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editorial

Mimoriadne Cislo ¢asopisu Bioldgia Chémia a Ekoldgia sa vydava z prilezitosti
ukon&enia projektu ,,Rozvoj Centra excelentnosti na vyuzitie informaénych
biomakromolekul na zlepSenie kvality zivota“ (ITMS 26240120027) spolufi-
nancovaného Eurépskou uniou. Predlozeny projekt vychadzal z analyzy prio-
rit a potrieb vedeckého vyskumu vo svete, Eurépskej Unie a z potencialu, ktory
UK predstavuje prostrednictvom excelentnych jedincov a kolektivov v oblasti
vied o zivej prirode s ciefom zabezpecit rozvoj a uplatnenie genomiky, proteomi-
Ky, bunkového inzinierstva a bioinformatiky v medicine a biotechnoldgiach.

Pre rozvoj moderného biomedicinskeho vyskumu v ramci Slovenskej republiky
je nevyhnutné splnenie minimalne troch predpokladov: (i) investovat’ finanéné
prostriedky do vybavenia slovenskych laboratérii modernou pristrojovou
technikou, (ii) ziskat’ prislusné know-how najma uzkou spolupracou s po-
prednymi zahraniénymi pracoviskami a (iii) pripravit’ a stabilizovat’ kvalifi-
kovanych vyskumnych pracovnikov najma z novej generacie studentov a
absolventov nasich univerzit. Jednym z moznych rieSeni je integracia existu-
jucich spickovych vyskumnych timov do spoloénych vedecko-edukaénych
centier na baze komplementarnej expertizy.

V suhlase s uvedenou predstavou, bolo ambiciou projektu ,,Rozvoj Centra ex-
celentnosti na vyuzitie informaénych biomakromolekul na zlepSenie kvality
zivota“, (ITMS 26240120027) rozvijat’ polozené zaklady Spickového centra
zameraného na biomedicinsky vyskum a vzdelavanie v tejto oblasti na p6-
de Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského a partnerskych praco-
visk z UK a Slovenskej akadémie vied.

Poslanim ,,Centra excelentnosti na vyuzitie informaénych biomakromolekul
na zlepSenie kvality zivota“ bolo zabezpecit vyskum a vzdelavanie v oblasti
biomediciny a biotechnolégie pre potreby Slovenskej republiky, a su¢asne sa
stat’ vyznamnou sucastou Eurépskeho vyskumného priestoru. Pre naplnenie
tohto zameru bol potrebny synergicky efekt koordinovaného prepojenia prirodo-
vedného a biomedicinskeho vyskumu. TaZisko rieSenia v ramci tohto projektu
bolo zaloZzené na vyskumnych kapacitach a infrastruktire Prirodovedeckej fa-
kulty UK, Lekarskej fakulty UK, Fakulty matematiky, fyziky a informatiky
UK a Farmaceutickej fakulty UK. Prepojenie Spickového experimentalneho vy-
skumu s pracoviskami SAV — Virologickym Gstavom SAV a Ustavom moleku-
larnej biolégie SAV ako aj modernymi manazérskymi pristupmi bolo nevyhnut-
nym predpokladom pre Uspesnu realizaciu biomedicinskeho vyskumu v oblasti
ochrany zdravia.

Snahou autorov €lankov bolo pribliZit niektoré nové poznatky z oblasti biomedi-
cinskeho vyskumu citatefom z radov Studentov i pedagogov vSetkych typov Skol.

Gabriela Gavurnikova, Marta Kollarova

Agentura
Ministerstva skolstva, vedy, vyskumu a Sportu SR
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Rastliny mézu pomoct antibiotikdm

v lieébe infekcii

Uvod

Po objave penicilinu a dalSich antibiotik, a ich zavedeni
do praxe, si fudia mysleli, ze vyhrali boj s infekénymi
ochoreniami. ZvySené pouzivanie antibiotik vSak viedlo
k neziaducemu vyvoju rezistencie, v dbsledku &oho
ochorenia a ich pévodcovia o ktorych sa predpokladalo,
Ze su vyhubené antibiotikami, sa vracaju v novej podo-
be, a odolné voci antibiotikdm. Epidémie spdsobené
takymito, vo i liekom rezistentnymi baktériami, su teraz
obrovskym problémom. Globalny vyskyt multirezistent-
nych kmerov limituje G€innost su€asnych lie€iv a signi-
fikantne zvySuje zlyhanie liecby. V su€asnosti vacsina
baktérii, ktoré prispievaju ku vzniku infekénych choréb
su rezistentné voci Standardnej antibiotickej terapii,
napr. meticilin rezistentné stafylokoky a pneumokoky,
ktoré su rezistentné vocéi B-laktamovym a makrolidovym
antibiotikam, vankomycin rezistentné enterokoky ako aj
multirezistentné Gram-negativne baktérie (Norrby a kol.,
2005).

Nepomer medzi pomalym vyvojom novych liekov a
rychlym Sirenim rezistentnych kmerov vyZzaduje nové
alternativne metédy, ktoré by obnovili a zvySili u€innost
pouzivanych antibiotik. Z tohto hladiska su zaujimavé
niektoré sekundarne metabolity rastlin, oznaCované ako
rezistenciu modifikujuce alebo modulujuce latky, ktoré
zosilfiuju aktivitu v su€asnosti pouzivanych antibiotik
vocéi rezistentnym patogénom.

Mechanizmy posobenia antibiotik

Pre pochopenie procesu, akym sa baktérie stavaju re-
zistentnymi voci antimikrobialnym agensom, je najskor
potrebné poznat mechanizmus u€inku tychto latok.
Vacsina predavanych antimikrobialnych latok posobi na
tri dokazané cielové procesy — biosyntézu bunkovej
steny, syntézu bakterialnych proteinov a replikaciu bak-
terialnej DNA (obr. 1). Antibiotikum musi preniknat’ v
dostatocnej koncentracii bakterialnou bunkovou stenou
a dostat sa k svojmu cielovému miestu.

Mechanizmy rezistencie
voci antibiotikdm

Rezistencia vod&i antimikrobialnym latkam je vysledok
troch hlavnych stratégii (obr. 2).

Maria MikulaSova, Romana Chovanova

Katedra molekularnej bioldgie, Prirodovedecka
fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave,
Miynské dolina, 842 15 Bratislava pracoviska

mikulasovam@fns.uniba.sk
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Obr. 1. Mechanizmy pésobenia antibiotik
http://lwww.wiley.com/college/pratt/0471393878/student/activiti
es/bacterial_drug_resistance/index.html
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Obr. 2. Mechanizmy rezistencie baktérii voci antibiotikam

Prvy mechanizmus spociva v chemickej modifikacii cie-
lového miesta antibiotika v bunke, ktora vedie k zni-
Zeniu vazby antibiotika k jeho vazbovému miestu. B-
laktamové antibiotika sa viazu na penicilin viazuce pro-
teiny (PBP), a tym blokuju syntézu bunkovej steny.
V druhoch Staphylococcus aureus a Streptococcus
pneumoniae mdze byt rezistencia proti p-laktamovym
antibiotikam vysledkom produkcie alternativneho prote-
inu PBP2a, ktory ma znizenu afinitu k B-laktamazam.
Rezistencia proti makrolidom, linkozamidom a strepto-
graminu v patogénnych druhoch Streptococcus je spo-
sobena konformaénymi zmenami v ribozémoch, ¢o ve-
die k zniZeniu afinity tychto antibiotik k ich vdzbovému
miestu v 50S ribozomalnej podjednotke.
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Produkcia hydrolytickych enzymov a skupiny transferaz
je stratégia uplatiovana mnozstvom patogénov pri ob-
rane voci pOsobeniu antibiotik. Gény, ktoré kdduju en-
zymy degradujuce antibiotika su Casto nesené v plaz-
midoch a dalSich genetickych mobilnych elementoch.
Rezistencia proti B-laktamovym antibiotikam je umoz-
nena produkciou B-laktaméz, ktoré hydrolyzuju amidovu
vazbu v tetra-B-laktamovom kruhu tychto antibiotik. Re-
zistencia proti aminoglykozidom v Gram-negativnych
baktériach je najCastejSie sprostredkovana réznymi en-
zymami, ktoré modifikuji molekulu antibiotika acetyla-
ciou, adenylaciou alebo fosforylaciou.

Vacsina efluxnych pump v baktériach su proteiny, ktoré
mozu rozpoznat a vypumpovat Siroku Skalu chemicky a
Strukturalne nepribuznych zlu€enin z baktérii energicky
zavislym spésobom, bez zmeny alebo degradacie anti-
mikrobialnej latky. To vedie k zniZeniu vnutrobunkovej
koncentracie antibiotik, takze baktéria moze prezit' aj za
podmienok zvySenej koncentracie antimikrobialnych
latok. Mnoholiekové efluxné pumpy sa nachadzaju v
Gram-pozitivnych aj Gram-negativnych baktériach, su
kédované chromozomalnymi alebo plazmidovymi gén-
mi. Aj ked su takéto proteiny konstitutivne pritomné v
baktériach, trvala pritomnost substratu indukuje nadex-
presiu (Teran a kol., 2003), ¢o zodpoveda za ziskanu
rezistenciu.

Pouzitie rezistenciu
modifikujuocich agensov
v kombindcii s antibiotikami

S roz8irovanim rezistencie voc€i starym antibiotikdm su-
visi potreba neustale vyvijat nové ucinné latky. Ked sa
baktérie stavaju rezistentné voci antibiotikam prvej linie,
lie€ba sa posuva k antibiotikam druhej a tretej linie, kto-
ré su €asto drahé. V mnohych chudobnejSich krajinach
vysoka cena tychto novych antibiotik rezultuje v tom, ze
v oblastiach, kde je rozSirena rezistencia voc€i liekom
prvej linie, niektoré choroby nie su viac lie€ené. Za po-
sledné desatrocia sa tempo vyvoja novych antimikro-
bialnych latok vyrazne spomalilo, zatial ¢o prevalencia
ochoreni sa naopak rozrastla velkou rychlostou. Udaje
o rychlom Sireni rezistencie aj vo¢i novo zavedenym
antibiotikam napovedaju, ze aj tieto budu mat tiez krat-
ku Zivotnost (Coates a kol., 2002). Antibiotika, ktoré
funguju dnes, nemusia fungovat zajtra.

Alternativnym rieSenim na prekonanie rezistencie vodi
antibiotikam je pouzitie rastlinnych extraktov. Rastliny
produkuju Siroké spektrum sekundarnych metabolitov, z
ktorych mnohé maju terapeuticky vyznam. Lie€iva zis-
kané z prirodnych zdrojov hraju vyznamnu ulohu v pre-
vencii a v lieCbe ludskych choréb. Na rozdiel od synte-
tickych lie€iv nie su antimikrobidlne latky rastlinného
pdvodu spojené s neziaducimi vedflajSimi ucinkami, su
lepSie tolerované pacientmi, su akceptované vdaka

dihej histérii pouzivania, si menej nakladné, su obnovi-
telné v prirode a maju velky terapeuticky potencial na
lieCbu mnohych infekénych choréb (Chanda a kol.,
2010, Habbal a kol., 2011). VysSSie rastliny predstavuju
tiez potencialne zdroje novych prototypov antibiotik (Pa-
rekh a Chanda, 2007).

Niektoré sekundarne metabolity rastlin aj ked nemaju
antimikrobialnu aktivitu, st U€inné v senzibilizacii bakte-
ridlnych buniek k inym antimikrobidlnym agensom (Te-
gos a kol., 2002). Predpoklada sa, zZe chrania rastliny
pred infekciou tym, Ze ucinkuju synergicky s inymi anti-
mikrobialnymi latkami. Také latky mozu byt potenciélne
pouzité na zvySenie ucinnosti antibiotik. Viaceri autori
potvrdili, Ze rastlinné extrakty mézu potencovat aktivitu
antibiotik voci rezistentnym bakterialnym patogénom
(Shibata a kol., 2005; Marque a kol., 2005). Takéto latky
sa oznacuju aj ako rezistenciu modifikujuce alebo mo-
dulujuce latky.

Synergizmus je definovany ako pozitivha interakcia,
ktora vznikne kombinaciou dvoch zloziek, ktoré spolo¢-
ne preukazuju inhibi¢ny u&inok na cielové organizmy.
Vysledny ucinok tejto interakcie je niekofkonasobne
vacsi ako sucet ich jednotlivych efektov. Antagonisticky
ucinok nastane, ked vysledny ucinok je niZsi ako je uci-
nok aktivnejSej latky v kombinacii a indiferentny v tom
pripade, ked je vysledny ucinok vacsi ako je ucinok
aktivnejsej latky v kombinacii.

Niektoré sucasné terapeutické postupy su zalozené na
koncepte kombinovanej terapie, na zaklade poznatkov,
Ze kombinacia antibiotik, alebo antibiotika s chemickou
latkou mbze mat’ synergicky, potencujuci tc¢inok. Napri-
klad kombinacia trimetoprimu a sulfametoxazolu (ko-
trimexazol) zahffia vzajomnu interferenciu dvoch nasle-
dujucich krokov v syntetickej drahe bakterialnych fola-
tov. Sulfametoxazol kompetitivne inhibuje syntézu en-
zymu zacleneného v prvom kroku reakcie veducej k
syntéze folovej kyseliny a trimetoprim inhibuje enzym
dihydrofolat-reduktazu, zahrnutt v dalSom kroku synté-
zy kyseliny folovej. Kombinacia antibiotika amoxycilin s
kyselinou klavulanovou, ktora je inhibitor B-laktamaz,
enzymov veducich k rezistencii voci penicilinu a dalSim
B-laktamovym antibiotikdm, umoznila produkciu lieku
Augmentin, ktory sa pouZiva v klinickej praxi od konca
sedemdesiatych rokov.

Rastlinné extrakty alebo ich izolované zlozky mézu zvy-
Sovat in vitro aktivitu ur&itych antibiotik vo€i patogén-
nym baktériam. PouZitie agensov, ktoré nezabijaju bak-
térie, ale modifikuju ich tak, aby produkovali fenotyp,
ktory je citlivy na antibiotika, méze byt alternativny pri-
stup na lie€bu infek&nych ochoreni. Pdsobenie takychto
latok vedie k citlivosti na predtym neuc&inné antibiotikum,
a pretoze modifikujici agent vyvolava maly alebo ne-
priamy selekény tlak, tento koncept méze spomalit’ ale-
bo zabranit vyskyt rezistentnych genotypov (Taylor a
kol., 2002).
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Synergicky antimikrobialny u&inok antibiotika kombino-
vaného s rastlinnym extraktom vyzZaduje interakciu ex-
traktu s mechanizmom rezistencie. Zacinaju sa objas-
fovat detaily o molekularnej baze synergickych interak-
cii medzi niektorymi latkami odvodenymi z rastlin a r6z-
nymi triedami antibiotik. Schopnost novych terapeutik
inhibovat’ laktamazové alebo esterazové enzymy méze
rezultovat v synergizme s B-laktamazami. Epigalokate-
chin galat (EGCg) z ¢aju inhibuje aktivitu penicilinazy a
tak obnovuje aktivitu penicilinu voéi S.aureus (Zhao a
kol., 2001) a potencuje u€inok ampicilinu a sulbaktamu
voCi meticilin rezistentnym S.aureus (Hu a kol., 2001).
Dve antimikrobialne latky v kombinacii mézu ovplyvio-
vat rovnaky ciel vbunke. EGCg podavany s -
laktamovymi antibiotikami méze inhibovat’ syntézu pep-
tidoglykanu v bunkovej stene. Fujita a kol., (2005) de-
monstroval, Ze flavon baicalein prejavuje vyrazny sy-
nergizmus s beta p-laktamovymi antibiotikami voci meti-
cilin rezistentnym S.aureus inhibiciou aktivity PBP2 ale-
bo ovplyvnenim Struktury peptidoglykanu. Inym mecha-
nizmom synergického ucinku je zvySenie vnutrobunko-
vej koncentracie antibiotika, o méze byt umoznené
blokovanim bakterialnych efluxnych pamp, ktoré vylucu-
ju antibiotika z bunky. Indolovy alkaloid rezerpin, modu-
lator efluxnych pump zvysuje aktivitu tetracyklinu vodi
MRSA (Gibbons a Udo, 2000). Urcité rastlinné zlozky
ucinkuju ako bakterialne inhibitory efluxnych pump a su
schopné obnovit’ antibakterialny u¢inok neucinnych an-
tibiotik (Stavri a kol., 2007).

