s antigénom. Táto asociácia sa môže 

uskutočniť prostredníctvom jednoduchej fyzikálnej ad-

sorpcie, prípadne viac komplexnými metódami, ako 

napr. chemickou konjugáciou alebo enkapsuláciou (Obr. 

5).  

Obr. 4: Schematické znázornenie rôznych druhov nanočastíc 

 

Obr. 5: Schematické znázornenie rôznych možností asociácie antigénu s nanočasticou 
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Antigén môže byť na povrch nanočastice adsorbovaný 

na základe elektrostatických alebo hydrofóbnych inter-

akcií. Pri enkapsulácii je potrebné antigén pridať k na-

nočastici v procese jej syntézy a v prípade chemickej 

konjugácie použiť chemické zosieťovanie (tzv. cross-

linked chémiu). Z uvedených informácií vyplýva, že ad-

sorpcia je metóda jednoduchšia na prípravu, avšak vzá-

jomne väzobné interakcie s antigénom sú slabšie; tento 

postup je ideálny v prípade potreby rýchleho uvoľnenia 

antigénu. Uvoľnenie z komplexnejšej a stabilnejšej ko-

valentnej väzby si vyžaduje odbúranie nanočasticového 

nosiča. Jednotlivé prístupy sa intenzívne študujú (Doa-

ne a Burda, 2013). Výber procesu kovalentnej alebo 

nekovalentnej konjugácie nepochybne závisí od rôz-

nych faktorov biologického prostredia. Avšak dôležitú 

úlohu v dosiahnutí želaného účinku zohrávajú funda-

mentálne vlastnosti nanočastíc, ktoré musia byť dôklad-

ne preštudované. 

Štúdium nanovakcín aj v nadväznosti na klinické neús-

pechy štandardných vakcín je zatiaľ prevažne oriento-

vané na základný, predklinický výskum. Pripravujú sa 

rôzne druhy nanočastíc, ktoré sa modifikujú rôznymi 

antigénnymi štruktúrami, konjugáty sa charakterizujú z 

hľadiska fyzikálno-chemických vlastností, transportná 

schopnosť spolu s účinkom vyvolania imunitnej odpo-

vede sa študuje na membránových modeloch, bunko-

vých kultúrach ako i zvieracích modeloch. 

Ingale a kol. (2016) pripravili lipidové nanočastice na 

báze niklu, ktoré modifikovali elektrostaticky s HIV-1 

obálkovým glykoproteínom, ktorý, ako už bolo spome-

nuté v úvodnej časti, zodpovedá za fúziu vírusu s hosti-

teľskou bunkou. V porovnaní so samotným glykoproteí-

nom takto pripravený komplex aktivoval B bunky efek-

tívnejšie. V imunizačných experimentoch na animálnych 

modeloch bol dvojstupňovým testovaním (tzv. two-tier 

test citlivosti) zistený trend zlepšenia protilátkami spro-

stredkovanej neutralizácie. Väčšiu stabilitu v komplexá-

cii dosiahli autori neskôr modifikáciou lipozómov – na-

hradením niklu za kobalt, ako aj kovalentným cysteíno-

vým naviazaním antigénneho nákladu (Bale a kol., 

2016). Výsledkom bola stabilnejšia platforma s poten-

ciálom generácie zlepšenej a uniformnej protilátkovej 

odpovede. 

Lipidové nanočastice (lipozómy) je možné okrem plat-

formy nosiča využiť aj ako model plazmatickej membrá-

ny buniek. Túto možnosť využili Ionov a kol. (2015) na 

detailnejšie štúdium mechanizmov interakcie polymér-

nych nanočastíc – samotných, aj v komplexe so synte-

tickými peptidmi odvodenými od HIV. Ako polymérne 

nanočastice boli použité dendriméry na báze kremíka 

a uhlíka tzv. karbosilanové dendriméry (CBD). Dendri-

méry vo všeobecnosti patria k molekulám s unikátnou 

architektúrou, ich štruktúra sa smerom od jadra vetví do 

vrstiev (tzv. generácií), čím celá štruktúra pripomína 

korunu stromov. Modifikované dendriméry nachádzajú 

potenciál pre uplatnenie v rôznych biomedicínskych 

aplikáciách. V rámci tejto konkrétnej štúdie bola preuká-

zaná interakcia komplexov s modelovými membránami, 

pričom táto interakcia mala elektrostatický charakter a 

bola silnejšia v prípade inkubácie komplexov s negatív-

ne nabitými lipozómami. V ďalšej štúdii (Melikishvili a 

kol., 2016) sa autori snažili použitý model lipozómov 

priblížiť k reálnejším podmienkam, a to prítomnosťou 

pegylovaného (PEG, polyetylénglykol) lipidu za účelom 

modelovania glykokalixu, ktorý sa nachádza na vonkaj-

šej strane plazmatickej membrány. V tomto prípade 

bola interakcia HIV syntetických peptidov v komplexe 

s CBD dendrimérmi silnejšia smerom k zwitterionickým 

než ku pegylovaným membránovým modelom. Rastúca 

koncentrácia PEG-lipidu viedla k oslabeniu interakcie. 

Z hľadiska využitia nanočastíc ako nosičov predstavuje 

prekonanie extracelulárnych prekážok, ako i následná 

interakcia s plazmatickou membránou, jeden z kľúčo-

vých faktorov. Možnosť optimalizácie a modulácie fyzi-

kálno-chemických vlastností nanočastíc, či už v procese 

ich syntézy alebo post-syntézy, je pre dosiahnutie žela-

ného adjuvantného účinku v tomto smere veľkým pozití-

vom. Okrem adjuvatného pôsobenia môžu nanočastice 

tiež disponovať aj účinkom antivirálnym. Polyanionické 

karbosilanové dendriméry preukázali veľký potenciál 

ako antivirotiká vo vývoji nových mikrobicídnych látok 

zameraných na prevenciu HIV-1. Vacas-Cordoba a kol. 

(2016) študovali mechanizmus dvoch typov – sulfáto-

vých a naftylsulfátových CBD dendrimérov. Tieto den-

driméry inhibovali virálnu infekciu v procese fúzie, kon-

kurovali naviazaniu vírusu k cieľovej bunke a membrá-

novej fúzii tým, že zablokovali interakciu medzi virálnym 

gp120 proteínom a CD4 hostiteľským receptorom. Den-

driméry boli schopné inhibovať i medzibunkovú transmi-

siu HIV. Okrem polymérnych nanočastíc sa v oblasti 

vakcinológie intenzívne študujú aj kovové, napr. zlaté 

nanočastice, ktoré taktiež disponujú viacerými unikát-

nymi vlastnosťami (stabilita, biokompatibilita, ľahkosť 

modifikácie a iné). Naviac, multivalentná prezentácia 

malých molekúl na povrchu zlatých nanočastíc môže 

konvertovať neaktívne liečivo na účinnú látku (Bowman 

a kol., 2008). Peňa Gonzales a kol. (2017) skombinovali 

vlastnosti dendrimérov a zlatých nanočastíc; pripravili 

zlaté nanočastice modifikované s kationickými karbosi-

lanovými dendrónmi, ktoré vlastne predstavujú staveb-

né bloky vyššie spomenutých dendrimérov. Autori tieto 

nanočastice charakterizovali viacerými biofyzikálnymi 

metódami a preštudovali ich aj z hľadiska indukcie po-

tenciálnej toxicity a nešpecifického antigénneho stimulu. 

Zistili, že žiadna z nanočastíc neindukovala proliferáciu 

lymfocytov – naviac nanočastice boli tolerované aj sme-

rom k červeným krvinkám. Štúdium potenciálu týchto 

dendronizovaných zlatých nanočastíc ako nosičov rôz-

nych terapeuticky aktívnych látok v súčasnosti intenzív-

ne prebieha na viacerých renomovaných pracoviskách. 
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Na Fakulte matematiky, fyziky a informatiky Univerzity 

Komenského (FMFI UK) v Bratislave a v spolupráci s 

poľskými kolegami na Univerzite v Lodži, tieto nanočas-

tice aktuálne študujeme v spojení s tromi typmi HIV od-

vodenými peptidmi a pripravené komplexy charakterizu-

jeme napr. z hľadiska veľkosti, morfológie, zeta poten-

ciálu, a iných, pre ďalšie využitie dôležitých vlastností. 

Záver 

Vývoj efektívnej a bezpečnej očkovacej látky je proces 

zložitý a v prípade vírusu HIV to platí dvojnásobne. Vý-

skum sa zameriava na štúdium nových antigénov, ako 

aj ich nosičov, ktoré musia spĺňať vlastnosti bezpečné-

ho použitia, ľahkej výroby, a po podaní vakcíny vyvolať 

stabilnú a intenzívnu imunitnú odpoveď. Veľkou výzvou 

v tomto smere zostáva dizajn takej očkovacej látky, kto-

rej základom by boli čo najmenej variabilné štruktúrne 

zložky vírusu, čím by bola takáto vakcína efektívna aj v 

prípade rôznych mutácií HIV. Aj z týchto dôvodov sa 

výskum aktuálne upriamuje na nanotechnológie. Nano-

častice disponujú mnohými unikátnymi vlastnosťami, 

ktoré by sa dali využiť za účelom podporenia biologickej 

aktivity HIV vakcíny, prípadne dosiahnutia priameho 

antivirálneho účinku. 
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Helicases and their therapeutic potential 

 

Abstract 
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. 
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DNA replication, replication protein, helicase, mutation, therapeutics 

Úvod 

Biomakromolekuly proteínov a nukleových kyselín patria 

k základným zložkám živej bunky. Proteíny sú hlavným 

aktérom všetkých chemických procesov, ktoré v živých 

organizmoch prebiehajú, nukleové kyseliny zabezpeču-

jú uchovanie a prenos genetickej informácie. Proteíny 

slúžia ako stavebné zložky, zdroj energie, substancia 

pre tvorbu hormónov a protilátok, fungujú ako enzýmy, 

zúčastňujú sa transportných a zásobovacích procesov, 

nukleové kyseliny nesú informáciu pre ich syntézu. 

Všetky svoje úlohy vykonávajú proteíny prostredníctvom 

interakcií s ďalšími zložkami bunky, pričom k najdôleži-

tejším partnerom proteínov z pohľadu medzimolekulo-

vých interakcií patria nukleové kyseliny. 

Helikázy ako súčasť metabolických 

procesov nukleových kyselín 
Nukleové kyseliny sú základné informačné molekuly 

bunky, ktorých úlohou je uchovávanie a prenos genetic-

kej informácie. Deoxyribonukleová kyselina (DNA) slúži 

v živých organizmoch ako nositeľ informácie pre vyko-

návanie všetkých životných funkcií. Obvykle existuje vo 

forme dvojzávitnicových molekúl. Ribonukleová kyselina 

(RNA) zabezpečuje prenos genetickej informácie ob-

siahnutej v DNA. Existujú rôzne typy ribonukleových 

RNA (mediátorová, transferová, ribozomálna), ktoré 

majú v tomto procese svoju špecifickú funkciu. Ribonuk-

leová kyselina býva prevažne jednovláknová, ale môže 

obsahovať dlhšie alebo kratšie dvojvláknové úseky. 

Všetky tri etapy prenosu genetickej informácie – repli-

kácia DNA, prepis genetickej informácie z DNA do RNA 

(transkripcia) a proces syntézy bielkovín (translácia) sú 

spojené s konformačnými zmenami nukleových kyselín. 

Dôležitú úlohu pri uskutočňovaní konformačných zmien 

nukleových kyselín majú helikázy. 

Helikázy sú proteíny, ktoré rozvíjajú dvojvláknové úseky 

nukleových kyselín (Obr. 1A, B), pričom ako zdroj ener-

gie využívajú energiu získanú hydrolýzou adenozíntri-

fosfátu (ATP). Predstavujú veľmi početnú skupinu en-

zýmov, napríklad na genóme kvasinky Saccharomyces 

cerevisiae bolo identifikovaných 134 otvorených čítacích 

rámcov (ORF), kódujúcich proteíny podobné helikázam 

(Shiratori a kol., 1999), čo predstavuje približne 2,1 % 

všetkých ORF na kvasinkovom genóme. 

Vysoká početnosť helikáz súvisí s množstvom špecific-

kých funkcií, za ktoré sú jednotlivé proteíny zodpoved-

né. Zúčastňujú sa takmer všetkých procesov metabo-

lizmu DNA a RNA-replikácie, rekombinácie a opravy 

DNA, transkripcie, translácie, syntézy ribozómov, matu-

rácie RNA, splicingu a procesov jadrového exportu. Sú 

nevyhnutné pre život bunky a v procese evolúcie do-

siahli vysoký stupeň konzervovanosti na štruktúrnej 

aj funkčnej úrovni. Vysoká konzervovanosť helikáz pre-

kračuje hranice medzi jednotlivými druhmi živých orga-

nizmov a poskytuje predpoklady pre to, aby poznatky 

získané zo štúdia jednotlivých helikáz prispeli k objas-

neniu štruktúry a funkcie týchto enzýmov vo všeobec-

nosti. Konzervované oblasti helikáz, označované tiež 

ako konzervované motívy, zodpovedajú za väzbu nuk-

leových kyselín, nukleotidov a kofaktorov. Medzi jednot-

mailto:Nora.Halgasova@savba.sk
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livými skupinami helikáz sa odlišujú v súvislosti s kon-

krétnou funkciou, ktorú tieto helikázy vykonávajú. Na 

základe konzervovaných motívov boli helikázy rozdele-

né do šiestich superrodín, SF1-SF6 (Singleton a kol. 

2007). Helikázy sa odlišujú tiež oligomérnym stavom – 

niektoré fungujú ako monoméry alebo diméry, iné sú 

funkčné len vo forme vyšších oligomérnych komplexov 

– hexamérov. 

Obr. 1: Replikatívna DNA helikáza rozvíjajúca dvojzávitnicu DNA (A) a tá istá DNA helikáza v kontexte s ostatnými repli-
kačnými proteínmi (B) 

 

 
Upravené 10.7.2017 podľa:  
http://www.profilegenomics.com/merritt/static/en/dna/helicase.png,  
http://www.profilegenomics.com/merritt/static/en/dna/binding%20proteins.png,  
http://www.profilegenomics.com/merritt/static/en/dna/primase.png,  
http://www.profilegenomics.com/merritt/static/en/dna/polymerase.png 

Helikázy a ich úloha pri opravných 

mechanizmoch DNA 
Dôležitým aspektom funkcie helikáz v biologickom kon-

texte je ich interakcia s poškodenými molekulami DNA. 

Všetky metabolické procesy, na ktorých sa DNA zúčas-

tňuje, môžu byť ohrozené jej poškodením (Suhasini, 

Brosh, 2010). Poškodenie DNA môže viesť k úplnému 

zablokovaniu jej replikácie alebo transkripcie, alebo 

môže prinajmenšom podstatne znížiť ich presnosť. 

Pravdepodobnosť poškodenia DNA v bunkách je veľmi 

vysoká. Lindahl (1993) uvádza približne 10 000 poško-

dzujúcich udalostí v každej bunke ľudského tela za deň 

a iba dobre fungujúce opravné mechanizmy sú schopné 

zabezpečiť genomickú stabilitu. Živé organizmy si na 

opravu poškodenej DNA vyvinuli sofistikované mecha-

nizmy, ktorých neoddeliteľnou súčasťou sú helikázy. Ich 

schopnosť katalyticky separovať vlákna DNA poskytuje 

priestor pre tolerovanie alebo opravu poškodenia. Heli-

kázy pôsobia napríklad pri jadrových opravných mecha-

nizmoch ako je vyštiepenie chybných nukleotidov (NER, 

Obr. 2), transkripčne závislá oprava (TCR) alebo udr-

žiavanie telomér. Od jednoduchých baktérií až po ci-

cavčie bunky, vo všetkých sa helikázy zúčastňujú na 

odpovedi, resp. oprave poškodenia DNA. 

Obr. 2: Oprava poškodenia DNA vyštiepením nukleotidov 

 
Upravené 10.7.2017 podľa: 
https://classconnection.s3.amazonaws.com/853/flashcards/247853/pn
g/nucleotide_excision_repair1349114267928.png. 



 

číslo 3, 2017, ročník 21 

ISSN 1338-1024 

biológia ekológia chémia 

http://bech.truni.sk/ 

10  

 

Vzhľadom na to, akú dôležitú úlohu majú helikázy v 

regulácii a udržiavaní genomickej integrity, je zrejmé, že 

defekty v týchto enzýmoch môžu viesť k patologickým 

stavom. V súčasnosti boli identifikované mnohé gény 

kódujúce helikázy. Genetické štúdie ukázali, že mutácie 

v niektorých týchto génoch sa spájajú s viacerými hu-

mánnymi ochoreniami. Mutácie v génoch kódujúcich 

helikázy môžu viesť k ochoreniam ako je predčasné 

starnutie, rôzne druhy rakoviny, neurologické alebo au-

toimunitné ochorenia a iné. Zatiaľ však nie je jasné, 

akým spôsobom defekty v týchto proteínoch vedú k 

ochoreniu. V súčasnosti sa vynakladá veľké úsilie na 

objasnenie vlastností helikáz na molekulárnej a bunko-

vej úrovni, avšak vzdialenosť od molekúl k pacientovi je 

zatiaľ veľmi veľká.  

Helikázy ako potenciálne  

terapeutiká  
V posledných rokoch bolo opísaných niekoľko metodic-

kých prístupov, ktoré by mohli byť použité či už na 

presnejšiu diagnostiku ochorení alebo priame ovplyvne-

nie mechanizmu pôsobenia dotknutých helikáz so zvý-

šenou alebo zníženou funkciou. Jednou z možností sú 

genetické a expresné analýzy vzoriek od pacientov, čo 

umožní posúdiť kvalitu DNA a kvantitu RNA. Diagnózu 

a prognózu rakoviny alebo vekom podmienených cho-

rôb by mala umožniť analýza génovej expresie helikázy 

RECQ1 (Sharma, 2014). Úroveň expresie tohoto najpo-

četnejšieho zástupcu zo skupiny opravných helikáz 

RecQ býva v rakovinových bunkách vysoko nadprie-

merná. Objasnenie úlohy RECQ1 pre udržanie prolifera-

tívneho a invazívneho fenotypu rakovinových buniek by 

mohlo pomôcť pri vývoji terapeutických stratégií na za-

blokovanie progresie a metastázovania primárnych tu-

morov. Helikázy zo skupiny RecQ by mohli byť využité 

na prípravu nových terapeutík na báze malej interferu-

júcej RNA (siRNA) odvodenej od génov týchto helikáz 

(Futami a Furuichi, 2015). Na spomalenie rastu rakovi-

nových buniek boli v rôznych modelových systémoch 

použité na inhibíciu RecQ helikáz aj špecifické inhibítory 

s nízkou molekulovou hmotnosťou. Obidve tieto straté-

gie by mali viesť k zväčšeniu replikačných lézií a pone-

chaniu poškodených úsekov DNA bez opravy, čo by 

mohlo selektívne zabiť rakovinové bunky alebo aspoň 

zabrániť ich rastu. 

Na druhej strane, mnohé helikázy majú v organizme aj 

tumor supresívne účinky. V takýchto prípadoch môže 

dôjsť k ochoreniu v dôsledku ich poškodenia alebo zní-

ženej expresie. Na ovplyvnenie ochorení vyplývajúcich 

z narušenej funkcie defektných helikáz bol navrhnutý 

ďalší terapeutický postup. Jeho princípom je myšlienka 

farmakologického pôsobenia na defektné helikázy pro-

stredníctvom malých chemických molekúl (Suhasini 

a Brosh, 2013). Tento prístup využíva predpoklad, že 

bunkový fenotyp súvisiaci s poškodenou helikázou by 

mohol byť zvrátený pôsobením chemickej molekuly, 

ktorá navráti pôvodnú helikázovú katalytickú aktivitu v 

opravnej dráhe DNA. Väzbou na helikázu by mohla 

chemická molekula napríklad indukovať konformačné 

zmeny umožňujúce prepojenie hydrolýzy ATP a DNA 

rozvíjajúcej aktivity alebo obnoviť schopnosť proteínu 

vytvárať oligomérny komplex.  

RNA helikázy majú svoju úlohu pri transkripcii, translá-

cii, syntéze ribozómov, maturácii RNA, splicingu a pro-

cesoch jadrového exportu. Zistilo sa, že účinkujú aj ako 

zložky signálnych dráh v procese vrodenej imunitnej 

odpovede. Štúdium RNA helikáz, ktoré sa podieľajú na 

imunitnej odpovedi, bude prispievať k rozvoju stratégií 

boja proti vírusovým infekciám ako je HIV, HCV (vírus 

hepatitídy C) alebo IAV (Vírus chrípky typu A) (Ariumi 

2014). Ďalším ochorením, pri ktorom by mohla byť mo-

lekulárnym cieľom pre diagnostiku a liečbu RNA heliká-

za, je autoimunitné ochorenie, systémový lupus erythe-

matosus (Oliveira a kol., 2014). Pri tomto ochorení je 

antivirálna odpoveď organizmu v dôsledku poškodenia 

génov kódujúcich helikázy aktivovaná nadmerne. Tera-

peutické stratégie zamerané na defektné RNA helikázy 

by v prípade tohto ochorenia mohli byť zaujímavé, ale 

bolo by potrebné najprv identifikovať optimálne miesta 

zásahu do biochemickej dráhy.  

Všetky uvedené stratégie poukazujú na vysoký terapeu-

tický potenciál proteínov s helikázovou aktivitou, posky-

tujú nové pohľady na molekulárnu patológiu chorôb 

súvisiacich s vlastnosťami a funkciou helikáz a svedčia 

o tom, že táto problematika je vysoko aktuálna. Ďalšie 

štúdie rôznych proteínov s helikázovou aktivitou prispe-

jú nielen k diagnóze a liečbe určitých chorôb, ale aj k 

prevencii a vytvoreniu budúcej generácie terapeutík. 

Záver 

Napriek veľkému úsiliu, ktoré sa vynakladá na objasne-

nie fungovania helikáz na molekulárnej a bunkovej 

úrovni, mnohé otázky zostávajú stále nezodpovedané. 

Zatiaľ nie je jasné, akým spôsobom defekty v týchto 

proteínoch vedú k ochoreniam. Bude potrebné pochopiť 

vzťah medzi jednotlivými mutáciami a ich fenotypickým 

prejavom. Toto vyžaduje systematické sledovanie mo-

lekulárnych defektov spôsobených mutáciami a charak-

terizáciu biologických dráh, ktoré nebudú správne fun-

govať, keď sa defektná helikáza bude exprimovať. Budú 

potrebné biochemické, štruktúrne a genetické analýzy, 

ktoré poukážu presnejšie na funkciu helikáz v procese 

replikácie a opravy DNA. Bude nutné navrhnúť presné 

modely molekulovej štruktúry helikáz. Všetky tieto po-

znatky prispejú k vývoju špecifických liečiv proti rakovi-

ne a chorobám súvisiacim so starnutím, ale aj víruso-

vým ochoreniam alebo autoimunitným ochoreniam. 
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Phage depolymerases and their utilization  

 

Abstract 
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. 
 

Key words 
Bacteriophage, biofilm, depolymerases  

Úvod 

Bakteriálna rezistencia je kritickým faktorom pri liečení 

infekcií antibiotikami. Nedostatok iných spôsobov liečby 

zvyšuje počet multirezistentných nozokomiálnych pato-

génov. Fágová terapia, ako alternatíva k antibiotickej 

liečbe, je známa už mnoho rokov, no nie je rovnako 

uznávaná vo všetkých krajinách. Napriek sľubným vý-

sledkom sa v západnej medicíne zatiaľ nepoužíva. V 

poslednej dobe sa výskum v tejto oblasti venuje aj účin-

ku fágových lytických proteínov, ktoré sa počas životné-

ho cyklu fága podieľajú na degradácii hostiteľských 

membrán a ochranných obalov. Lytické proteíny s naj-

výraznejšími terapeutickými účinkami sú peptidoglykán 

hydrolázy, medzi ktoré patria virión asociované pepti-

doglykán hydrolázy a endolyzíny. Ich funkciou je degra-

dácia peptidoglykánu. S viriónom asociované peptido-

glykán hydrolázy sú súčasťou štruktúry vírusových čas-

tíc v okolí chvostíka. Spôsobujú lokálne štiepenie bun-

kovej steny potrebné pre transfer fágovej DNA do bun-

ky. Endolyzíny, tvorené v neskorej fáze lytického cyklu, 

sú zasa potrebné na deštrukciu peptidoglykánu, nevy-

hnutnú pre uvoľnenie nových fágových častíc z bunky. 

K lytickým proteínom patria aj holíny a depolymerázy. 

Depolymerázy sú reakciou bakteriofágov na ochrannú 

vrstvu polysacharidov, ktoré sú kovalentne naviazané 

na povrch alebo voľne asociované s bunkou. Depolyme-

rázy štiepia extracelulárne polysacharidy a lipopolysa-

charidy, zanechávajúc povrch bunky prístupný pre ad-

sorbciu vírusových častíc. Poslednými z opisovaných 

proteínov su holíny. Ich funkciou je tvorba pórov vo vnú-

tornej vrstve cytoplazmatickej membrány, a tým sprí-

stupnenie peptidoglykánu pre endolyzíny. V tomto pre-

hľade sa budeme podrobnejšie venovať depolymerá-

zam, ktoré je možné použiť spolu s intaktnými fágmi, 

inými fágovými proteínmi alebo antibiotikami proti bakte-

riálnym kmeňom tvoriacim biofilm, čím je možné zvýšiť 

ich antimikrobiálny potenciál alebo rozšíriť spektrum 

účinku na viaceré bakteriálne patogény. 

Depolymerázy  

Do životného cyklu bakteriofága sa zapája niekoľko 

proteínov s antimikrobiálnym potenciálom. Ako prvé sa 

zapájajú proteíny asociované s viriónom vírusu, ako sú 

depolymerázy a virión asociované peptidoglykán hydro-

lázy. Peptidoglykán hydrolázy sú lokalizované na bazál-

nej platničke alebo na chvostíku fága. Ich úlohou je vy-

tvoriť pór v peptidoglykáne, ktorým sa fágová nukleová 

kyselina dostane do bunky.  