ZAver

Popri vyhlfadavani a Studiu rastlinnych extraktov s anti-
mikrobialnym uc€inkom nadobuda délezZitost Studium
rastlinnych, rezistenciu modifikujuce latok, ktoré mozu
zlepsit ucinnost’ antibiotik a umoznia vyuzitie starych a
relativne lacnejSich antibiotik, ktoré boli oznacené ako
neefektivne kvoli rezistencii.

Abstract

The problem of bacterial resistance to commonly used antibi-
otics has necessitated the search for newer and alternative
compounds for the treatment of drug resistant infections.
Crude extracts of medicinal plants stand out as veritable
sources of potential resistance modifying agents. The promis-
ing results of basic research indicate that in future, combined
therapy may be applied in human and veterinary medicine,
agriculture and the food industry to combat bacterial patho-
gens.
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Uspechy a perspektivy
vo vyvoiji antituberkulotik

Uvod

Posledny def minulého roku priniesol nielen oslavy
nadchadzajuceho nového roka, ale aj zverejnenie
schvalenia nového lieku proti tuberkuléze (TBC), zna-
meho pod nazvom bedaquilin. V nasich konginach toto
ochorenie nie je prili§ rozSirené; podfa tlacovej informa-
cie Svetovej zdravotnickej organizacie (World Health
Organization, WHO) uverejnenej pri prilezitosti Sveto-
vého dna tuberkuldézy (24. marec), s poc¢tom 6,4 cho-
rych na 100 000 obyvatelov Slovensko nastupuje do
tzv. eliminacnej fazy. Z globalneho hladiska v§ak pred-
stavuje TBC aj v su€asnosti zavazny medicinsky prob-
Iém. Podla najnovsej Statistiky v roku 2012 pribudlo 8,7
miliéna pacientov chorych na TBC, pricom kazdy den
tomuto ochoreniu podlahlo vySe 3 800 ludi. Vaznou
komplikaciou je vyskyt mnohonasobne rezistentnych
foriem TBC, ktoré vyznamne obmedzuju moznosti tera-
peutického zasahu. Americka agentura Food and Drug
Administration (FDA) uznala nové lie€ivo v zrychlenom
procese, prave ako sucast lie€by mnohonasobne rezis-
tentnej plucnej TBC, v pripade, ze zlyhavaju ostatné
moznosti terapie. Vyznam tejto udalosti podCiarkuje aj
fakt, ze nové antituberkulotikum prichadza na trh po
vySe Styridsiatich rokoch. Dlhy ¢as ,Cakania“ na novy
liek proti TBC bol spésobeny jednak negativnym pristu-
pom k samotnej potrebe vyvoja antibiotik vo vacsSine
farmaceutickych firiem v poslednych desatroCiach, ale
aj naro¢nostou tohto procesu, ktory ma svoje vlastné
Specifika a v neposlednom rade aj zvladtnymi vlastnos-
tami patogéna, ktory ochorenie spdsobuje — baktérie
Mycobacterium tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis -
odolny patogén

Predpoklada sa, ze az jedna tretina svetovej populacie
je infikovana baktériou Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis). Patogén je zvlastny tym, Zze sa po vdych-
nuti dokaze na dlhé roky usidlit v pfdcach hostitela.
Ochorenie TBC prepukne len asi u5 % nakazenych
ludi, a to Castokrat az v pripade zhorSenia zdravotného
stavu v suvislosti s vekom alebo znizenim imunity. AIDS
predstavuje vyznamny rizikovy faktor pre rozvoj TBC;
tieto dve ochorenia sa vzajomne podporuju a TBC je
najCastejSou pricinou smrti pacientov infikovanych viru-
som HIV. Sirenie choroby v8ak podporuju aj zlé social-
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ne pomery a chudoba, a preto TBC je velkou zatazou
najma v najzaostalejSich krajinach sveta.

Pre patogén M. tuberculosis je charakteristické, ze nar
nepbsobi vacsSina beznych antibiotik, priCom lieCba aj
tymi $pecifickymi liekmi je mimoriadne zdihava. V poéia-
to€nej intenzivnej faze sa spravidla podavaju Styri anti-
tuberkulotika tzv. prvej linie — izoniazid, rifampicin, py-
razinamid a etambutol po¢as dvoch mesiacov. Nasledu-
je udrziavacia faza, ktora zahffia uzivanie izoniazidu a
rifampicinu po¢as nasledujucich Styroch mesiacov. Ten-
to postup vylie€i okolo 85 % pacientov. Pri ochoreni
sposobenom mnohonasobne rezistentnymi kmerfmi M.
tuberculosis sa lie¢ba prediZzuje az na 2 roky, pri¢om sa
podavaju (Casto injekéne) antituberkulotika tzv. druhej
linie, ktoré su toxickejsie a menej u&inné. Uspednost
lie€by v tomto pripade dosahuje 50 — 70 %. V roku 2006
boli v provincii KwaZulu Natal v Juznej Afrike zazname-
nané aj extrémne rezistentné formy TBC, ktoré nerea-
guju ani na lieky druhej linie. PoCas vtedajSej epidémie
ochoreniu podlahlo vSetkych 54 nakazenych pacientov
v priemere do 16 dni od stanovenia diagnézy. Dodnes
boli pripady extrémne rezistentnych foriem TBC hlasené
uz v 84 krajinach sveta, vratane susednej Ceskej repub-
liky.

Mnohé vlastnosti tuberkulézneho bacila z hladiska jeho
patogenicity a mimoriadnej odolnosti sa pripisuju zviast-
nej Strukture bunkovej steny (obr. 1), ktora sa liSi od
ostatnych bakterialnych patogénov. Jej kostru vytvara
kovalentne viazany komplex peptidoglykanu, heteropo-
lysacharidu arabinogalaktdnu a mastnych kyselin s
vefmi dlhym retazcom, nazyvanych mykolové kyseliny.
Mykolové kyseliny sa v hojnom pocte viazu na koncové
arabindzy arabinogalaktdnu a vo vzajomne paralelnom
usporiadani, kolmom na plazmaticki membranu vytva-
raju spolu s dalSimi (tzv. extrahovatelnymi) lipidmi na
povrchu baktérie relativne nepriepustni hydrofébnu
vrstvu — tzv. vonkaj$iu membranu, ktora patogén chrani
pred ucinkami beznych antibiotik. O kfuCovej Uulohe
bunkovej steny pre fyziologiu mykobaktérii svedCi aj
fakt, Ze je ciefom pbésobenia najucinnejSich antituberku-
lotik. 1zoniazid zasahuje vystavbu mykolovych kyselin a
etambutol inhibuje syntézu arabinanovej zlozky bunko-
vej steny. Uvedené lie€iva su Specifické prave pre TBC,
pretoZe ciele ich pdsobenia sa v ostatnych patogénnych
baktériach nenachadzaju.
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Obr. 1. Schematicky nacrt Struktiry mykobaktérie a miesta pésobenia antituberkulotik
prvej linie (oznacené ¢ervenou farbou) a druhej linie (oznac¢ené ¢iernou farbou)

Odpovede na jednotlivé otazky sme zozbierali a vyhod-
nocovali graficky s vyuzitim histogramov. Z vysledkov a
porovnania odpovedi mdzeme usudzovat aké budu
reakcie ziakov na Skolach pri aplikacii DT do vyucova-
nia. Vysledky nie su aplikovatelné pre celu spoloc¢nost,
pretoZe vzorka respondentov nie je velka. Vyskum skoér
poukazuje vSeobecne na postoje Ziakov k problematike
a prinaSa zaujimavé vysledky pri zistovani postavenia
predmetu chémia v rade oblubenych predmetov u Zia-
kov.

Vyvoj liekov proti tuberkuléze -
histéria a sUcasnost

Vyvoj antibiotik zaZival svoju ,zlatu éru“ v obdobi 40-
tych az 60-tych rokov 20. storodia. V tomto obdobi boli
objavené aj dodnes pouzivané antituberkulotika. Neskér
sa vSak zaujem farmaceutickych firiem obratil na ,civili-
zacné ochorenia“, ako su rakovina, diabetes, kardiovas-
kularne ochorenia a podobne. V tej dobe sa zdalo, ze
Skala antibiotik je dostatoCne pestra a infekéné ochore-
nia prestavaju byt problémom vdaka oCkovaniu, zlep-
Seniu hygienickych pomerov a celkovej zivotnej urovne,
aj ked treba zdbraznit, ze tato situacia sa tykala jedine
rozvinutych krajin. Narast ochoreni spésobenych rezis-
tentnymi a netradiénymi patogénmi, umrtia v nemoc-
niciach po jednoduchych operaénych zasahoch v doé-
sledku bakterialnych infekcii po€as nasledujucich rokov

vSak poukazali na novu a neustalu potrebu vyvoja no-
vych liekov proti infekEnym ochoreniam. Vyskumnu ak-
tivitu v pripade TBC podnietilo aj vyhlasenie ochorenia
za globalnu hrozbu Svetovou zdravotnickou organiza-
ciou v roku 1993.

Bez vynimky v3etky v su€asnosti vyuzivané antibiotika,
vratane antituberkulotik, boli objavené na zaklade empi-
rického a nahodného procesu — pomocou testovania
schopnosti prirodnych alebo syntetickych latok, pocha-
dzajucich z réznych zdrojov, inhibovat rast vybranych
patogénnych baktérii. Tento spésob hladania u&innych
latok bol koncom devatdesiatych rokov 20. storocia
nahradeny takzvanym ,genomickym pristupom® vdaka
mnozstvu informacii, ktoré sa dali ziskat z genémov
sekvenovanych mikroorganizmov, vratane pdévodcov
zavaznych ochoreni. Prvou baktériou s kompletne urce-
nou sekvenciou DNA sa stala Haemophilus influenzae
vroku 1995, no uz rok 1998 prina8a informacie aj
0 gendme M. tuberculosis. Do novéhu pristupu sa vkla-
dali velké nadeje; predpokladalo sa, ze ak sa podari
identifikovat' gény, ktoré su pre patogén nepostradatel-
né, bude stacit najst inhibitory produktu (spravidla en-
zymu), ktory koéduju a nové lieCivo bude na svete. Uka-
zalo sa v3ak, Ze to také jednoduché nie je. llustraciou
velkého sklamania, ktoré genomicky pristup priniesol, je
suhrn poznatkov firmy GlaxoSmithKline, ktora pocas
rokov 1995 az 2001 vybrala na testovanie 350 génov
z Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus a
Streptococcus pneumoniae. U 127 znich vedci zistili
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esencialitu aspon v jednom z tychto mikroorganizmov.
Z nich sa podarilo vyprodukovat proteiny, ktoré su po-
trebné na dalSie testovanie v 67 pripadoch. Tieto sa
podrobili vysokouginnému skriningu na hlfadanie inhibi-
torov, priCom sa overovalo pdsobenie 260 000 —
530 000 réznych molekul. Len jedina molekula z tychto
vSetkych experimentov sa vybrala ako vhodna na dal&i
VYVOj.

Genomicky pristup nepriniesol uspech ani v oblasti vy-
voja antituberkulotik. Ukazalo sa, Ze esencialita génu
nezaru€uje, Zze jeho produkt bude sluzit ako vhodny ciel
pre antibiotikum. Pre mnohé cielové enzymy sa totiz
nepodarilo identifikovat inhibitory, ktoré budi mat vlast-
nosti vhodné na vyvoj lie¢iva. Dalsim problémom sa
ukazala nemoznost’ vyvinut z dobrého inhibitora enzy-
mu latku, ktora prenikne cez bunkovu stenu a plazma-
ticki membranu mykobaktérii a zastavi ich delenie. A
tak sa postupne ukazalo, ze ovela ucinnejsi spdsob pre
ziskanie novych antibiotik je predsa len ,staromodny®,
tzv. fenotypovy skrining na celych bunkach, podobny
tomu, o sa vyuzival v ,zlatej ére antibiotik®, aj ked
v modernejSich podobach. Vsetky nové latky, ktoré su
momentalne vo vyvoji na liecbu TBC, boli identifikované
prave takymto spésobom. Samozrejme i tento pristup
ma svoje rizika. Spektrum uc€innych latok zavisi vo vel-
kej miere od kultivaCnych podmienok, a preto je ich nut-
né zvolit tak, aby &o najviac napodobriovali situaciu
podas infekcie in vivo. Casto sa stava, Ze sa odhalia
molekuly s neSpecifickymi uc¢inkami (napr. detergenty)
alebo cytotoxické latky. Pre dalSi vyvoj antibiotika je
teda potrebné zistit' aj presny mechanizmus jeho pbso-

benia. Jednym z najCastejSich spbsobov v su€asnosti je
izolacia rezistentnych mutantov a identifikacia génov,
ktoré su za vznik rezistencie zodpovedné pomocou ce-
logendmového sekvenovania.

Prikladmi Uspesnej aplikacie tohto postupu je objavenie
diarylchinolinu TMC 207 (to je uz v uvode spominany
bedaquilin), ktory pdsobi na urovni syntézy ATP a
ovplyviuje tak energeticky metabolizmus mykobaktérie
a benzotiazindbnu BTZ043, ktorého ciefom je arabinano-
va zlozka mykobakteridlnej bunkovej steny. Cesta od
identifikacie ucinnej latky k lie€ivu, ktoré pomdze pa-
cientovi, vSak byva dlhd a neraz, Zial, kon¢i slepou uli¢-
kou. Prvym krokom je uspesné absolvovanie predklinic-
kej fazy vyvoja, ktora zahffia najma testovanie latky na
zvieracich modeloch z hfadiska jej ucinkov, ale aj bez-
pecnosti, toxicity, davkovania a podobne. V tejto faze sa
v suCasnosti nachadza aj latka BTZ 043, ktorej mecha-
nizmus pdsobenia sa Studoval aj na Katedre biochémie
Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského v Brati-
slave. Samotné klinické testovanie v prvej faze skima
bezpecnost, tolerovatelnost a farmakokinetické vlast-
nosti experimentalnej latky na relativne malej skupine
20 — 100 zdravych dobrovolnikov. V druhej faze sa sle-
duje bezpecnost, u€innost a davkovanie latky na skupi-
ne 20 — 300 pacientov. Tretia faza prebieha na viace-
rych miestach a zameriava sa na porovnanie ucinkov
latky so Stadnardnou lie¢bou na velkej skupine 300 —
3000 pacientov. Kritéria su velmi prisne, a aj z toho
dovodu sa do poslednej fazy klinickych skuSok dostane
len asi 10 % molekul z druhej fazy.

Predklinické

J J J testovanie /

Klinické testovanie

S

Faza | / Faza Il / Faza |||/ “.