Ďalšie virión asociované enzýmy sú depolymerázy. 

Hydrolyzujú exopolysacharidy nachádzajúce sa v kap-

sule, respektíve v exopolysacharidovej vrstve niektorých 

baktérií (tab. 1). Zatiaľ bola zistená ich prítomnosť len u 

bičíkatých dsDNA bakteriofágov (Casjens a Thuman-

Commike, 2011). Samotné depolymerázy nemajú bak-

teriocídny účinok, ale deštrukcia púzdra baktérií má 

vážne následky. Odstránenie obalu baktérie ju vystavu-

je vplyvom okolia, čím výrazne znižuje schopnosť preži-

tia. Kapsula zároveň predstavuje fyzickú bariéru pre 

adsorbciu fága na povrch baktérie (Scholl a kol., 2005). 

Prekrýva antigény na povrchu bunky, a tým slúži ako 

ochrana pred reakciami imunitného systému. Polysa-

charidy sú prítomné na povrchu baktérií ako štrukturál-

mailto:michal.kajsik@uniba.skm
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ne alebo kapsulárne polysacharidy (CPS), alebo sú 

súčasťou sekretovaného exopolysacharidu (EPS) bak-

teriálnych biofilmov (Yan a kol., 2014). Odstránením 

exopolysacharidov sú baktérie vystavené vysychaniu a 

sú citlivejšie na účinok antimikrobiálnych prostriedkov 

(Bjarnsholt, 2013).  

Tab. 1: Prehľad vybraných substrátov fágových depolymeráz. Spracované podľa (Born a kol., 2014)  

Bakteriálny druh Bakteriofág Substrát 

E.coli K1F Sialová kyselina 

E.coli K1E Sialová kyselina 

Erwinia amylovora L1 Amylovoran galaktóza 

Pseudomonas putida phi15 Pektín 

Klebsiella pneumoniae DEP phage nešpecifikovaný 

Enterobacter agglomerans SF153b nešpecifikovaný 

Klebsiella aerogenes nešpecifikované galaktóza 

Staphylococcus epidermidis vB_SepiS-phiIPLA5 Pektín 

Staphylococcus epidermidis vB_SepiS-phiIPLA7 Pektín 

Acinetobacter baumannii phiAB6 Pektát 

 
Depolymerázy sa často uvoľňujú z lytických fágov v 

aktívnych formách, ktoré ovplyvňujú matrix biofilmu. 

Depolymerázová aktivita môže byť identifikovaná ako 

neustále sa rozširujúca turbídna zóna v okolí fágových 

plakov. Zónu predstavujú citlivé baktérie, ktorých poly-

sacharidové kapsuly boli degradované depolymerázou. 

Doteraz používané spôsoby merania aktivity depolyme-

ráz môžeme rozdeliť na biologické, biochemické a fyzi-

kálne. Niektoré metódy sú univerzálne pre všetky druhy 

polysacharidov, ale existujú aj metódy na substrátovo 

špecifickú detekciu. Primárny biologický spôsob detek-

cie prítomnosti depolymeráz je aplikácia fágov a enzý-

mov na bakteriálne kultúry a analýza typickej turbídnej 

zóny (Cornelissen a kol., 2011). Spektrofotometrické 

metódy umožňujú kvantitatívne stanovenie depolymeri-

začnej aktivity. Na kolorimetrické vyhodnotenie degra-

dácie biofilmu sa využíva kryštálová violeť alebo dime-

tyl-metylénová modrá (Toté a kol., 2008). Využíva sa aj 

množstvo iných metód, ako napríklad elektroforetické 

metódy, TLC chromatografia, spektroskopia. Jedna zo 

sofistikovanejších metód umožňujúca presné meranie 

degradácie matrixu biofilmu je laserová interferometria, 

ktorá deteguje rýchlosť difúzie malých molekúl cez vrst-

vu biofilmu (Danis-Wlodarczyk a kol., 2016).  

Fágové depolymerázy sú veľmi špecifické a zriedka 

pôsobia na viacero príbuzných polysacharidových štruk-

túr. Bolo identifikovaných celkovo 160 depolymeráz zo 

143 bakteriofágov (43 Myoviridae, 47 Siphoviridae, 37 

Podoviridae a 16 nezaradených), ktoré infikujú 24 bak-

teriálnych rodov. Veľkosť týchto proteínov je tiež rôzno-

rodá, pohybuje sa od 197 do 2417 aminokyselín (Pires 

a kol., 2016). Fágové depolymerázy môžu mať dve for-

my: 

a) integrálna súčasť fágových častíc, 

b) rozpustné proteíny vznikajúce pri lýze hostiteľ-

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

Väčšina fágových depolymeráz (126 proteínov) je kódo-

vaná v rovnakom otvorenom čítacom rámci ako gén pre 

vlánko chvostíka. Depolymerázy môžu byť umiestnené 

aj na iných štruktúrach bakteriofága, okrem chvostíko-

vých vlákien aj na bazálnej platničke alebo na krku spá-

jajúcom chvostík a hlavičku (Pires a kol., 2016). 

Rozdelenie depolymeráz 

Podľa spôsobu pôsobenia boli depolymerázy rozdelené 

do dvoch hlavných skupín: hydrolázy a lyázy. Obe sku-

piny sa vyznačujú vysokou špecificitou reakcií s bakte-

riálnymi polysacharidmi, čo prispieva k úzkemu hostiteľ-

skému spektru. 

Hydrolázy: 

O-glykozylové hydrolázy sú enzýmy, ktoré katalyzujú 

hydrolýzu glykykozidických väzieb (Davies a Henrissat, 

1995). Vo väčšine prípadov je enzymatická aktivita ka-

talyzovaná dvoma aminokyselinovými zvyškami: vše-

obecná kyselina (donor protónu) a nukleofil/báza (Kos-

hland, 1953). Podľa priestorovej polohy katalytických 

zvyškov hydrolýza prebieha pomocou dvoch hlavných 

mechanizmov, ktoré vedú k celkovej retencii alebo in-

verzii anomerickej konfigurácie. V tejto triede enzýmov 

bolo zistených šesť rôznych skupín depolymeráz: siali-

dázy, levanázy, xylozidázy, dextranázy, rhamnozidázy a 

peptidázy.  

Lyázy:  

Polysacharidové lyázy sú enzýmy, ktoré štiepia (1,4)-

glykozidické väzby pomocou β- eliminácie so súčasným 

zavedením novej dvojitej väzby bez použitia vody (Mi-

chaud a kol., 2003). Táto skupina fágových depolyme-

ráz zahŕňa tri skupiny: hyaluronát, alginát a pektín/pek-

tát lyázy. 

Väčšina fágov kóduje iba jeden alebo dva depolymerá-

zové motívy prítomné na jednom géne. Avšak niektoré 

fágy môžu obsahovať viacero génov kódujúcich depo-
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lymerázy. Napríklad fág φ K1-5 je schopný replikovať sa 

v K1 a K5 kmeňoch E. coli, pretože kóduje dve chvostí-

kové vlákna s odlišnou enzymatickou aktivitou. Jedno 

vlánko obsahuje endosialidázu, zatiaľ čo druhé K5 lyá-

zu, ktoré degradujú kapsulárny polysacharid K1 ale-

bo K5 kmeňov (Scholl a kol., 2001). 

Využitie depolymeráz 

Biofilmy vďaka impermeabilite matrixu poskytujú bakté-

riám ochranu proti bakteriofágom alebo antibiotikám. 

Matrix zabezpečuje fyzickú bariéru pre viaceré agensy. 

Fágy prostredníctvom lytických enzýmov degradujú 

exopolysacharidy a dostávajú sa do hlbších vrstiev bio-

filmu a následne lyzujú bakteriálne bunky (Harper a kol., 

2014). Mechanizmus pôsobenia bakteriofágov sa líši od 

pôsobenia antibiotík alebo biocídov. Bakteriálne bunky v 

prvých štádiách rastu sú náchylnejšie na infekciu ako 

zrelé bunky. Prostredníctvom kanálov fágy vstupujú do 

biofilmu. Takýto spôsob prieniku môžeme sledovať pri 

biofilmoch tvorených baktériami rodu Lactococcus, Ste-

notrophomonas maltophila a iné.  

Pires a kol. uskutočnil niekoľko pokusov, ktorými doká-

zal enzymatickú aktivitu natívnych bakteriofágov. Použili 

bakteriálne kmene Acinetobacter a jeho bakteriofága 

vB_AbaP_CEB1. Bakteriofágy boli aplikované na vyras-

tené kolónie a účinkovali 24 až 120 hodín. Aktivita fágo-

vej depolymerázy je vizuálne identifikovaná prítomnou 

turbídnou zónou, ktorá obklopuje plaky (Pires a kol., 

2016). Podobný pokus urobil aj Harper s kolektívom. 

Použili kmene Pseudomonas aeruginosa, ktoré boli 

infikované fágom. Po infekcii došlo k produkcii alginát 

lyázy a následne teda k degradácii exopolysacharidu 

alginátu (Harper a kol., 2014). Štúdie ukazujú, že bakte-

riofágy obsahujúce polysacharidové depolymerázy špe-

cifické pre konkrétne kmene sú relatívne časté (Hughes 

a kol., 1998). Izolované polysacharidové depolymerázy 

sú na rozdiel od samotného fága aktívne v širokom roz-

sahu podmienok prostredia. Pri použití fágovej častice 

je nevyhnutné, aby fág získal prístup k receptorom na 

bunke a infikoval ju vo všetkých možných podmienkach. 

Pri použití enzýmu je rozsah hostiteľov oveľa širší.  

Tzu-Lung Lin a kol. testovali aktivitu purifikovanej depo-

lymerázy z bakteriofága NTUH-K2044-K1-1 infikujúci 

patogénny kmeň Klebsiella pneumoniae. Analýza DNA 

sekvencie fágu ukázala, že vírus kóduje gén 34, ktorý 

má vysokú sekvenčnú podobnosť s pektát lyázou, a 

preto môže zodpovedať kapsulárnej depolymeráze. Pri 

nanášaní na médium s K. pneumoniae, rekombinantný 

proteín spôsobil zónu inhibovaného rastu. Špecifickosť 

tohto enzýmu bola skúmaná na viacerých kmeňoch 

a bolo zistené, že purifikovaná depolymeráza bola 

schopná inhibovať rast širšieho spektra kmeňov ako 

samotný bakterofág (Lin a kol., 2014).  

V našom laboratóriu sme sa venovali purifikácii depoly-

meráz z bakteriofágov Dev-CT-57 a Dev-CD-23823. 

Oba fágy infikujú baktérie rodu Cronobacter a tvoria 

plaky s čírym stredom a so širokou turbídnou zónou, 

ktorá je charakteristická pre fágy obsahujúce depolyme-

rázy. Na základe porovnania ich DNA sekvencií s data-

bázou sme vybrali gény gp41 z fága Dev-CD-23823 

a gp40 z fága Dev-CT-57. Proteíny sme nadexprimovali 

v expresnom kmeni E.coli a následne aplikovali na bak-

teriálne kultúry pomocou diskov. Oba proteíny boli ak-

tívne, čo sme pozorovali širokou turbídnou zónou v oko-

lí disku (Obr. 1). 

Obr. 1: Vplyv koncentrácie proteínov na veľkosť zóny lýzy bakteriálnej kultúry C. malonaticus 161007/29.  
A: Proteín CD23-gp41; B: Proteín CT57-gp40; N. neriedený proteín; 1. 2x riedený proteín; 2. 4x riedený proteín; 3. 8x riedený 
proteín; 4. 16x riedený proteín; 5. 32x riedený proteín; 6. 64x riedený proteín; T. tlmivý roztok 
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Záver 

Vzhľadom na pretrvávajúci výskyt, či dokonca šírenie 

multirezistentných patogénov, je nevyhnutné venovať 

množstvo úsilia do hľadania nových spôsobov boja proti 

bakteriálnym patogénom. K sľubným alternatívam patrí 

aj využitie bakteriofágov a ich lytických proteínov. Fágo-

vé lytické proteíny sú obvykle monomérne, je možné ich 

exprimovať v bakteriálnych hostiteľoch. Samozrejme sú 

špecifické a účinné voči konkrétnym hostiteľom a sub-

strátom. Špecificita enzýmov je výhodná pre terapiu, 

pretože sa dá liečba cieliť na patogény, pričom baktérie 

prospešné pre človeka ostávajú neporušené. Depoly-

merázy zapadajú do fágovej terapie ako doplnkový prí-

pravok, ktorý odstráni kapsulu alebo naruší biofilm a 

umožní tak fágom a endolyzínom atakovať patogénne 

baktérie. Schopnosť baktérií, maskovať povrchové 

štruktúry exopolysacharidmi, prichytávať sa na povrchy 

a vytvárať biofilm spôsobuje v praxi obrovské problémy. 

Bakteriofágy predstavujú najpočetnejší organizmus na 

našej planéte, pričom každý z nich obsahuje a inovuje 

spôsob ako efektívne atakovať a lyzovať hostiteľa. Na-

ším úsilím by malo byť opísať čo najviac takýchto prote-

ínov a študovať ich schopnosti, ktoré by mohlo ľudstvo 

využiť vo svoj prospech.    
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Industrial importance of biocatalysts and cofactor 

regeneration possibilities 

 

Abstract 
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. 
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Úvod 

Biotransformácia, často označovaná aj ako biokatalýza, 

predstavuje spôsob využitia biologických systémov na 

katalýzu konverzie substrátu na produkt, pričom kataly-

zujúcim komponentom takejto reakcie môžu byť jedno-

bunkové organizmy alebo izolovaný enzým. Na základe 

toho rozlišujeme biotransformáciu celobunkovú alebo 

enzýmovú (Ghisalba et al., 2010). Spomedzi benefitov, 

ktoré biokatalyzátory ponúkajú, je ich výnimočnou vlast-

nosťou vysoká selektivita, a to chirálna (stereoselektivi-

ta) voči konkrétnemu stereoizoméru [diastereoizomé-

rom L/D, (+)/(−), (E)/(Z); enantiomérom (R)/(S)]; miestne 

špecifická (regioselektivita) a selektivita voči konkrét-

nym funkčným skupinám prítomným v molekule sub-

strátu (chemoselektivita). Tieto vlastnosti umožňujú mi-

nimalizovať prítomnosť vedľajších produktov, vrátane 

neželaných izomérov, a tým jednoduchšiu separáciu 

cieľového produktu z reakčnej zmesi. V neposlednom 

rade je ich pridanou hodnotou aj ich environmentálna 

bezpečnosť (Ghisalba et al., 2010, Lee et al., 2013). 

Použitie jednobunkových organizmov (baktérií, kvasi-

niek) resp. izolovaných enzýmov ako biokatalyzátorov 

zahŕňa svoje výhody aj nevýhody. Zásadný rozdiel pri-

náša metabolický aparát prítomný v použitom organiz-

me pri celobunkovej biotransformácii, ktorý je spravidla 

schopný in vivo regenerácie kofaktorov esenciálnych 

pre správnu funkčnosť enzýmu, a teda aj priebeh danej 

reakcie. Nie je teda kofaktory nutné dodávať exogénne, 

ako je to pri enzýmovej biotransformácii. Na druhej 

strane, táto intracelulárna metabolická aktivita býva 

zdrojom množstva neželaných vedľajších produktov, z 

čoho vyplýva celková menšia efektivita celobunkového 

systému (Lee et al., 2013; Prather, 2004). 

Natívne enzýmy prítomné v bunkách alebo v izolovanej 

forme sa málokedy správajú ako ideálne biokatalyzáto-

ry. Využitím moderných techník génového inžinierstva 

je však možné charakteristiky týchto jednoduchých or-

ganizmov, ako aj enzýmov, cielene zmeniť či vylepšiť 

(Rajagolapan & Kroutil, 2011). Naviac, v súčasnosti 

vďaka rekombinantným metodikám je možné produko-

vať relatívne vysoké množstvá enzýmu v nenáročných 

hostiteľských organizmoch s dobre preštudovanou ge-

netikou, jednoduchou a rýchlou transformabilitou a s 

dobrou rastovou kinetikou, akým je napríklad Escheri-

chia coli (Johannes et al., 2006; Rosano & Ceccarelli, 

2013; Sørensen & Mortensen, 2005). Nevyhnutným 

krokom je však efektívna expresia a purifikácia rekom-

binantného enzýmu so zámerom získať enzým v čo 

najvyššej čistote, množstve a aktivite. Často sa však 

dosiahnutie týchto cieľov stáva problematickým z rozlič-

ných metodologických príčin či komplikácií daných pou-

žitým expresným systémom alebo charakterom expri-

movaného proteínu (Baneyx & Mujacic, 2004). 

Význam alkohol dehydrogenázy  

a možnosti regenerácie kofaktorov 
Výrazný progres vo výskume biokatalyzátorov nastal 

primárne kvôli potenciálu selektivity enzýmov použitých 

v organickej syntéze zlúčenín, ktorých jednotlivé stereo-

izoméry vykazujú navzájom odlišné vlastnosti. Chirálne 
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zlúčeniny sú tak jednou z najdôležitejších skupín prie-

myselne využívaných látok v rámci rôznych odvetví, 

vrátane farmaceutického či potravinárskeho. Konkrétne 

chirálne alkoholy vystupujú často ako kľúčové interme-

diáty v multikrokovej syntéze organických zlúčenín. 

Vzhľadom na rozvíjajúci sa záujem o zavedenie bio-

transformačných reakcií do tohto doposiaľ čisto synte-

tického procesu, bolo vyvinutých viacero prístupov bio-

katalytickej prípravy chirálnych alkoholov (Honda et al., 

2006) s využitím oxidoreduktáz (Daußmann et al., 

2006), hydroláz (Kong et al., 2014) alebo lyáz (Stillger 

et al., 2006). Vo veľkej miere je pozornosť venovaná 

predovšetkým používaniu alkohol dehydrogenáz 

(ADHs) v industriálnych procesoch v podobe izolované-

ho enzýmu aj v rámci celobunkovej biokatalýzy (de Wil-

deman et al., 2007). Z experimentálnych dát (Tab. 1) 

možno usúdiť, že alkohol dehydrogenáza (ADH) získa-

ná zo širokej škály organizmov s rôznymi špecifickými 

vlastnosťami, adjustovanými na konkrétne využitie vďa-

ka technikám proteínového inžinierstva, ponúka silný 

biokatalytický nástroj s početnými možnosťami komerč-

ného využitia, vrátane produkcie chirálnych alkoholov z 

prochirálnych karbonylových zlúčenín. 

Tab. 1: Prehľad experimentálnych štúdií zaoberajúcich sa biokatalytickou produkciou chirálnych alkoholov pomocou 
ADH z rôznych zdrojov 

PÔVOD ADH PRODUCENT REAKCIA POUŽITIE REF. 

Lactobacillus kefir natívna ADH z L. kefir redukcia 2-acetylchromen-4-ónu 
intermediát syntézy  
antiastmatík 

Bisel et al.,  
2007 

Lactobacillus brevis E. coli/LBADH 
produkcia terc-butyl (S)-6-chloro-
5-hydroxy-3-ketohexanoátu 

intermediát syntézy  
hypolipidemík 

Wolberg et al., 
2008 

Candida magnoliae 
E. coli/CMADH a GDH z 
Bacillus megaterium 

produkcia etyl (S)-4-chloro-3-
hydroxybutanoátu 

intermediát syntézy  
hypolipidemík 

Kizaki et al., 
2001 

Clostridium acetobutylicum E.coli/CaADH 
produkcia etyl (2S,3R)-2-chloro-
3-hydroxy-3-fenylpropanoátu 

intermediát syntézy 
chemoterapeutík 

Applegate et al., 
2011 

Sulfolobus solfataricus E. coli/SsADH produkcia (S)-profénov 
intermediát syntézy  
nesteroidných  
antiflogistík 

Friest et al., 
2010 

 
Väčšina oxidoreduktáz, vrátane ADHs patrí medzi en-

zýmy závislé od kofaktorov, konkrétne β-1,4-nikotínamid 

adeníndinukleotidu (NADH) alebo β-1,4-nikotínamid 

adeníndinukleotid fosfátu (NADPH). Tento fakt môže 

predstavovať, kvôli vysokej cene kofaktorov, kompliká-

ciu ich praktickej aplikácie. Z toho dôvodu sú vyvíjané 

stále efektívnejšie spôsoby regenerácie kofaktorov s 

cieľom dosiahnuť ekonomickú životaschopnosť biotran-

sformačných procesov (Liu & Wang, 2007; Kara et al., 

2013). Z doposiaľ vyvinutých ciest regenerácie kofakto-

rov sa zdajú byť relevantnými pre priemyselné využitie 

najmä tzv. substrátovo-spojený, enzýmovo-spojený a in 

vivo prístup (Obr. 1; de Wildeman et al., 2007). 

Prvý spôsob regenerácie kofaktorov zahŕňa použitie 

enzýmu, ktorý je schopný utilizovať zároveň oxidovanú 

[NAD(P)
+
] aj redukovanú [NAD(P)H] formu kofaktora, 

teda katalyzovať aj syntézu želaného produktu konver-

ziou substrátu, aj spätnú kofaktor-regeneračnú reakciu s 

kosubstrátom. Avšak situácia, keď ten istý enzým kata-

lyzuje súčasne dve rôzne reakcie, dva rôzne substráty 

sú tak v kompetícii o jeho aktívne miesto a pôsobia na 

seba ako vzájomné inhibítory. Z toho vyplýva, že je po-

merne náročné dosiahnuť termodynamicky výhodné 

podmienky pre súčasný priebeh oboch reakcií v tom 

istom reakčnom médiu (Liu & Wang, 2007).  

Obr. 1: Schémy rozličných ciest regenerácie kofaktorov 
(adaptované z publ. de Wildeman et al., 2007); A – enzýmovo-
spojená; B – substrátovo-spojená; C – in vivo 

 

Termodynamickú rovnováhu medzi priamou a spätnou 

reakciou je možné posunúť in situ odstraňovaním kop-

roduktu z reakčnej zmesi odparovaním, odčerpávaním 

plynov, redukciou tlaku, destiláciou alebo kryštalizáciou 

(Goldberg et al., 2007). Existuje niekoľko významných 

štúdií venovaných ADH-katalyzovaným syntézam chi-

rálnych alkoholov, ktoré dokázali využiť potenciál tohto 

spôsobu kofaktorovej regenerácie použitím lacného 

zdroja H
+
, oxidácie izopropanolu na acetón (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 

opisujú zaujímavé vlastnosti ADH z daných organizmov 

(najmä termofilných mikroorganizmov), okrem enantio-

selektivity aj napríklad termostabilitu (Musa et al., 2009) 

či odolnosť voči organickým rozpúšťadlám prítomným v 

reakčnej zmesi (Lavandera et al., 2008). 

Na rozdiel od substrátovo-spojenej reakcie je v enzý-

movo spojenom spôsobe prítomný, okrem enzýmu 

priamej reakcie, navyše ďalší enzým, ktorý katalyzuje 

spätnú kofaktor-regeneračnú konverziu kosubstrátu na 

koprodukt. Tento model ponúka možnosti použitia šir-

šieho spektra kosubstrátov na kofaktorovú regeneráciu. 

Zároveň, ak majú enzýmy dostatočne odlišnú substrá-

tovú špecificitu, nadobúda systém aj jednoduchšiu cestu 

dosiahnutia termodynamickej „hnacej sily“ pre obe re-

akcie. (Liu & Wang, 2007). Experimentálne štúdie veno-

vané tejto metóde regenerácie nikotínových kofaktorov 

opisujú použitie viacerých vhodných reakcií katalyzova-

ných príslušnými enzýmami z hľadiska potreby oxidač-

ného alebo redukčného mechanizmu. Medzi najvý-

znamnejšie oxidačné partnerské enzýmy pre ADH pat-

ria najmä formiát dehydrogenáza (FDH – oxidácia for-

miátu na CO2), glukóza dehydrogenáza (GDH – oxidá-

cia glukózy) či malát dehydrogenáza (MDH – oxidácia 

malátu na oxáloacetát). Výhodou použitia FDH a MDH 

je okamžité a priebežné odparovanie produktu (CO2 

resp. oxáloacetátu) z reakčnej zmesi a znamená mini-

malizáciu možnosti inhibície produktom, a preto aj vý-

hodný termodynamický stav reakcie. O industriálnej 

viabilite kofaktorovej regenerácie použitím druhého en-

zýmu svedčia viaceré patenty, napríklad použitie ADH z 

Rhodococcus erythropolis na produkciu chirálnych or-

ganických zlúčenín spolu s FDH na spätnú reoxidáciu 

NADH (Hummel et al., 2003); MDH na regeneráciu ko-

faktora v podobnom procese (Náamnieh et al., 2004); 

ADH a MDH na produkciu primárnych alkoholov z alde-

hydov (Gröger et al., 2007); alebo FDH na regeneráciu 

kofaktora pri produkcii chirálneho intermediátu syntézy 

niektorých hypolipidemík určených na terapiu hyperlipi-

démií (Chen & Wu, 2011).  

Jadhav et al. (2014) v štúdii venovanej ADH-katalyzo-

vanej konverzii butanalu na butanol porovnávali efektivi-

tu reakcie bez kofaktorovej regenerácie a s použitím 

ako enzýmovo-, tak aj substrátovo-spojenej regenerácie 

NADH. Prekvapivo, pri použití ADH na katalýzu priamej 

(butyraldehyd → butanol) aj spätnej reakcie (acetalde-

hyd → etanol), bola dosiahnutá najvyššia miera konver-

zie (75 %). Naopak, pri enzýmovo-spojenej regenerácii 

NADH pridaním glutamát dehydrogenázy (GLDH) a L-

glutamátu ako kosubstrátu bola miera konverzie najniž-

šia (24 %). Konvenčná reakcia bez použitia akéhokoľ-

vek prístupu kofaktorovej regenerácie dosiahla konver-

ziu 35 %. Napriek tomu, že enzýmovo-spojený prístup 

vykazuje vo väčšine prípadov výhodnejšie vlastnosti a v 

priemere lepšie výsledky, aj na základe uvedenej štúdie 

môžeme povedať, že pravdepodobne nie je možné so 

100 % určitosťou vopred predpokladať, ktorá metóda je 

najvýhodnejšia pre danú reakciu.  