TBA-354 PA-824 OPC-67683
CPZEN-45 PNU-100480 Gatifloxacin
$Q609 AZD5847 Moxifloxacin
SQ641 TMC207 Rifapentin
BTZ043 $Q109

Q201

SPR-10199

Nitroimidazoly
Benzotiazindny
Diarylchinoliny
Etyléndiamin
Oxazolidinény
Fluorochinolény
Rifamycin

—> viacero cielfov (syntéza mykolovych kyselin, ...)
—> DprE1 (biosyntéza arabinanu)

— ATP syntdza (energeticky metabolizmus bunky)
— Mmpl3 (transport mykolovych kyselin)

—> ribozém (syntéza proteinov)

— DNA gyraza, topoizomeraza (syntéza DNA)

—> RNA polymeraza (syntéza RNA)

Obr. 2. Prehl'ad molekul vo vyvoji na liecbu TBC
(Upravené podla http://www.newtbdrugs.org/pipeline.php, 8.4.2013)
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ZAver

Po dlhom obdobi stagnacie sa v oblasti vyvoja lieCiv
proti TBC kone€ne zaznamenava zvySené usilie. Hoci je
dnes v stadiu klinickych skusok aspor desat zlu¢enin a
dalSie molekuly su vo faze predklinického vyvoja, je
zrejme, ze tento polet eSte stale nie je dostatoCny.
Predpoklada sa, Ze moderné technoldgie, ktoré su teraz
k dispozicii, budu nadalej prinasat nové latky. Treba si
v8ak uvedomit, Ze pre ziskanie nového antituberkulotika
nestaci len pokracovat v testovani latok na celych bun-
kach aich optimalizacii pomocou zvieracich modelov.
Je potrebné dbékladne porozumiet zakladnym fyziologic-
kym procesom M. tuberculosis, ako aj mechanizmom
bunkovej smrti a prezivania tohto patogéna v prostredi,
ktoré im hostitel poskytuje, aby bolo mozné kvalifikova-
ne posudit vhodnost novo-objaveného ciela pre vyvoj
lieCiva. Takyto zakladny vyskum prebieha spravidla na
akademickych instituciach, ktoré vSak nemaju moznosti
na finanéne aj technicky naro¢né vysokoucinné skrinin-
gy. Tie sa realizuju spravidla v ramci farmaceutickych
firmiem, ktoré maju pristup k tzv. ,knizniciam“ so stati-
sicmi az milionmi chemickych zliu¢enin, ale aj k vykon-
nym najmodernejSim robotom, ktoré zvladnu uskutol-
nenie a spracovanie obrovského mnozstva merani.
Vhodné skibenie naroénych poziadaviek na vyvoj anti-
tuberkulotik je vytvaranie konzorcii zlozenych z akade-
mickych a komer&nych partnerov (napr. projekty podpo-
rené 7. Ramcovym programom Eurdpskej uUnie -
MM4TB, ORCHID). Ostava dufat, ze vytrvalost a Usilie
vedcov zapojenych do tohto vyskumu budi odmenené
dalSimi uspechmi, ktoré prinesu pomoc milionom ludi
chorych na TBC.

Abstract

Tuberculosis still remains one of the leading causes of deaths
from single infectious agent worldwide. There is a clear need
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for the development of new drugs against this disease, which
would shorten the therapy and serve to combat the most com-
plicated, multidrug and extensively drug-resistant forms of
tuberculosis. In the article recent successes, but also strate-
gies and challenges of the development of the novel an-
tituberculotics are discussed.
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Bakteriofagy a ich vyuzitie
v terapii a potravindrstve

Uvod

Bakterialne patogény spdsobuju aj v su¢asnosti mnohé
ochorenia a velké ekonomické Skody v potravinarskom
priemysle. Velkym problémom sa v su€asnosti stava
rezistencia baktérii na antibiotika, pretoze narasta pocet
kmerov, ktoré su rezistentné na takmer vSetky dostup-
né lie€iva. Jednym z moznych rieSeni problému je vyu-
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Zitie bakteriofagov, €iZe virusov infikujucich baktérie.
Bakteriofagy (skratene fagy) su vSadepritomné, ich vy-
skyt je zavisly na pritomnosti vhodného hostitela. PoCet
bateriofagov v prostredi az desatnasobne prevySuje
pocet baktérii a celkové mnoZstvo bakteriofagov v bio-
sfére sa odhaduje na 10* (Briissow a Kutter, 2005). Az
96 % bakteriofagov patri do skupiny chvostikatych fa-
gov (fagov s dualnou symetriou), ktoré maju typicku
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Strukturu zloZzenu z ikozaedréalnej hlaviCky obsahujuce;j
DNA a z chvostika. V su€asnej dobe nastala renesancia
vyskumu bakteriofagov; predovsetkym boli ziskané ge-
némové sekvencie mnohych bakteriofagov, o umozriu-
je lepSie pochopenie fagovej evollcie, interakcie s hosti-
tefom, ekolodgie fagov a ich hostitelov. So zvySujucim sa
mnozstvom informacii o bakteriofagoch zaroven stupaju
nové moznosti ich vyuZzitia v diagnostike patogénnych
baktérii, pri ochrane potravin pred kontaminaciou a vo
fagovej terapii. Zaroven je mozné pre niektoré aplikacie
pripravit rekombinanté fagy s vylepSenymi vlastnostami.

Fdgova terapia

Vyuzitie bakteriofagov na lie€bu bakterialnych infekcii
bolo zavedené kratko po ich objave, ktory uskutoénili
nezavisle Frederick Twort v roku 1915 a Félix D"Hérelle
odva roky neskér (Carlton, 1999). V tej dobe boli
k dispozicii iba obmedzné poznatky o fagovej bioldgii, a
preto boli v terapii okrem pozitivnych vysledkov pozoro-
vané aj mnohé neuspechy. Po objave antibiotik bol
v druhej polovici dvadsiateho storoCia vyskum fagovej
terapie zastaveny. V su€asnosti su zavaznym klinickym
problémom kmene rezistentné na antibiotika. Napriklad
kmene Staphylococcus aureus rezistentné na metici-
lin/oxacilin (MRSA), enterokoky rezistentné na vanko-
mycin a Gram negativne patogény s ESBL [-lakta-
mazami su odolné voci takmer vSetkym pouzivanym
skupinam antibiotik. Vyuzitie bakteriofagov ako aj anti-
bakterialnych fagovych produktov sa ukazuje ako jedna
z moznych nahrad antibiotikovej terapie (Maura a De-
barbieux, 2011).

Bakteriofagy ako terapeutika maju oproti antibiotikam
viaceré vyhody. Je to predovSetkym univerzalnost a
Specificita bakteriofagov. Kazda baktéria méze byt infi-
kovana aspon jednym fagom a zaroven fagy infikuju iba
citivé kmene patriace do jedného druhu, a preto na
rozdiel od Sirokospektralnych antibiotik nezabijaju bak-
térie beZznej mikroflory. TaktieZ je vyhodou, Ze fagy sa
Vv procese terapie mnozia a po uspesnej lieCbe su vyrie-
dené z prostredia. Teoreticky tak na lieCbu postaluje
jedna aplikacia pripravku. Fagy nie su toxické pre ludi
ani zvierata a maju len malo vedlajSich ucinkov. Fagy je
mozné lahko izolovat z réznych typov prostredi, a preto
priprava fagovych lie€iv je lacnejSia ako vyvoj novych
antibiotik. Na druhej strane vysoka 3pecificita bakterio-
fagov vyzaduje, aby pred zacatim terapie bol znamy
pbvodca ochorenia a bola uréena jeho citlivost' k tera-
peutickym fagom. K dalSim nevyhodam fagovej terapie
patri, ze fagy mézu byt po podani inaktivované kyslym
prostredim v zalidku alebo odstranené imunitnym sys-
témom hostitefa (Maura a Debarbieux, 2011).

Bakteriofagy, ktoré maju byt vyuzivané pri fagovej tera-
pii alebo v potravinarstve, musia byt podrobne charak-
terizované a musia spifiat’ niekolko kritérii. Je potrebné,
aby bola zndma nukleotidova sekvencia fagovej DNA

a bolo vylu€ené, Ze fag obsahuje gény toxické pre hosti-
tefa alebo virulenéné gény. Fag musi byt striktne viru-
lentny a neschopny transdukcie, t. j. prenosu Skodlivych
génov medzi roznymi bakteridlnymi kmefimi. Zaroven je
potrebné poznat hostitel'ski Specificitu terapeutickych
fagov. Pri mnozeni fagov je potrebné pouzivat nepato-
génne kmene baktérii. Fagy musia byt purifikované tak,
aby neobsahovali zivé bunky alebo ich pozostatky, a
preparaty maju mat vysoku koncentraciu (Hagens a
Loessner, 2010). V literature boli publikované viaceré
Studie ucCinnosti fagovej terapie na zvieratach, pricom
bola potvrdena ich ucinnost a bezpeCnost proti patogé-
nom ako Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, S.
aureus, Enterococcus faecium, Clostridium difficile a
Klebsiella pneumoniae (Lu a Koeris, 2011). Niektoré
fagové preparaty su uz v stadiu klinickych pokusov. Za
najperspektivnejsie sa povazuje pouZitie fagovych lieciv
pre lokalne pouzitie (napr. chronické rany, infekcie sliz-
nic). Stafylokokové fagy boli napriklad aplikované na
potlacenie MRSA u 0s6b pred planovanym chirurgickym
zakrokom. Vyhodnou moznostou pri terapii infek&nych
ochoreni je synergicky ucinok bakteriofagov a antibiotik
(Maura a Debarbieux, 2011).

Vyuzitie fagov v potravinarstve

Bakteriofagy je mozné vyuzit ako prostriedok na detek-
ciu a kontrolu bakterialnych patogénov vo vsetkych fa-
zach potravinarskej vyroby (Garcia a kol., 2008). Boli
vypracované testy na rychlu detekciu baktérii (napr.
Salmonella enterica a Listeria monocytogenes), ktoré su
zalozené na infekcii patogénu so Specifickym bakterio-
fagom. TradiCnou metédou pouzivanou pri Studiu pato-
génnych baktérii je fagotypizacia. Je to metdda, ktora
porovnava citlivost kmefov na infekciu vybranymi bak-
teriofagmi. Ziskané vysledky maju vyznam pri epidemio-
logickych Studiach a pri hfadani zdroja infekcie. V su-
Casnosti existuju fagotypizacné schémy pre vSetky vyz-
namné potravinové patogény ako je Salmonella, Cam-
pylobacter, E. coli a Listeria monocytogenes (Hagens a
Loessner, 2007).

V potravinarstve je mozné bakteriofagy pouZit aj na
prevenciu, pripadne lie¢bu infekcie hospodarskych zvie-
rat. Zaroven sa fagy mézu aplikovat na dekontaminaciu
potravinarskych surovin Zivo&isneho (maso) alebo rast-
linného (ovocie a zelenina) pdvodu, pripadne na dezin-
fekciu zariadenia a kontaktnych ploch. Bakteriofagy je
mozné pouzit ako prirodzené konzervanty na predizenie
trvanlivosti potravin. Vo vacsine produktov sa pouziva
zmes bakteriofagov, priCom jednotlivé bakteriofagy mé-
Zu byt prispbsobené konkrétnym druhom baktérii. V su-
Casnosti su dostupné na trhu pripravky vhodné na kon-
trolu potravin uréenych na priamu konzumaciu (syry,
masové vyrobky) pred kontaminaciou L. monocyto-
genes (ListShield a LISTEX P100).
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Rekombinantné bakteriofagy

V niektorych pripadoch bakteriofagy izolované z pro-
stredia nemaju vSetky vlastnosti potrebné pre ich vyuzi-
tie v technoldgii, a preto je vyhodné vylepsit ich gene-
tickd informaciu. Na tento Ucel boli vyuzité viaceré po-
stupy, napriklad zavedenie priamych mutacii do DNA,
rekombinacia fagového genému, umela selekcia fagov
in vivo alebo priprava chimerickych fagov.

Jednym z moznych postupov je skombinovanie viace-
rych fagov. Napriklad bakteriofag T2 sa vyznacuje sil-
nou lytickou aktivitou na uzkom okruhu citlivych bakte-
rialnych kmehov a na druhej strane bakteriofag 1P008
ma Siroku hostitelsku Specificitu, ale lyza baktérii je po-
malSia. V praci autorov Mahichi a kol. bol gén kédujuci
protein zodpovedny za vazbu na baktérie z faga IPO08
vheseny do buniek E. coli, ktoré boli nasledne infikova-
né fagom T2. Pocas infekcie doslo v niektorych fago-
vych genémoch k vymene pévodého génu za jeho novu
verziu. Rekombinantné fagy boli potom prenesené do
kmena, ktory pévodny fag T2 nie je schopny lyzovat.
Takto izolované bakteriofagy boli schopné infikovat viac
hostitefov ako fag T2 a lyza buniek bola efektivnejSia
ako v pripade fagu IP008 (Mahichi a kol., 2009).

Mutantné bakteriofagy boli pouzité aj proti baktériam
rezistentnym na antibiotika alebo ako pomocny pro-
striedok pri lie€be antibiotikami. Baktericidne antibiotika
vyvolavaju v bunkach poskodenie DNA, ktoré bunka
dokaze v urcitej miere opravit pomocou SOS odpovede.
Na blokovanie tohto mechanizmu bol vytvoreny modifi-
kovany fag M13 obsahujuci gén lexA. Pri testovani tohto
systému v laboratérnych kulturach bolo zistené, Ze fag
obsahujuci lexA zvySil u€innost’ antibiotika oproti nemo-
difikovanému fagu stokrat a oproti podaniu samotného
antibiotika desattisickrat. Uginnost lexA fagu bola po-
tvrdena aj pokusmi na mysiach. Infekciu preZilo 80 %
mysi lie€enych modifikovanym fagom a antibiotikom,
50 % mysi lieCenych nemodifikovanym fagom a antibio-
tikom a len 20 % mysi lie€enych antibiotikom bez bakte-
riofagov (Lu a Collins, 2009).

Castym problémom pri bakterialnych infekciach je tvor-
ba biofilmu — Cize rast baktérii vo forme spoloCenstva
buniek pevne ukotvenych na podloZke. Biofilm brani
prieniku G€innych latok k baktériam a bunky v biofiime
su v mnohych ohladoch odolnejSie oproti bunkam ras-
tucim vo vofnom roztoku. Na degradaciu biofilmu bol
skonstruovany mutantny bakteriofag T7 nesuci gén pre
disperzin B, enzym hydrolyzujici polysacharidy, ktoré
navzajom viazu bunky biofilmu. V porovnani s kontro-
lami bol mutantny fag schopny zabijat va&sie mnoZstvo
buniek, redukovat biofilm a intenzivnejSie sa mnozit’ (Lu
a Collins 2007).

Vyznamnou komplikaciou pri pouziti lytickych bakterio-
fagov na fagovu terapiu je uvolnenie velkého mnozstva
bakterialnych endotoxinov pri masivnej lyze patogén-
nych baktérii, ¢o mbdze spdsobit pacientovi imunitny

Sok. Preto je vyhodné pouzit na lie€bu mutantné bakte-
riofagy, ktoré nelyzuju baktérie, a tym minimalizuju unik
endotoxinov, su dlhodobo stabilné v krvnom rie€isku
pacienta a nespbsobuju zapalové reakcie. Jednym pri-
stupom je pouzitie filamentdéznych fagov M13, ktoré pri
infekcii nelyzuju hostitela. Pre efektivne zabijanie bakte-
ridlnych buniek bol f4g M13 modifikovany pridanim to-
xického génu, napr. génu pre restrikénu endonukleazu,
ktora po infekcii bakterialnej bunky rozstiepi hostitel'sku
DNA. Pri pouziti tohto fagu sa hladina endotoxinov
uvolnenych po hodine do média zvysila devatkrat me-
nej ako pri pouziti Iytickych fagov (Hagens a Blasi
2003).

Zaver

V sucasnej dobe boli vytvorené viaceré modifikované
bakteriofagy, aby sa zvySila efektivita a bezpeénost
fagovej terapie, a v mnohych pripadoch boli preukazané
pozitivne vysledky. Pred zavedenim do praxe je v3ak
stale potrebné dalSie podrobné Stadium. Je nutné urcit
optimalne davkovanie a pomer antibiotika a fagov pri
nereplikativnych bakteriofagoch, pretoze nespravne
uréenie davky zvysuje riziko vzniku rezistencie. Pri rie-
Seni davkovania bakteriofagov je potrebné uvedomit si,
ako a kde sa bakteriofagy v tele rozSiria. V prepraco-
vanejsich terapiach by sa mali vytvorit bakteriofagy
S naviazanymi proteinovymi ligandmi alebo protilatkami,
ktoré spbsobia akumulaciu fagov v urlitych bunkach
alebo organoch. Z dosial dosiahnutych vysledkov je
vSak zrejma perspektiva vyuzitia prirodnych aj modifi-
kovanych bakteriofagov v mnohych aplikaciach.