Popri spomínaných prístupoch použitia ADH v rámci 

dvoj-enzýmovej sústavy so sekundárnym kofaktor-

regeneračným enzýmom (FDH, GDH a i.), bolo vyvinu-

tých množstvo prác, kde autori volia originálne a často 

kreatívne prístupy dizajnu viac-enzýmových systémov in 

vitro aj in vivo. Yun et al. (2003) vytvorili systém in vitro 

produkcie dvoch enantiomérnych zlúčenín ((R)-1-

fenyletanolu a (R)-α-metylbenzylamínu) z jedného ra-

cemického substrátu (α-metylbenzylamínu) využitím 

troch rekombinantných enzýmov nadexprimovaných a 

purifikovaných z E. coli: ω-transaminázy (ω-TA, z Vibrio 

fluvalis) a páru ADH (z Lactobacillus kefir) s GDH (z 

Bacillus subtilis) v sústave enzýmovo-spojenej regene-

rácie NADPH. Touto prácou demonštrovali vyššiu efek-

tivitu použitého trojenzýmového systému, v ktorom sa 

vyhli inhibícii produktom spojenej s ω-TA, pričom záro-

veň boli schopní vyprodukovať enantiočistý (R)-amín aj 

(R)-alkohol z racemickej zmesi. 

Weckbecker a Hummel (2004) sa zaoberali taktiež tro-

jenzýmovým systémom v celobunkovej biotransformácií 

zameranej na zefektívnenie konverzie acetofenónu na 

(R)-fenyletanol, štandardu pre stanovenie enantiočisto-

ty. Použili overenú kombináciu ADH (z Lactobacillus 

kefir) a FDH (z Candida boidinii) obohatenú o rekombi-

nantnú pyridínnukleotid transhydrogenázu (PNT, z E. 

coli). Aktivita použitého typu FDH závisí striktne od 

NAD
+
 a naopak, (R)-špecifická ADH viaže prednostne 

fosfátom obohatený NADPH. Preto bola ako prostredník 

medzi týmito enzýmami do reakcie zaradená PNT kata-

lyzujúca transport H
+
 z molekuly NADH (produkt FDH-

oxidácie formiátu na CO2) na NADP
+
 (produkt ADH-

redukcie ketónu na sekundárny alkohol). Tento prístup 

zaručil obnovu vnútrobunkovej koncentrácie oboch ty-

pov kofaktorov, ktoré boli opäť k dispozícii pre kľúčovú 

ADH resp. FDH a správny priebeh transformácie. 

Priebeh multikrokovej biokatalýzy, obzvlášť celobunko-

vej, môže prinášať aj komplikácie v podobe nefunkčnej 

alebo nekompatibilnej expresie jednotlivých enzýmov 

alebo ich nízkej stability z dôvodu prílišnej akumulácie 

reakčných intermediátov. Za účelom minimalizácie ta-

kýchto javov, Li et al. (2014) vytvorili originálny celobun-

kový biokatalytický systém s použitím enzýmovej fúzie 

ADH (z Lactobacillus brevis) a FDH (z Candida boidinii) 

spojených rôznymi typmi linkerov za účelom redukcie 

prochirálnych ketónov na chirálne (R)-alkoholy. Fúzne 

proteíny ADH-lin1-FDH resp. ADH-lin2-FDH dosiahli 

vyššiu mieru enantiočistoty produktu v porovnaní s ce-

lobunkovou biotransformáciou využívajúcou tieto enzý-

my ako dva izolovane exprimované proteíny. Podobný 

prístup fúzie enzýmov vyvinuli Jeon et al. (2015) využi-
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tím ADH (z Micrococcus luteus) a Baeyer-Villiger mo-

nooxygenázy (BVMO, z Pseudomonas putida). Takáto 

sústava bola určená na transformáciu sekundárnych 

alkoholov s dlhým reťazcom (rôznych substituovaných 

hydrofóbnych mastných kyselín) na príslušné estery. 

Oba enzýmy boli exprimované v E. coli vo forme fúzne-

ho proteínu, pričom ich sekvencie boli spojené linkerom 

bohatým na flexibilný glycín. Fúzny ADH-Gly-BVMO 

enzým vykazoval signifikantne vyššiu aktivitu u väčšiny 

vybraných substrátov v porovnaní s enzýmami exprimo-

vanými v E. coli izolovane. Týmito počinmi autori na-

značili perspektívu technológie fúznych enzýmov ako 

účinného nástroja na vylepšenie možností multikrokovej 

biokatalýzy. 

Záver 

Enzýmovo spojená metóda obnovy kofaktorov, na zá-

klade paralelného použitia dvoch rôznych enzýmov, 

patrí medzi najjednoduchší z tzv. multienzýmových sys-

témov. Tie boli vytvorené ako nový prístup k viackroko-

vej syntéznej reakcii v snahe napodobniť intracelulárne 

kaskádové biochemické procesy, pri ktorých produkt 

jednej reakcie je zároveň reaktantom reakcie ďalšej. 

Zaužívaný spôsob takejto syntézy obnáša viackrokový 

postup, pričom reakcie prebiehajú v izolovaných sústa-

vách s potrebou purifikovať každý medziprodukt. Taký 

postup dosahuje nielen nízke výťažky, ale je náročný na 

čas a na množstvo chemikálií použitých pri separačných 

krokoch a automaticky aj na množstvo odpadu. Keďže 

je environmentálna ochrana v ére 21. storočia jednou z 

najdiskutovanejších záležitostí chemického a farmaceu-

tického priemyslu, dôležité sú práce venované vývoju 

inovatívnych menej škodlivých „green“ prístupov. Z 

týchto dôvodov sa vytvárajú multi-enzýmové systémy 

ponúkajúce vyššie výťažky produktu a nižšiu finančnú 

náročnosť s využitím neškodných biologických pro-

dukčných systémov. 
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N-glycosylation of proteins in Escherichia coli  

expresion strains 

 

Abstract 
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. 
 

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

Úvod 

Proces enzymaticky katalyzovaného pripájania molekúl 

oligo- a polysacharidov (glykánov) z donorových mole-

kúl na cieľové proteíny je známy pod názvom glykozylá-

cia a patrí medzi najdôležitejšie potranslačné úpravy 

prebiehajúce v eukaryotických bunkách (Aebi, 2013). 

Jej najčastejšia forma, N-glykozylácia, čiže naväzovanie 

glykánov na asparagínové zvyšky cieľových proteínov, 

okrem fyzyologického predstavuje aj veľmi dôležitý pro-

ces z hľadiska farmaceutického a biotechnologického 

priemyslu. Táto modifikácia proteínov určuje najmä 

množstvo charakteristík daného proteínu a pokiaľ ide 

o terapeuticky využiteľnú molekulu, jej stabilita, polčas 

rozpadu, farmakokinetika a farmakodynamika predsta-

vujú tie najdôležitejšie faktory (Veronese and Pasut, 

2005; Werner et al., 2007). Aby biologikum splnilo prís-

ne normy a dostalo sa na trh, musí v prvom rade spĺňať 

základnú požiadavku – mať funkčnú a natívnu štruktúru, 

identickú alebo porovnateľnú s tou, ktorú má jeho priro-

dzene sa vyskytujúca forma. Tak napr. jedno z prvých 

rekombinantných liečiv schválených na ľudské použitie, 

ľudský rastový hormón, na svoju správnu aktivitu nevy-

žaduje žiadne po-translačné úpravy, ale ani nesmie 

obsahovať žiadne prídavné aminokyseliny, najmä na 

svojom N-konci (Kamionka, 2011). To z hľadiska jeho 

produkcie v kultúrach E. coli predstavuje problém, keď-

že prítomnosť iniciačného metionínu, ktorý sa v ma-

turovanej molekule rastového hormónu nenachádza, 

môže až u 5 % pacientov vyvolávať imunitnú odpoveď 

(Schellekens and Casadevall, 2004). Tento problém sa 

relatívne jednoducho rieši fúziou exprimovanej molekuly 

k proteínovým partnerom a následným odštiepením, 

prípadne opracovaním N-konca purifikovanej molekuly 

rastového hormónu (Levarski et al., 2014). Problém ale 

nastáva, keď cieľovú molekulu nepredstavuje jednodu-

chý proteín, ale zložitejšia molekula vyžadujúca si na 

svoju správnu funkciu aj glykány. Vtedy sa najčastejšie 

ako produkčný organizmus uprednostňujú eukaryotické 

bunky, začnúc od kvasiniek s humanizovaným systé-

mom glykozylácie cez hmyzie bunkové kultúry až po 

najčastejšie využívane, ale zároveň aj najnáročnejšie, 

cicavčie bunkové kultúry s líniou ovariálnych buniek 

čínskeho škrečka – CHO. Tieto bunky zabezpečujú 

vysokú mieru produkcie zložitých proteínov a zároveň aj 

správnu po-translačnú modifikáciu. Ich hlavnou nevýho-

dou sú vysoké nároky na sterilitu, drahé kultivačné mé-

diá a zložitosť manipulácie. Dlhodobú prax však má 

ambíciu zatiaľ aspoň čiastočne uľahčiť objav bakteriál-

neho N-glykozylačného systému, ktorý bol prvýkrát opí-

saný u patogéna Campylobacter jejuni (Jaffé et al., 

2014). 
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Pgl operón  

Enzýmy, potrebné na N-glykozyláciu proteínov v C. je-

juni, sú kódované génmi v pgl operóne. Pgl lokus bol 

opísaný pred dvadsiatimi rokmi (Fry et al., 1998; 

Szymanski et al., 1999) ale významnejší záujem vyvola-

lo až jeho prenesenie do E. coli (Wacker et al., 2002). 

Ide o zhruba 16 kbp klaster (Obr. 1) zahrňujúci okrem 

jednotlvých glykozyltransferáz aj dva kľúčové enzýmy 

glykozylačného aparátu – flipázu pglK a oligosacharyl-

transferázu pglB (Linton et al., 2005; Young et al., 

2002). Flipáza katalyzuje prenos glykanu (Obr.2), synte-

tizovaného v cytoplazme a ukotveného na lipidovom 

nosiči, cez periplazmatickú membránu. Oligosacharyl-

transferáza následne rozpoznáva sekvenciu piatich 

aminokyselín na cieľovom proteíne a katalyzuje väzbu 

glykánu na asparagínový zvyšok. Sekvencia, ktorú pglB 

rozpoznáva je podobná s tou eukaryotickou (N-X-S/T, 

pričom X je ľubovoľná aminokyselina okrem prolínu), 

avšak vyžaduje si aj prídavné dve aminokyseliny, inak 

je efektivita prenosu nízka (D/E-X1-N-X2-S/T). Výsled-

kom tohto faktu je, že rekombinantné proteíny, nesúce 

eukaryotickú rozpoznávaciu sekvenciu sú síce glykozy-

lované, ale s nižšou účinnosťou a na správne fungova-

nie systému je potrebné mutovať okolie glykozylované-

ho asparagínu (Nita-Lazar et al., 2005).  

Obr. 1: Pgl operón z C. jejuni 

 
 

 

Obr. 2: Priebeh N-glykozylácie v bakteriálnych bunkách 
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Glykoinžinierstvo 

Keď sa zameriame na dizajn glykanov s využitím pgl 

systému narazíme na dva rozdielne prístupy s rovna-

kým cieľom – priblíženie štruktúry bakteriálneho glykanu 

k štruktúre toho eukaryotického a napokon aj ľudského. 

Prvý prístup využíva in vitro remodelovanie glykánu s 

pomocou rekombinatných enzýmov, kde z pôvodného 

glykánu zostáva len prvý cukorný zvyšok – buď pôvod-

ný bacilozamín alebo substituovaný N-acetylglukozamín 

(Lizak et al., 2011). Druhý prístup využíva podobné en-

zýmy ale in vivo, kde sa štruktúra vznikajúceho glykánu 

ovplyvňuje už v cytoplazme E. coli pomocou substitúcie 

pôvodných glykozyltransferáz za rekombinatné, najčas-

tejšie kvasinkového pôvodu (Han et al., 2013). Oba 

prístupy umožňujú vytvorenie tzv. trimanózového jadra, 

ktoré je charakteristické pre glykány ľudského pôvodu 

tvoria základ humanizácie bakteriálneho glykánu. Prob-

lémom zostáva pridanie ďalšej charakteristickej eukary-

otickej zložky glykánu – kyseliny sialovej, ktorá sa priro-

dzene v baktériách nenachádza.  

Využitie bakteriálneho  

glykozylačného systému 
Bakteriálny glykozylačný systém bol v praxi využitý na 

produkciu konjugovaných vakcín, čím sa technológia ich 

výroby značne zjednodušila (Ihssen et al., 2010). Na-

miesto separátnej syntézy a izolácie glykánu a proteí-

nového nosiča a následnej fúzie, tvorba konjugovaných 

vakcín za prítomnosti pgl systému prebieha v rovnakej 

bunke. Ako glykozyltransferázy a syntázy sa používajú 

enzýmy z cieľových organizmov (v súčasnosti z Fran-

cisella tularensis, Shigella flexneri serotyp 2a a Bur-

kholderia pseudomalei). PglK (flipáza) a pglB (oligosa-

charyltransferáza) z pgl operónu následne syntetizova-

ný glykán prenášajú na cieľový proteínový nosič 

(Garcia-Quintanilla et al., 2014; Kampf et al., 2015; 

Ravenscroft et al., 2016). 

Ďalším z príkladov použitia pgl systému je orientovaná 

imobilizácia protilátok na chromatografické matrice. Kla-

sické imobilizačné techniky, využívajúce neselektívnu 

aktiváciu aminoskupín a následnú kovalentnú väzbu na 

vhodnú matricu znižujú flexibilitu cieľového proteínu a 

pokiaľ ide o enzým, často ovplyvňujú aj jeho aktivitu. 

Imobilizácia cez glykán umožňuje naopak flexibilnú 

väzbu a zároveň nezasahuje do aminokyselinovej štruk-

túry proteínu, čím sa teoretický umožňuje lepšia prí-

stupnosť substrátu resp. lepšie podmienky na správne 

fungovanie celého systému (Hu et al., 2013).  

Záver 

Objav a opísanie bakteriálneho glykozylačného systému 

poskytuje zaujímavé možnosti pre súčasný biotechno-

logický výskum a v kombinácii s prístupmi syntetickej 

biológie má potenciál ovplyvniť spôsob akým získavame 

terapeuticky, diagnosticky, potravinársky alebo priemy-

selne zaujímavé látky. V súčasnosti však jeho širšie 

použite limituje zatiaľ relatívne nízka účinnosť glykozy-

lácie cieľových proteínov a neschopnosť produkčných 

kmeňov E. coli exportovať množstvo naprodukovaných 

proteínov do periplazmatického priestoru. Značné úsilie 

sa vyvíja v tomto smere a publikované pokroky z po-

sledných rokov naznačujú, že optimalizačná cesta exis-

tuje a predurčuje tento systém na potenciálne široké 

využitie.  
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Ergosterol – major sterol of yeast  

 

Abstract 
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. 
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Úvod 

Steroly sú esenciálne štruktúrne a regulačné kompo-

nenty membrán eukaryotických buniek. Sú nevyhnutné 

pre zabezpečenie integrity membrány, ako aj pre živo-

taschopnosť buniek. Steroly, ako základné komponenty 

biologických membrán, determinujú citlivosť kvasinkovej 

bunky voči rôznym stresovým faktorom (osmotický 

stres, oxidačný stres, antifungálne látky). Esenciálnu 

úlohu v zabezpečovaní fluidity a permeability plazmatic-

kej membrány húb a kvasiniek zohráva ergosterol, ho-

mológ ľudského cholesterolu (Lv a kol., 2016). 

Inhibícia biosyntézy ergosterolu je základnou funkciou 

celého radu antimykotík a antibiotík, ktoré sú účinné 

nielen proti mykózam, ale aj proti pôvodcom ďalších 

ochorení, ako sú leishmanióza a malária. V poľnohos-

podárstve sa inhibítory biosyntetickej dráhy ergosterolu 

používajú ako fungicídy. Ergosterol má tiež pozitívny 

účinok na ľudské zdravie, je prekurzorom vitamínu D2 

(ergokalciferolu). Pôsobenie UV svetla vedie k fotoche-

mickej reakcii, ktorá konvertuje ergosterol na ergokalci-

ferol (Dohnal a kol., 2008). 

Syntéza ergosterolu u kvasiniek 

Eukaryotické bunky rôzneho pôvodu sa líšia štruktúrou 

sterolov; živočíchy syntetizujú cholesterol, rastliny sitos-

terol, kampesterol a stigmasterol, hlavným sterolom 

kvasiniek a húb je ergosterol. Spoločnou charakteristi-

kou všetkých sterolov je prítomnosť dvojitej väzby me-

dzi uhlíkmi C-5 a C-6 a prítomnosť hydroxylovej skupiny 

na uhlíku C-3. Štruktúru ergosterolu tvorí tetracyklická 

štruktúra s hydrofilnou hydroxylovou skupinou a acylo-

vým postranným reťazcom, ktorý zodpovedá za ukotve-

nie ergosterolu v membráne. Na rozdiel od cicavčieho 

cholesterolu, ergosterol disponuje prítomnosťou nena-

sýtených väzieb medzi uhlíkmi C-7 a C-8 v kruhovej 

štruktúre molekuly a na C-22 v bočnom reťazci, ako aj 

prítomnosťou metylovej skupiny v polohe C-24 v boč-

nom reťazci (Obr. 1). V čistej forme je ergosterol biela 

kryštalická látka, takmer nerozpustná vo vode, veľmi 

dobre rozpustná v tukoch (Dohnal a kol., 2008). 

Ergosterol ako základný sterol v membránach húb, zo-

hráva v bunkových membránach štrukturálnu úlohu, 

podobne ako cholesterol v cicavčích systémoch. Steroly 

ovplyvňujú fyzikálne vlastnosti membrány – rigiditu, flui-

ditu a permeabilitu. Interakciou s fosfolipidmi a sfingoli-

pidmi udržiavajú laterálnu heterogenitu v distribúcii pro-

teínov a lipidov v plazmatickej membráne tým, že vytvá-

rajú špecifické mikrodomény, tzv rafty (Mollinedo 2012). 

Obr. 1: Chemická štruktúra ergosterolu a cholesterolu (upravené podľa – Kamiński, 2014) 
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Ergosterol sa syntetizuje v membráne endoplazmatic-

kého retikula, a následne sa transportuje z miesta syn-

tézy na miesto finálnej lokalizácie do plazmatickej 

membrány. Biosyntéza ergosterolu v bunkách kvasiniek 

zahŕňa viac ako 20 enzymatických reakcií (Obr. 2). Po-

čiatočná fáza biosyntetickej dráhy ergosterolu poskytuje 

významné medziprodukty pre syntézu esenciálnych 

bunkových komponent ako sú hem, chinóny alebo doli-

chol (Grunler a kol., 1994). Biosyntetická dráha je ini-

ciovaná kondenzáciou dvoch molekúl acetyl-CoA, po-

stupne dochádza k tvorbe dôležitého intermediátu, far-

nezylpyrofosfátu. Kondenzáciou dvoch molekúl farne-

zylpyrofosfátu vzniká skvalén. Deléciu génov, produkty 

ktorých katalyzujú prvé kroky v biosyntéze ergosterolu 

bunky kvasiniek neprežívajú, čo poukazuje na esenciál-

nu úlohu sterolov v ich bunkách (Klug a Daum, 2014). 

Vychádzajúc zo skvalénu, nasledujúce kroky vedú vzni-

ku prvého sterolu – lanosterolu. Sú katalyzované nasle-

dujúcimi enzýmami: skvalénsyntáza, kódovaná génom 

ERG9, skvalénepoxidáza, kódovaná génom ERG1 a 

lanosterolsyntáza kódovaná génom ERG7 (Lees a kol., 

1995; Klug a Daum, 2014). Ku konverzii lanosterolu na 

zymosterol dochádza demetyláciou, redukciou a desa-

turáciou substrátu. Uvedené reakcie katalyzujú produkty 

génov ERG11 a ERG24-ERG28. Sterol C-24 metyltran-

sferáza – Erg6p je zodpovedná za vznik fekosterolu zo 

zymosterolu, izomeráza Erg2p konvertuje fekosterol na 

episterol, ktorý je následne desaturovaný a redukovaný 

na finálny produkt dráhy – ergosterol (Kristan a Riţner, 

2012). Delécia génov kódujúcich enzýmy katalyzujúce 

neskoršie fázy biosyntézy ergosterolu (od lanosterolu 

po ergosterol) vedie k akumulácii sterolov líšiacich sa 

od ergosterolu počtom a pozíciou dvojitých väzieb v B 

kruhu a v postrannom reťazci molekuly sterolu, pričom 

bunka kvasiniek je schopná tieto delécie prežiť (Lees a 

kol., 1995). Biosyntéza ergosterolu je energeticky ná-

ročný, aeróbny proces vyžadujúci prítomnosť hemu a 

molekulového kyslíka. 

V anaeróbnych podmienkach sú bunky kvasiniek 

schopné prijať z okolitého prostredia steroly, zabudovať 

ich do plazmatickej membrány a následne ich transpor-

tovať späť do membrány endoplazmatického retikula, 

kde sú voľné steroly esterifikované a vzniknuté steryles-

tery sú uložené v lipidových kvapôčkach (Jacquier a 

Schneiter, 2012; Klug a Daum, 2014).  

Syntéza sterolov je prísne regulovaná, aby sa predišlo 

akumulácii voľných sterolov, ktoré sú pre bunku toxické. 

K regulácii hladiny sterolov dochádza na transkripčnej, 

translačnej a posttranslačnej úrovni, ako aj feedback 

mechanizmami (Espenshade a Hughes, 2007). 

Obr. 2: Biosyntéza ergosterolu a metabolizmus sterylesterov u S. cerevisiae (upravené podľa Klug a Daum, 2014) 

 
*CoA – koenzým A; HMG-CoA – 3-hydroxy-3-metylglytaryl-CoA; P – fosfát.  
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Ergosterol ako cieľ  

antifungálnych látok  
Infekčné ochorenia sú dlhodobo hlavnou príčinou mor-

bidity a mortality pacientov, u ktorých sa čoraz častejšie 

identifikujú patogénne kmene kvasiniek a húb rezistent-

né voči dostupným antimikrobiálnym zlúčeninám. Ne-

ustále narastajúci počet klinických izolátov patogénnych 

druhov kvasiniek rezistentných voči dostupným terapeu-

tikám poukazuje na akútnu potrebu vyvíjať nové, selek-

tívne pôsobiace antifungálne látky. Dostupnú terapiu 

limituje štruktúrna a funkčná podobnosť ľudských a fun-

gálnych buniek. Miesta zásahu existujúcich a nových 

antifungálnych terapeutík by mali byť špecifické pre 

patogénny mikroorganizmus. Niektoré z existujúcich 

antifungálnych látok interferujú s biosyntézou, resp. 

funkciou ergosterolu, ktorý je hlavným sterolom v mem-

bránach húb a kvasiniek (Obr.3). Ďalšie inhibujú biosyn-

tézu (1,3)-D glukánu, ktorý tvorí jednu zo zložiek fun-

gálnej bunkovej steny (Vandeputte a kol., 2012). 

Antifungálne látky interferujú s biosyntetickou dráhou 

ergosterolu na rôznych úrovniach. Za základ antifungál-

nej liečby a profylaxie sa už dlhú dobu považujú azoly 

vrátane ketokonazolu, itrakonazolu a flukonazolu. Kľú-

čové azolové liečivo, flukonazol sa v klinickej praxi pou-

žíva od roku 1990. Jeho nízka toxicita, vysoká účinnosť 

a možnosť orálnej aplikácie sú základné vlastnosti, pre-

čo je najčastejšie používanou triazolovou zlúčeninou 

(Grant a Clissold, 1990; Kolaczkowska a Kolaczkowski, 

2016). Antifungálne azoly inhibujú v biosyntetickej dráhe 

ergosterolu funkciu enzýmu sterol-14-α demetylázy, 

ktorá je kódovaná génom ERG11. V dôsledku inhibície 

dochádza k nahromadeniu toxických medziproduktov 

sterolov a následne k bunkovej smrti. Ďalšou skupinou 

antifungálnych látok sú alylamíny, ktoré interagujú so 

skvalénepoxidázou kódovanou génom ERG1. Pôsobe-

ním alylamínov dochádza k akumulácii skvalénu (Ryder, 

1991). Na druhej strane, polyénové antifungálne látky 

sa viažu priamo na ergosterol v plazmatickej membrá-

ne, výsledkom čoho je tvorba pórov/kanálov v membrá-

ne, narušenie jej protónového gradientu, únik esenciál-

nych zložiek z cytozolu a smrť bunky. Nevýhodou pou-

žívania polyénových antimykotík je ich interakcia s inými 

sterolmi cicavčích buniek podobných ergosterolu. Mor-

folíny inhibujú dva enzýmy biosyntetickej dráhy ergoste-

rolu, sterol C8-C7 izomerázu (Erg2p) a sterolreduktázu 

(Erg24) (Dohnal a kol., 2008). 

U kmeňov kvasiniek s deléciou ERG génov bola preu-

kázaná zvýšená citlivosť buniek voči rôznym antifungál-

nym látkam. Podobný fenotyp sa pozoroval aj pri delécii 

niektorých génov zahrnutých v biosyntéze sfingolipidov 

(Prasad a Singh, 2013). 