Abstract

Bacterial infections cause many serious problems in medicine
and in society. Their treatment is complicated by increasing
antibiotic resistance of pathogenic bacteria. Bacteriophages
as natural predators of bacteria can be one solution of this
problem. Bacteriophages are species specific and only Kill
prokaryotic cells. They can be used in phage therapy as well
as in detection and control of pathogens during food produc-
tion. Despite the many advantages of using bacteriophages,
additional research is necessary before their application. In
some cases genetic information of bacteriophages can be
artificially improved generating recombinant bacteriophages
with the aim to extend host specificity, prevent lysis of bacte-
ria, increase antibiotic efficacy or introduce toxic gene into
pathogenic bacteria.
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Nové aspekty

v fransformacii mikrorias

Uvod

V su€asnej dobe narastaju exponencialnym tempom
poziadavky mnohych terapeutickych, priemyselnych aj
diagnostickych oblasti vyskumu na pripravu réznych
typov rekombinantnych proteinov. Do popredia sa preto
dostavaju ,bioreaktorové systémy“, ktoré su dblezité
v oblasti produkcie velkého mnozstva rekombinantnych
proteinov, najma v pripadoch, ked su tradiné zdroje
limitované. Napriek novym pokrokom v technoldgii re-
kombinantnej DNA zalozenej na vyuzivani rozmanitych
druhov Zivych buniek a organizmov, neexistuje zatial
Ziadny Standardny systém pre efektivhu produkciu pro-
teinov na komeréne vyznamnej urovni. Volba nadpro-
dukéného systému pre expresiu rekombinantnych prote-
inov zavisi od mnohych faktorov, ako su ceny produkcie
a vyvoja systému, funk&nosti, Cistoty a Urovne expresie
proteinu v danom systéme. Stale rastuci dopyt spolo¢-
nosti a zvySovanie poziadaviek na kvantitu priemyselne
a diagnosticky vyznamnych proteinov, su hlavnou hna-
cou silou pri vyvoji novych, bezpecnejSich a vysoko-
produktivnych systémov pre ziskavanie rekombinant-
nych proteinov, ulahCujucich Zivot ¢loveka (Walker a
kol., 2005).

Mikroriasy

Mikroriasy predstavuju v su€asnosti nové expresné sys-
témy, ktoré v sebe spajaju vSetky vyhody rastlin a mik-
robialnych organizmov, pre ktoré je typicka vysoka a
rychla produkcia rekombinantnych proteinov. Termin
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.mikroriasy“ sa pouziva na opisanie réznych fotosynte-
tickych skupin prokaryotickych (cyanobaktérie) a euka-
ryotickych mikroorganizmov. Medzi najznamejsich pred-
stavitefov patri cyanobaktéria (sinica) Spirulina, ktora
sluzi ako komercény zdroj nutri¢nych doplnkov, no patria
sem aj zelené riasy ako Chlamydomonas reinhardtii,
Dunaliella salina a rozsievka Phaeodactylum tricornu-
tum, ktora bola po dihé roky modelovym organizmom
mnohych zakladnych biologickych a ekologickych Stuadii
(Walker a kol., 2005) (obr. 1).

Tieto malé fotosyntetizujuce organizmy disponuju rov-
nakym fotosyntetickym mechanizmom ako vysSie rastli-
ny. Vdaka svojej jednoduchej Strukture — jednobunko-
vej, vlaknitej ¢i vo forme kolonii, je cela energia upria-
mena na proces fotosyntézy, rast a rozmnozovanie ove-
la viac, nez na udrzZiavanie inych diferencovanych Struk-
tar. V dbsledku toho je urover exprimovanych proteinov
v mikroriasach v rozmedzi 30 — 50 % suchej hmoty
biomasy (Benemann a Oswald 1996; Brown 2002).
Vdaka mikroskopickej velkosti a kultivacii v tekutych
médiach, sa daju ziviny udrziavat blizko optimalnych
podmienok. To umozriuje vysoku uroven kontrolovanej,
kontinualnej produktivity proteinu, porovnatelnt s mik-
robidlnou fermentaciou.

Kym vyuZivanie rias ludskou populaciou je staré niekol-
ko storoci, pokusy o masovu kultivaciu zacali kratko po
druhej svetovej vojne. V priebehu populagnej explézie
sa v USA, Nemecku a Japonsku zacali mikroriasy pes-
tovat’ ako potencialny zdroj potravy. Odvtedy sa masova
kultivacia niektorych druhov mikrorias vyuzivala pri o€is-
te odpadovych véd, kontrole znecistenia vody, ako ob-
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Tolvox carteri

Obr. 1. Niektoré druhy biotechnologicky vyznamnych druhov mikrorias

novitelné palivo pre transport (biodizel), ako zdroj vyso-
ko hodnotnych prirodnych zdravych produktov (nutri-
farmaka), na produkciu vodika ako paliva a neskér pri
zmierneni sklenikového efektu (Benemann a Oswald
1996). Z komeréného hladiska sa mikroriasy vyuzivaju
ako prirodzeny zdroj vysoko hodnotnych latok (najma v
medicinskej oblasti od Sestdesiatych rokov dvadsiateho
storocia) (tab. 1).

Mikroriasy ako Dunaliella, Haematococcus a Chlorella
neprodukuju toxiny a su klasifikované ako zdroj potravy
spadajuci do kategorie GRAS — ,VSeobecne povazova-
né za bezpecné® (Generally Regarded As Safe). Mikro-
riasy kvéli jednoduchosti svojej Struktury minimalizuju aj
obavy z izolacie potencidlnych bioproduktov z komplex-
nych organov (Walker a kol.,2005).

Potencial velkokapacitnych kultdr v podmienkach nety-
pickych pre konvencéné rastliny robi z mikrorias vytuze-
na biologicku tovaren®, schopnu vysokej produkcie
prirodzenych, ale aj novych cennych zlu€enin a latok.
Zavedenie rutinnych metdd genetickej manipulécie rias
je stéle v zarodku. Posledny progres v oblasti spraco-
vania efektivnych genetickych transformaénych proce-
dur nastal hlavne pri Chlamydomonas reinhardtii, Hae-
matococcus pluvialis a niekofkych dalSich druhoch
(Stevens a Purton, 1997; Falciatore a Bowler, 2002).
Ciastkové Uspechy naznaduju, ze molekularne inZinier-
stvo komeréne ddleZitych mikrorias ma vyznamnu per-
spektivu pre praktické uplatnenie.

Tab. 1. Mikroriasy, ich produkty a spolo¢nosti aktudlne preddvajice produkty z mikrorias alebo vyvijajice biorekatory

na baze mikrorias (upravené podlfa Walker a kol., 2005)

Mikroriasa | Produkty

Spirulina pacifica

Nutri€né doplnky, imunologicka diagnostika,
pigmenty (kozmetika) a farbenie potravin

Crypthecodinium cohnii

Nutricné mastné kyseliny

Haematococcus pluvialis

Prirodny astaxantin ako nutrifarmakum

Spirulina sp. Nutriény doplnok inhibujuci replikaciu a infekénost’ virusov vratane HIV, CMV, HSV
a chripky typu A
Rozne | Protirakovinové lieciva

Chlorella sp. Dunaliella sp.

Doplnky diéty: polysaccharid N,3-1,3 glukan (Chlorella) a
B-karotén (Dunaliella)

Dunaliella bardowil

B-karotén (praskovy)

Dunaliella salina | Mix karotenoidov

Nezname

Polynenasytené mastné kyseliny

Chlamydomonas reinhardtii

Transgénne riasy pre zdravie Zivo€ichov, bioremedacia, environmentalny monito-
ring a biopesticidy

Chlamydomonas reinhardtii

Vyvoj technolégie rekombinantnych proteinov
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Genetické transformacné
metddy mikrorias

Vyvoj metdd pre transformaciu rias vyznamne pokrocil
v obdobi poslednych desiatich rokov. Prvotny progres
bol zaznamenany v pionierskej praci, ktora sa tykala
transformécie zelenej riasy Chlamydomonas reinhardtii
(Lumbreras a Purton, 1998; Fuhrmann, 2002). Vyvoj
molekularnych nastrojov a metodoldgie pre introdukciu
novych génov do jadrového alebo chloroplastového
genomu Chlamydomonas reinhardtii slizil ako katalyza-
tor pre vyvoj podobnych technik aj u inych druhov rias.
Napriek rutinnej transformacii len niekolkych druhov rias
(C. reinhardtii, Volvox carteri, niektoré druhy rodu Chlo-
rella a rozsievky Phaeodactylum tricornutum) existuju aj
dalSie vysledky o transformacnych Uspechoch inych
druhov mikrorias.

Pri transformacii Standardnych kmenov mikrorias (wild
type) je prvou bariérou pevna bunkova stena na ich
povrchu, ktora spdsobuje velmi nizku u&innost trans-
formacie. Da sa zvysit pouzitim kmenov, ktoré nemaiju
bunkovu stenu, alebo dochadza k jej odstraneniu. Tento
proces tak znacne zvySuje pocet transformantov viabil-
nych po transformacii. Protokolov na odstranenie bun-
kovej steny je niekolko. Su zalozené na principe paro-
vania gamét parovacieho typu plus (mt+) a parovacieho
typu minus (mt-) uriasy Chlamydomonas reinhardtii.
V tomto procese dochadza k Specifickému rozpoznaniu
buniek, ktoré je zavislé na interakcii bicikov. Interakcia
spusta mechanizmus uvofnenia lytickych enzymov,

autolyzinu alebo lyzinu, spdsobujucich degradaciu bun-
kovej steny. Tieto enzymy su purifikovatelné a vyuzivaju
sa v predpripravnej faze transformacie (Potvin a Zhang,
2010).

Biobalistika (génové delo)

,Ostrelovanie“ cielovych buniek kovovymi c&asticami
pokrytymi DNA patri medzi moderné a v suCasnosti
¢asto vyuzivané, jednoduché, efektivne a vysoko repro-
dukovatelné transformacéné metddy. Tato metdéda bola
UspesSne zavedena pre vacsinu Standardnych expres-
nych systémov. Najvacsia nevyhoda tejto metddy spo-
Civa v jej Specialnom vybaveni: wolframové alebo zlaté
naboje — nosi¢e DNA, plyn (hélium) pohanajuci ,vystrel*
a samotné nastrelovacie zariadenie (obr. 2).

Pocet transformantov po nastrefovani byva nizsi ako pri
inych metédach, no stale patri medzi najefektivnejSie
metddy z hladiska transformacie chloroplastov. Umoz-
fuje prenos mnohych koépii rekombinantnej DNA ako
cez bunkovi membranu tak aj cez chloroplastové
membrany, ¢im zvySuje Sancu pre uUspesny integracny
proces DNA do gendému mikroriasy (Boynton a Gillham,
1993). Tato metdda je efektivna pre stabilnu transfor-
maciu jadra (Mayfield a Kindle, 1990) a chloroplastov
(Boynton a kol., 1988; ElI Sheekh, 2000) jednobunko-
vych rias C. reinhardtii, Volvox carteri (Schiedimeier a
kol., 1994), Chlorella sorokiana (Dawson a kol., 1997),
ale aj pre komplexné druhy rias ako napr. kolonialna
riasa Gonium pectorale (Lerche a Hallmann, 2009).

ukazovatel tlaku

A)
plynu

tlakova trubica
s akcelerovanym plynom

poistny uzaver

mechanizmus tlakovy
spust'ania disk
vystrelu

mikronosic¢ov nosi¢ s naviazanou

DNA (mikronosi¢)
cielové
hlavna bunky
komora

Obr. 2. Schéma génového dela

(A) Génové delo sa vyuZiva ako jeden
z mnohych spdsobov transportu génov do bu-
niek. Pristroj je pohariany plynom pod vysokym
tlakom — héliom. Po prasknuti tlakového disku
na konci trubice je uvolnena silna tlakova vina
plynu, ktora vymrsti mikronosiée DNA (st to
malé wolframové alebo zlaté Castice pokryté
DNA s cielovymi génmi). Mikronosi¢e penetruju
bunky a gény sa uvolnia do jej prostredia. Za
optimalnych podmienok je poSkodenie buniek
minimélne a nové gény sa udrZiavaju v bunkach
pocas dlhého obdobia. Génové delo sa pouZiva

na celom svete na genetické manipulacie s réznymi druhmi organizmov, zahfriajuce, rastliny, zvierata a mikroorganizmy. Apliku-
je sa aj v medicine (napr. génova terapia). (B) Génové delo BioPSD-1000/He Particle Delivery System znacky Bio-Rad.

Metdéda sklenenych gulécok

Tato metdda patri medzi jednoduché a efektivne trans-
formacné metddy. Pozostava z inkubacie rias bez bun-
kovej steny s rekombinantnou DNA v pritomnosti skle-
nenych guf6Cok a polyetylénglykolu (PEG), ktory znaé-
ne zvySuje transformaénu uc&innost. Napriek poklesu

bunkovej viability 025 % po trepani s gul6Ckami, je
ucinnost bunkovej transformacie 10° transformantov/ug

DNA (Kindle, 1990). Uginnost 50 transformantov/ug
DNA sa dosiahla pri transformacii plastidov C. reinhar-
dtii (Kindle a kol., 1990). V porovnani s génovym delom
je tato metdda jednoduchsia a lacnejSia, pretoze nevy-
Zaduje Specialne vybavenie a je efektivnejSia z hladiska
jadrovej transforméacie.

S Uspechom bola zavedena aj obmena tejto metddy,
ktora vyuziva namiesto sklenenych gul6cok kremikovo-
uhlikové elektrody (Dunahay, 1993). Je to efektivna
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metdda na introdukciu DNA do intaktnych buniek, ktora
je osved¢ena najma u druhov mikrorias, ktoré nemaju
dostupné mutantné kmene bez bunkovej steny alebo
nie su vyvinuté protokoly na odstranenie bukovej steny.
Viabilita buniek je niekolkonasobne vysSia (az 80 %), no
ucinnost transformacie, vysoké naklady na material a
dopad na prostredie a zdravie suvisiaci s pouzitymi
elektrodami spbsobuju, Zze metdda sklenenych gul6Cok
patri medzi uprednostriované.

Elektropordcia

Uginnost elektroporacie mikrorias, alebo indukcia re-
kombinantného genetického materialu do mikroorga-
nizmu vystavenim bunkovych stien vysokej intenzite
elektrickych pulzov, bola po prvykrat opisana Brownom
(obr. 3) (Brown a kol., 1991).

A) I

0 O

pulzovy spina¢

|_— vrchnadik kyvety

‘ ! |_— kyveta

/
( |_— elektroda
/"

elektrické
48 kontakty

T bunkova

Obr. 3. Elektroporacia

A) Schematické znézornenie elektroporatora (cit
8). Elektricky vyboj spdsobi vytvorenie hydrofil-
nych poérov v bunkovych membranach, ktoré
zabezpecia efektivny vstup rekombinantnej
DNA do buniek.

B) Elektroporator vyuzivany na transformaciu
mikroorganizmov na katedre biochémie Prif UK
Bio-Rad Gene Pulser Il System. Elektroporacné
kyvety. M6Zu mat réznu hrubku stien v zavislos-
ti od transformovanych mikroorganizmov.

suspenzia

Elektroporacia Specificky rozruSuje fosfolipidové dvoj-
vrstvy, €o vedie k efektivnemu molekularnemu transpor-
tu cez plazmaticki membranu (Azencott a kol., 2007).
Uginna transformacia sprostredkovana elektrickym vy-
bojom je radovo dvakrat vy$Sia ako guléckova a nema
vysoké poziadavky na vybavenie (Shimogawara a kol.,
1998). Délezitymi parametrami ovplyvnujucimi efektivitu
elektroporacie su sila elektrického pola, dizka elektric-
kého pulzu, zloZenie kultivacného média, teplota, zloze-
nie membrany (Brown, 1991) a koncentracia DNA
(Wang a kol., 2007a).

Uspesna elektroporacia bola uskutoénena u rias v Du-
naliella salina (Geng a kol., 2004; Sun a kol., 2005;
Wang a kol.,, 2007b; Sun a kol., 2005; Feng a kol.,
2009), Dunaliella viridis (Sun a kol., 2006) a Dunaliella
tertiolecta (Walker a kol., 2005a), C. reinhardtii (Tang a
kol., 1995; Shimogawara a kol., 1998; Kovar a kol.,
2002; Ladygin, 2003, Ladygin, 2004), v niektorych dru-
hoch Chlorella (Chow a Tung, 1999; Wang a kol.,
2007a), a Nannochloropsis oculata (Chen a kol., 2008;
Li a Tsai, 2009).

Transformdcia sprostredkovana
baktériou Agrobacterium
tumefaciens

Transformacia prostrednictvom gram negativnej pédnej
baktérie Agrobacterium tumefaciens, indukujucej tvorbu
rastlinnych nadorov, je dalSim zo spdsobov prenosu
genetického materialu. Doteraz bola vo vacsine pripa-
dov vyuzivana len na transformaciu modifikovanych

rastlinnych buniek. Agrobacterium tumefaciens je bezna
pbdna baktéria, ktora prirodzene vklada svoje gény do
rastlin a vyuZiva ich molekularnu masinériu na exprimo-
vanie tych génov, ktorych produkty vyuziva ako Ziviny
(obr. 4). Agrobacterium spdsobuje v tomto procese na-
dory rastlin (crown gall disease), ktoré je mozné pozo-
rovat v blizkosti prepojenia medzi korefiom a stonkou.
V obdobi sedemdesiatych rokov dvadsiateho storocia
sa niekolko laboratérii podielalo na vyskume bioldgie,
biochémie a molekularnej bioldégie agrobaktérii. Tieto
vyskumy zistili, Ze nadory rastlinnych buniek obsahovali
vo svojom gendme DNA baktériového pdvodu. Prena-
8ana DNA, tzv. T-DNA bola pévodne suastou malej
molekuly DNA nachadzajucej sa mimo baktériového
chromozému.

Tato molekula DNA sa nazyva Ti plazmid (tumor indu-
cing — nador vyvolavajuci) (obr. 4) (Chilton a kol.,
1983.). Ti plazmid obsahuje vacsinu génov potrebnych
pre tvorbu nadoru. Ranené rastliny vylu€uju fenolické
latky, ktoré stimuluju expresiu virulentnych génov (tzv.
vir gény), ktoré sa tiez nachadzaju na Ti plazmide (Wul-
lems a kol., 1981; Hoekema a kol., 1983). Vir gény ko-
duju sériu proteinov, zodpovednych za exciziu, prenos
a integraciu T-DNA do rastlinného genému. Gény na-
chadzajuce sa v oblasti T-DNA su zodpovedné za pro-
ces tvorby nadoru. Niektoré z nich ovplyviuju priamo
tvorbu rastlinnych rastovych horménov, spésobujucich
proliferaciu transformovanych rastlinnych buniek. Ob-
last T-DNA je ohrani€ena na obidvoch koncoch 25 bp
nukleotidov, nazyvanymi T-DNA hranice (Zupan a kol.,
2000). Lava hranica T-DNA nie je esenciélna, ale prava
je nenahraditelna pre prenos T-DNA.
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gény pre produkciu

onkogény cytokininov  gény pre syntézu opinov

prava hranica T-DNA

gény pre produkeiu auxinov
Pava hranica T-DNA

~ S gény pre konjugaény
/¢ T - oblast’ transfer

Ti plazmid

oblast’ virulencie gény pre katabolizmus

opinov

pociatok replikicie

Obr. 4. Zakladné elementy Ti plazmidu dizajnovaného
pre transformaciu sprostredkovanu A. tumefaciens:
hrani¢né sekvencie T-DNA — sekvencie s velkostou 25 bp,
nedokonalé opakovania, ktoré ohrani¢uju T-DNA a su potrebné
pre jej transfer. Gény vir — priblizne 35 génov, nachadzajucich
sa mimo oblasti T-DNA (transferovej DNA). Koduju produkty
potrebné pre exciziu, transfer a integraciu T-DNA do rastlinné-
ho genému. Modifikovana oblast T-DNA — v nativnom priro-
dzenom stave su to gény zodpovedné za tvorbu nadorov. Po
ich odstraneni je mozné nahradit’ ich génmi iného pévodu
(napr. z rastlin baktérii, virusov, kvasiniek...). Gény pre produk-
ciu opinov — zabezpecuja tvorbu opinov, latok sluziacich ako
zdroj dusika pre A. tumefaciens. Gény pre produkciu auxinov —
auxiny su rastlinné hormény, ktoré zohravaju tlohu v raste a vo
vyvoji rastliny. Gény pre produkciu cytokininov — zabezpecuju
proliferaciu buniek a tvorbu nadorov.

Pouzitim tejto metddy boli Uspedne transformované
reportérové gény pre uidA (B-glukuronidaza), gfp (Gre-
en Fluorescent Protein) a hpt (hygromycinfosfotransfe-
raza) do C. reinhardtii (Kumar a kol., 2004) a Haemato-
coccus pluvialis (Kathiresan a Sarada, 2009).

Aj napriek malému mnozstvu vysledkov dava tato me-
téda nadej v ziskavani cennych vysledkov pri transfor-
macii vySSich a nizSich rastlin.

Faktory ovplyvinujuce expresiu
proteinov a stratégie jej zvysenia

Vyvoj ekonomicky vyznamnych expresnych systémov
na principe mikrorias je v si¢asnosti limitovany nizkym
a nekonzistentnym vytazkom rekombinantnych protei-
nov. Posledné snahy smeruju k vylepSeniu nezavislych
parametrov medzi ktoré patria: Stadium promotorov,
neprekladanych (UTR — untranslated region) sekvencii
a Studium fuzii medzi nativnym a rekombinantnym pep-
tidom v chloroplastoch mikrorias (Potvin a Zhang,
2010).

Regulacia expresie rekombinantného proteinu je kom-
plexny a velmi zlozity systém, ktory pozostava z mno-
hych interagujucich zloZiek. Aj ked nie je miera vzajom-
nej zavislosti medzi jednotlivymi faktormi Uplne jasna,
niektoré stratégie a mechanizmy dokazali zvySit vyta-
20k rekombinantného proteinu v mikroriase. Systema-
tické Studium niektorych spomenutych faktorov bolo
z hladiska starSich metdéd Casovo narocné. Avsak po-
kraCujuci posun od tradi¢nej izolacie a naslednej modifi-
kacie génov ziskavanych zo znamych organizmov k de
novo dizajnovaniu a syntéze génov umoznili nové stra-
tegické cesty pre utvaranie modernych, ¢asovo — efek-
tivnych a komplexnych &tudii (Wu a kol., 2007).

Vzajomné komplexné pdsobenie viacerych faktorov
zahffiajuce enhancery (zosilfujuce elementy), regulac-
né mechanizmy, vplyv mnohych transkripénych a trans-
laCnych faktorov, nejednotnost genetického kodu, javy
suvisiace s transformaciou, proteazova senzitivita, loka-
lizacia proteinu, utiSovanie génov (gene silencing), spo-

sobuje nemalé tazkosti v utvarani Standardnych systé-
mov pre produkciu rekombinantnych proteinov v mikro-
riasach. Napriek tomu, Ze systematické studie a optima-
lizacia niektorych parametrov nie su jednoduché a su
Casovo narocné, stavaju sa niektoré experimenty ucin-
nejsie, lacnejSie a fahko dostupné, vdaka de novo di-
zajnovaniu a syntéze génov (Potvin a Zhang, 2010).
VSetky vysSie spominané faktory patria k ,upstream®
procesom dizajnovania a pripravy transgénnych protei-
nov. Po vytvoreni transgénneho kmena, zohravaju dé-
lezitu ulohu pri ovplyvneni vytazku proteinu aj kultivac-
né parametre — ,downstream® podmienky: zlozenie mé-
dia, teplota, pH, koncentracia oxidu uhli€itého, pod-
mienky trepania a osvetlenia. Ovplyviuju ho bud pria-
mo, prostrednictvom molekularnych drah pdésobiacich
na jednobunkovy organizmus, alebo nepriamo cez Uci-
nok na rast rias a maximalnu bunkovu hustotu (Potvin a
Zhang, 2010).

Vzajomna spolupraca medzi vyskumnikmi ,upstream* a
~-downstream*® dizajnovania bioprocesov ulah¢&i v buduc-
nosti vyvoj ekonomicky vyznamnych transgénnych bio-
reaktorov zaloZenych na baze mikrorias.

Abstract

Microalgae already serve as a major natural source of valua-
ble macromolecules including carotenoids, long-chain polyun-
saturated fatty acids and phycocolloids. As photoautotrophs,
their simple growth requirements make these primitive plants
potentially attractive bioreactor systems for the production of
high-value heterologous proteins. The difficulty of producing
stable transformants has meant that the field of transgenic
microalgae is still in its infancy. Nonetheless, several species
can now be routinely transformed and algal biotechnology
companies have begun to explore the possibilities of synthe-
sizing recombinant therapeutic proteins in microalgae and the
engineering of metabolic pathways to produce increased lev-
els of desirable compounds. In this review, we outline recent
progress in microalgal biotechnology and transformation and
discuss the potential of microalgae as bioreactors for the pro-
duction of heterologous proteins.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Riasy ako producenti biopaliv

Uvod

Energeticky priemysel je v suasnosti velmi zavisly
na fosilnych palivach. Je zrejmé, ze fosilne paliva su
ako zdroj energie z dlhodobého hladiska neudrzatelné,
ich celosvetové zasoby sa znizuju a ceny narastaju.
Spalovanim takychto paliv sa zvySuje mnozstvo emisii,
¢o vedie ku klimatickym zmenam, znedisteniu prostredia
a zdravotnym problémom. Z tychto dévodov sa hladaju
nové moznosti ako pokryt zvySujuci sa dopyt udrzatel-
nejsSimi zdrojmi energie, SetrnejSimi k Zivotnému pro-
strediu. Biopaliva k takymto zdrojom urcite patria. Ich
produkcia z obnovitelnych biologickych zdrojov je per-
spektivnym rieSenim problému z dévodu tvorby velkého
mnozstva biomasy za kratky ¢as.

Vyvoj biopaliv

Celosvetovy vyskum a vyvoj biopaliv napreduje milo-
vymi krokmi. Technologie su €oraz efektivnejsie, vylep-
Suje sa kvalita biopaliv a ekonomika ich vyroby vyuZi-
vanim réznych organizmov a vychodiskovych surovin.
Prva generaciu biopaliv predstavuju paliva vyrabané
fermentacnymi technolégiami z réznych pofnohospo-
darskych plodin, ako napr. obilie, kukurica, slnecnica,
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repka olejna, soéja, palma olejova, cukrova repa a cuk-
rova trstina. Pestovanie tychto plodin v8ak vyZaduje
velké mnozZstvo ornej pddy i vody a ma negativny do-
pad na produkciu potravin.

Za druhu generaciu biopaliv sa povazuje ziskavanie
energie z nekonzumovatelnych rastlin (drevna a bylinna
fytomasa) — lignocelulézové zdroje, ako su drevo, listie,
kéra, slama a pod. Tato technolégia je naro€na nielen
z finanéného ale aj environmentalneho hladiska; opat je
tu potreba vyuzivania polnohospodarskej pody a do-
sledkom je vytlacanie pestovania rastlin pre potravinar-
ske Ucely a s tym sulvisiaci narast ich cien.

Biopaliva z mikroskopickych rias (mikrorias) predstavuju
tretiu a zaroven ekonomicky najpritazlivejSiu generaciu
biopaliv. Suvisi to s narokmi a nakladmi na ich kultivaciu
a schopnostou produkovat velké mnozstvo lipidov (ole-
jov) za kratky €as. Tabulka 1 porovnava viacero ukazo-
vatelov, ktorymi sa posudzuje efektivnost produkcie
biopaliv mikroriasami s ostatnymi plodinami, ktoré sluzia
ako surovina na vyrobu bionafty. V su¢asnosti sa usku-
toChuje intenzivny vyskum, ktorého cielom je dalSie
zvySenie vytazku biopaliv z mikrorias, a tym zlepSenie
ekonomickej bilancie ich pestovania (prehlad Brennan a
Owende, 2010).

Tab. 1. Porovnanie produkcie biopaliv vybranymi druhmi fotosyntetizujiucich organizmov (podla Mata et al. 2010)

Druh organizmu Obsah c’)lejov Roény vyt'azok Poztrebné ploc_:ha R_oc':né'produkcia
v semenach (%) oleja (I/ha) (m“/kg biopaliva) biopaliva (kg/ha)
Kukurica siata (Zea mays) 44 172 66 152
Konopa siata (Cannabis sativa) 33 363 31 321
Soéja fazulova (Glycine max) 18 636 18 562
Davivec &ierny (Jatropha curcas) 28 741 15 656
Laniénik siaty (Camelina sativa) 42 915 12 809
Repka olejna (Brassica napus) 41 974 12 862
Slneénica ro€na (Helianthus annuus) 40 1070 11 946
Ricin oby¢ajny (Ricinus communis) 48 1307 1156
Palma olejna (Elaeis guineensis) 36 5366 4747
Mikroriasy (nizky obsah olejov) 30 58 700 0,2 51 927
Mikroriasy (stredny obsah olejov) 50 97 800 0,1 86 515
Mikroriasy (vysoky obsah olejov) 70 136 900 0,1 121 104
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Riasy ako producenti biopaliv

Pojmom riasy sa spravidla oznacuju fylogeneticky ne-
pribuzné fotosyntetizujice organizmy, a to jednobunko-
vé mikroskopické riasy (eukaryotické — s pravym jad-
rom, niekedy aj prokaryotické cyanobaktérie/sinice),
ktoré, Ziju jednotlivo alebo v koléniach, ale i mnohobun-
kové makroskopické riasy — ich telo tvori stielka, ktora
nikdy nie je rozliSena na koren, stonku, listy a kvet (ne-
maju diferencované vodivé pletiva).

Mikroskopické riasy — mikroriasy (2 — 200 um) (termin
mikroriasy sa pouziva hlavne v biotechnoldgiach), su
suCastou takmer vSetkych ekosystémov na Zemi. Za-
stupené su mnozstvom rozmanitych druhov, ktoré Ziju
v Sirokom rozpéati environmentédlnych podmienok. Od-
haduje sa, Ze existuje viac ako 50 tisic druhov mikro-
rias, no len priblizne 30 tisic sa doposial ako tak Studo-
valo. Skryta diverzita mikroskopickych rias je pravdepo-
dobne este podstatne rozsiahlejSia.

Mikroskopické riasy putaju pozornost z viacerych as-
pektov. Nachadzaju uplatnenie pri oCiste (bioremediacii)
zivotného prostredia, hlavne odpadovych vod a dokazu
velmi efektivne fixovat CO, Biologické vychytavanie
CO, predstavuje z dlhodobého hladiska jedind ekono-
micky prijatelnu a environmentalne udrzatefnu techno-
I6giu. Ziskana biomasa z kultir mikrorias nachadza
mnohoraké uplatnenie (napr. ako krmivo pre ZivoCichy —
suchozemské aj vodné, biofertilizéry, skvalitfiovace pod,
latky vyuzitelné vo farmacii, v modernych biotechnolo-
giach). Fotosynteticka fixacia CO, (a doplfujucich Zivin)
na biomasu mikrorias sa v8ak velmi intenzivne sleduje
v spojitosti s naslednou produkciou biopaliv. Cyklus
produkcie a vyuzitia biopaliv z mikrorias schematicky
znazorfiuje obr. 1. Produkcia biopaliv z mikrorias je vy-
razne efektivnejia v porovnani s vy38imi rastlinami (10-
1000-krat pri prepocte produkcie biopaliv v kg na hektar
za rok) a na dalSom zefektivneni ich produkcie sa in-
tenzivne pracuje (Mata et al. 2010).

“ Recyklacla
\zuvm
™

Slnec¢na

energla Extrakcia
lipidov

‘ .‘ . Produkcia
‘ biopaliv
~8
( Riasy (obnovnel ny zdroj)
Glycerol
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Blopallva

\-—&\

Obr. 1. Cyklus produkcie a vyuZitia biopaliv z mikrorias
Zdroj:http://www.algae.wur.nl/UK/projects/Optimization+of+lipi
d+production+in+microalgae/ (upravené)

Uginnost  ziskavania biopaliv z mikrorias je priamo
umerna obsahu lipidov v ich bunkach. Lipidy mikrorias
su chemicky podobné beznym rastlinnym olejom; domi-
nuju nepolarne triglyceridy (TGA), ktoré mézu byt rela-
tivne jednoducho transformované na bionaftu. Mnozstvo
kmerfiov mikrorias prirodzene obsahuje pomerne vela
lipidov (cca 20 -50 % susSiny, vynimoCne az 85 %).
Obsah lipidov je mozné zvysit optimalizaciou faktorov,
ktoré ovplyvriuju rast buniek, napr. intenzita osvetlenia,
teplota, koncentracia soli, dusika, CO,.