Obr. 3: Miesta pôsobenia jednotlivých antibiotík (upravené podľa Dohnal a kol., 2008)  

 
 

 

Záver 

Experimentálne štúdie na modelových kvasinkách dru-

hu S. cerevisiae a rodu Candida poukázali na výz-

namnú úlohu ergosterolu v zabezpečovaní normálnej 

permeability plazmatickej membrány, v rezistencii bu-

niek voči chemoterapeutikám, v intracelulárnom trans-

porte proteínov lokalizovaných v plazmatickej membrá-

ne (Geber a kol., 1995; Sanglard a kol., 2003; Pasrija 

a kol., 2005). Viaceré nezávislé experimentálne štúdie v 

poslednej dobe ukázali, že akákoľvek odchýlka v zlože-

ní ergosterolu a sfingolipidov v bunkovej membráne má 

za následok zmenenú citlivosť buniek kvasiniek voči 

antimykotikám. Analýza kmeňov nesúcich mutácie v 

génoch pre enzýmy biosyntetickej dráhy ergosterolu 

alebo sfingolipidov odhalila súvislosť medzi hladinou 

ergosterolu, resp. sfingolipidov a fenoménom mnohoná-

sobnej rezistencie kvasiniek C. albicans, ako aj S. cere-

visiae voči xenobiotikám (Mukhopadhyay a kol., 2004; 

Pasrija a kol., 2005). 

Vzhľadom na zvyšujúci sa počet rezistentných kmeňov 

patogénnych kvasiniek a toxicitu antifungálnych látok 

pre ľudské bunky, je nevyhnutné neustále hľadať a 

identifikovať nové zlúčeniny s potenciálnym antifungál-

nym účinkom a zároveň nízkou toxicitou pre človeka. 
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Streptococcus agalactiae – the important  

pathogen of newborns and adults 

 

Abstract 
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.   
 

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

Úvod 

Invazívne bakteriálne infekcie a následné ťažké zápalo-

vé reakcie zostávajú významnou príčinou morbidity a 

mortality u ľudských novorodencov ako aj dospelých 

jedincov. Streptococcus agalactiae (Group B Strepto-

coccus, GBS) je oportunistický patogén, ktorý kolonizuje 

nižší gastrointestinálny a urogenitálny trakt až u 35 % 

zdravých jedincov (Melin a Efstratiou, 2013). Táto gram 

pozitívna, β-hemolytická baktéria predstavuje najčastej-

šiu príčinu život ohrozujúcich bakteriálnych infekcií u 

ľudských novorodencov. Hlavným rizikovým faktorom 

pre vznik novorodeneckej infekcie je materská kolonizá-

cia streptokokom skupiny B. Postihnutí novorodenci sa 

vyznačujú predčasným narodením ako aj nízkou pôrod-

nou hmotnosťou a medzi klinické prejavy infekcie patrí 

pneumónia, sepsa a meningitída. Závažné infekcie mô-

žu zapríčiniť trvalé postihnutie dieťaťa, prípadne až 

smrť. S. agalactiae infikuje tiež dospelých, najmä star-

ších a imunodeficietných jedincov. Súčasná liečba in-

fekcií spôsobených týmto patogénom je založená na 

užívaní antibiotík. Komplikáciou pri liečbe je zvýšená 

rezistencia týchto patogénov voči podávaným antibioti-

kám. Naviac, klinické štúdie ukázali, že podávanie anti-

biotík tehotným ženám môže byť spojené s negatívnymi 

účinkami na novorodenca, ako je vznik nekrotizujúcej 

enterokolitídy (Ting a kol., 2016). V dôsledku týchto 

nevýhod sa v súčasnosti hľadajú nové možnosti liečby. 

Vhodnou alternatívou sa javí fágová terapia, ktorá vyu-

žíva bakteriofágy a ich produkty ako bioagensy pri lieč-

be infekčných ochorení spôsobených baktériami. 

Charakterizácia  

Streptococcus agalactiae 
S. agalactiae predstavuje gram-pozitívne baktérie koko-

vitého tvaru, ktoré vytvárajú retiazky. Zaraďuje sa do 

rodu Streptococcus, čeľade Streptococcacae, radu Lac-

tobacillales, triedy Bacilli, oddelenia Firmicutes a domé-

ny Bacteria. Lancefieldovej klasifikácia rozdeľuje bakté-

rie rodu Streptococcus podľa sacharidového zloženia 

bakteriálnych povrchových antigénov pomocou agluti-

načných testov so špecifickými protilátkami a S. agalac-

tiae zaraďuje medzi streptokoky skupiny B (group B 

streptococci, GBS). To znamená, že GBS sa od ostat-

ných patogénnych baktérii rodu Streptococcus odlišuje 

tým, že v bunkovej stene má zabudované sacharidy 

skupiny B.  

S. agalactiae je fakultatívne anaeróbna nepohyblivá 

baktéria, ktorá nevytvára spóry. Patrí medzi β-hemo-

lytické baktérie, čo znamená, že je schopná kompletnej 

lýzy červených krviniek. Pri raste na krvnom agare sa 

okolo jednotlivých narastených kolónii vytvára číra zóna 

zodpovedajúca rozloženým erytrocytom. 

Streptokoky skupiny B sa rozdeľujú podľa typovo špeci-

fických kapsulárnych polysacharidov na desať antigén-

ne unikátnych sérotypov (Ia,Ib,II-IX). Polysacharidová 

kapsula S. agalactiae predstavuje jeden z hlavných 

virulenčných faktorov.  

S. agalactiae je oportunistický patogén, ktorý je súčas-

ťou mikrobiómu v urogenitálnom a dolnom gastrointes-

tinálnom trakte ľudí. Prvé zmienky o patogenite tejto 

baktérie pochádzajú z roku 1964, a to v súvislosti s no-

vorodeneckými infekciami vznikajúcimi počas prvého 
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týždňa života (Eickhoff a kol., 1964). Neskôr boli GBS 

rozpoznané ako príčina infekcií u pacientov s poruchami 

imunitného systému a u starších ľudí. Okrem toho je S. 

agalactiae tiež príčinou mastitídy u hovädzieho dobytka. 

Niektoré evolučné línie tohto druhu sa prispôsobili vý-

lučne človeku alebo dobytku, zatiaľ čo iné sú geneticky 

rozmanitejšie, a môžu kolonizovať oboch hostiteľov 

(Sørensen a kol., 2010). Zároveň bol tento oportunistic-

ký patogén izolovaný aj z ďalších druhov, vrátane ci-

cavcov, obojživelníkov a rýb (Evans a kol., 2008). 

Ochorenia spôsobené S. agalactiae 

S. agalactiae je najčastejšou príčinou vážnej invázívnej 

bakteriálnej infekcie u ľudských novorodencov. Novoro-

denecká infekcia týmto oportunistickým patogénom 

môže byť prítomná vo forme so skorým nástupom (Ear-

ly-Onset Disease, EOD) alebo vo forme s neskorým 

nástupom (Late-Onset Disease, LOD). Infekcie so sko-

rým nástupom sa prejavujú v rámci prvého týždňa živo-

ta novorodenca a predstavujú najčastejší typ ochorení 

spôsobených S. agalactiae. Infekcie s neskorým nástu-

pom sa vyskytujú u dojčiat vo veku od 1 týždňa až 3 

mesiacov (Johri a kol., 2006).  

V prípade ochorení so skorým nástupom je novorode-

nec infikovaný vystavením sa S. agalactiae pred alebo 

počas pôrodu (Remington a kol., 2001). EOD môže 

nastať aj v prípade vystavenia novorodenca S. agalac-

tiae počas prechodu cez pôrodné cesty, avšak väčšina 

EOD infekcií nastáva v dôsledku šírenia baktérii z ma-

terského genitálneho traktu cez rozrušené membrány 

do plodovej vody, v ktorej sa baktérie množia. Prechod 

baktérií do plodovej vody umožňuje kolonizovať dýcha-

cie cesty plodu a spôsobiť pneumóniu. Z pľúc získa 

GBS prístup do krvného obehu novorodenca, čo vedie 

k vzniku sepsy. Naviac, krvným obehom sa baktérie 

šíria do viacerých častí tela, kde následne penetrujú do 

tkanív a spôsobujú meningitídu alebo osteomyelitídu 

(Lindahl a kol., 2005). Približne 30 – 70 % novoroden-

cov narodených matkám s potvrdeným S. agalactiae sa 

stáva nositeľmi GBS. Väčšina z nich ostane asypmto-

matickými prenášačmi, avšak u 1 – 3 % detí sa vyvinie 

vážne ochorenie (Verani a kol., 2010).     

Infekcie s neskorým nástupom sú v porovnaní s EOD 

menej časté, avšak dôležitejšie, pretože ich výskyt v 

dôsledku antibiotických opatrení, na rozdiel od EOD, 

neklesá. Aj v tomto prípade je za väčšinu ochorení zod-

povedný vertikálny prenos GBS z matky na novoroden-

ca. LOD sa však môže rozvinúť aj ako následok nozo-

komiálnej infekcie, kedy novorodenci získajú S. agalac-

tiae horizontálnym prenosom od nemocničného perso-

nálu. Medzi najčastejšie klinické prejavy infekcie patrí 

bakteriémia, ktorá až v jednej štvrtine prípadov prechá-

dza do meningitídy. Pomerne zriedkavejšími prejavmi 

infekcie sú celulitída a osteomyelitída (Poyart a kol., 

2008).  

Podstatná časť novorodencov, ktorí prežijú infekcie 

spôsobené streptokokmi zo skupiny B, trpia trvalými 

následkami. Neurologické problémy sa vyskytujú až 

u 50 % preživších trpiacich novorodeneckou meningití-

dou. Neurologické následky zahŕňajú mentálnu retardá-

ciu, kortikálnu slepotu, hluchotu, nekontrolovateľné zá-

chvaty, stratu sluchu a reči, ako aj oneskorený vývoj 

reči (Verani a kol., 2010). 

Klinické prejavy GBS infekcií u dospelých sú početné a 

veľmi rozmanité, nakoľko GBS môže kolonizovať povrch 

kože ako aj slizníc. S. agalactiae môže byť izolovaný z 

infikovaného miesta spolu s inými patogénmi, čo veľmi 

dlho spochybňovalo jeho úlohu v patogenéze ochorení. 

Až štúdie invazívnych GBS infekcií, pri ktorých boli or-

ganizmy izolované z prirodzene sterilných miest ako krv 

alebo cerebrospinálna tekutina, poskytli priamy dôkaz, 

že GBS je pôvodca mnohých klinických syndrómov 

(Farley, 2001). 

Infekcie kože a mäkkých tkanív patria medzi najčastej-

šie prejavy infekcií spôsobených invazívnymi strepto-

kokmi skupiny B. Medzi tieto prejavy patrí najmä celuli-

tída, preležaniny či vredy na nohách. Po vstupe GBS do 

krvného riečiska dochádza k vzniku osteomyelitídy, 

pričom najčastejšie sú postihnuté kosti dolných konča-

tín, čo má obvykle súvis s nedostatočnou funkciou ciev, 

či šírením infekcie z priľahlých častí kože a mäkkých 

tkanív. Pneumónia spôsobená GBS sa vo všeobecnosti 

vyskytuje len u starších ľudí trpiacich cerebrovaskulár-

nym ochorením alebo demenciou. Na druhej strane 

meningitída, ktorá predstavuje závažné riziko pre novo-

rodencov, nie je u dospelých častá (Farley, 2001).  

Liečba GBS infekcií  

Počas posledných dvoch desaťročí hlavným cieľom 

v boji proti S. agalactiae bola prevencia voči GBS infek-

ciám. Mnohé štúdie dokázali, že prenatálny skríning 

zameraný na identifikáciu S. agalactiae a následná lieč-

ba matky pomocou antibiotík môže znížiť riziko prenosu 

baktérie na novorodenca. Skríning žien prebieha medzi 

35 a 37 týždňom tehotenstva a pozostáva z odberu 

vzorky a následnej kultivácie na selektívnych médiach, 

ktorá odhalí prítomnosť GBS. Napriek vysokej senzitivi-

te a špecificite má odber a kultivácia odobratej vzorky 

niekoľko nevýhod. Do testovania nie sú zahrnuté pred-

časné pôrody, ktoré síce predstavujú len 7 – 11 % všet-

kých pôrodov, no riziko vzniku infekcie je v týchto prípa-

doch vyššie. Ochorenia so skorým nástupom sa preja-

via až u 32 – 38 % zo všetkých predčasne narodených 

detí (Marió a kol., 2013).  

Naviac, až 61 % novorodencov s GBS infekciou sa na-

rodilo matkám s negatívnym výsledkom na prítomnosť 
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S. agalactiae. Tieto negatívne výsledky je možné vy-

svetliť rekolonizáciou matky až po odobratí vzorky, ne-

správnym výberom vzorky či nesprávnou technikou od-

beru vzorky (Van Dyke a kol., 2009).  

V prípade, že matka nebola testovaná na prítomnosť 

GBS, pri pôrode sa nasadí antibiotická liečba v závislos-

ti od rizikových faktorov, ako je napr. predčasný pôrod. 

Tento prístup však znižuje účinok antibiotickej profyla-

xie, to znamená preventívnych krokov voči GBS infek-

ciám, a zvyšuje počet pacientov, ktorých liečba nie je 

potrebná. Táto bezúčelová liečba pomocou antibiotík 

nie je prospešná pre matku ani novorodenca, a vedie 

k zvýšenému riziku anafylaxie, použitiu liečiv pri naro-

dení dieťaťa a v období tesne po narodení ako aj pro-

dukcii kmeňov rezistentných na podávané antibiotiká 

(Honest a kol., 2006).  

Najčastejšie používaným antibiotikom pri liečbe je peni-

cilín alebo ampicilín. V prípade alergie matky na penici-

lín je vhodnou voľbou erytromycín alebo clindamycín. 

Tieto antibiotiká sa pri silnej kolonizácii GBS podávajú 

intravenózne, nakoľko orálne či intramuskulárne poda-

nie nie je účinné (Verani, McGee a Schrag, 2010). Kli-

nické štúdie však ukázali, že podávanie antibiotík tehot-

ným ženám môže byť spojené s negatívnymi účinkami 

na novorodenca, ako je vznik nekrotizujúcej enterokoli-

tídy (Ting a kol., 2016).  

Pomocou intrapartálnej antibiotickej profylaxie sa poda-

rilo znížiť počet novorodencov trpiacich GBS infekciami. 

Problémom súčasnej antibiotickej liečby je však zvýše-

ná rezistencia týchto patogénov voči podávaným anti-

biotikám. Veľkou nevýhodou pri použití antibiotík je tiež 

prípadná alergická reakcia matky a jej plodu na podané 

antibiotiká. Odhadovaný výskyt alergických reakcií pri 

liečbe penicilínom je 0,7 až 4 % zo všetkých liečených. 

Odhadované riziko anafylaxie je 4/10 000 až 4/100 000 

recipientov (Verani, McGee a Schrag, 2010). 

Fágová terapia 

Bakteriofágy, alebo jendoducho fágy, sú vírusy schopné 

infikovať, v mnohých prípadoch zabíjať, bakteriálne 

bunky. Nachádzajú sa vo všetkých biotopoch sveta, kde 

sa darí baktériám, pričom sa odhaduje, že na každú 

bakteriálnu bunku pripadá desať fágových častíc. Bak-

teriofágy nie sú schopné infikovať cicavčie bunky, infiku-

jú len cieľové špecifické baktérie. Hostiteľská špecificita 

fágov je vysoká, každý fág infikuje len jeden druh bakté-

rie, v niektorých prípadoch dokonca len jeden bakteriál-

ny kmeň.  

Bakteriofágy boli nezávisle objavené na začiatku 20. 

storočia Fredericom Twortom a Félixom D´Hérellom. 

Odvtedy tieto baktérie infikujúce vírusy významne pri-

speli k rozvoju mnohých vedeckých disciplín, najmä 

molekulárnej biológie a genetiky baktérii. Už vtedy sa 

o fágoch uvažovalo ako o potenciálnych antimikrobiál-

nych agensoch, schopných zabíjať hostiteľské baktérie. 

Avšak, neznalosť podrobnej biológie fágov a objav anti-

biotík odsunuli záujem o bakteriofágy v západnej medi-

cíne. V súčasnosti však využitie bakteriofágov na liečbu 

bakteriálnych infekcií získava pozornosť najmä v dô-

sledku stále rastúceho množstva baktérii rezistentných 

na antibiotiká. Ďalším dôvodom obnoveného zaújmu o 

terapeutické bakteriofágy sú hlbšie vedomosti o biológii 

bakteriofágov ako aj interakcii bakteriofágov s baktéria-

mi (Elbreki a kol., 2014). 

Fágová terapia používa bakteriofágy a ich produkty ako 

bioagensy na liečbu alebo profylaxiu infekčných ocho-

rení spôsobených baktériami. Využitie fágov ako anti-

mikrobiálne agensy má niekoľko výhod v porovnaní s 

antibiotikami. Hlavnou charakteristikou fágov je ich vy-

soká špecificita infekcie, čo znamená, že rozpoznávajú 

len obmedzený rozsah bakteriálnych kmeňov. Týmto je 

možné zabrániť škodám normálnej mikroflóry hostiteľa, 

avšak je potrebná identifikácia cieľového patogénu, ako 

aj výber účinného fága (Drulis-Kawa a kol., 2012).  

Ďalšou výhodou bakteriofágov je, že na prekonanie 

infekcie postačuje len jedna dávka fágov, nakoľko ich 

propagácia je závislá od hostiteľa. To znamená, že sú 

schopné replikovať sa len v mieste infekcie a naviac, 

bakteriofágy podliehajú samovyrieďovaniu z prostredia, 

čo umožňuje odstránenie bakteriofágov v prípade neprí-

tomnosti hostiteľských baktérii (Denes a Wiedmann, 

2014). 

Výhodou použitia fágov je tiež ich všeobecne nízky 

sklon k indukcii rezistencie ako aj absencia krížovej 

rezistencie na antibiotiká. Toto robí z fágov efektívne 

riešenie proti multirezistentným baktériám a biofilmom 

(Ormälä a Jalasvuori, 2013). 

Úspešný vývoj fágovej terapie musí zároveň spĺňať nie-

koľko podmienok. Bakteriofágy využívané na fágovu 

terapiu musia byť striktne lytické, to znamená schopné 

zabíjať bakteriálne bunky ihneď po infekcii, a špecifické 

len pre cieľové patogény, pričom nemôžu mať žiaden 

vplyv na symbiotické baktérie ľudských hostiteľov. Na-

viac, tieto bakteriofágy nesmú byť schopné transdukcie, 

aby sa zabránilo horizontálnemu génovému prenosu 

(Chan a kol., 2013). 

Rovnako ako pri iných antimikrobiálnych činiteľoch, je 

dôležité, aby sa fágy dostali k cieľovým patogénnym 

baktériam v dostatočnom množstve. To je možné do-

siahnuť buď priamou aplikáciou fága na miesto infekcie 

alebo systémovým podaním. V oboch prípadoch môže 

úspešnej penetrácií bakteriofága do cieľových baktérii 

pomôcť kombinácia fágového potenciálu lyzovať bakté-

rie spolu so schopnosťou zvýšiť počet fágových častíc 

po infekcii cieľovej baktérie (Chan a kol., 2013).  

Fágová terapia má však aj niektoré obmedzenia. Nevý-

hodou môžu byť gény antibiotikovej rezistencie alebo 
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iné faktory virulencie, ktoré môžu byť prítomné v genó-

me lyzogénnych bakteriofágov alebo sa môžu preniesť 

do baktérií z iných hostiteľov prostredníctvom generali-

zovanej transdukcie. Z tohto dôvodu sa ako terapeutiká 

používajú len lytické a netransdukčné fágy a na ich rast 

sa využívajú nepatogénni hostitelia (Kutter a kol., 2010). 

Obmedzenia pri využití bakteriofágov ako terapeutic-

kých činidiel je možné prekonať pomocou viacerých 

stratégií. Prvou je využitie fágových kokteilov. Použitím 

zmesi fágov s rozdielnymi, ale komplementárnymi vlast-

nosťami je možné obísť obmedzený rozsah hostiteľov 

jedného fága. Ďalšou výhodou fágových koktailov je, že 

rôzne typy fágov infikujúce rovnaké bakteriálne druhy a 

kmene redukujú pravdepodobnosť vzniku rezistentných 

baktérií (Gu a kol., 2012). 

Ďalším prístupom môže byť využívanie fágových pro-

duktov namiesto celých bakteriofágov. Príkladom sú 

endolyzíny, enzýmy, ktoré na konci replikačného cyklu 

lyzujú bakteriálnu bunku a uvoľňujú novovzniknuté fá-

gové častice do prostredia. Použitie endolyzínov sa 

považuje za sľubnú alternatívu liečby bakteriálnych in-

fekcií, pretože eliminuje riziko prenesenia toxických fá-

gových vlastností na baktérie, a tiež redukuje riziko 

vzniku rezistencie voči terapeutickým fágom (Borysow-

ski a kol., 2006). 

Liečba GBS infekcií  

fágovou terapiou 
V súčasnosti nie je identifikovaný žiaden bakteriofág 

infikujúci ľudské izoláty S. agalactiae. Podarilo sa však 

izolovať fága JX01, ktorý lyzoval hovädzie kmene S. 

agalactiae (Bai a kol., 2013). Bakteriofág JX01 bol izo-

lovaný z infikovaného mlieka kráv, ktoré boli postihnuté 

mastitídou. Zistilo sa, že bakteriofág JX01 špecificky 

infikuje hovädzie izoláty S. agalactiae, zatiaľ čo ľudské 

ani rybie izoláty nelyzuje. Preto v boji s GBS infekciami 

boli zatiaľ využité len fágové produkty, konkrétne lyzíny 

B30 (Pritchard a kol.,2004), PlyGBS (Cheng a kol., 

2005), LambdaSa1 a LambdaSa2 (Pritchard a kol., 

2007) a lyzín PlySK1249 (Oechslin a kol., 2013).  

Kmene S. agalactiae často obsahujú vo svojom genóme 

profágy, ktoré môžu byť indukované rôznymi spôsobmi. 

Jedným je využitie mitomycínu C, pomocou ktorého sa 

podarilo indukovať bakteriofága B30. Pomocou fágové-

ho lyzínu B30 bolo možné zabrániť rastu niekoľkých 

GBS kmeňov (Pritchard a kol., 2004).  

Celogenómovým sekvenovaním S. agalactiae kmeňa 

2603 V/R sa zistilo, že obsahuje niekoľko génov pre 

fágové lyzíny, a to LambdaSA1 a LambdaSa2. Ukázalo 

sa, že aj keď tieto lyzíny poskytujú na agarovej platničke 

trochu menšie zóny vyčírenia ako lyzín B30, zóny vyka-

zovali úplné vyčírenie bez zvyškového zákalu na rozdiel 

od lyzínu B30 (Pritchard a kol., 2007). 

Ďalším lyzínom je PlyGBS, ktorý je vhodný na lýzu GBS 

buniek in vivo (Cheng a kol., 2005). PlyGBS patrí do 

skupiny fágových lyzínov, ktoré zabíjajú baktérie pomo-

cou natrávenia bunkovej steny, čím sa bunky stávajú 

citlivé na osmotickú lýzu. Použitím jednej dávky PlyGBS 

v myšacom modeli sa podarilo významne zredukovať 

kolonizáciu GBS vo vagíne ako aj v orofarynxe (Cheng 

a kol., 2005). Preto by PlyGBS mohol byť alternatívou 

antibiotickej liečby na redukciou vaginálnej kolonizácie 

GBS u tehotných žien pred pôrodom. Tiež by mohol byť 

využitý na liečbu novorodencov infikovaných patogén-

nymi S. agalactiae (Cheng a Fischetti, 2007). 

V roku 2013 bola publikovaná štúdia opisujúca nový 

fágový lyzín účinkujúci proti β-hemolytickým streptoko-

kom. Endolyzín PlySK1249 bol izolovaný z kmeňa 

Streptococcus dysagalactiae SK1249 a vykazoval krí-

žovú lytickú aktivitu proti niekoľkým β-hemolytickým 

streptokokom. Tento enzým bol úspešný pri liečbe my-

šacieho modelu GBS bakterémie, a preto je vhodným 

kandidátom na predklinické testovanie (Oechslin a kol., 

2013). 

Záver 

S. agalactiae je oportunistický patogén, ktorý kolonizuje 

gastrointestinálny a urogenitálny trakt ľudí. Keďže táto 

baktéria je súčasťou urogenitálneho traktu žien, môže 

sa pri pôrode preniesť na dieťa a spôsobiť mu závažné 

ochorenia ako je meningitída či sepsa. GBS je schopný 

infikovať aj dospelých, najmä starších a imunodeficiet-

ných pacientov. Aby sa zabránilo ochoreniam spôsobe-

ným GBS, používa sa v súčasnosti liečba pomocou 

intrapartálnej antibiotikovej profylaxie. Tá má však mno-

ho nevýhod a kvôli rozsiahlemu šíreniu baktérii rezistet-

ných na antibiotiká sa hlavnou terapeutickou výzvou 

stáva hľadanie alternatívnych terapeutických stratégií. 

Bakteriofágy môžu byť vhodným nástrojom na liečbu 

bakteriálnych infekcií. Fágová terapia sa vyznačuje 

mnohými výhodami nad antibiotikami, avšak na zavedie 

fágovej terapie do klinickej praxe sú nevyhnutné ďalšie 

štúdie. Inou stratégiou je využitie proteínov kódovaných 

bakteriofágmi, ako sú endolyzíny, holíny alebo proteíny 

fágových chvostíkov. Doteraz nebol identifikovaný žia-

den bakteriofág infikujúci ľudské izoláty GBS. Avšak, 

ako protiinfekčné činidlá boli úspešne testované viaceré 

fágové endolyzíny.  
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Non-conventional yeasts – trip beyond bakers` 

yeast Saccharomyces cerevisiae 

 

Abstract 
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. 
 