Polnohospodarska verzus
priemyselnd produkcia

Riasy sa mézu kultivovat réznymi spbsobmi, pri¢om
technoldgie sa liSia vytazkami, narokmi a nakladmi. Pri
polnohospodarskej produkcii (otvoreny systém) sa mik-
roriasy kultivuju v otvorenych nadrziach, ktoré mézu
mat aj gigantické rozmery (vid obr. 2a — nadrze pripo-
minaju pretekarske drahy). Riasy su v nich fotosyntetic-
ky aktivne, plne zavislé od sine€ného svetla. Tato me-
téda je lacna, energeticky nenaro¢na a nadrze sa fahko
Cistia. Vysoko cenena je aj z hladiska environmentalne-
ho, pretoze fixuje velké mnozstvo vzdusného CO, a
nadrze mozno umiestnit na pofnohospodarsky nevyuZzi-
tefnej pdde. Kultivacia mikrorias v otvorenych nadrziach
je v8ak technolégiou pomerne extenzivhou, vyZaduje
pomerne rozsiahle nadrze a kultury su vystavené riziku
priamej kontaminacie nezZiaducimi organizmami, ¢o zni-
Zuje produkciu biomasy.

Priemyselna produkcia (uzavrety systém) mikrorias vy-
uziva podobny princip ako priemyselné mikrobialne
fermentacie, v ktorych sa vyuzivaju kvasinky alebo bak-
térie na produkciu potravin, napojov alebo inych hod-
notnych biotechnologickych produktov. Riasy sa kultivu-
ju vo fotobioreaktoroch resp. fermentoroch, v ktorych sa
ako zdroj uhlika pouzivaju aj cukry. Fermentacia sa
potom méZe uskutoChovat aj za tmy, kedy je produkcia
biomasy sice vysoka, no nedochadza k fixacii CO,, na-
opak emituje sa CO, obdobne ako pri spalovani fosil-
nych paliv, preto je ich buducnost a ekonomicka udrza-
tefnost’ otdzna. Naopak velmi perspektivnymi su rézne
typy fotobioreaktorov (trubicové, ploché, stipcové — vid
obr. 2b,c,d) vyuzivajuce svetlo, a to i uz slne¢né alebo
umelé.

Ndklady a vynosy

Uspech urgitého systému produkcie biopaliv zavisi od
ekonomickych a environmentélnych nakladov. LCA (Li-
fe-Cycle Analysis), zndma ako metéda posudzovania
zivotného cyklu, analyzuje suhrnné naklady v kazdom
kroku produkcie porovnavanim mnozstva vstupnej
energie a environmentalneho dopadu. Pomaha urdit, ¢i
dana stratégia produkcie biopaliv vyuzivajuca Specifické
postupy je ekonomicky realizovatelna. Vysledky LCA
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ukazuju, Ze pri pouziti LED (Light-Emitting Diode) foto-
bioreaktora je produkcia biomasy vysSia (244 668 kg/
ha) ako pri pouziti solarneho fotobioreaktora (8 262
kg/ha) alebo otvorenych nadrzi (4 957 kg/ha). Na druhej
strane, naklady na vypestovanie jedného kilogramu

biomasy v otvorenych nadrZiach su 8-krat niZSie ako
v LED fotobioreaktoroch. Znizenie nakladov, napriek
mensej produkcii biomasy, zvySuje efektivitu celého
procesu (prehlad Georgianna a Mayfield, 2012).

Obr. 2. Rézne spésoby kultivacie rias: a) v otvorenych nadrziach, b) trubicoveé fotobioreaktory,
c) ploché fotobioreaktory, d) stipcové fotobioreaktory (zdroj: http://www.ecomena.org/tag/microalgae/)

Vyber vhodnych druhov rias
a kultivaénych podmienok

Rézne druhy mikrorias su prispésobené odliSnym eko-
logickym podmienkam. Ich schopnost tolerovat Siroku
Skalu tepldt, svetla, salinity a patogénov determinuje
spbsob a rozsah ich pouzitia. Pestovanim rias za Speci-
fickych podmienok sa zvySuje obsah lipidov (aj inych
latok) v bunkach, pricom kazdy druh, ¢asto kmen, Ci
izolat aj v ramci rovnakého druhu, méze mat odlisné
optimalne rastové podmienky (Singh et al. 2011).

Z hladiska produkcie biopaliv a dalSich priemyselnych
organickych latok medzi najvyznamnejSie patria sladko-
vodné riasy rodov Botryococcus (obr. 3a), Chaetoceros
(obr. 3b), Chlorococcum (obr. 3c), Chlorella (obr. 3d),
Ellipsoidion, Haematococcus, Scenedesmus (obr. 3e) a
morské riasy rodov Dunaliella (obr. 3f), Isochrysis, Na-
nnochloris, Nannochloropsis, Neochloris, Pavlova (obr.
30), a Phaeodactylum. Z prokaryotickych organizmov
radenych medzi mikroriasy puta pozornost hlavne cya-
nobaktéria Spirulina (Arthrospira — obr. 3h), a to ani nie
tak z hladiska produkcie biopaliv, ale skér vdaka vyso-
kému obsahu proteinov, vitaminov (E, B), karotenoidov,
antioxidantov, a mineréalov, je hojne dostupna na trhu
ako vyznamny doplnok stravy (niekedy oznaovana ako
,Strava kozmonautov*).

Za ucelom ziskania ¢o najvysSieho vytazku sa hladaju
riasy, ktoré za najkrat§i mozny Cas dosahuju vysoku

moznym prisunom energie. Dal$im déleZitym faktorom
pri vybere vhodnych druhov je nachylnost ku kontami-
nacii. Je potrebné, aby sa mikroriasy dokazali efektivne
branit’ proti patogénom, resp. ich boli schopné do vyso-
kej miery tolerovat. Vyvijaju sa nové postupy ako znizit
riziko kontaminacie. Pestovanim rias v otvorenych na-
drziach sa zvySuje riziko napadnutia patogénmi. S pri-
hliadnutim na ich vysoku diverzitu je mozné selekciou
zvySit ochranu pred patogénmi. Pestovanim extrémofil-
nych rias mozno vylucit vplyv znaéného mnozstva mik-
roorganizmov, kedZe v prostredi s vysokou salinitou,
nizkym pH alebo vysokou teplotou preZije malo mikro-
organizmov. Niektoré druhy rias su schopné heteroinhi-
bicie. Tato schopnost, nazyvana aj ako alelopatia, im
umoziuje inhibovat rast inych mikroorganizmov. Tak-
tieZz je mozné vyuZit rezistenciu rias voci niektorym pes-
ticidom, ¢&i antibiotikam pouzivanych na odstranenie
neziaducich patogénov. Ukazuje sa, Ze riasy, podobne
ako baktérie, su schopné medzibunkovej komunikacie.
Vyuzivanim tohto fenoménu (nazyvaného u baktérii
guorum sensing — uvolfiovanie metabolitov do prostre-
dia, na ktoré reaguju bunky rovnakého druhu v kulture)
si navzajom odovzdavaju informacie o stave prostredia,
v ktorom sa nachadzaju, ako aj o hustote kultiry. Poro-
zumenie medzibunkovej komunikacii mbéze pomoct
identifikovat chemicky regulované gény a rastové inhibi-
tory, ktoré vplyvaju na hustotu buniek v kultire. To by
mohlo vyustit k ovplyvhovaniu prisluSnych metabolic-
kych drah do tej miery, Ze by hustota buniek v kulture
bola vySSia ako su bezné limity (Stephens et al. 2010).
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Obr. 3. Zastupcovia vybranych rodov mikrorias zaujimavych z hladiska produkcie biopaliv,
¢i inych biotechnologicky vyznamnych latok:
a) Botryococcus sp. b) Chaetoceros sp. ¢) Chlorococcum sp. d) Chlorella sp.
e) Scenedesmus sp. f) Dunaliella sp. g) Pavlova sp. h) Spirulina sp.

Recykldcia Zivin

Riasy sa vyuzivaju nielen ako producenti biopaliv ale aj
v polnohospodarstve, potravinarskom, &i farmaceutic-
kom priemysle. Ludstvo uz od nepaméati konzumuje
riasy vdaka ich vysokej nutri¢nej hodnote. Vo farmaceu-
tickom priemysle sa riasy vyuZzivaju ako doplnky stravy
alebo ako pripravky na chudnutie.

Po extrakcii lipidov z biomasy zostava zvySna biomasa
bohata na rézne prvky a zZiviny. Tato biomasa mbze byt
nasledne sekundarne vyuZitd napr. aj ako potrava pre
dobytok, hydinu, skvalithovanie pod, &i ziskanie latok
vyuzitelnych vo farméacii, v modernych biotechnolo-
giach. Recyklacia zivin vyrazne zvySuje ekonomicku
rentabilitu pestovania rias.

Zvysovanie vyfazku
a znizovanie ndkladov

MozZno povedat, Ze v sulasnosti je kazdy organizmus
(rastlina, Zivocich, €i mikroorganizmus) vyuzivany v
polnohospodarskej alebo priemyselnej produkcii potra-
vin domestikovany, resp. vyselektovany, &i upraveny
krizenim, vyberom zo Sirokej palety hybridov (mutan-
tov), no v poslednom &ase aj vyuzivanim metdd mole-
kularnej biolégie. Genetické inzinierstvo zohrava vyz-
namnu uUlohu aj pri Uprave metabolizmu rias, &im sa
zvySuje rast a nasledne mnozstvo biomasy.

Zber urody, ktory spocCiva v zakoncentrovani kultury a
naslednej dehydratacii biomasy, predstavuje technolo-
gicky a hlavne ekonomicky vefmi vyznamny krok veduci
k produkcii biopaliv, &i ziskaniu inych produktov z rias.
Odstranenie vody je energeticky narocné a spravidla

vyzaduje separaciu rias pomocou niektorej z klasickych
metdd akou je napr. sedimentacia, filtracia, resp. vyzra-
Zanie (flokulacia). Samotna priroda vSak poskytuje pri-
klady aj efektivnejSich procesov ziskavania cennych
produktov zo zivych organizmov bez potreby ich usmr-
tenia. Sekrécia mlieka u cicavcov je rukolapnym prikla-
dom. Niektoré riasy, napr. sladkovodna zelena riasa
Botryococcus braunii (obr. 3a), ktora Zije v koloniach,
uvolfiuje oleje v podobe kvapiek, ktoré je mozné jedno-
duchym spésobom izolovat (Amara et al. 2011). Vyuzi-
tie takéhoto principu pri ziskavani zaujimavych latok,
ktoré su riasy schopné produkovat, je velmi atraktivne a
puta pozornost' biotechnolégov.

Biopaliva sa vyrabaju procesom transesterifikacie neu-
tralnych lipidov ftriglyceridov (TAG), pricom vedlajSim
produktom je glycerol. Lipidy su vSak aj su€astou bun-
kovych membran, a to vo forme glykolipidov, fosfolipi-
dov, sulfolipidov a sterolov. Tieto lipidy maju polarny
charakter. Vyvijaju sa technolégie s cielom vyuzit a
transformovat’ aj takéto lipidy, ¢o by do znaénej miery
zvysilo vytazok biopaliv.

Rychlo sa rozvijajuca synteticka bioldgia ponuka nové
mozZnosti vnasania syntetického gendmu do rias, ¢o
umoziuje rychle a komplexné manipulacie s génmi a
optimalizaciu fotosyntetickej aktivity buniek (Georgianna
a Mayfield, 2012)

Schopnost rias vyuzZivat odpadové vody a moznost ich
pestovania na polnohospodarsky nevyuzitelnej pode,
umoznuje vyrobu biopaliv aj v rozvojovych krajinach.
Vyhodou rias je ajich schopnost vychytavat zvody
dusik a tazko odstranitelny fosfor, o znizuje riziko eut-
rofizacie véd a zvySuje kvalitu ziskanej biomasy (Geor-
gianna a Mayfield, 2012).
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ZAver

Znizujuce sa zdroje fosilnych paliv a ich zvySujuca sa
spotreba a cena pohana vyskum a vyvoj stale k efektiv-
nejSim technolégiam. Velka pozornost sa venuje mikro-
riasam, ktoré v sebe ukryvaju vyznamny biotechnolo-
gicky a environmentalny potencial. Prehlad vyhod vyu-
Zivania mikrorias ako producentov biopaliv uvadza tab.
2. Oc¢akava sa, zZe biopaliva produkované mikroriasami
sa Coskoro stanu komeréne dostupnymi, a to aj vdaka
vyuZitiu novych inovativnych pristupov syntetickej biol6-

gie. Vypracovavaju sa fotobioreaktory na baze CO, fixu-
jucich fotosyntetizujucich mikrorias, optimalizuju sa
podmienky pre maximalizaciu vytazkov a pre tvorbu
latok obsiahnutych v biomase, ktoré mézu najst mnoho-
raké praktické uplatnenie. Ukazuje sa, Ze prave kom-
plexné spracovanie biomasy mikrorias, vyuZitie ¢o naj-
SirSej palety rozmanitych produktov, ktoré riasy poskytu-
ju, je realnou cestou pre ekonomické pestovanie mikro-
rias v dohladnej buducnosti.

Tab. 2: Vyhody mikrorias ako producentov biopaliv

v Minimalne poziadavky pre rast (CO,, sine¢né ziarenie, voda)

Obnovitelny zdroj

SN X

Vyuzivanie nielen nepolarnych triglyceridov pre produkciu biopaliv,
ale aj polarnych lipidov, ktoré su sucastou membran

V porovnani s olejnatymi plodinami vyssi vytazok aj z mensej plochy
MéZu sa pestovat na polnohospodéarsky nevyuzitefnych pédach

Biomasa vyuzitelna nielen v energetike, ale aj vo farmacii,

v potravinarstve, v pofnohospodarstve, pri oCiste zivotného prostredia,

v modernych biotechnolégiach

AN NI

Vyuzivanie odpadovych vod na ziskavanie Zivin
Zachytavanie CO, z priemyselnych spalin a tym znizovanie emisii

Schopnost rast aj v extrémnych podmienkach

(nizke pH, vysoka salinita, rézna optimalna teplota)

Abstract

Microscopic algae are able to fix CO; very efficiently and an
interest in algae as a source of biofuels has recently risen
dramatically. The biological sequestration of CO, has been the
only economically acceptable and environmentally sustainable
technology producing renewable energy for a long time. The
effectivity of biofuel production is directly proportional to the
lipid content in the cells. Many microalgae strains naturally
contain lots of lipids — about 20-50 % of dry biomass, excep-
tionally up to 85 %. The lipid content can be increased by
optimizing factors that affect cell growth. Genetic engineering
may be used to imrove and modify algae strain as well. A
broad diversity of the microalgae application is remarkable as
well as potential applications in pharmacy, food and feed in-
dustry, agriculture, wastewater teratment and modern bio-
technology. Algal biofuel production will be most economical
when combined with other industrial processes.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Ukradnuté chloroplasty -
plastidy mimo rastlinnej rise a ich
biotechnologicky potencidi

Uvod

Ked 24. decembra 1968 astronaut misie Apollo 8, Wil-
liam Anderson, namieril objektiv fotoaparatu z mesac-
ného povrchu nad jeho horizont, vytvoril prva farebnu
fotografiu Zeme. Obrazok dnes znamy pod nazvom
,Earthrise” tak po prvykrat umoznil fudstvu vidiet Zem
ako modro-zelenu planétu. Od svojho vzniku pred pri-
blizne 4,6 miliardami rokov preSla Zem obrovskymi
zmenami. Pomerne skoro po vytvoreni vhodnych pod-
mienok (pred cca. 4 miliardami rokov) vznikli prvé,
pravdepodobne anaerdbne organizmy, no takmer vza-
pati sa objavili aj prvé organizmy schopné oxygénne;j
fotosyntézy, sinice/cyanobaktérie (v starSej anglickej
literature oznaCované ako modro-zelené riasy). Foto-
syntéza umoznila organizmom vyuZivat energiu slnec-
ného Ziarenia a kyslik uvolfiovany pri procese oxidacie
vody sa akumuloval v atmosfére. Premena atmosféry
Zeme sa poklada za vyznamny medznik v evolucii a
biodiverzite Zivota. Chloroplasty nielen ako nastroje fo-
tosyntézy, ale i ako organely, v ktorych sa odohravaju aj
iné metabolické procesy (vtedy je lepSie pouzivat vSe-
obecnejSi termin plastidy), predstavuji nevyhnutnu
podmienku zivota na Zemi vo formach, v akych ho po-
zname.