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

Úvod 

Kvasinky sa využívajú na výrobu piva, vína, saké a 

chleba už tisícky rokov, pričom najčastejšie používanou 

je kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Ďalšou dobre 

preskúmanou kvasinkou je druh Schizosaccharomyces 

pombe, ktorá slúžila ako model pri odhalení regulácie 

bunkového cyklu u eukaryotov (práca bola ocenená 

Nobelovou cenou za fyziológiu a medicínu v roku 2001) 

(Steensels a kol., 2014). V posledných desaťročiach sa 

pekárenská, niekedy označovaná aj pivná, kvasinka S. 

cerevisiae začala používať na výrobu bioetanolu, inzulí-

nu a vakcín proti hepatitíde. S. cerevisiae má však, ako 

každý živý organizmus, svoje limitácie. Nové biotechno-

logické aplikácie vyžadujú úplne iné podmienky ako 

tradičné fermentácie (nižšie pH, teploty nad 45 °C, vy-

soká koncentrácia etanolu, či nové substráty) a pred-

stavujú novú výzvu pre doteraz používané kmene kva-

siniek. Kvasinky sú počas technologického procesu 

často vystavené rozličným environmentálnym stresom a 

toxickým zlúčeninám, ktoré spomaľujú, či dokonca za-

stavujú ich metabolizmus a množenie. Doteraz bolo 

opísaných viac ako 2000 druhov kvasiniek a veľa z nich 

má pozoruhodné vlastnosti, napr. neobvyklú toleranciu 

voči stresovým podmienkam prostredia alebo produkujú 

jedinečnú kombináciu aromatických zlúčenín, čím môžu 

poskytnúť jedlám a nápojom nové senzorické vlastnosti 

(chuť, vôňa) (Steensels a kol., 2014; Radecka a kol., 

2015; Stribny a kol., 2015). Na výrobu nových produktov 

alebo zefektívnenie výroby už známych produktov mô-

žeme teda využiť iné druhy kvasiniek s ich špecifickými 

vlastnosťami. 

Nekonvenčné kvasinky 

Do skupiny nekonvenčných kvasiniek zaraďujeme všet-

ky ostatné kvasinky okrem druhov S. cerevisiae a Sch. 

pombe (Spencer a kol., 2002). Pôvodne boli nekon-

venčné kvasinky považované za škodlivé, nakoľko boli 

často izolované z kontaminovaných potravín a nápojov, 

no ich podrobnejšie štúdium odhalilo ich skrytý poten-

ciál. Najvýznamnejšími druhmi nekonvečných kvasiniek 

sú rody Debaryomyces, Dekkera, Kluyveromyces, Pi-

chia, Yarrowia, Zygosaccharomyces a druhy patriace do 

rodu Saccharomyces označované ako non-cerevisiae. 

Tieto kvasinky disponujú inými metabolickými dráhami, 

ktoré im umožňujú využívať iné substráty (často envi-

ronmenálny odpad) a vedia upraviť svoj metabolizmus 

tak, aby sa vyhli škodlivým faktorom priemyselného 

prostredia (Gamero a kol., 2015; Radecka a kol., 2015).  

Obr. 1: Bunky kvasiniek S. cerevisiae (vľavo)  
a Sch. pombe (vpravo) pod svetelným mikroskopom 
(http://slideplayer.com/slide/7968752/) 
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Debaryomyces hansenii  

Debaryomyces hansenii je extrémofilná kvasinka, pô-

vodne izolovaná z morskej vody, ktorá sa bežne vysky-

tuje v prostredí s nízkou dostupnosťou vody pre meta-

bolické procesy (kontaminuje syry, mäso, výrobky s 

vysokým obsahom cukru a nakladané uhorky). Jej ex-

trémofilný charakter sa prejavuje značnou odolnosťou 

voči vysokým koncentráciám osmoticky aktívnych látok 

ako sú cukry a soli (množí sa aj v prítomnosti 4 M NaCl, 

zatiaľ čo S. cerevisiae toleruje maximálne koncentráciu 

1,7 M NaCl) a odolnosťou voči vysušeniu. Ďalšou výz-

namnou vlastnosťou D. hansenii je jej schopnosť aku-

mulovať lipidy až do 70 % svojej hmotnosti. Kvôli pro-

dukcii aromatických látok a podpore množenia niekto-

rých baktérií sa D. hansenii podiela na výrobe syrov a 

fermentovaných údenín. Významná je aj jej schopnosť 

metabolizovať xylózu a produkovať xylitol, ktorý sa pou-

žíva ako umelé sladilo pre diabetikov (Breuer a Harms, 

2006). 

Dekkera bruxellensis  

Dekkera bruxellesis bola na jednej strane považovaná 

za najnepríjemnejšiu kontamináciu vína, pretože mu 

vďaka produkcii prchavých fenolov dodávala príchuť 

„spoteného koňa“. Na druhej strane hrá táto kvasinka 

nezastupiteľnú úlohu pri výrobe špeciálneho Belgického 

piva a kvaseného čaju Kombucha. Významnými vlast-

nosťami D. bruxellensis sú jej vysoká odolnosť voči eta-

nolu (10 – 16 %), nízkemu pH (najmä kyseline octovej, 

ktorú sama produkuje) a schopnosť využívať nitráty, čím 

sa stáva zaujímavou ako „výkonnejšia“ alternatíva k S. 

cerevisiae pri výrobe bioetanolu (Schifferdecker a kol., 

2014; Radecka a kol., 2015). 

Rod Kluyveromyces  

Najznámejšie druhy z rodu Kluyveromyces sú druhy K. 

lactis a K. marxianus. K. lactis má schopnosť produko-

vať kyselinu mliečnu a rozkladať laktózu, čo sa využíva 

pri výrobe nízkolaktózových potravín. Táto kvasinka je 

veľmi vhodná ako hostiteľský systém pre produkciu cu-

dzorodých proteínov a iných zlúčenín. Týmto spôsobom 

je možné vyrábať v bunkách K. lactis napríklad enzým 

chymozín (používaný ako syridlo) alebo vitamín C (van 

Ooyen a kol., 2006; Steensels et al., 2014). K. marxia-

nus bola pôvodne izolovaná zo syrov a je známa svojou 

extrémnou odolnosťou voči vysokým teplotám. Na roz-

diel od S. cerevisiae, ktorá nedokáže fermentovať pri 

teplote vyššej ako 37 °C, dokáže K. marxianus produ-

kovať etanol aj pri teplote 45 °C. Navyše je schopná pre 

svoj rast využiť aj cukrovú trstinu, šťavu z kukuričnej 

siláže a melasu (Radecka a kol., 2015). 

 

Rod Pichia 

Rod Pichia zahŕňa druhy kvasiniek, ktoré sú schopné 

využívať pre svoj rast rôzne atypické substráty a sú 

veľmi vhodné na produkciu cudzorodých proteínov.  

Pichia angusta (syn. Hansenula polymorpha, Ogataea 

polymorpha) rastie pri teplotách nad 50 °C, je schopná 

využívať metanol a nitráty a fermentovať súčasne xyló-

zu a celobiozózu (Radecka a kol., 2015). Pichia pastoris 

(syn. Komagataella pastoris) hrá dôležitú úlohu ako 

hostiteľ pre výrobu proteínov a iných vzácnych molekúl, 

ako sú napríklad ľudský erytropoetín (dôležitý pre tvorbu 

červených krviniek), enzým lakáza (degraduje lignín) 

a β-karotén (Steensels a kol., 2014). Oba spomínané 

druhy dokážu využívať metanol a používajú sa ako mo-

delové organizmy na štúdium biogenézy bunkových 

organel – peroxizómov (Steensels a kol., 2014; Radec-

ka a kol., 2015). 

Pichia kudriavzevii (syn. Issatchenkia orientalis) bola 

izolovaná z fermentovaných zvyškov kakaových bôbov, 

mangovej dužiny, ananásového džúsu, stebiel ryže a 

kukurice, čo vypovedá o jej schopnosti rásť na jednodu-

chých aj zložených sacharidoch. Pri výrobe bioetanolu z 

necukorných materiálov (druhá generácia biopalív) sú 

kvasinky často vystavené vysokej teplote, nízkemu pH a 

derivátom furánu, ktorý poškodzuje ich bunky. Schop-

nosť fermentovať pri teplote 45 °C, odolávať kyseline 

octovej a mravčej až pod pH 2, efektívna produkcia 

etanolu za týchto extrémnych podmienok a schopnosť 

tolerovať vysoké koncentrácie hydroxymetylfurfuralu 

robia P. kudriavzevii zaujímavou pre výrobu bioetanolu 

druhej generácie (Radecka a kol., 2015). 

Pichia guilliermondii (syn. Meyerozyma guilliermondii) 

bola izolovaná z pôdy obsahujúcej oleje, z rastlín, jazier 

a žalúdka prežúvavcov. Táto kvasinka je schopná vyu-

žívať pre svoj rast, uhľovodíky, vytvárať vitamín B2 a 

premieňať xylózu na xylitol (Sibirny a Boretsky, 2009). 

Yarrowia lipolytica  

Kvasinka Yarrowia lipolytica bola izolovaná zo syrov, 

jogurtov, údenín, ale aj z kanalizácie. Významnou črtou 

tejto kvasinky je jej schopnosť efektívne využívať hydro-

fóbne substráty ako sú n-alkány, mastné kyseliny a ole-

je a akumulovať tuky až do 50 % svojej hmotnosti. Uva-

žuje sa, že tieto vlastnosti by mohli predstavovať alter-

natívnu cestu výroby olejov. V súčasnosti sa Y. lipolyti-

ca využíva pre produkciu bielkovín (kedy sa celá kva-

sinková bunka využíva ako zdroj bielkovín), ale aj kyse-

liny citrónovej, rôznych aróm a steroidov. Slúži tiež ako 

modelový organizmus na výskum sekrécie proteínov 

(vylučovanie proteínov von z bunky), štúdium mitochon-

drií, peroxizómov a metabolizmu tukov (Nicaud, 2012; 

Steensels a kol., 2014). 
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Rod Zygosaccharomyces  

Z rodu Zygosaccharomyces sú najznámejšie druhy Zy-

gosyccharomyces rouxii a Zygosaccharomyces bailii. Z. 

rouxii sa často izoluje ako kontaminant sladených nápo-

jov, džúsov a kečupov. V porovnaní so S. cerevisiae má 

pozoruhodnú odolnosť voči osmoticky aktívnym látkam 

– rastie v prostredí s obsahom 90 % cukru, kým S. ce-

revisiae toleruje iba 50 % a odoláva koncentrácii 3 M 

NaCl. Disponuje tiež vysokou odolnosťou voči kyseli-

nám (je schopná prežiť nízke pH prostredia spôsobené 

prítomnosťou kyseliny citrónovej – pH 3 a HCl až do pH 

1.5). Vďaka týmto vlastnostiam sa Z. rouxii môže využí-

vať na výrobu sójových omáčok, balzamikového octu a 

pasty Miso (Duskova a kol., 2015; Radecka a kol., 

2015). Nedávno bola opísaná schopnosť Z. rouxii roz-

kladať aflatoxíny (jedy vyvolávajúce rakovinu) v araši-

doch, ktoré produkujú niektoré druhy mikroskopických 

húb pri ich nevhodnom skladovaní (Zhou a kol., 2017). 

Druh Z. bailii má schopnosť rásť pri pH 2, čo mu umož-

ňuje odolávať konzervantom v potravinách a spôsobiť 

ich znehodnotenie. Na druhej strane, vysoká odolnosť 

Z. bailii voči kyseline octovej, jej schopnosť prispôsobiť 

sa teplote 40 °C a produkcia enzýmov, ktoré rozkladajú 

inulín, sa môže využiť pri výrobe bioetanolu z lignocelu-

lózového materiálu (Radecka a kol., 2015). 

Non-cerevisiae druhy Saccharomyces  

Druhové bohatstvo kvasiniek môžno demonštrovať už u 

samotného rodu Saccharomyces, kam okrem S. cerevi-

siae patria aj nekonvenčné druhy S. bayanus, S. uva-

rum, S. paradoxus, S. pastorianus zúčastňujúce sa na 

kvasení piva, vína a cideru alebo S. kudriavzevii, S. 

mikatae, S. cariocanus, ktoré boli izolované z prírod-

ných materiálov (Gonzales a kol., 2006). Každý druh má 

jedinečné vlastnosti, ktoré môžu byť využité napríklad 

pri výrobe nových vín. Odlišnosti v ich metabolizme od 

S. cerevisiae im umožňujú produkovať viac aromatic-

kých látok (vyššie alkoholy, estery kyseliny octovej), 

ovplyvňovať ich senzorické vlastnosti (pomer etanolu a 

glycerolu) a efektívne fermentovať pri nižšej teplote, čo 

tiež priespieva k aróme vína (Gamero a kol., 2015; 

Stribny a kol., 2015). 

Obr. 2: Fylogenetický strom zobrazujúci stupeň príbuznosti rôznych nekonvenčných kvasiniek k pekárenskej kvasinke 
S. cerevisiae a kvasinke Sch. pombe (http://slideplayer.com/slide/5232427/) 
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Záver 

Vlastnosti kvasiniek, ktoré umožňujú týmto mikroorga-

nizmom prežívať extrémne podmienky, a tým napríklad 

kontaminovať konzervované potraviny, sú často tými 

istými vlastnosťami, ktoré sú vítané a požadované pri 

moderných biotechnologických aplikáciách v súčasnos-

ti. Odolnosť voči vysokým teplotám, značným koncen-

tráciám cukrov a solí, nízkemu pH alebo produkcia ne-

obvyklých zlúčenín predstavuje len vrchol ľadovca. 

Kvasinky, donedávna označované ako „škodlivé“ alebo 

dosiaľ bližšie necharakterizované druhy môžu ukrývať 

úžasné vlastnosti, ktorých poznanie nám môže otvoriť 

dvere k novým technologickým procesom a výrobkom. 
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Polymeric nanoparticles as a potential platform in 

cancer therapy 

  

Abstract 
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 nanoparticles, as well as free cabazitaxel. 
 

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

Úvod 

Počet rakovinových a nádorových ochorení u ľudí kaž-

doročne stúpa, s čím je spojená aj rastúca úmrtnosť. 

Jedným zo spôsobov ako predísť vzrastajúcej úmrtnosti 

je jednak včasná diagnostika, ale taktiež aj voľba vhod-

nej a účinnej terapie. Najčastejšie sa pri liečbe rakoviny 

a nádorov využíva chemoterapia. Táto terapia spočíva v 

aplikovaní cytostatických liečiv, ktoré však so sebou 

prinášajú aj množstvo vedľajších nežiaducich účinkov. 

Okrem toho, že ničia rakovinové bunky, zároveň poško-

dzujú zdravé tkanivá, a tým sa znižuje ich efektivita 

v oblasti rakovinového tkaniva a taktiež životná úroveň 

pacienta. Vytvorenie transportného systému pre priame 

doručenie chemoterapeutického liečiva do poškodené-

ho tkaniva, tak aby nezasiahlo zdravé tkanivá, by mohlo 

byť jedným z riešení pre účinnú chemoterapiu. Poly-

mérne nanočastice majú veľký potenciál splniť tieto 

požiadavky. Pre ich unikátne vlastnosti, ako sú naprí-

klad malé rozmery a ľahká povrchová modifikácia, si 

získavajú polymérne nanočastice zvýšený záujem vo 

vedeckých štúdiách v oblasti pasívneho aj aktívneho 

cielenia liečiv v rakovinovej diagnostike a terapii. 

 

Polymérne nanočastice  

ako nosiče liečiv 
Polymérne nanočastice (PNPs) zohrávajú dôležitú úlo-

hu vo vývoji efektívnej liečby rakovinových a nádoro-

vých ochorení. PNPs sú submikrónové koloidné systé-

my, syntetizované z biokompatibilných a biodegradova-

teľných polymérov, v ktorých je terapeutická látka roz-

pustená, zapuzdrená alebo zachytená na polymérnej 

matrici. Polyméry môžu byť zložené z prírodných zložiek 

ako napríklad chitosan, gelatín, albumín alebo syntetic-

kých, medzi ktoré patria napríklad polyglykolidy (PLG), 

polylaktid ko-glykolidy (PLGA), polyalkykyanokryláty 

(PACA), a iné (Nagavarma a kol., 2012). PNPs sú defi-

nované morfológiou a kompozíciou ich jadra a obalu. 

Ich tvary a formy sú charakterizované fyzikálno-chemic-

kými štruktúrami a môžu sa vyskytovať ako tuhé poly-

mérne častice, polymérne micely, polymérne konjugáty, 

dendriméry, prípadne hybridné kombinácie. PNPs môžu 

byť funkcializované rôznymi molekulami ako sú naprí-

klad peptidy, aptaméry (syntetické úseky DNA alebo 

RNA, ktoré majú vysokú afinitu a špecificitu voči cieľovej 

molekule), protilátky alebo iné malé molekuly, ktoré pri-

spievajú k zvýšeniu doby cirkulácie v krvi a ich špecific-

kej distribúcie, aktívnemu cieleniu (Prabhu a kol., 2015). 

V závislosti od metódy prípravy, štruktúry PNPs môžu 

byť získané vo forme nanokapsúl alebo nanosfér. Na-

nokapsuly sú systémy, v ktorých je liečivo rozpustené 

vo vodnom alebo v olejovom jadre a obklopené poly-

mérnou membránou, pričom nanosféry sú systémy tvo-

rené matricou, klbkom polyméru, v ktorom je liečivo 

rovnomerne rozptýlené. Okrem prenášania liečiv je 

PNPs môžné využiť aj ako nosiče proteínov a DNA do 

buniek a tkanív (Prabhu a kol., 2015; Nagavarma a kol., 

2012). 

Polybutylkyanoakrylátové (PBCA) a polyoktylkyanoakry-

látové (POCA) nanočastice môžu byť použité pre trans-

port liečiv alebo iných látok. Alkylkyanoakrylátové mo-

noméry boli dlho známe a uvádzané na trhu ako Super 

lepidlá, pre svoje adhézne vlastnosti, ktorých výsledkom 

sú spoje s vysokou pevnosťou (Graf a kol., 2009).  
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Okrem toho mali uplatnenie aj v medicíne, kde boli vyu-

žívané pre lepenie tkanív v chirurgii (Vauthier a kol., 

2003). V 1970-tich rokoch Couvreur a spol. (Couvreur a 

kol., 1979) predstavili možnosť využitia týchto monomé-

rov pre syntézu PNPs ako nosičov liečiv. Odvtedy si 

získali zvýšený záujem vo vývoji protinádorovej a rako-

vinovej terapie. Polyméry sú biologicky kompatibilné a 

degradovateľné. Pri syntéze polymérov sa ako iniciátory 

používajú hydroxylové ióny disociované vo vode, ale 

taktiež je možné použiť aj iné molekuly ako alkoholy a 

aminokyseliny. Podstatou je, aby daná molekula bola 

nukleofilná (Nicolas a Couvreur, 2009).  

Ich cytotoxický efekt, bunková absorpcia a degradácia 

závisia od dĺžky alkylového reťazca monoméru, typu 

liečiva a bunkových línií. Bolo vykonaných niekoľko de-

siatok štúdií in vitro aj in vivo experimentoch s rôznymi 

typmi liečiv enkapsulovanými alebo adsorbovanými na 

týchto NPs (Graf a kol., 2009). PBCA NPs pokryté poly-

sorbátom 80 boli úspešne použité pri prekonaní hema-

toencefalickej bariéry napríklad s enkapsulovaným da-

largínom (Olivier a kol., 1999) a temozolomidom (Tian a 

kol., 2011). 

Gemcitabín hydrochlorid, ktorý sa používa pri liečbe 

nádorov a bol študovaný v POCA nanočasticiach (Arias 

a kol., 2009). V práci porovnávali dva spôsoby uchyte-

nia liečiva v nanočasticiach. V prvom bol gemcitabín 

adsorbovaný na povrchu nanočastíc, kým v druhom 

prípade bol pridaný pred polymerizačným procesom. Pri 

druhom spôsobe bolo zachytené vyššie množstvo lieči-

va ako aj jeho pomalšie uvoľňovanie. Cytotoxicita bola 

študovaná na L1210 nádorových bunkách myší. Ako 

voľné tak aj enkapsulované liečivo vykazovalo v tomto 

prípade podobnú protinádorovú aktivitu. Pri in vivo ex-

perimentoch však enkapsulované liečivo v POCA nano-

časticiach vykazovalo signifikantne vyššiu protinádorovú 

aktivitu, čo potvrdili aj histologické testy. POCA nano-

častice ako možné nosiče pre chemoterapeutického 

agenta cathin-6-one študovali v práci Arias a spol. 

(Arias a kol., 2011), aby zvýšili farmakologický účinok 

liečiva. Syntetizované nanočastice sa vyznačovali vý-

raznou hydrofóbnosťou a povrchovým nábojom za fy-

ziologických podmienok, čo zvyšovalo intracelulárnu 

absorpciu infikovaných fagocytov. 

Snipstad a spol. (Snipstad a kol., 2014) vo svojej práci 

študovali fluorescenčné farbivo Nile Red ako model 

hydrofóbneho liečiva enkapsulovaného v PBCA nano-

časticiach na bunkách PC3 (bunky rakoviny prostaty). 

Koncentrácia nanočastíc, 20 µg/ml, bola použitá na 

základe Alamar blue testu viability buniek, vyššie kon-

centrácie nanočastíc už prejavovali toxické účinky. Nile 

Red enkapsulovaný v PBCA nanočasticiach vykazoval 

vyššiu bunkovú absorpiu v porovnaní s voľne rozpust-

ným liečivom.  

Mørch a kol. (Mørch a kol., 2015) predstavili platformu 

pre súbežné diagnostické a terapeutické účely pomocou 

vzduchových mikrobublín stabilizovaných PBCA nano-

časticami, ktoré zároveň slúžili ako kontrastné činidlá 

pre ultrazvukové zobrazovanie. Zistili, že pegylované 

PBCA nanočastice mali nižšiu povrchovú hustotu nábo-

ja. Taktiež úspešne zapuzdrili Fe3O4 nanočastice do 

PBCA PNPs. Tieto kombinované nanočastice môžu byť 

použité pri zobrazovaní magnetickou rezonanciou.  

Bunková absorpcia a intracelulárna degradácia PBCA, 

POCA a P(BCA/OCA) nanočastíc bola študovaná na 

PC3 a RBE4 (endotelová línia u potkanov) bunkách. 

Použili model hydrofóbneho liečiva Nile Red 688 pre 

štúdium zmeny fluorescencie pri degradácii a bunkovej 

absorpcii. PBCA nanočastice degradovali rýchlejšie ako 

POCA nanočastice, kombinované P(BCA/OCA) stredne 

rýchlo. Bunková absorpcia PBCA a POCA nanočastíc 

bola vyššia pre RBE4 bunky ako pre PC3 (Sulheim a 

kol., 2016). Cisplatina bola enkapsulovaná v PBCA na-

nočasticiach a cytotoxický účinok samotného liečiva, aj 

PBCA nanočastíc s liečivom bol študovaný na MCF-7 

(bunky adenokarcinómu prsníka) pomocou MTT testu. 

Enkapsulované liečivo vykazovalo vyšší cytotoxický 

efekt na MCF-7 bunkách (Haghnazari a kol., 2016). 

MTT test bol použitý aj pre štúdium cytotoxického účin-

ku imatinib mesylátu enkapsulovaného v PBCA nano-

časticiach na leukemických bunkách K562. Toxický 

účinok enkapsulovaného liečiva bol opäť mierne vyšší 

v porovnaní s použitím samotného liečiva (Hasandoost 

a kol., 2017). Stabilita častíc bola rovnaká ako v prvý 

deň ich syntézy.  

Hoci PBCA a POCA nanočastice ako prenášače liečiv 

sú častým objektom v predklinických štúdiách, ďalej do 

2. fázy klinických štúdií sa zatiaľ posunuli PBCA nano-

častice s enkapsulovaným mitoxantrónom na liečbu pre 

pacientov s diagnostikovaným hepatocelulárnym karci-

nómom (Zhou a kol., 2009).  

Cielený prenos liečiv 

Doručovanie liečiv do poškodených tkanív môže byť 

vykonané pasívnym ako i aktívnym cielením nanočastíc. 

Pri pasívnom transporte liečiv sa využíva efekt zvýšenej 

permeability a retencie v nádorových tkanivách, známy 

tiež pod skratkou EPR (Obr. 1). Nádorové tkanivá sa 

vyznačujú špeciálnymi charakteristikami, ktoré ich ana-

tomicky a patologicky odlišujú od zdravých tkanív.  

V dôsledku zvýšenej angiogenézy sú nádorové tkanivá 

výrazne prekrvené a kvôli nadmernému a rýchlemu ras-

tu rakovinových buniek dochádza k poškodeniu endote-

lových buniek ciev a vznikajú na nich defekty a diery 

rôznej veľkosti. Okrem toho je narušená a nefunkčná 

lymfatická drenáž, ktorá prispieva k akumuláciu makro-

molekúl v nádorových tkanivách (Fang a kol., 2011).  
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Obr. 1: Schematické znázornenie lokalizácie nanočastíc 
v nádorových tkanivách v dôsledku EPR efektu, ktorý sa 
využíva pre pasívne cielenie liečiv. 

 

Práve preto je pri pasívnom cielení liečiv rozhodujúca 

veľkosť nanočastíc. Pre in vivo aplikácie je vhodná veľ-

kosť v rozmedzí od 10 do 200 nm. Rozmery nanočastíc 

možno precízne kontrolovať pomocou dynamického 

rozptylu svetla s využitím prístroja Zetasizer Nano (Mal-

vern Instruments, UK). Nanočastice s priemerom pod 

10 nm sú odstránené renálne alebo extravazáciou, kým 

NPs s priemerom väčším ako 200 nm sú odstránené 

slezinou a nad 1 µm sú opsonizované a akumulované 

v pečeni, slezine alebo kostnej dreni. Morfológia nano-

častíc má taktiež vplyv na ich transport a distribúciu v 

tele, práve preto sú sférické nanočastice najčastejšie 

študované (Elsabahy a Wooley, 2012; Petros a 

DeSimone, 2010; Banik a kol., 2016). Ďalším faktom 

ovplyvňujúcim životnosť a cirkuláciu nanočastíc v obehu 

sú ich povrchové vlastnosti. Nanočastice sú hneď po 

vstupe do krvného obehu rozpoznávané ako cudzie 

telesá a napadnuté systémom mononukleárnych fago-

cytov. Toto rozpoznávanie úzko súvisí s procesom op-

sonizácie, pri ktorom sú cudzie objekty obaľované špe-

ciálnymi proteínmi – opsonínmi, nachádzajúcimi sa 

v krvnej plazme. Takto označený objekt je viditeľný pre 

fagocyty a následne je nimi odstránený, najčastejšie ich 

akumuláciou v pečeni a v slezine (Owens a Peppas, 

2006). Preto je potrebná povrchová modifikácia nano-

častíc rôznymi chemickými skupinami, ktoré môžu 

upravovať povrchový náboj, hydrofilnosť, imunogenitu in 

vivo, biodistribúciu a intracelulárnu dostupnosť a tak 

vytvoriť účinný prenos liečiv (Owens a Peppas, 2006; 

Prabhu a kol., 2015) 

Jedným zo spôsobov ako limitovať opsonizáciu PNPs je 

kovalentné alebo nekovalentné naviazanie polymérnych 

reťazcov polyetylénglykolu (PEG), ide o tzv. pegyláciu. 