Plastidy

Proces fotosyntézy, vykonavany fotoautotrofnymi orga-
nizmami — cyanobaktériami, resp. fotosyntetizujucimi
riasami a rastlinami s chloroplastami (obsahuju fotosyn-
teticky aktivny pigment chlorofyl), nielen ze fixuju CO, a
produkuju kyslik, no poskytuju energiu a stavebné latky
potrebné pre Zivot takmer vSetkych Zivych organizmov.
Pred viac ako 100 rokmi Konstantin Sergejevi¢ Merez-
kowskij ako prvy priSiel s myslienkou, podla ktorej su
chloroplasty potomkami cyanobaktérii (sinic), ktoré boli
pohltené ZivociSnymi bunkami. VSetky plastidy su teda
pravdepodobne potomkami jedinej endosymbidzy a jej
evoluény Uuspech spocival v schopnosti hostujuceho
endosymbionta poskytovat' hostitelskej bunke uhlik,
vdaka ¢omu redukovala alebo uUplne eliminovala potre-
bu hostitelskej bunky prijimat potravu (Weber a kol.,
2006). V chloroplastovej DNA (plastdom) je lokalizova-
nych priblizne 100 génov (50-200) kodujucich rRNA a
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tRNA, ako aj proteiny zapojené do fotosyntézy a trans-
kripcie a translacie plastidovych génov. Vacésina protei-
nov plastidu je v su€asnosti kddovana jadrom. Funkcia
plastidov vSak nespociva len vo fotosyntéze. Su zapo-
jené aj do réznych inych kfu€ovych metabolickych pro-
cesov Vvbunke (biosyntéza aminokyselin, mastnych
kyselin, hému; depozit zasobnych latok). Tieto funkcie
zostavaju lokalizované v plastidoch aj u takych taxénov,
ktoré stratili schopnost’ fotosyntézy. Plastidy niektorych
eukaryotov su obalené dvomi membranami (primarne
plastidy), inych tromi alebo Styrmi membranami (kom-
plexné, resp. sekundarne plastidy). Podla endosymbio-
tickej tedrie primarne plastidy si potomkami volne Zziju-
cich cyanobaktérii — primarna endosymbiéza, t. j. proka-
ryot v eukaryotovi, v Ulohe endosymbionta v fiom vystu-
povala cyanobaktéria a hostitelom bol heterotrofny pr-
vok. O komplexnych (sekundarnych) plastidoch sa pred-
poklada, Ze vznikli udomacnenim sa eukaryotickej riasy,
ktora uz mala plastidy obalené dvomi membranami,
v eukaryotickom hostitelovi (sekundarna endosymbiéza
— eukaryot v eukaryotovi). Evolucia endosymbionta
v plastid je spata so stratou viacerych funkcii hostitel-
skej bunky — vysledkom je vacsinou jej uplna zavislost
na funk&nych plastidoch (prehfad Vesteg a kol., 2009).

Zlodeji chloroplastov

VSeobecnu predstavu, ze iba rastliny, riasy a niektoré
baktérie su schopné zachytavat sine¢né Ziarenie a pre-
miefiat ho na energiu prostrednictvom fixacie oxidu
uhli¢itého, v poslednych rokoch spochybriuju objavy a
Studium symbiotickych zivo&ichov zadrziavajucich foto-
syntetické symbionty, resp. chloroplasty (prehlad pri-
tomnosti kleptoplastov a fotosyntetickych symbiontov na
obr. 1). Zivogichy kmemov Porifera (hubky), Cnidaria
(pfhlivee), Acoelomorpha (bez&revovce), Chordata
(chordaty) a Mollusca (makky3e) si vyvinuli mechanizmy
na ziskavanie produktov fotosyntézy prostrednictvom
»vypoZi¢ania“ si schopnosti fotosyntézy vytvorenim foto-
syntetickych asociacii s neporuSenymi jednobunkovymi
riasami alebo cyanobaktériami (Venn a kol., 2008).
Hubky a prhlivce maju prirodzene prispésobenu stavbu
tiel pre vyuzivanie produktov fotosyntézy velkym pome-
rom povrchovej plochy k objemu, ¢o podporuje ¢o naje-
fektivnejSie zachytavanie sine€ného ziarenia.
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Obr. 1. Prehl'ad distribucie fotosyntézy u réznych skupin eukaryotov (upravené podfa Dorrell a Howe, 2012). Pinofarebné
kruhy oznacuju pritomnost trvalych chloroplastovych linii, kruznice oznacuju pritomnost’ kleptoplastov, alebo fotosymbionta.
Farba koreSponduje s oznacenim prokaryotickych a eukaryotickych linii, z ktorych st chloroplasty odvodené. Pritomnost viace-
rych kruhov na jednotlivych vetvach zodpoveda pritomnosti niekolkych druhov symbiontov u rozlicnych zastupcov skupiny.

Pozoruhodnym prikladom takejto fotosyntetickej asocia-
cie je meduza zlata, Mastigias papau etpisoni, unikatny
poddruh, obyvajuci jediné izolované morské jazero na
ostrove Palau, malej republike v Mikronézii (obr. 2)
(Dawson, 2005). Teld tychto meduz poskytuju domov
zoskupeniam stoviek fotoautotrofnych rias, ktoré ziska-
vaju energiu priamo zo slnecného Ziarenia a zasobuju
organizmus hostitela produktmi fotosyntézy. Meduzy

prijimaju riasy potravou v juvenilnom $tadiu, tie pretrva-
vaju v bunkach meduzy a v dospelosti tvoria priblizne
10 % jej celkovej biomasy. Takyto spdsob zZivota vSak
neznamena iba anatomické prispésobenie. Kazdé rano
pri vychode sinka meduizy putuju smerom na vychod a
zaroven s jeho pohybom po horizonte sa podvecer vra-
caju na zapadnu stranu jazera, kde pretrvaju do rana.
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Obr. 2. Meduza zlata (Mastigias papau etpisoni)
Zdroj: http://assets.natgeotv.com/Photos/12/31244.jpg

Miliény jedincov sa kazdy den vznasaju vo vodnom
stipci jazera, v hibkach do ktorych prenika dostatodné
mnozstvo slneéného svitu, zhromaZzduju sa na hladine
zaliatej lGEmi tropického sinka, kde sa pomaly otacaju,
aby tak poskytli riasam €o najvacSie mnozstvo svetla.
Existuju vSak i organizmy, ktoré pri ziskavani schopnos-
ti vyuzivania energie slnecného Ziarenia prostrednic-
tvom fotosyntézy zasli ,eSte dalej*. Tieto organizmy
nevytvaraju fotosyntetickli asociaciu s bunkami fotoau-
totrofnych cyanobaktérii alebo rias, ale ponechavaju si
chloroplasty zo svojej koristi, fotosyntetizujucich rias.
Takéto ukradnuté plastidy, nazyvané kleptoplasty, moz-
no pozorovat u viacerych prvokov, napriklad heterotrof-
nych panciernatiek (Johnson, 2010).

Pravdepodobne najzaujimavejSim a najznamejSim ,zlo-
dejom*“ plastidov su v8ak makkySe z radu Sacoglossa,
najma rod Elysia a jeho z&stupca Elysia chlorotica (obr.
3).

Obr. 3. Elysia chlorotica (podla Mackenzie a Le Page 2010)

Tieto morské slimaky, obyvajuce brakické vody vychod-
ného pobrezia USA, ziskavaju chloroplasty zo svojej
potravy, rias Vaucheria litorea, po vyliahnuti pocas
prvych dni zivota. Juvenilné jedince radulou narusaju
bunkovu stenu tychto Zltozelenych rias a saju ich

bunkovy obsah. Ten je nasledne straveny, s vynimkou
chloroplastov, ktoré sa neporusené fagocytézou dosta-
vaju do buniek traviaceho epitelu. Metamorféza larval-
nych jedincov je uplne zavisld od pritomnosti riasy
v prvom tyzdni Zivota, po ktorom su chloroplasty
stabilne zaclenené do buniek, v priamom kontakte
s cytosolom hostitelskych buniek, obalené len dvomi
chloroplastovymi  membranami. Hoci zadrZiavanie
ukradnutych plastidov nie je jedine€nym fenoménom iba
pre tieto zivocichy, ich unikatnost spociva v dlhodobej
funk&nosti. Zatial €o ini zastupcovia radu Sacoglossa
dokazu vyuzivat chloroplasty len niekofko hodin,
dospelé jedince E. chlorotica, Studované v labora-
térnych podmienkach, Ziju bez akéhokolvek prijimania
potravy 9 az 12 mesiacov, pricom vyzaduju iba svetelné
Ziarenie a zdroj oxidu uhli¢itého (Rumpho a kol., 2011).

Symbiotickd asocidcia medzi

fotosyntetizujocimi riasami
a stavovcami

| napriek tomu, Ze symbiotické asociacie medzi Zivo-
Cichmi a fotosyntetizujucimi mikroorganizmami nepred-
stavuju nie€o absolutne nezvy€ajné, eSte donedavna
zoznam takychto symbiotickych vztahov nezahfnal ani
jedného stavovca. Tim doktora Kerneyho (2011) sa
zameral na pomerne dobre znamy mutualisticky vztah
medzi jednobunkovymi zelenymi riasami Oophila am-
blystomatis a embryami obojzivelnika, axolotla Ambys-
toma maculatum. Embrya tohto obojzivelnika (sfarbe-
nim pripominajuceho u nas zijuce salamandry) sa vyvi-
jaju vo vajickach obalenych Zelatinovou masou, s cha-
rakteristickym zelenym sfarbenim, ktoré spdsobuju riasy
obklopujuce vyvijajuce sa embrya (obr. 4).

V tomto mutualistickom vztahu vyuzivaju riasy metaboli-
ty produkované vyvijajucim sa embryom a prostrednic-
tvom fotosyntetickych reakcii poskytuju embryam kyslik.
Tento blizky vztah dvoch rozli€nych organizmov vsak
podla poslednych zisteni méze byt ovela blizSi ako sa
predpokladalo. Studie dokumentuju (Kerney a kol.
2011), ze riasy nielenze obklopuju vyvijajuce sa embrya
axolotla, ale vstupuju i do ich tkaniv a buniek. Fluores-
cencna mikroskopia jasne ukazuje bunky rias v réznych
tkanivach (obr. 5), napr. v epiderme, neuralnej trubici,
formujucich sa o€nych So3ovkach, kranialnom mezen-
chyme, s najvacsou koncentraciou v alimentarnom ka-
nale a Zitkovom vaku. Chloroplasty endogénnych rias si
zachovavaju Standardnu Struktdru s granami tylakoidov
a Skrobovymi granulami. Pritomnost takychto Struktar
mobze CiastoCne pripominat kleptoplasty makkySov
zrodu Elysia. Embryonalne bunky neprejavuju ziadne
priznaky bunkovej nekrozy alebo apoptdzy a Struktural-
ne sa javia ako susediace bunky bez vnutrobunkovych
»hosti“. Hoci sa vaésina vnutrotkanivovych i vnatrobun-
kovych rias vytrdca v neskorSich larvalnych Stadiach
axolotlov, ich pritomnost méze hostitefskym bunkam
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udefovat metabolické vyhody. Otazne ale ostava, o nitny systém embrya, ktory ak je u stavovcov funkény,
umozfiuje vytvorenie vnutrobunkovej symbiézy medzi rozpoznava a odstrafiuje cudzie bunky. Dal$im nezane-
bunkami stavovca a fotosyntetizujucimi riasami. Kfu€o- dbatelnym faktorom u obojZivelnikov je ich unikatna
vym faktorom je pravdepodobne eSte nevyvinuty imu- regeneraéna schopnost.

Obr. 4. Bunky rias Oophila amblystomatis vstupujuce do tkaniv axolotla Ambystoma maculatum (upravené podla Ker-
ney a kol., 2011). A) Embryo vo vnutri vajecnej kapsuly (EC). B) Snimka z ¢asozbernej nahravky (mierka = 50 um).

Mezenchym

Chrupavka

Obr. 5. Distribucia buniek rias v telach embryi (upravené podfa Kerney a kol., 2011)

A) Embryo zbavené vajecnej kapsuly — ¢ervené body (A) autofluorescenéné bunky rias. B) Priecny vibratbmovy rez — Sipka
naznacuje nahromadenie autofluorescenénych buniek rias, (Nt) neuralna trubica, (No) notochord, (Ak) alimentarny kanal, (S)
srdce. C) Rozptylené bunky rias v kranialnom mezenchyme zobrazené svetelnou mikroskopiou javiace zelené sfarbenie, (Nt)

neuréalna trubica. D) — F) Bunky rias zobrazené v tkanivach pomocou FISH: D) v kranidlnom mezenchyme, E) v peceni, F)
v chondrocyte (mierka: 1 mmv A—-B; 50 gmv C; 20 um v D — F).
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Velmi pozoruhodny priklad moZnosti endosymbiozy
fotoautotrofnych mikroorganizmov a zivociSnych buniek
ponukol kolektiv doktorky Agapakis (2011). Podarilo sa
im experimentalne preukazat, ze cyanobaktérie Syne-
chococcus elongatum, mozu vstupovat do buniek zeb-
ricky pruhovanej (Danio rerio), rybicky znamej nielen
medzi akvaristami, ale i ako modelovy objekt genetiky a
molekularnej biolégie. Do embryi D. rerio sa v jedno-
bunkovom $tadiu mikroinjekCéne aplikovalo viac ako de-
sat’ milionov buniek cyanobaktérii S. elongatum za uce-
lom sledovania vztahu medzi bunkami embrya zebric¢ky
a bunkami cyanobaktérii po¢as embryogenézy. Cerve-
no fluoreskujuce bunky cyanobaktérii sa nasli v priebe-
hu vyvinu intracelularne rozptylené v hostitefskych bun-
kach bez detegovatelnych morfologickych zmien (obr.
6). Cyanobaktérie prezivali v bunkach rybi¢ky viac ako
12 dni, po ktorych bol experiment ukon&eny, vzhladom
na zacinajucu pigmentaciu, blokujucu prenikanie sve-
telného ziarenia k cyanobaktériam. Autoflorescencia
buniek cyanobaktérii Casom klesala, hoci u cyanobakté-
rii v mozgu zebri¢ky ostala pozorovatefna dihSie ako 12
dni. Pre porovnanie sa do embryi v rovhakom vyvojo-
vom S$tadiu injektovali bunky baktérii Escherichia coli.
V tom pripade dochadzalo k smrti embryi do dvoch ho-
din, i napriek tomu, Ze bunky E. coli boli pred injekciou
usmrtené UV Ziarenim, alebo sa eliminovala produkcia
lipidu A, bakterialneho endotoxinu.

V dalSom kroku sa experimentalne sledovala moznost
invazie cyanobaktérii do buniek cicavcov. Cyanobakté-

rie S. elongatum boli geneticky upravené tak, aby pro-
dukovali invazin, protein z baktérie Yersinia pestis, ktory
interaguje s cicav&imi proteinmi pri pohlcovani baktérii
cicavéou bunkou a lysteriolyzin O z baktérie Lysteria
monocytogenes, hemolyticky protein nardsajuci mem-
brany endozémov a umoziujuci vstup baktérii do cyto-
solu cicav€ej bunky. Takto pripravené cyanobaktérie
kultivované s cicav€éimi bunkami efektivne vstupuju do
buniek cicavéej linie ovarialnych buniek ¢inskeho Skrec-
ka. Agapakis a kol. (2011) preskumali i vstup cyanobak-
térii S. elongatum do cicavéich makrofagov prostrednic-
tvom fagocytézy mysSimi makrofagmi. Rovnako ako u
embryi zebriCiek, pohltené bunky E. coli pomerne rychlo
usmrcuju hostitelské makrofagy, zatial ¢o pritomnost
cyanobaktérii S. elongatum v cicav€ich makrofagoch je
mozné pozorovat niekolko dni. Makrofagy su ddlezitou
sucastou imunitného systému cicavcov, vyhladavajice
a pohlcujuce cudzorodé latky a baktérie prenikajuce do
organizmu. Z tohto dévodu prave schopnost cyanobak-
térii uniknut’ straveniu vo fagozémoch je predpokladom
pre ich vnutrobunkové udrzanie sa a pripadnu endo-
symbioticku reprodukciu. Na zaklade takéhoto unikat-
neho vztahu fotoautotrofného mikroorganizmu s anti-
baktériovym systémom eukaryotov autori experimentu
predpokladaju, Ze cyanobaktérie S. elongatum s vnese-
nymi génmi pre heteroldgnu produkciu proteinov invazin
a lysteriolyzin O, mézu byt schopné sa delit v cytosole
cicavcich buniek (Agapakis a kol., 2011).