PEG je špirálovitý polymér, v ktorom sa opakujú etylén-

éterové jednotky s dynamickou konformáciou (Jokerst a 

kol., 2005). PEG vrstva by mala mať minimálnu hrúbku 

pre efektívne blokovanie opsonínov. Táto hrúbka zvy-

čajne koreluje s povrchovou hustotou reťazcov, konfor-

máciou a molekulovou hmotnosťou. Molekulová hmot-

nosť PEG môže byť zo širšieho intervalu (2000-20 000 

Da). Ukázalo sa, že pokrytie nanočastíc s PEG, ktorá 

má molekulovú hmotnosť 2000 Da alebo vyššiu, sa po-

važuje za dostatočné pre obídenie systému mononuk-

leárnych fagocytov. Keďže PEG nie je biodegradovateľ-

ný, uprednostňujú sa molekuly PEG s nižšou molekulo-

vou hmotnosťou (Garaiová, 2013).  

PEG znižuje pôsobenie systému mononukleárnych fa-

gocytov a zvyšuje cirkulačný čas v závislosti od dĺžky, 

typu (lineárne alebo rozvetvené) reťazcov a hustoty 

pokrytia nanočastíc. Vhodný cirkulačný polčas t1/2 závisí 

od aplikácie nanočastíc. Pre biozobrazovanie je opti-

málny polčas 2 – 6 hodín, pre terapeutické účely je po-

trebný dlhší polčas (aj dni), ktorý už však môže mať za 

následok poškodenie aj zdravých tkanív. PEG svojou 

hydrofilnou podstatou zvyšuje rozpustnosť a má vplyv aj 

na výslednú veľkosť PNPs. PEG je netoxický a využí-

vaný ako stabilizátor v procese prípravy nanočastíc, 

zároveň môže byť jeho funkcia nahradená aj inými mo-

lekulami ako sú sacharidy, kopolyméry a lipidy (Jokerst 

a kol., 2005) 

Aktívne cielenie liečiv je vykonávané pomocou špeciál-

ne upraveného povrchu nanočastíc (povrch je pokrytý 

aktívnymi molekulami ako sú aptaméry, protilátky, anti-

gény alebo receptory), ktorý sa viaže na špecifické re-

ceptory nachádzajúce sa na nádorových bunkách (Cho 

a kol., 2008). Často používaná molekula pre aktívne 

cielenie nanočastíc je napríklad kyselina listová. Recep-

tory kyseliny listovej sa vyskytujú na nádorových bun-

kách vo zvýšenej miere, kým v zdravých bunkách nedo-

chádza k ich expresii, alebo sa v nich vôbec nenachá-

dzajú (Sudimack a Lee, 2000). 

Ďalšou z fyziologických bariér, ktorú treba prekonať pri 

cielenom prenose liečiv je hematoencefalická bariéra. 

Táto bariéra je ochranou mozgového tkaniva pred von-

kajšími vplyvmi a vzniká vďaka tenkým spojeniam me-

dzi mozgovými kapilárami tvorenými jednou vrstvou 

epitelových buniek. Na jednej strane bráni prenikaniu 

rôznych nebezpečných látok z krvi do mozgu, ale na 

druhej strane je prekážkou pri prestupe liečiv (antibioti-

ká, neuropeptidy a ďalšie) do centrálnej nervovej sústa-

vy. Jednou z možností ako dosiahnuť cielený prestup 

do mozgového tkaniva sú nanočastice povrchovo upra-

vené pomocou polysorbátu 80 (Tween 80), ktorý zachy-

táva apolipoproteín E z krvnej plazmy. Tieto nanočasti-

ce potom napodobňujú lipoproteíny s nízkou hustotou 

a tie môžu interagovať s receptormi, kde najpravdepo-

dobnejším mechanizmom je endocytóza endotelových 

buniek (Kreuter, 2012).  
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In vitro cytotoxický účinok  

enkapsulovaného a  

neenkapsulovaného kabazitaxelu 
Každá bunka sa charakterizuje svojim životným cyklom, 

ktorý určujú jednotlivé fázy, počas ktorých rastie a rep-

rodukuje sa. Počet a dĺžka týchto fáz sa líši od typu 

buniek (Alberts a kol., 1998). Chemoterapeutiká zasa-

hujú do jednotlivých fáz a narúšajú ich normálny prie-

beh, čo vedie k zastaveniu rastu a k bunkovej smrti – 

apoptóze. Existuje viacero skupín chemoterapeutík pod-

ľa spôsobu ich účinku a chemickej štruktúry.  

Taxány zahrňujú skupinu chemoterapeutík interagujú-

cich s mikrotubulami nádorových buniek počas mitotic-

kého delenia. Medzi najznámejšie patria paklitaxel a 

docetaxel (Yared a Tkaczuk, 2012). V roku 2010 bol 

kabazitaxel schválený Úradom pre kontrolu liečiv a po-

travín v USA, ako nové terapeutické liečivo pre pacien-

tov kastračne-rezistentného karcinómu prostaty ako 

náhrada jeho prekurzoru docetaxelu, voči ktorému si 

karcinóm vytvoril rezistenciu (De Bono a kol., 2010). 

Kabazitaxel, známy pod menom Jevtana, je na Sloven-

sku dostupný od roku 2011. Toto liečivo je hydrofóbne 

a viaže sa na tubulín, na ktorom vďaka 2 metyloxylovým 

reťazcom mení afinitu k P-glykoproteínu, čím zvyšuje 

šancu predísť rezistencii. Taktiež má využitie aj pri lieč-

be rakoviny prsníka (Yared a Tkaczuk, 2012). Kabazita-

xel polymerizuje mikrotubuly a tým stabilizuje mitotické 

vretienko, čím dochádza k inhibícii bunkového delenia 

(Cheetham a Petrylak, 2013). 

In vitro cytotoxický účinok kabazitaxelu enkapsulované-

ho v PBCA a POCA nanočasticiach, ako i samotného 

kabazitaxelu sme študovali na bunkových líniách ľud-

ského adenokarcinómu prsníka (MDA-MB-231) a gliob-

lastómu (P3) pomocou Alamar Blue testu. Na Obr 2. 

vidíme krivku závislosti viability buniek od logaritmu 

koncentrácie kabazitaxelu, enkapsulovaného ineenkap-

sulovaného pre MDA-MB-231 bunkovú líniu po 72 hodi-

novej inkubácii (Obr. 2A.) a pre bunky P3 glioblastómu 

(Obr. 2B.). Vidíme, že kabazitaxel, ktorý slúži ako inhibí-

tor v procese bunkového delenia, bol účinnejší pri bun-

kovej línii glioblastómu P3, pri ktorej už po 48 hodinách 

vykazoval takmer 100 % cytotoxický účinok, pravdepo-

dobne kvôli rapídnejšiemu rozmnožovaniu týchto bu-

niek. Kým viabilita MDA-MB-231 buniek po 72 hodinách 

expozície kabazitaxelu klesla len na úroveň ~30 %. 

Obr. 2: Závislosť viability buniek (%) od logaritmu koncentrácie liečiva po ošetrení rôznymi koncentráciami enkapsulo-
vaného v PBCA a POCA nanočasticiach a neenkapsulovaného liečiva (kabazitaxelu) pre MDA-MB-231 bunky a inkubá-
cií 72 hodín (A), P3 bunky a inkubácií 48 hodín (B). Krivky zodpovedajú fitu 4-parametrickej rovnice. Dáta sú prezento-
vané ako priemer ±SD (n=2-3).  

 
 

Záver 

Polyalkylkyanoakrylátové nanočastice môžu slúžiť ako 

nosiče liečiv. Sú vhodné napríklad aj pre enkapsuláciu 

hydrofóbneho liečiva, kabazitaxelu, ktorý bol vyvinutý 

pre pacientov s kastračne-rezistentným karcinómom 

prostaty. Toto liečivo však môže byť použité aj pri liečbe 

rakoviny prsníka a mozgových nádoroch, nakoľko pô-

sobí ako inhibítor mitotického bunkového delenia. En-

kapsulovaný kabazitaxel v PBCA a POCA nanočasti-

ciach, aj neenkapsulovaný, vykazoval podobnú cytoto-

xicitu pre jednotlivé skúmané koncentrácie na bunko-

vých líniách rakoviny prsníka (MDA-MB-231) a glioblas-

tómu (P3), čo potvrdzuje, že samotné nanočastice ne-

bránia uvoľňovaniu a prenikaniu liečiva do buniek.   
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PIWI-interacting RNAs have potential  

to treat oncologic diseases 

 

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

Úvod 

Neustálou snahou v liečbe onkologických ochorení je 

nachádzať také prostriedky, ktoré nielen umožnia úplné 

vyliečenie, ale tiež také s minimom vedľajších účinkov. 

Nesporne významnú úlohu v šanci na vyliečenie zohrá-

va i včasnosť záchytu malignity, jej charakterizácia 

a nastavenie terapie k najvyššej efektivite pre daný typ 

ochorenia. K tomu je potrebné hľadať vhodné prognos-

tické a prediktívne markery a terapeutické ciele, ktoré 

zacielia výhradne nádorovo transformovanú bunku.  

Výskum posledného desaťročia odkryl „nových hráčov“ 

v regulácii génovej expresie. Sú nimi molekuly zo sku-

piny krátkych nekódujúcich RNA – piRNA (RNA intera-

gujúce s PIWI proteínmi), ktorých hlavnou úlohou je 

udržiavanie genómovej stability prostredníctvom umlčo-

vania transponovateľných elementov. O týchto moleku-

lách sa pôvodne predpokladalo, že sa vyskytujú iba 

v zárodočných bunkách, avšak recentné štúdie ukazujú, 

že sa nachádzajú aj u dospelých jedincov, a navyše ich 

expresné hladiny sa významne líšia medzi zdravým 

a nádorovým tkanivom. Tieto vlastnosti piRNA ich pred-

určujú k uplatneniu v liečbe onkologických ochorení. 

 

 

Komplexy piRNA a proteínov  

skupiny PIWI 
RNA interagujúce s PIWI proteínmi, skrátene piRNA, sú 

endogénne krátke nekódujúce RNA s dĺžkou asi 26 – 31 

nukleotidov. Prvá štúdia o ich regulačnom potenciáli u 

cicavcov pochádza z roku 2006. Tým Aravin a kol. 

(2006) opisujú skupinu krátkych nekódujúcich RNA v 

samčích zárodočných bunkách myši s dĺžkou asi 26 – 

31 nukleotidov. Táto dĺžka ich jednoznačne zaraďuje do 

inej skupiny ako sú už dobre známe miRNA a siRNA, 

ktoré majú zvyčajne dĺžku 20 – 23 nukleotidov. 

Piwi proteíny, ktoré vytvárajú komplexy s molekulami 

piRNA, sú evolučne vysoko konzervované a vyskytujú 

sa u rastlín i živočíchov (Cox a kol., 1998). Piwi proteíny 

patria do rodiny takzvaných argonautových proteínov. 

Komplex piRNA a asociovaného PIWI proteínu, môže 

posttranskripčne regulovať expresiu tak, že piRNA fun-

guje ako rozpoznávacie miesto oblasti transkriptu na 

princípe komplementarity a s ňou asociovaný PIWI pro-

teín má nukleázovú aktivitu, ktorá tento transkript de-

graduje.  

Umiestnenie a úloha v genóme 
Ukázalo sa, že piRNA sú derivované z diskrétnych ge-

nomických lokusov, pričom tieto lokusy obsahujú najmä 

defektné transpozóny (Brennecke a kol., 2007), čo ich 

predurčuje k ich regulácii na komplementárnom princí-

pe. Preto môžeme usudzovať, že primárnou úlohou 

piRNA je kontrola mobility transpozónov, a tým udržia-

vanie stability genómu.  

Repetitívne elementy pritom tvoria až polovicu genómu 

človeka a asi 40 % genómu myši a hrajú dôležitú úlohu 

v štruktúre chromatínu, čím ovplyvňujú i expresiu priľah-

lých génov (Waterston a kol., 2002; Slotkin a Martien-

ssen, 2007; Goodier a Kazazian, 2008). PiRNA sú dôle-

žitými ochrancami genómu práve v zárodočný bunkách, 

pretože ide o kritickú fázu vývinu, keď každá mutácia 

spôsobená TE (transponovateľné elementy) má poten-

ciál prenosu do ďalšej generácie. 
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PiRNA má úlohu aj v udržiavaní hladín modifikácie 

H3K9me3, ktorá má v zárodočných bunkách taktiež 

efekt represora na repetitívnych sekvenciách typu LI-

NEs (Pezic a kol., 2014). Zaujímavé je, že táto pomo-

cou piRNA sprostredkovaná represia chromatínu cieli 

výhradne na TE s plnou dĺžkou, teda iba na tie, ktoré sú 

aktívne. Toto zistenie odkrýva pozoruhodnú schopnosť 

piRNA rozpoznávať aktívne elementy spomedzi množ-

stva fragmentov genomických transpozónov, ktoré bun-

ka obsahuje. Ďalší prehľad spôsobov ovplyvňovania 

génovej expresie prostredníctvom piRNA je na Obrázku 

1. 

Obr. 1: Tri cesty ovplyvňovania aktivity transpozónov komplexmi Piwi-piRNA (Guo a Wu, 2013) 
Schéma vľavo ukazuje represiu expresie transpozónov zvýšením metylácie CpG oblastí DNA. Metylácia nastáva buď v oblasti 
upstream, alebo priamo v kódujúcej oblasti transpozónu. Schéma uprostred ukazuje zníženie expresie transpozónov pomocou 
remodelácie chromatinu v blízkosti transpozónovej DNA. Vpravo je docielené degradácie transpozónového transkriptu komple-
mentárnym párovaním s piRNA v komplexe Piwi-piRNA a nukleázovou aktivitou PIWI.  

 

 

Typy regulácie expresie  

prostredníctvom piRNA 
Za najpodstatnejšiu funkciu komplexov PIWI-piRNA je 

považovaná schopnosť represie mobilných elementov. 

Tento predpoklad je podporený najmä faktom, že väčši-

na piRNA majú protizmyselnú sekvenciu k transpozó-

nom v gonádach drozofily. Preto sú transpozóny pova-

žované za ich primárne ciele. Najsilnejším dôkazom 

toho sú nezávislé štúdie naprieč viacerými druhmi, ktoré 

preukázali kontrolu transpozónov prostredníctvom Piwi-

piRNA u drozofily (Brennecke a kol., 2007), myši (Ara-

vin a kol., 2006) a rybky Danio rerio (Houwing a kol., 

2007). 

V súvislosti s nádormi boli prvotne skúmané samotné 

Piwi proteíny a postupne sa v tumorigenéze preukazo-

val i význam Piwi v komplexe s molekulou piRNA (Su-

zuki a kol,. 2012). Ďalej nadmerná alebo nedostatočná 

expresia piRNA cieliacich mRNA (vrátane takých, ktoré 

obsahujú transpozónovú sekvenciu v 3’UTR oblasti) 

môže teoreticky zohrávať úlohu v jej degradácii alebo 

inhibícii expresie tumor-supresorových génov alebo 

onkogénov. Potom hladina expresie konkrétnej piRNA 

priamo koreluje s expresiou nádorového supresoru ale-

bo onkogénu.  

Okrem toho narušenie fyziologických hladín piRNA, 

ktoré za normálnych okolností suprimujú aktivitu TE, 

môže uľahčiť retrotranspozíciu, zvýšiť tým genómovú 

nestabilitu a prispieť tak k tumorigenéze. Aj keď je preu-

kázaná výrazná disregulácia expresných hladín piRNA 

v nádore v porovnaní so zdravým tkanivom, nie je jasná 

úloha a postavenie týchto molekúl v rámci tejto patoge-

nézy. Zo štúdií vyplýva dilema, či je zvýšená alebo zní-

žená expresná hladina konkrétnej piRNA sprievodným 

znakom nádoru, teda dôsledkom iných zmien v genó-

me, alebo je faktorom, ktorý tento stav vyvoláva a riadi. 

Dôkazom toho, že má význam sa týmito molekulami 

zaoberať v súvislosti s liečbou onkologických ochorení 

je aj fakt, že v súčasnosti prebieha približne 20 klinic-

kých štúdií založených na technológii miRNA alebo 

siRNA. Príkladom je liečivo od firmy Calando Pharma-

ceuticals pod názvom CALAA-01 zo skupiny siRNA vo 

fáze klinického hodnotenia 1b. Táto molekula cieli pod-

jednotku ribonukleotidovej reduktázy, dôsledkom čoho 

je inhibícia tumoru. Nosičom liečiva je nanočastica v 

priemere menšia ako 100 nm.  

Zo skupiny miRNA je najznámejším liečivom modifiko-

vaná microRNA, ktorá sa komplementárne viaže na 

endogénnu miR-122 pod komerčným názvom Miravir-

sen. Táto molekula, v súčasnosti vo fáze klinického 
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hodnotenia 2b, sa používa na terapiu hepatitídy C. Ví-

rus hepatitídy C potrebuje miR-122, aby sa mohol repli-

kovať, ale nemôže túto molekulu utilizovať v prípade, že 

je viazaná na miravirsen. 

Liečivá fungujúce na báze interferencie s cieľovou mo-

lekulou teda majú svoje miesto v terapii rôznych ocho-

rení. Vzhľadom na to, že ide o pomerne nedávne objavy 

a klinické štúdie trvajú aj desaťročia, ešte potrvá nejaký 

čas, kým sa stanú stabilnou súčasťou farmaceutickej 

výroby. Potenciál však majú nielen vďaka efektívnemu 

a selektívnemu účinku, ale aj vďaka minimu vedľajších 

účinkov. Liečivá na báze krátkych nekódujúcich RNA 

totiž možno zaradiť do takzvaných direct target drugs.  

Záver 

PiRNA predstavujú najväčšiu skupinu molekúl zo skupi-

ny krátkych nekódujúcich RNA vôbec. Medzi ich funkcie 

patrí udržovanie stability zárodočných buniek, umlčova-

nie transpozónov, ale aj riadenie expresie génov, ktoré 

obsahujú transpozóny, najčastejšie vo svojej 3’UTR 

oblasti. Pôvodná domnienka ich výhradného výskytu 

v zárodočných bunkách je dnes minulosťou a vieme, že 

piRNA sú abundantne exprimované vo všetkých tkani-

vách človeka a navyše ich hladiny sú tkanivovo špeci-

fické. V nádorovom tkanive sa expresné hladiny piRNA 

líšia od expresných hladín v zdravom tkanive. Nejde 

pritom o univerzálne pravidlo – hladina niektorých kon-

krétnych piRNA je zvýšená a niektorých, naopak, zní-

žená. Špecifická expresia a výskyt v krvnom obehu ich 

predurčujú aj k použitiu ako neinvazívnych prognostic-

kých biomarkerov nádorových ochorení. Regulačné 

schopnosti piRNA v rámci bunky im zasa dávajú poten-

ciál stať sa významnými terapeutickými cieľmi liečiv 

najnovšej generácie. V budúcom výskume treba objas-

niť ich podrobnejšiu úlohu v patogenéze onkologických 

ochorení, a to najmä nakoľko sú ich deregulované hla-

diny príčinou, či dôsledkom nádorovej transformácie. 
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Essential oils in relation to microorganisms  

 

Abstract 
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. 
 

Key words 
Essential oils, antimicrobial activity, antimicrobial resistance, indoor 
environment 

Úvod 

Esenciálne oleje sú sekundárne metabolity rastlín. Defi-

nujeme ich ako prchavé, intenzívne voňajúce zmesi 

prírodných látok olejovej konzistencie, sú lipofilné, vo 

vode ťažko rozpustné, môžu obsahovať asi 20 až 60 

rozmanitých zlúčenín v rôznych koncentráciáh. Po che-

mickej stránke sú tvorené uhľovodíkmi (monoterpény a 

seskviterpény) a oxidovanými zlúčeninami (alkoholy, 

estery, étery, ketóny, laktóny, aldehydy, ketóny fenoly a 

fenol étery). Chemické zloženie esenciálnych olejov 

varíruje od oleja k oleju. Toto zloženie je ovplyvnené 

množstvom faktorov, ako napríklad časťou rastliny, 

z ktorej bol olej získaný, regiónom, podnebím, nadmor-

skou výškou, destilačným procesom. Bola preukázaná 

synergia (spolupôsobenie) jednotlivých chemických lá-

tok v esenciálnych olejoch. Takto všetky zložky esen-

ciálneho oleja prispievajú k jeho výslednej chrakteristike 

a účinku.  

 

Antimikrobiálny účinok  

esenciálnych olejov 
Veľké množstvo esenciálnych olejov má antimikrobiálny 

účinok, t. j. účinkujú na potlačenie rastu a rozmnožova-

nia alebo usmrcujú rôznych pôvodcov infekčných ocho-

rení. 

Antimikrobiálne látky môžu byť označované podľa typu 

mikroorganizmov, proti ktorým predovšetkým pôsobia. 

Napríklad antibakteriálne látky sa používajú proti bakté-

riám, antifungálne látky sa používajú proti hubám. Látky, 

ktoré usmrcujú mikroorganizmy, sa nazývajú mikrobi-

cídne. Tie, ktoré len potláčajú ich rast, sa nazývajú bio-

statické.  

Schopnosť mikroorganizmu odolať antimikrobiálnej lieč-

be, ktorá bola predtým účinná sa vo všeobecnosti ozna-

čuje ako antimikrobiálna rezistencia. Je príčinou častého 

zlyhávania štandardnej terapie. Vzhľadom na veľmi 

krátky životný cyklus sú mikroorganizmy veľmi adapta-

bilné voči okolitým podmienkam a nové generácie, ktoré 

vznikajú si nesú genetickú informáciu s rezistenciou a s 

inými výhodami oproti starším generáciám. Preto je dô-

ležité hľadať nové účinné antimikrobiálne látky (Pidot et 

al., 2014). V tomto zmysle sú obzvlášť zaujímavé práve 

zmesi prchavých sekundárnych metabolitov rastlín – 

esenciálne oleje. Na rozdiel od chemických látok vyrá-

baných v laboratóriách sa chemické látky v esenciálnom 

oleji rastliny môžu meniť a prispôsobovať sa vonkajším 

podmienkam prostredia a evolúcii. Práve prispôsobivosť 

zaujala vedcov a zdravotníkov pri hľadaní nových látok s 

antimikrobiálnym účinkom. Esenciálne oleje sa pre svoje 

liečivé účinky používali už v dobách, kedy ľudstvo ne-

malo žiadne vedomosti o tom, čo sú baktérie alebo 

účinné látky.  

Esenciálne oleje v porovnaní s dostupnými antibiotikami 

vykazujú často účinok aj k rezistentným bakteriálnym 

kmeňom (Warnke a kol., 2009). Medzi najčastejšie tes-
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tované baktérie patrí hlavne methicilin rezistentný Stap-

hylococcus aureus (MRSA). Mnohé práce poukazujú na 

synergický (spolupôsobiaci) účinok esenciálneho oleja 

s bežne užívanými antibiotikami, čo by mohlo viesť k 

zníženiu ich spotreby a zmenšení rýchlosti nárastu bak-

teriálnej rezistencie. Citlivosť patogénov Enterobacter 

aerogenes, Escherichia coli a Pseudomonas aerugino-

sa sa napríklad zvýšila použitím kombinácie bežne pou-

žívaných liečiv, ako sú beta-laktámové antibiotiká, chlo-

ramfenikol a chinolóny s geraniolom (Warnke a kol., 

2009). Iná štúdia (Fadli a kol., 2012) poukázala na sy-

nergický účinok esenciálneho oleja z Thymus marocca-

nus (Lamiaceae) s jeho hlavnou zložkou karvakrol 

(76,35 %) s niekoľkými bežne používanými antibiotikami 

(ciprofloxacín, gentamicín, pristinamycín, cefixim) na 

rôzne 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). 

Esenciálne oleje s biocídnou aktivitou boli použité aj na 

vývoj alternatívnych dezinfekčných stratégií pre vnútor-

né prostredie alebo v potravinárskom priemysle, na 

kontaminovaných povrchoch a zariadeniach v prostredí 

na spracovanie potravín (Jun a kol., 2010; Nowak a kol., 

2012). Bola potvrdená aj účinnosť niektorých esenciál-

nych olejov na zabránenie tvorby biofilmu Listeria mo-

nocytogenes (De Oliviera a kol., 2010) a Salmonella 

enterica (Valeriano a kol., 2012) na nehrdzavejúcich 

oceľových povrchoch.  

Počas odparovania majú niektoré esenciálne oleje sil-

nejšie antimikrobiálne účinky, ako keby sa použili 

v tekutom stave (Tyagi a kol., 2010; Puškárová a kol., 

2017). K zvýšenému antimikrobiálnemu pôsobeniu do-

chádza v dôsledku kombinácie odparených olejov so 

zápornými iónmi v ovzduší, čím sa zároveň dosahuje 

prečistenie ovzdušia a dezinfekcia (Tyagi a kol., 2010). 

Testovanie antimikrobiálneho  

účinku esenciálnych olejov 
Antimikrobiálny účinok esenciálnych olejov závisí od 

chemického profilu esenciálneho oleja (Bakkali a kol., 

2008), preto je pre testovanie nevyhnutné vybrať esen-

ciálne oleje, ktoré majú chemické zloženie potvrdené 

plynovou chromatografiou a hmotnostnou spektromet-

riou (GC/MS), čo je najbežnejšia a nevyhnutná technika 

používaná na analýzu chemického zloženia. Podľa lite-

ratúry (Kalemba a Kunicka 2003) účinnosť antimikro-

biálnych látok klesá v poradí: fenoly > aldehydy > ketóny 

> alkoholy > estery > uhľovodíky. Jeden esenciálny olej 

obsahuje niekoľko hlavných aktívnych zložiek, ako sú 

napríklad tymol, pinén, eugenol, limonén, linalol, karvak-

rol a celý rad zlúčenín s nižším percentuálnym zastúpe-

ním. Oleje bohaté na fenoly sú napríklad klinček (viac 

ako 85 %), oregáno (viac ako 80 %) alebo tymián (viac 

ako 60 %). Hlavnou zložkou levandule sú alkoholy (viac 

ako 58 %), v prípade šalvie sú to estery (viac ako 75 %). 

Medzi esenciálne oleje, v ktorých dominantnou chemic-

kou látkou sú aldehydy patria napríklad citrónová tráva 

(viac ako 85 %) a škorica-cassia (viac ako 85 %). Hlav-

nou zložkou čajovníkového esenciálneho oleja sú uhľo-

vodíky monoterpény (viac ako 70 %). 

Pre testovanie antimikrobiálneho účinku esenciálnych 

olejov sa najčastejšie využívajú metódy vyvinuté špe-

ciálne pre testovanie antibiotík, hoci ich prevedenie mu-

sí byť rozlične modifikované vzhľadom na nedostatočnú 

rozpustnosť esenciálnych olejov vo vode a ich prcha-

vosť. 

Priamy kontakt mikroorganizmu s testovanou látkou sa 

využíva pri diskovej difúznej a dilučnej metóde.  

Disková difúzna metóda používa jednu koncentráciu 

testovanej látky, ktorá sa aplikuje na kruhový filtračný 

papier (Obr. 1). Inhibičná zóna (nameraná veľkosť plo-

chy odumretých mikroorganizmov) indikuje, či je kmeň 

citlivý, rezistentný, alebo stredne citlivý. Pre jednotlivé 

antibakteriálne chemoterapeutiká a testované baktérie 

sú stanovené hraničné veľkosti inhibičných zón v mm. 

Ako citlivý sa označuje kmeň so zónou rovnakou alebo 

väčšou ako je hraničná veľkosť, za rezistentný kmeň so 

zónou menšou ako má štandardný kmeň pre rovnaký 

druh baktérií (http://www.eucast.org). 

Dilučná metóda umožňuje zistiť najmenšiu koncen-

tráciu esenciálneho oleja, ktorá vyjadruje mieru citli-

vosti mikroorganizmu v tekutých alebo agarových živ-

ných pôdach. Stanovuje sa minimálna inhibičná kon-

centrácia, čo je najnižšia koncentrácia, ktorá zastaví 

rast baktérií a minimálna baktericídna (usmrcujúca) 

koncentrácia, čo je najnižšia koncentrácia, ktorá usmrtí 

99,9 % príslušníkov populácie vyšetrovaných mikroor-

ganizmov (NCCLS,1999). 

Nepriamy kontakt mikrorganizmu s testovanou látkou 

predstavuje možnosť testovať antimikrobiálne účinky 

výparov esenciálnych olejov (Obr. 2). V tomto prípade je 

esenciálny olej umiestnený mimo živnú pôdu a do kon-

taktu s testovaným mikroorganizmom sa dostávajú iba 

jeho výpary (Inouye a kol., 2003). Pri tomto spôsobe 

testovania bol experimentálne zaznamenaný výraznejší 

účinok esenciálnych olejov najmä u mikroskopických 

vláknitých húb (Tulio a kol., 2007; Tyagi a kol., 2011; 

Puškárová a kol., 2017). Jedným vysvetlením môže byť 

kombinovaný účinok pôsobení plynov a nepriameho 

pôsobenia živnej pôdy s absorbovanou silicou. Huby 

rastú viac na povrchu a sú teda viac vystavené vplyvu 

pár, zatiaľ čo u baktérií prevláda vplyv silíc akumu-

lovaných v substráte. Iným vysvetlením môže byť vše-

obecne väčšie citlivosť húb voči siliciam. 
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Obr. 1: Disková difúzna metóda.  
Citlivosť bakteriálneho kmeňa Staphylococcus aureus na 
esenciálne oleje (5 µl/disk) oproti citlivosti na chloramfenikol 
(30 µg/disk), kontrola (disk bez oleja). 

 

Obr. 2: Príklad testovania antimikrobiálnych účinkov  
výparov esenciálnych olejov.  
Metóda mikroatmosféry. Antifungálný účinok  výparov nerie-
deného esenciálneho oleja tymián na kmene: zľava Aspergil-
lus fumigatus, Chaetomium globosum, Alternaria alternata. 
Použitá koncentrácia oleja 1 µl / ml vzduchového priestoru.  

 

Záver 

Antimikrobiálna rezistencia sa v dnešnej dobe stala 

vážnym celosvetovým problémom. Do popredia sa pre-

to dostáva hľadanie nových účinných látok s potenciál-

nou antimikrobiálnou aktivitou, ktoré by mohli pomôcť 

prekonať tento problém a zlepšiť liečbu infekčných 

ochorení. Počet štúdií, ktoré sa zaoberajú antimikrobiál-

nymi vlastnosťami esenciálnych olejov alebo ich jednot-

livých zložiek neustále stúpa a získané výsledky sú 

veľmi povzbudivé. Avšak zaoberajú sa hlavne aktivitami 

in vitro. Je nedostatok informácií o toxicite, systémovej 

farmakokinetike a farmakodynamike u ľudí a tak tieto 

prírodné zlúčeniny, kým dostanú svoje miesto vo farma-

koterapii, čaká ešte dlhý proces testovania. Aj napriek 

tomu, že výsledky in vitro štúdií nemôžu byť prenesené 

na komplexný žijúci systém, indikujú silný antibiotický 

potenciál esenciálnych olejov a poukazujú aj na ich 

možné využitie pri dezinfekcii rôznych materiálov, po-

vrchov a vnútorného prostredia. 
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RNA interference – „random“ discovery  

of sophisticated mechanism  

 

Abstract 
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. 
 

Key words 
RNA interference, Caenorhabditis elegans, mRNA, gene expression 

Úvod 

Termín „RNA interferencia“ (RNAi) označuje proces 

inhibície génovej expresie vyvolaný prítomnosťou dvoj-

vláknovej RNA (dsRNA). V odbornej literatúre sa pojem 

RNA interferencia začal používať v roku 1998, keď sku-

pina C. Mela publikovala v časopise Nature vplyv dvoj-

vláknovej RNA na expresiu viacerých génov u hlístovca 

Caenorhabditis elegans a pozorovaný jav nazvali „gene 

silencing“, teda stišovanie génov. Po vyjdení tejto publi-

kácie sa spustila lavína s dôkazmi o prítomnosti RNAi aj 

v ostatných živých organizmoch od húb cez rastliny až 

po živočíšnu ríšu (Basyuk a kol., 2004).  

Obdobie pred objavom  

RNA interferencie 
Indície o existencii regulácie génov na úrovni mRNA 

prichádzali už niekoľko rokov pred tým. Zdá sa, že pr-

vými boli Romano a Macino v roku 1992. Títo vniesli do 

huby Neurospora crassa exogénnu sekvenciu, ktorá 

potlačila pôsobenie karotenogénnych génov a z huby sa 

dočasne stal albín bez pigmentov. V prípade N. crassa 

ešte nemôžeme hovoriť o objave RNAi, keďže vedci 

nevedeli opísať mechanizmus akým vyvolávajú poža-

dovaný fenotyp. Tomuto momentu sa však pripisuje 

dôležitosť, pretože Romano a Macino napriek neznalos-

ti vnútrobunkovej mašinérie RNAi, na základe získaných 

výsledkov prišli k správnemu záveru, že v ich modelo-

vom organizme dochádza k  regulácii génovej expresie. 

A navyše, túto reguláciu vedeli sami indukovať pomo-

cou exogénnej RNA (Romano a Macino; 1992). Autori 

nazvali tento fenomén „quelling“, teda zhášanie.  

Začiatkom deväťdesiatych rokov bol aj v rastlinách opí-

saný fenomén posttranskripčného stíšenia expresie 

génu (tzv. PTGS – post transcriptional gene silencing). 

Cieľom bolo získať hlbší odtieň modrých kvetov petúnií. 

Zosilnená expresia génu pre enzým chalón syntázu, 

ktorý sa zúčastňuje na produkcii modrého pigmentu, 

neviedla k zvýšeniu intenzity sfarbenia, ale kvety vyras-

tali biele alebo bielo sektorované. Aj jeho podstata, že 

ide o proces totožný s RNAi, bola vysvetlená až po ob-

jave RNAi v C. elegans.  

V roku 1995 mali vedci Guo a Kemphues šťastnú ruku 

pri výbere modelového organizmu a pri dizajnovaní ex-

perimentu. Pomocou injektovania sense a antisense 

RNA do háďatka C. elegans sa im podarilo vyradiť gén 

par-1 zodpovedajúci za asymetrické delenie zárodoč-

ných buniek. Vedcom nebolo jasné, čo prítomnosť sen-

se a antisense RNA v tele C. elegans spôsobuje, ale 

boli schopní dizajnovať experiment, pri ktorom cielene 

oslabili expresiu kinázy zodpovednej za tvorbu asymet-

rických dcérskych buniek. Že dosiahnutý efekt bol 

šťastná náhoda, ukázali o tri roky neskôr Fire a Melo, 

ktorí ukázali, že experiment postavený na injektovaní 

sense RNA do háďatka dosiahol požadovaný efekt sy-

metrického delenia len v dôsledku kontaminácia sense 

vlákna s antisense, ktoré spolu hybridizovali za vzniku 

dsRNA.  

Mechanizmy pôsobenia  

RNA interferencie 
Prítomnosť dsRNA v bunkách sa ukázala ako kľúčová. 

Až Fire a Melo so spolupracovníkmi dokázali, že špeci-

fická exogénna dsRNA vnesená do organizmu interferu-

je s vybraným génom a oslabuje jeho prejav. Zároveň 

ukázali, že jednovláknová RNA, či už sense alebo anti-

sense, tento efekt vyvolá minimálne, prípadne vôbec. 

Fire s Melom pokračovali v štúdiu objaveného mecha-

nizmu, prišli na to ako efektívne stíšiť génovú expresiu a 
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navrhli niekoľko možných mechanizmov ako sa to deje. 

Ako sa neskôr ukázalo, ani jeden z nich nebol správny, 

ale téza ktorú vyslovili správna bola: „RNA interferencia 

pravdepodobne existuje pre biologické potreby orga-

nizmu a umožňuje im fyziologický gene silencing“. 

V roku 2006 bola obom vedcom za tento objav udelená 

Nobelova cena za fyziológiu alebo medicínu.  

RNAi využíva široké spektrum organizmov na rôzne 

účely. Rastlinám aj živočíchom umožňuje RNAi supre-

siu mobilných transpozómov a bráni akumulácii repeti-

tívnych DNA sekvencií, čím si udržiavajú integritu ge-

nómu. Zároveň im pomáha bojovať proti RNA vírusom. 

A v neposlednom rade, funguje ako mechanizmus regu-

lácie expresie vlastného genómu. Regulácia sa odohrá-

va v  dvoch stupňoch: 1) na úrovni transkripcie, pomo-

cou transkripčných faktorov a rôznych mechanizmov 

ako sú acetylácia histónov a metylácia DNA, 2) na 

úrovni translácie cez procesovanie mRNA, jej transláciu 

a interferenciu.  

RNAi je stupňovitý proces, ktorý je aktivovaný prítom-

nosťou dsRNA v bunke. Pôvod dsRNA môže byť rôzny. 

Endogénne dsRNA syntetizujú bunky sami. Môžu byť 

buď kódované v genóme vo forme „fold-back“ RNA 

(Bartel, 2004) alebo pochádzajú z RNA vírusov, ktoré 

infikovali bunku a tá ich replikuje (Waterhouse a kol., 

2001). Exogénne dsRNA sú syntetizované umelo 

v laboratóriu a do buniek sú vnesené injektážou alebo 

cez rastové médium. U jednobunkových organizmov 

vedci vyvinuli techniku, ktorá kombinuje oba predošlé 

spôsoby: pomocou molekulárno-biologických techník 

boli do buniek vnesené DNA plazmidy, ktoré po stimu-

lácii externou nízkomolekulovou látkou dokážu v bunke 

syntetizovať dsRNA s požadovanou sekvenciou, a tak 

znížiť alebo vyradiť efekt vybraného génu (Ngo a kol., 

1998). Znalosť „čítania“ genómu vedcom umožňuje syn-

tetizovať dsRNA komplementárne k ľubovoľnej proteí-

novej sekvencii, vyraďovať tým aktivitu proteínu a podľa 

fenotypu odvodiť jeho možnú funkciu.  

dsRNA môže vyvolať až tri rôzne druhy interferenčných 

RNA a každý typ RNA ďalej spúšťa iný mechanizmus 

RNAi (Meister a Tuschl, 2004). Genómom kódované 

dsRNA sú ešte v jadre procesované endonukleázou 

Drosha za vzniku interferenčných micro RNA (miRNA) a 

tie sú posúvané ďalej do cytoplazmy. V cytoplazme sa 

môžu nachádzať ďalšie dva druhy interferenčných RNA: 

„short-interfering“ RNA (siRNA) a „repeat-associated 

short interfering“ RNA (rasiRNA). Všetky tri druhy sú 

dvojvláknové a majú veľkosť okolo 20 bázových párov. 

V cytoplazme sú všetky rozpoznané ďalšou endonukle-

ázou Dicer (Lee a kol., 2002). Rôzne organizmy kódujú 

rôzny počet génov pre Dicer. Predpokladá sa, že orga-

nizmy s viacerými mechanizmami RNAi kódujú aj viace-

ro enzýmov Dicer, aby špecifický Dicer mohol rozpoznať 

správny typ interferenčnej RNA a aktivovať konkrétnu 

dráhu pre RNAi (Bernstein a kol., 2001). V ďalšom kro-

ku interferenčnej kaskády sa začínajú jednotlivé me-

chanizmy diferencovať na tri rôzne mechanizmy. 1. na 

miRNA a siRNA sa viaže niekoľko proteínov s ktorými 

vytvárajú ribonukleoproteínový komplex RISC. Po sfor-

movaní RISC dôjde k rozpleteniu dvojvláknovej interfe-

renčnej RNA, ktorá je jeho súčasťou. Takto pripravený 

RISC rozpozná v cytoplazme sekvenciu na mRNA 

komplemetárnu k interferenčnej RNA a poštiepi ju 

(Hammond a kol., 2000). 2. miRNA vytvorí namiesto 

komplexu RISC komplex miRNP, ktorý sa naviaže na 

mRNA čím zablokuje proces translácie bez degradácie 

cieľovej mRNA (Bartel, 2004). 3. rasiRNA väzbou so 

špecifickými proteínmi vytvára komplex RITS, tento sa 

viaže na chromatín, moduluje jeho stav a tak ovplyvňuje 

expresiu génov (Meister a Tuschl, 2004) (Obr. 1). 

Obr. 1: Rôzne mechanizmy RNA interferencie  
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Využitie RNA interferencie  

RNA interferencia sa pomerne rýchlo od jej objavenia 

prepracovala medzi základné metódy reverznej geneti-

ky, ale má potenciál stať sa aj terapeutickým nástrojom 

pri liečbe rôznych ochorení. Veľkou výhodou molekúl 

siRNA je ich stabilita a schopnosť aspoň čiastočne pre-

chádzať cez membrány. Telovými tekutinami sú ďalej 

transportované do rôznych tkanív. siRNA by mohli po-

tenciálne zabrániť expresii génov nesúcich ochorenie, 

prípadne by vedeli zneškodniť RNA vírusy, ktoré spô-

sobujú vírusové ochorenia ako sú niektoré druhy rako-

viny, HIV, vírusová hepatitída, hnačkové ochorenia spô-

sobené rota vírusmi (Arias a kol.; 2004). Vedci sa venu-

jú príprave syntetických siRNA molekúl, ktoré by spĺňali 

atribúty pre liečivo. siRNA musí byť pri liečbe ochorenia 

vysoko efektívne, musí mať nízku cytotoxicitu a mini-

mum vedľajších účinkov. Doterajšie experimenty ukáza-

li, že siRNA dokážu u zvierat potlačiť rozmnožovanie 

určitých druhov vírusov a tým zefektívniť liečbu. Farma-

ceutické firmy už dokonca zašli tak ďaleko, že vyvinuli 

liečbu pre ľudí, ktorá sa ukázala ako úspešná, ale bo-

hužiaľ finančne veľmi náročná, a preto sa v jej výskume 

ďalej nepokračuje. Ukazuje však perspektívnosť takejto 

terapie. Ďalšou prekážkou pre využitie RNAi na tera-

peutické účely môžu byť samotné RNA vírusy, proti 

ktorým by bola liečba cielená. Niektoré vírusy si vyvinuli 

mechanizmy ako sa proti RNAi brániť. U rastlinných 

vírusov bola pozorovaná produkcia proteínov, ktoré 

dokážu zoslabiť, niekedy až zastaviť, proces RNAi 

v hostiteľskej bunke. Nie je jasné, či aj v živočíšnych 

bunkách plní RNAi funkciu ochrany pred virálnymi in-

fekciami ako u rastlín, ale minimálne v prípade rotavíru-

su sa špekuluje, že dokáže pomocou špecifického pro-

teínu inhibovať RNAi (Ding a kol., 2004).  

Nezanedbateľnou výhodou terapie cez siRNA je variabi-

lita sekvencie, ktorá sa by sa dala syntetizovať. V sú-

časnosti sťažuje liečbu nespočetného množstva ocho-

rení rezistencia na liečivo, ktorú patogén počas terapie 

získa. Dĺžka sekvencia siRNA (cca 20 nukleotidov), je 

oproti dĺžke zacieleného génu (dĺžka génu pre peptid je 

rôzna, ale v zásade ide o stovky až tisícky nukleotidov) 

natoľko krátka, že pre daný gén existuje viacero variant 

siRNA.  

Záver  

RNA interferencia je už dnes veľmi účinným nástrojom 

molekulárnej biológie v základnom výskume mnohých 

organizmov. Intenzívne sa pracuje aj na jej využití v 

aplikovanom medicínskom výskume, kde má určite po-

tenciál stať sa efektívnym nástrojom pri liečbe mnohých 

ochorení.  
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Protein quality control in the endoplasmic  

reticulum 

 

Abstract 
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.  
 

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

Úvod 

Endoplazmatické retikulum (ER) eukaryotických buniek 

je organela ktorá, hrá kľúčovú úlohu v syntéze bunko-

vých proteínov. Tu sa začína sekrečná dráha, ktorá je 

zodpovedná za biosyntézu nielen proteínov určených 

na sekréciu, ale aj proteínov cytoplazmatickej membrá-

ny a proteínov mnohých bunkových organel, vrátane 

vakuol, lyzozómov, peroxizómov, Golgiho aparátu a ER 

samotného (pozri Polčic, 2013). Samotná proteosyntéza 

prebieha na ribozómoch naviazaných na cytoplazmatic-

kom povrchu membrány drsného ER a syntetizované 

proteíny buď prechádzajú z ribozómu membránovým 

kanálom do lumenu ER alebo sú zabudovávané do 

membrány ER. Novonasyntetizované proteíny však 

spravidla ešte treba posttranslačne modifikovať, čo v 

ER zahŕňa predovšetkým odštiepenie signálnej sekven-

cie, tvorbu disulfidových väzieb a glykozyláciu (naviaza-

nie sacharidov), a nakoniec zbaliť do výslednej natívnej 

konformácie (pozri napr. Alberts a kol. 2014). 

Výstupná kontrola 

Zbaľovanie proteínov a proteínových komplexov je ne-

vyhnutné pre ich správnu funkciu. Nesprávne zbalené 

proteíny opúšťajúce ER by mohli pre bunku predstavo-

vať vážnu hrozbu, nakoľko by tieto nielen neboli funk-

čné, ale mohli by naviac interferovať so správnou funk-

ciou iných bunkových proteínov. Preto v ER existuje 

mechanizmus, ktorý zabezpečí, že ER opúšťajú iba 

proteíny správne zbalené.  

Zbaľovaniu proteínov v ER asistuje niekoľko proteínov. 

Medzi najdôležitejšie z nich patria šaperóny BiP, kalne-

xín a kalretikulín. Šaperóny sú proteíny, ktoré sa viažu 

na nezbalené alebo nekompletne zbalené proteíny a 

asistujú im pri zbaľovaní väčšinou tým, že zabraňujú 

nesprávnej agregácii hydrofóbnych častí proteínov, kto-

ré sú v správne zbalených proteínoch obvykle ukryté 

vnútri a sú zvonka neprístupné. Interakcia šaperónu so 

zbaľovaným proteínom umožňuje proteínu postupne 

prechádzať konformačnými zmenami vedúcimi ku 

správnemu zbaleniu. Okrem proteínov asistujúcich pri 

zbaľovaní však ER obsahuje dômyselný systém výstup-

nej kontroly. Tento systém na monitorovanie priebehu 

zbaľovania proteínov využíva oligosacharidové zložky 

čerstvo nasyntetizovaných proteínov. Pri glykozylácii v 

ER je na dusík v postranných reťazcoch niektorých 

zvyškov asparagínu v syntetizovanom proteíne navia-

zaný oligosacharid, ktorý obsahuje dve jednotky N-

acetylglukozamínu, deväť manóz a tri glukózy. Dve z 

glukóz sú vzápätí odstránené enzýmami glukozidázou I 

a II. Posledná glukóza oligosacharidu slúži pri výstupnej 

kontrole ako ukazovateľ toho, koľko času strávil proteín 

zbaľovaním v ER. Odštiepenie poslednej glukózy kata-

lyzuje glukozidáza II. Absencia glukózy na oligosachari-

de teda koreluje s dlhším časom, ktorý mal proteín k 

dispozícii na zbaľovanie, a teda s pokročilejším zbale-

ním. Nezbalené proteíny, obsahujúce v oligosacharide 

glukózu, sú viazané proteínmi kalnexínom a kalretikulí-

nom, ktoré špecificky rozpoznávajú oligosacharidy ob-

sahujúce jednu glukózu, čím sú zadržiavané v ER a 

postupne sa zbaľujú. Proteíny, ktoré v oligosacharide 

glukózu nemajú, nie sú kalnexínom a kalretikulínom 

zadržiavané a sú považované za zbalené. Takéto prote-

íny pokračujú sekrečnou dráhou na svoje miesto urče-

nia.  

Mnohé proteíny sa však skôr ako je glukóza z ich oligo-

sacharidu odštiepená správne zbaliť nestihnú. Takéto 

proteíny sú, spravidla na základe prítomnosti hydrofób-

nych častí na povrchu, rozpoznané enzýmom UDP-

glukóza:glykoproteín glukozyltransferázou, ktorá glukó-

zu na oligosacharid opäť pripojí prenosom z molekuly 

UDP-glukózy (tzv. aktivovanej glukózy). Takto označený 

proteín sa opäť stáva substrátom pre kalnexín a kalreti-

kulín a je zadržaný v ER. Proteíny, ktoré sa zbaľujú 
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pomaly, môžu takýto cyklus, nazývaný kalnexínový/ 

kalretikulínový cyklus, absolvovať niekoľkokrát (obr. 1).   

Vačšinu proteínov sa takýmto spôsobom podarí zbaliť a 

môžu byť z ER uvoľnené a pokračovať sekrečnou drá-

hou do svojho miesta určenia. Stane sa však, že niekto-

rý proteín opakovane výstupnou kontrolou neprechádza 

a javí sa ako nezbaliteľný. Takýto proteín je opäť roz-

poznávaný na základe toho, že trávi v ER svojim zbaľo-

vaním priveľa času. Kľúčovým enzýmom pri rozpozná-

vaní takýchto proteínov je pomalá manozidáza, ktorá 

špecificky odštiepi z oligosacharidu jednu manózu. Pro-

teíny, s takto modifikovanými oligosacharidmi sú z ER 

exportované do cytoplazmy membránovými transport-

nými systémami (retrotranslokónmi), ktoré zároveň ob-

sahujú ubikvitín ligázu. Počas transportu sú teda ubikvi-

tinované a v cytoplazme sú degradované proteazómom. 

U vačšiny proteínov sa toto deje zriedka, existujú však 

prípady ťažko zbaliteľných proteínov, pri ktorých je ta-

kýmto spôsobom degradovaných v extrémnych prípa-

doch až 90 % nasyntetizovaného proteínu (napríklad 

acetylcholínový receptor neurónov alebo T-bunkový 

receptor). Kvôli takýmto proteínom je systém výstupnej 

kontoly ER nielen ďalším z kontrolných mechanizmov 

ale nevyhnutnou súčasťou proteosyntetického aparátu. 

Obr. 1: Kalnexínový/kalretikulínový cyklus v endoplazmatickom retikule (ER).  
Kalnexín a kalretikulín viažu nekompletne zbalené proteíny, ktoré vo svojich oligosacharidových zložkách obsahujú jednu glu-
kózu. Táto je z nich odštiepená glukozidázou II. Ak proteín stále nie je kompletne zbalený, enzým UDP-glukóza:glykoproteín 
glukozyltransferáza (UGGT) na oligosacharid prenesie glukózu z UDP-glukózy, čím z proteínu opäť vytvorí substrát pre kalne-
xín a kalretikulín. V prípade, že proteín správne zbalený je, opúšťa ER a dostáva sa na svoje miesto určenia. Nezbaliteľné pro-
teíny sú rozpoznané manozidázou a sú exportované do cytoplazmy na degradáciu. 

 
 

Krízový scenár 

Čas od času sa prihodí, že vplyvom nepriaznivých okol-

ností, napríklad prítomnosťou určitých chemických látok 

v prostredí, vzniká v ER stresová situácia, kedy sa pro-

teíny vo zvýšenej miere zbaľujú nesprávne a dochádza 

ku hromadeniu nezbalených proteínov. Toto sa deje 

napríklad pri zvýšenej teplote alebo v prítomnosti re-

dukčného činidla, ktoré bráni tvorbe disulfidových vä-

zieb v proteínoch. V takejto situácii je potrebné aby 

bunka zareagovala zvýšenou produkciou proteínov, 

ktoré správnemu zbaľovaniu proteínov pomáhaju, pre-

dovšetkým vyššie zmienených šaperónov. Musí preto 

existovať spôsob, ako takúto situáciu v ER hlásiť do 

jadra a expresiu takýchto proteínov indukovať. Spôso-

bov je hneď niekoľko a spolu ich nazývame dráhami 

odpovede na nezbalené proteíny – UPR (angl. unfolded 

protein response). V živočíšnych bunkách boli opísané 

tri hlavné dráhy UPR (pozri napr. Brodsky a Skach, 

2011). 

Prvou z nich je dráha označovaná IRE1, podľa ústred-

ného komponentu, ktorý sa jej zúčastňuje (skratka IRE 

nijakým spôsobom nereferuje na jeho funkciu, pretože 

tento proteín bol pomenovaný skôr ako sa prišlo na to 

aká je jeho funkcia). Je to transmembránová proteínki-

náza-endoribonukleáza, ktorá sa nachádza v membrá-

ne ER. Časť proteínu, ktorá sa nachádza v lumene ER, 

slúži ako receptor, ktorý odpovedá na prítomnosť ne-

zbalených proteínov. Časť, ktorá sa nachádza v cyto-

plazme obsahuje proteínkinázovú doménu a endoribo-

nukleázovú doménu. Endoribonukleáza je za normál-

nych okolností neaktívna a pre svoju aktiváciu vyžaduje 

fosforyláciu špecifického aninokyselinového zvyšku. Na 

túto fosforyláciu slúži jej proteínkinázová doména. Táto 

je však na proteíne lokalizovaná tak, že sa ku zvyšku, 

ktorý má byť fosforylovaný, nedostane. Jediný spôsob 

ako tento príslušný zvyšok fosforylovať, je ak sa dva 

proteíny IRE1 priblížia k sebe a vzájomne sa svojimi 

proteínkinázovými doménami fosforylujú. Aktivovaná 

endoribonukleáza potom v cytosole poštiepi jednu kon-
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krétnu pre-mRNA tak, že z nej vyštiepi intrón, čím 

umožní jej transláciu. Transláciou tejto mRNA vznikne 

proteín, v živočíšnych bunkách označovaný XBP1 (X 

box viažuci proteín – X box-binding protein), ktorý cez 

jadrový pór vstupuje do jadra a slúži ako transkripčný 

faktor, ktorý aktivuje expresiu génov potrebných pre 

zbaľovanie proteínov v ER (šaperónov a iných). V neprí-

tomnosti množstva nezbalených proteínov v lumene ER 

dimerizácii IRE1 bráni šaperón Bip, ktorý sa viaže na 

jeho receptorovú doménu v lumene ER a tým jej zne-

možňuje interagovať s druhou molekulou IRE1. Pretože 

Bip má vysokú afinitu k nezbaleným proteínom, v prípa-

de ich nahromadenia, je z IRE1 vyviazaný nezbalenými 

proteínmi, tým umožní IRE1 dimerizovať a aktivovať 

signalizáciu. 

Druhou dráhou je dráha, ktorej základným komponen-

tom je transmembránová proteín kináza PERK (protein 

kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase). 

Opäť ide o proteín lokalizovaný v membráne ER, ktoré-

ho doména nachádzajúca sa v lumene ER slúži ako 

senzor a cytoplazmatická doména má proteínkinázovú 

aktivitu. V štandardnej situácii senzorová doména v 

lumene ER viaže šaperón BiP. V prípade stresu v ER je 

BiP vyviazaný nezbalenými proteínmi. Uvoľnené domé-

ny PERK spôsobia jeho dimerizáciu. V dimére dochá-

dza, podobne ako pri IRE1, ku vzájomnej fosforylácii 

cytoplazmatických podjednotiek, ktoré potom fosforylujú 

podjednotky transkripčného faktora eIF2 (eIF2α a 

eIF2β). Aktivita transkripčného faktora eIF2 sa fosfory-

láciou jeho podjednotiek zníži, čo vedie v bunke k cel-

kovému zníženiu transkripcie. Za takýchto podmienok 

sa syntetizuje menej proteínov a mašinéria ER zodpo-

vedná za správne zbaľovanie proteínov sa dostáva 

spod vysokého náporu, čo vo väčšine prípadov vedie k 

návratu k rovnováhe medzi proteosyntézou a kapacitou 

ER správne zbaľovať proteíny. 

Trojicu dráh UPR uzatvára signalizácia pomocou prote-

ínu ATF6 (activating transcription factor 6). Tento prote-

ín je lokalizovaný v membráne ER a podobne ako IRE1 

a PERK obsahuje doménu, orientovanú do lumenu ER, 

ktorá slúži ako senzor prítomnosti nezbalených proteí-

nov. V tejto doméne je lokalizovaný aj signál pre trans-

port tohto proteínu do Golgiho aparátu. Cytoplazmatickú 

doménu ATF6 tvorí transkripčný faktor (typu leucínové-

ho zipsu). Za normálnych podmienok je ATF6 zadržia-

vaný v endoplazmatickom retikule šaperónmi Bip a kal-

retikulínom, ktoré sa na ATF6 v lumene ER viažu, čím 

prekrývajú signál pre transport do Golgiho aparátu. V 

prípade hromadenia nezbalených proteínov sú však 

tieto šaperóny vyviazané nezbalenými proteínmi a ATF6 

sa uvoľní. Transportný signál ho nasmeruje do trans-

portných vezikúl smerujúcich do Golgiho aparátu. V 

ňom sa nachádzajú proteázy, ktoré ATF6 štiepia v ob-

lasti transmembránovej domény, čím sa jeho cytoplaz-

matická doména oddelí od membrány Golgiho aparátu. 

Tým sa z nej stáva aktívny transkripčný faktor, ktorý 

prechádza do jadra a viaže sa do regulačných oblastí 

promótorov génov kódujúcich šaperóny a iné proteíny 

potrebné pre vysporiadanie sa s krízou v ER, a stimulu-

je ich expresiu. Ich zvýšená produkcia potom, podobne 

ako pri bunkovej odpovedi vyvolanej IRE1, zabezpečí 

zvýšenie kapacity ER pre správne zbaľovanie proteínov 

a návrat k homeostáze. 

Obr. 2: Tri dráhy odpovede na nezbalené proteíny 

 

IRE1, PERK a ATF predstavujú senzory 
v membráne ER. Za normálnych okolností sú na 
ich domény v lumene ER naviazané šaperóny 
Bip. V prípade hromadenia nezbalených proteí-
nov je Bip vyviazaný nezbalenými proteínmi 
a dochádza k aktivácii príslušných troch dráh. 
Ich výsledkom je aktivácia expresie šaperónov 
a iných proteínov asistujúcich pri zbaľovaní pro-
teínov v ER, a celkové zníženie expresie, vedú-
ce ku zníženiu proteosyntézy. ER – endpolazma-
tické retikulum, GA – Golgiho aparát. 
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Záver 

Zbaľovanie proteínov do natívnej konformácie je zá-

kladným predpokladom pre funkciu všetkých enzýmov a 

štruktúrnych proteínov. Pretože nie všetky proteíny sa 

správne zbaľujú spontánne a efektívne, bunky si v evo-

lúcii vytvorili mechanizmy kontrolujúce zbaľovanie prote-

ínov. Poruchy týchto mechanizmov spôsobujú alebo 

sprevádzajú viaceré závažné ochorenia (Marciniak a 

Ron, 2006). Napríklad mutácie v géne kódujúcom prote-

ín kinázu PERK spôsobujú zriedkavé závažné dedičné 

ochorenie Wolcottov-Rallisonov syndróm (Søvik a kol., 

2008), ktorý sa prejavuje mnohými vážnymi príznakmi 

(poruchy vývoja, mentálna retardácia, diabetes a iné) 

a pacienti sa spravidla nedožívajú dospelosti. Hroma-

denie nezbalených proteínov v ER sprevádza aj mnohé 

neurodegeneratívne a autoimunitné ochorenia. Pocho-

penie detailov mechanizmov zúčastňujúcich sa na regu-

lácii priebehu zbaľovania proteínov a dráh odpovede na 

nezbalené proteíny preto bude mať zásadný vplyv aj na 

ľudské zdravie. 
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Benzothiazinone PBTZ169 – new hope  

for treatment of tuberculosis 

 

Abstract 
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. 
 

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

Úvod 

Hoci väčšina ľudí spája slovo „tuberkulóza” (TBC) skôr s 

minulosťou, aj v dnešnej dobe na toto ochorenie kaž-

dých 18 sekúnd umiera jeden človek. V súčasnosti však 

táto choroba najviac útočí v najchudobnejších oblas-

tiach sveta, a práve ľudia zo sociálne slabších vrstiev a 

s oslabeným imunitným systémom, ako napr. pacienti 

infikovaní vírusom HIV, sú najčastejšou obeťou TBC aj 

vo vyspelých krajinách (http://www.who.int/tb/publica-

tions/factsheet_global.pdf?ua=1). Ochorenie je spôso-

bené baktériou Mycobacterium tuberculosis, ktorá sa 

prenáša kvapôčkovou infekciou. Patogénne baktérie sa 

dostanú do ovzudušia, keď chorý človek rozpráva, kašle 

alebo kýcha, pričom niekedy stačí na spustenie infekcie 

vdýchnutie jediného bacila. Liečba odporúčaná Sveto-

vou zdravotníckou organizáciou zahŕňa minimálne 

šesťmesačnú kúru s 2 – 4 druhmi liekov. Táto kombino-

vaná terapia je pre pacientov mimoriadne náročná a 

okrem problémov s každodenným prijímaním veľkého 

množstva tabliet, má často za následok nevoľnosť a 

ďalšie nepríjemné nežiaduce účinky. Situáciu kompliku-

je aj stúpajúci počet prípadov mnohonásobne rezistent-

nej TBC, kedy sa liečba predlžuje minimálne na dva 

roky, pričom sa nasadzujú lieky s ešte horšou znášanli-

vosťou. Napriek takejto náročnej liečbe ochorenie 

úspešne zvládne len asi 50 % pacientov s mnohoná-

sobne rezistentnou TBC. Cieľom početných akademic-

kých pracovísk a niekoľkých (málo) farmaceutických 

firiem je zaviesť do liečebného režimu TBC nové účinné 

antituberkulotiká, ktoré by liečbu zefektívnili. Perspektív-

nym novým kandidátom je látka zo skupiny benzotiazinó-

nov – PBTZ169, ktorá sa v súčasnosti nachádza v druhej 

fáze klinických skúšok (https://www.newtbdrugs.org/pi-

peline/clinical). Prvé výsledky testov uskutočnených na 

zdravých, ako aj chorých dobrovoľníkoch naznačujú, že 

sa táto látka môže stať novou nádejou pre milióny ľudí 

chorých na TBC. Aká však bola cesta PBTZ169 z labo-

ratória k pacientovi? 

Ako boli benzotiazinóny objavené? 

Príbeh benzotiazinónov sa spája s menom ruského 

chemika Vadima Makarova. Ten počas svojho dokto-

randského štúdia na Moskovskej medicínskej akadémii 

koncom 80-tych rokov minulého storočia skúmal rôzne 

možnosti reakcií pyrimidínov – báz, ktoré sú súčasťou 

nukleových kyselín. Ako jedno z činidiel používal dime-

tylditiokarbamát a následne sa začal zaujímať o vlast-

nosti zlúčenín, ktoré nasyntetizoval pomocou tejto látky. 

Vadim obhájil doktorát v roku 1992. Ekonomická situá-

cia v Rusku v tej dobe bola veľmi zlá. Vedecké inštitúcie 

šetrili tým, že sa počas letných mesiacov jednoducho 

zatvárali. Vadim však našiel možnosť ako využiť toto 

obdobie na prácu v zahraničí – nastúpil ako chemik v 

Inštitúte Hansa Knolla v Jene v Nemecku. Po stretnutí s 

mikrobiologičkou Ute Möllmannovou na tomto pracovi-

sku prišlo k dohode o testovaní Vadimových látok na 

celom spektre patogénov, ktoré boli na inštitúte k dispo-

zícii. Zlúčeniny odvodené od ditiokarbamátov vykazovali 

účinky proti rôznym baktériám a hubám. To však ani 

nebolo prekvapujúce – takéto látky sa používali aj ako 

pesticídy, kvôli svojím antifungálnym a insekticídnym 

vlastnostiam. K významnému posunu však došlo vtedy, 

keď sa medzi mnohými novosyntetizovanými derivátmi 

objavili látky, na ktoré boli extrémne citlivé práve myko-

baktérie – pôvodcovia nielen TBC, ale aj ďalšieho váž-

neho ochorenia – lepry. Vďaka finančnému príspevku 

nemeckej firmy Medac GmbH počas rokov 2000 – 2003 

mohol Vadim nasyntetizovať obrovské množstvo zlúče-

nín, ktoré sa hneď v Jene testovali. Podarilo sa nielen 
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zvýšiť účinnosť týchto látok, ale tiež dosiahnuť selektivi-

tu voči mykobaktériám a pochopiť, ktoré skupiny v rámci 

štruktúry týchto látok sú za uvedené vlastnosti zodpo-

vedné. Získali sa aj prvé úspešné výsledky na myšacom 

modeli, čo naznačovalo, že látky sú naozaj perspektív-

ne.  

Po skvelom začiatku však nastala kríza – napriek exis-

tencii vysoko účinných látok, Vadim nebol schopný  

nájsť partnera pre ich ďalší vývoj. Jedným z dôvodov 

odmietania spolupráce bola predpokladaná toxicita di-

tiokarbamátov pre ľudský organizmus, hoci predbežné 

toxikologické experimenty na myšiach skôr svedčili o 

opaku. Vadim si to vysvetľoval tým, že ditiokarbamáty 

sa zrejme v mykobaktériách alebo v myšiach premieňa-

jú na aktívnu a selektívnu látku. Poháňaný touto myš-

lienkou sa v roku 2005 (opäť ako tradične, počas let-

ných mesiacov v Jene) rozhodol možné metabolity dô-

kladne preštudovať. Spolu so svojou kolegyňou Oľgou 

Ryabovou navrhli celý rad predpokladaných transfor-

mácií pôvodnej molekuly a tieto látky hľadali v extra-

ktoch pripravených z kultivačného média s nepatogén-

nymi mykobaktériami, na ktoré sa pôsobilo vybranými 

ditiokarbamátmi. Medzi izolovanými molekulami však 

dominovala nová látka, ktorá v  zozname predpoklada-

ných metabolitov chýbala! Onedlho sa podarilo túto 

molekulu charakterizovať. Vyšlo najavo, že ditiokarba-

máty sa premenili na benzotiazinóny (Obr. 1), čím sa 

určila základná aktívna štruktúra, ktorá sa dala ďalej 

optimalizovať.

Obr. 1: Navrhnutá transformácia aryldialkylditiokarbamátov na benzotiazinóny (podľa Mikušová a kol., 2014) 

 
 

Na jar v roku 2006 ďalší sled udalostí urýchlila Ute Mö-

llmannová, ktorá už dlhšiu dobu spolupracovala s profe-

sorom Stewartom Coleom z Pasteurovho inštitútu v 

Paríži. Tento rešpektovaný a svetovo uznávaný myko-

bakteriológ čoskoro zistil, že 3 deriváty benzotiazinónov, 

ktoré mu Ute poslala, sú skutočne výnimočné, takmer 

zázračné látky. Osobné stretnutie Vadima so Stewartom 

v júli 2006 na netradičnom mieste – stanici Montparnas-

se v Paríži vyústilo do výnimočnej spolupráce, ktorá trvá 

až dodnes. Jej základy sa však vytvárali v rámci práve 

sformovaného konzorcia 6. rámcového programu EÚ 

zameraného na vývoj liečiv proti tuberkulóze NM4TB 

(New Medicines for Tuberculosis, Nové lieky proti tu-

berkulóze) vedeného Stewartom Coleom. Súčasťou 

tohto konzorcia sa stalo aj naše Laboratórium bioché-

mie mykobaktérií na Katedre biochémie PriF UK, a tak 

sme mali možnosť prispieť k skladaniu mozaiky, ktorá 

viedla k pochopeniu fungovania benzotiazinónov.  

Akým spôsobom bol identifikovaný 

cieľ benzotiazinónov? 
Členovia konzorcia NM4TB sa po prvýkrát dopočuli 

o benzotiazinónoch na prvom stretnutí, ktoré sa usku-

točnilo v máji 2006 v Bratislave a neskôr osobne od 

Vadima na nasledujúcom stretnutí v Budapešti, v no-

vembri 2006. Napriek tomu, že výsledky, ktoré prezen-

toval, boli obdivuhodné, jeho prejav sa stretol aj s istou 

dávkou nedôvery od niektorých partnerov projektu. Ne-

vedeli si predstaviť, že látka, ktorej štruktúru práve vidia, 

môže byť viac ako 70-krát účinnejšia než najaktívnejšie 

antituberkulotikum izoniazid. Vadim na všetky, aj neprí-

jemné poznámky odpovedal so šarmom sebe vlastným. 

Na otázku o špecifickom substituente, ktorý mal za ná-

sledok významné zvýšenie aktivity odzbrojujúco odvetil 

– že zrejme tu už nejde o vedu, ale o umenie...  

Odhaliť molekulárny cieľ benzotiazinónov dostala za 

úlohu prof. Giovanna Riccardi so svojím tímom z uni-

verzity v Pavii. Štandardný postup zahŕňa izoláciu kme-

ňov mykobaktérií, ktoré sú voči študovanej látke rezis-

tentné. Nasleduje sekvenácia genómu rezistentného 

kmeňa a jeho porovnanie s pôvodným, kontrolným 

kmeňom. Takýmto spôsobom sa dá objaviť zámena aj 

jediného nukleotidu v špecifickom géne v rezistentnom 

kmeni, pričom môže ísť práve o gén kódujuci proteín, 

na ktorý pôsobí študovaná látka. Zámena nukleotidu 

spôsobí zmenu aminokyseliny v proteíne – to má za 

následok zmenu jeho vlastností, ktorá sa prejaví v rezis-

tencii. V prípade, že funkcia tohto génu je známa – mô-

že sa pristúpiť k ďalšiemu vývoju. Pilotné experimenty 

uskutočnené týmto spôsobom však nepriniesli jedno-

značnú odpoveď, pretože sa zistilo, že je ovplyvnených 

hneď niekoľko rôznych génov. Medzi nimi sa však na-

chádzal gén dprE1, ktorého produkt je dôležitý pre vý-

stavbu kľúčovej zložky mykobakteriálnej bunkovej ste-

ny. Jej zvláštna štruktúra prispieva k nezvyklej odolnosti 

tohto patogéna – poskytuje ochranu voči pôsobeniu 

bežných antibiotík, ale aj proti útokom imnitného systé-

mu hostiteľa. Mohol by teda práve proteín, kódovaný 

génom dprE1, byť cieľom benzotiazinónov?  
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V lete v roku 2007 sme odpoveď na túto otázku začali 

hľadať v našom laboratóriu... Ako sme však vedeli, kto-

rým smerom sa vydať? Relatívne jednoducho – v tej 

dobe totiž jediná informácia vo vedeckej literatúre, ktorá 

sa týkala enzýmu DprE1 pochádzala z publikácie vyda-

nej v roku 2005, na ktorej sa významne podieľalo práve 

naše laboratórium. Mali sme teda „v rukách“ celé spek-

trum metodík, hoci rozhodne nie triviálnych, ktorými 

sme dokázali overiť fungovanie tohto enzýmu v myko-

baktériách a teda aj jeho prípadnú inhibíciu. A skutočne 

sa našimi biochemickým metódami relatívne rýchlo po-

darilo potvrdiť DprE1 ako cieľ benzotiazinónov (Makarov 

a kol., 2009).  

Aký je mechanizmus pôsobenia 

benzotiazinónov? 
Pri identifikácii molekulárneho cieľa benzotiazinónov 

sme využili výsledky výskumu, na ktorom sa naše labo-

ratórium podieľalo v rámci spolupráce so skupinou pro-

fesora Patricka Brennana z Kolorádskej štátnej univerzi-

ty vo Fort Collins, v USA. Článok, ktorý sme uverejnili v 

roku 2005, odhaľoval metabolickú cestu, ktorou vzniká 

špecifický cukor mykobakteriálneho bunkového obalu – 

arabinóza. Tento výskum bol poháňaný najmä našou 

zvedavosťou. Arabinóza je totiž v prírode veľmi zriedka-

vý cukor a nás zaujímalo, ako sa vlastne v mykobaté-

riách vytvára. Po dlhých rokoch snaženia sa nám poda-

rilo ukázať, že arabinóza vzniká z iného cukru – ribózy, 

dovtedy nepoznanou, jedinečnou metabolickou dráhou, 

na ktorej sa podieľa práve DprE1 (Obr. 2) (Mikušová 

a kol., 2005).  

Benzotiazinóny zabíjajú mykobaktérie tak, že “nájdu” 

komplementárne miesto na enzýme DprE1, jeho pôso-

bením sa modifikujú a následne sa naň pevne naviažu 

(Trefzer a kol., 2012). Takéto inhibitory sú veľmi účinné 

a nazývajú sa „samovražedné”, pretože ich aktivuje ich 

samotný cieľový enzým. Nefunkčný enzým má za ná-

sledok závažné poškodenie mykobakteriálneho bunko-

vého obalu, ktorý nedokáže plniť svoju ochrannú funk-

ciu – bunky sa prestávajú deliť, deformujú sa, praskajú.  

Postupom času pribúdali ďalšie molekuly, ktoré zasahu-

jú DprE1 (Mikušová a kol., 2014). Tieto látky boli identi-

fikované spomedzi státisícov zlúčenín, u ktorých sa 

testovala schopnosť zastaviť rast patogénnych myko-

baktérií. Ukázalo sa teda, že tento enzým je mimoriadne 

zraniteľným miestom tuberkulózneho bacila. Vysvetlenie 

tohto fenoménu priniesli výsledky nášho ďalšieho pátra-

nia, ktoré poukázali na nečakanú lokalizáciu DprE1 na 

vonkajšom povrchu plazmatickej membrány mykobakté-

rie (Brecik a kol., 2015). Ľahká dostupnosť tohto enzý-

mu, jeho citlivosť, esencialita pre fyziológiu mykobakté-

rií, spolu s jeho neprítomnosťou u človeka viedli k ozna-

čeniu DprE1 prívlastkom „zázračný cieľ“ (Manina a kol., 

2010). Ten by však nebol ničím bez „zázračného“ inhibí-

tora. Originálne benzotiazinóny boli ďalej modifikované 

tak, aby sa ešte zlepšili ich vlastnosti či zjednodušila ich 

syntéza. Pre ďalší vývoj bol zvolený derivát PBTZ169 

(Obr. 2) (Makarov a kol., 2014).  

Obr. 2: Syntéza arabinózy v mykobaktériách a jej inhibícia benzotiazinónom PBTZ169  
Arabinóza vzniká premenou ribózy viazanej na lipidový nosič – dekaprenylfosfát pôsobením enzýmov DprE1 a DprE2. Prvý 
enzým katalyzuje oxidáciu ribózy v polohe 2, pričom akceptorom elektrónov je koenzým FAD. Následne sa produkt tejto reakcie 
redukuje elektrónmi z kofaktora NADH pôsobením enzýmu DprE2. Benzotiazinóny sa aktivujú redukciou prostredníctvom elek-
trónov z FADH2 a  kovalentne sa viažu do aktívneho miesta enzýmu DprE1. 

 

DprE1

vonkajšia
membrána

plazmatická
membrána

DprE2
FAD

dekaprenyl-P-

ribóza

dekaprenyl-P-

2-ketopentofuranóza

dekaprenyl-P-

arabinóza

FADH2 FADH2

periplazmatický
priestor

cytoplazma

O

HO

HO
O

HO

O

8

P
O

O

O

HO

O
O

HO

O

8

P
O

O

O

HO

O
O

HO

O

8

P
O

O

O

HO

HO
O

HO

O

8

P
O

O

NADH + H+

NAD+

PBTZ 169

S

N
F3C

NO2

O

N

N



 

číslo 3, 2017, ročník 21 

ISSN 1338-1024 

biológia ekológia chémia 

http://bech.truni.sk/ 

60  

 

Záver 

Spôsoby, akými sa hľadajú nové antituberkulotiká, sú 

rôzne. Donedávna sa verilo takzvanému racionálnemu 

prístupu, ktorý zahŕňal celý rad metodík – od skríningu 

miliónov zlúčenín v počítači, až po testovanie inhibície 

špecifických enzýmov v skúmavke. V súčasnosti sa 

uprednostňuje skôr „klasický“ spôsob – a to hľadanie 

inhibítorov bakteriálneho rastu medzi státisícmi látok 

testovaných v bunkových kultúrach patogéna, alebo 

vhodného modelového organizmu.  

Príbeh benzotiazinónov je však iný. Nepochybne v ňom 

hrá dôležitú úlohu náhoda a šťastie. Je to však predo-

všetkým príbeh zanieteného vedca – Vadima Makarova, 

ktorý sa nevzdával, neustále zdokonaľoval svoje látky, 

veril im a v snahe pochopiť ich extrémnu účinnosť obja-

vil nové výnimočné molekuly s doposiaľ nevídanou akti-

vitou. Je tiež príbehom skvelej medzinárodnej spoluprá-

ce v konzorciách NM4TB a MM4TB (More Medicines for 

Tuberculosis) vedených Stewartom Coleom, ktorá u-

možnila rýchlo identifikovať cieľ týchto látok, pochopiť 

ich fungovanie a zabezpečiť ich ďalší vývoj. 

Koncom apríla tohto roku potešila všetkých vedcov za-

interesovaných na príbehu benzotiazinónov správa o 

tom, že Nadácia Billa a Melindy Gatesovcov podporila 

sumou 2,45 milióna dolárov spustenie klinickej fázy 

testovania PBTZ169 (http://im4tb.org/news/). Hoci pôjde 

ešte o dlhý a náročný proces, výsledky doterajších ex-

perimentov vlievajú nádej, že benzotiazinóny budú jed-

ného dňa zachraňovať životy ľudí chorých na TBC.   
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