Obr. 6. Sledovanie intracelularnych cyanobaktérii druhu Synechococcus elongatum pocas vyvoja zebri¢iek druhu
Danio rerio (upravené podfa Agapakis a kol., 2011). Viditelné Eervené autofluorescenéné bunky cyanobaktérii v bunkach; biele
Sipky naznacuju pritomnost’ cyanobaktérii v mozgu, Zité Sipky naznacuju pritomnost’ cyanobaktérii v oCiach. A) 1. deri po
injektovani. B) 2. deri po injektovani. C) 3. deri po injektovani. D) 12. deri po injektovani.
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Fotosyntetizujuce stavovce

Vysledky opisanych experimentov sa mézu zdat’ pre-
kvapiveé, vyznamne vSak prispievaju k hfadaniu odpove-
de na otazku, ¢&i by bolo mozné vytvorit ZivoCichy, pre-
dovsetkym stavovce, ktoré by dokazali ziskavat energiu
pre svoj zivot prostrednictvom sine¢ného Ziarenia. Rea-
liz4cia fantastického projektu tzv. ,Zelenej kravy* (moz-
no aj ,Zeleného cloveka“) sa preto stava uskutocnitel-
nejSou ako pri zrode tejto futuristickej myslienky.
Vacésina dnes znamych zivocichov schopnych fotosyn-
tézy prostrednictvom symbiotickych asociacii s jedno-
bunkovymi riasami alebo cyanobaktériami, ako su na-
priklad koraly, hubky, sasanky, ascidie, nezmary a las-
turniky, maju spOsob Zivota velmi podobny rastlinam, a
tato ich vlastnost by preto mohla byt nevyhnutna pre
vytvorenie fotosyntetickej asociacie, no existuje i velka
skupina volne Zijucich fotosyntetizujucich zivocichov,
ako napriklad meduzy a morské makkyse, ktoré nevy-
hnutnost' statického spdsobu Zivota popieraju. Mnohé
zo skupin fotosyntetizujucich zZivo€ichov, ako sasanky a
koraly, maju rozkonarenu Strukturu tela, morské makky-
Se, napr. z rodu Elysia, maju listom podobny tvar, ktory
dodava tymto ZivoCichom plochu vyuZitelnu pre o naje-
fektivnejSie zachytavanie slne¢ného Zziarenia (Venn a
kol., 2008). Hoci zatial nie je jasné, ¢i su embrya axolot-
lov A. maculatum schopné ziskavat riasami fixovany
uhlik (Kerney a kol., 2011), ak by dospelé jedince Zijuce
vacsinu svojho zivota v ukryte potencialne dokazali zis-
kavat aspon Cast energie prostrednictvom fotosyntézy,
riziko vystavovaniu sa slneénému Ziareniu a opustenie
Ukrytu poCas dna by pravdepodobne prevySovalo ener-
geticky benefit (MacKenzie a Le Page, 2010).

Vytvorenie fotosyntetizujucich stavovcov by vyzadovalo
zabudovanie fotosyntetického aparatu do ich tkaniv.
Takymto aparatom by mohli byt bunky mikroskopickych
rias, alebo cyanobaktérie. Kandidatom na takuto aso-
ciaciu su cyanobaktérie rodu Synechococcus (Agapakis
a kol., 2011), panciernatky z rodu Symbiodinium, alebo
zelené riasy zrodu Chlorella, ktoré zahffaju vacsinu
symbiontov z dnes znamych fotosyntetickych vztahov
(Venn a kol., 2008). Prvou bariérou limitujucou vytvore-
nie fotosyntetickej asociacie je degradacia alebo vylu-
Cenie fotoautotrofného symbionta z hostitelskej bunky.
Po vniknuti potencialneho symbionta je nevyhnutng i
jeho moznost delit sa v hostitelskej bunke, a tak v nej
pretrvat pocas niekolkych bunkovych cyklov. Nedavne
Studie naznacuju, ze navodenie vnutrobunkovej sym-
biézy medzi koralmi a panciernatkami z rodu Symbiodi-
nium signifikantne meni transkriptém hostitelského or-
ganizmu. Tieto zmeny zahffiaju najma modifikacie regu-
lacie génov zapojenych do procesov metabolizmu, re-
modelingu cytoskeletu a apoptézy (Dorrell a Howe,
2012).

Genetické inzinierstvo by raz potencialne mohlo byt
schopné vytvorit' stavovca, ziskavajiceho energiu fixa-

ciou oxidu uhli¢itého prostrednictvom fotosyntézy.
Otaznym vsSak ostava, & by mnozstvo takto ziskanej
energie postaovalo na Uspesné preZitie takéhoto Zivo-
Cicha. Schopnost’ vytvorenia symbiotického vztahu za-
lezi od mnohych faktorov. Jednym z nich je stabilita
hostitelskej fotoautotrofnej bunky alebo chloroplastu
pretrvavajucich v bunkach hostitefa. Hostitelské bunky
s predpokladom pre zachovanie niektorych doélezitych
faktorov z buniek svojej koristi, umoznujucich dlhsie
prezivanie symbiontov, mézu mat vyhodu pri vytvarani
takychto asociacii. Dal§im z kritérii je i schopnost hosti-
tefa vyuzivat metabolity produkované symbiontom. No-
vonadobudnuty chloroplast alebo fotosyntetizujuci sym-
biont je potencialne nebezpeény pre svojho hostitela.
Reakcie fotosyntézy v podmienkach hostitelskej bunky
modzu produkovat reaktivne formy kyslika, poskodzuju-
ce nielen chloroplasty ale i hostitelskd bunku (Dorrell a
Howe, 2012). Nevyhnutnou by tak pravdepodobne ok-
rem iného bola i ochrana tychto Zivo&ichov pred inten-
zivnym ultrafialovym Ziarenim a prehrievanim organiz-
mu, najma u suchozemskych fotosyntetizujucich sta-
vovcov. Vypoéty vyuzivajlice udaje o mnozstve fixova-
ného uhlika prostrednictvom asociacie panciernatiek
Zz rodu Symbiodinium a koralov (MacKenzie a La Page
2010) vedu k zaverom, Ze energia ziskana fotosyntézou
v pripade fotosyntetizujucej ryby s vahou 500 gramov
by niekolkokrat prevySovala jej minimalne naroky na
mnozstvo energie. To naznacuje moznost pomerne
efektivneho ziskavania energie fotosyntézou i u vaésich
stavovcov, ktoré maju mensi pomer povrchu a objemu
tela. Podla Stuarta Sundina (Scripps Institute of Ocea-
nography, La Jolla, California) dokazu fotosyntetizujuce
koraly fixovat' 3 az 80 gramov uhlika na Stvorcovy meter
za den, €o predstavuje 126 az 3360 kilojoulov. Povrcho-
va plocha ryby s typickym tvarom tela vratane plochy
plutiev a hmotnostou 500 gramov predstavuje priblizne
0,045 m®. Minimalny prijem energie takejto ryby podra
odborni¢ky na vyzivu ryb Ingrid Lupatsch (Swansea
University, UK) tvori 40 kilojoulov, z Eéoho vyplyva, Ze
takato ryba, vyuzivajuca fotosynteticku asociaciu s pan-
ciernatkami z rodu Symbiodinium, by pri najefektivnejsej
fixacii uhlika, mohla byt schopna ziskat energiu, ktora
by presahovala jej minimélne poZiadavky na energetic-
ky prijem takmer Stvornasobne (MacKenzie a Le Page,
2010).

Zaver

Intratkanivové vstupovanie buniek fotoautotrofnych mik-
roorganizmov, rias alebo cyanobaktérii do embryi alebo
cicav€ich bunkovych linii predstavuje prekvapivi, no
nadejnu endosymbiotickl asociaciu medzi fotosyntetizu-
jucimi organizmami a zivo€ichmi, dokonca stavovcami,
¢i cicavcami. | napriek tomu, Ze vytvorenie fotosynteti-
zujucich stavovcov, napriklad hovadzieho dobytka, by
mohlo byt dosiahnutelnym ciefom, naklady na jeho rea-
lizaciu by s ohfadom na moznost produkcie potravin
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mohli presiahnut jeho benefity. Nemenej zaujimavu
aplikaciou poznatkov ziskanych prostrednictvom Studia
symbiotickych asociacii fototrofnych mikroorganizmov,
¢i plastidov s inymi organizmami, prinaSa moznost’ vy-
tvorenia syntetickych plastidov a ich biotechnologicku
aplikaciu, napr. pri produkcii biopaliv a biomaterialov.
Geneticky modifikovany hostitelsky organizmus, nesuci
takéto syntetické plastidy, by mohol byt schopny efek-
tivne vyuzivat produkty fotosyntézy, no i nefotosynteti-
zujuce plastidy, produkujuce zaujimavé metabolity, by
mohli byt biotechnologicky velmi prinosné. Skonstruo-
vanie mikroorganizmov, napr. kvasiniek, nesucich nefo-
tosyntetizujuce plastidy by mohlo poskytovat novy re-
akény priestor s unikatnymi vlastnostami, ako napriklad
kapacitu pre syntézu mastnych kyselin alebo terpénov,
biofarmak, biodegradabilnych plastov, ¢i inych biomedi-
cinsky vyuzitelnych latok.

Abstract

Chloroplasts are cell organelles of photosynthetic organisms
(usually plants and algae), in which CO:, fixation and synthesis
of vital organic compounds take place. Chloroplasts originated
from free-living cyanobacteria (blue-green algae), which be-
came endosymbiont in eukaryotic host cell. However, the
ability to use sunlight energy through photosynthesis is not
limited to plants and algae. The improvement of the energy
balance through the acquisition of chloroplasts (or photosyn-
thetic microorganisms) attracts organisms outside the plant
kingdom as well. The nature offers examples of symbiotic
relationships between phototrophic organisms and primary
nonphotosynthetic protozoans and animals. There are several
cases of functional stolen chloroplasts (kleptoplasts) in inver-
tebrates, what is stimulating for research and potential utilisa-

ZAUJIMAVOSTI VEDY

tion of photosynthetic organelles or symbionts by vertebrates.
The outcome of these findings could be the project of ,Green
Cow*, or other potential biotechnological or synthetic-
biological applications.
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Vplyv absencie anionickych
fosfolipidov na fyziologiu kvasinky
Kluyveromyces lactis

Membrany su dynamické Struktury s aktivitami prebie-
hajucimi tak na ich povrchu ako aj vo vnutri ich fosfolipi-
dovej dvojvrstvy. Fosfolipidy okrem toho, ze su zaklad-
nymi stavebnymi zlozkami biologickych membran parti-
cipuju aj na ich funk&nych aktivitach. Anionické fosfoli-
pidy — kardiolipin (CL) a jeho prekurzor fosfatidylglycerol
(PG) napriek svojmu minoritnému zastupeniu (0,1 % —
30 %) su nie len Specifickou, ale aj esencidlnou zloZkou
membran. Ich obsah vyrazne ovplyviiuje Zivotaschop-
nost ako aj zakladné funkcie buniek. V eukaryotickych
organizmoch su lokalizované vyluéne vo vnutornej
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membrane mitochondrii, kym v prokaryotickych orga-
nizmoch sa nachadzaju v cytoplazmatickej membrane,
teda v membranach zapojenych do energetického me-
tabolizmu bunky.

CL je dimérny fosfolipid, ktory vo svojej molekule obsa-
huje na centralnom glycerole naviazané dalSie dve mo-
lekuly fosfatidylglycerolu (v polohe 1 a 3) (obr. 1). Re-
tazce Styroch mastnych kyselin naviazané na fosfati-
dylglyceroly majua 14-18 uhlikov dlhé retazce, priCom
prave mnozstvom a zastupenim jednotlivych mastnych
kyselin sa kardiolipin li8i od ostatnych fosfolipidov &o
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suvisi s jeho 3Specifickou funkciou v bunke. Dimericka
Struktura tohto fosfolipidu mu umoznuje interagovat
s jednotlivymi podjednotkami oligomérnych proteinov a
tym vytvarat’ stabilné, biologicky aktivhe supramoleku-

larne Struktury charakteristické hlavne pre proteiny res-
piracného retazca (Schlame a kol., 1990; Yamaoka-
Koseki a kol., 1991; Nomura a kol., 2000; Petrosillo, a
kol., 2003; Visahl a kol., 2004).

»"
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Obr. 1. Struktira kardiolipinu. V ze/enom Stvorci oznaceny je centralny glycero/, ktory ma v polohe 1 a 3 naviazané dve
molekuly glycerolu. Retazce mastnych kyselin su rozliSené modrou farbou (http://www.chemgapedia.de). (upravené)

Z uvedeného vyplyva mnozstvo délezitych funkcii, ktoré
CL zastava tak z hladiska fyziologického, genetického
ako aj patofyziologického. Ma kfucovu ulohu v bio-
genéze a funkcii mitochondrii, pri udrziavani integrity
buniek v stresovych podmienkach prostredia (zvySena
teplota, osmoticky Sok), je potrebny pre transport fosfa-
tov, je esencialny z hladiska biogenézy bunkovej steny,
resp. vstupu buniek do apoptézy (Fry a Gree, 1981;
Vishal a kol., 2004; Boekema a Braun, 2007). Studie
ukazuju, ze mitochondrialny CL je u kvasiniek S. cerevi-
siae asociovany s hlavnymi proteinmi respiraéného re-
tazca a oxidacnej fosforylacie: komplexom 1l (ubichi-
noncytochrom c reduktaza, bc,), komplexom IV (cytoch-
rom c oxidaza), komplexom V (FoF;-ATP syntetazy),
ADP/ATP prenasalom a prenasacom fosfatu — P,
(Zhang a kol., 2002; Pfeiffer a kol., 2003; Vishal a kol.,
2004). V bunkach bez CL dochadza k znizeniu uc€innosti
proton-transportnej kapacity respiraéného retazca a k
ZniZeniu prepojenia respiracie so syntézou ATP. Na-
sledkom toho su do prostredia uvolfiované elektrony
lahko reagujuce s molekulami kyslika za vzniku reaktiv-
nych kyslikovych radikalov — ROS, ktoré poSkodzuju
bunky (Chen, a kol., 2008). CL interaguje aj s proteinmi
inych bunkovych procesov ako napr. s [,-glyko-
proteinom (Kertesz a kol., 1995), dnaA proteinom (Se-
kimizu a Kornberg, 1988), histénami (Hirai a kol.,1992),
DNA polymerazou (Yoshida a kol., 1989), RNA polyme-
razou (Schlame a kol., 2000), topoizomerazou | (Alving,
1986), adenozinmonofosfatdeamindzou (Purzycka-
Preis a Zydowo, 1987), glycerolfosfatacyl-transferazou
(Scheideler a Bell, 1989).

Syntéza CL prebieha v mitochondriach a zahffia tri po
sebe nasledujlice reakcie. Esencialnym enzymom tejto
biosyntetickej drahy je fosfatidylglycerolfosfat syntaza
kédovana génom PEL1/PGS1 (Chang a kol., 1998;
DzZugasova a kol., 1998). PreruSenie/mutacia génu pre
fosfatidylglycerolfosfat syntazu (Apgsl) katalyzujucu
syntézu fosfatidylglycerolu (PG) ako prekurzora kardio-
lipinu (CL) u kvasinky S. cerevisiae spdsobuje deficien-
ciu ako PG tak aj CL. Mutécia nasledne vyvolava pleiot-
répny fenotyp buniek nezluditefny s rastom na nefer-
mentovatelnom zdroji uhlika a s tym suvisiacou znize-

nou respiraciou (Subik 1974; Janitor a kol., 1996;
Chang a kol., 1998). Désledkom pgsl mutécie u kva-
inky S. cerevisiae je okrem neschopnosti rastu pri 37 °C
(Dzugasova a kol., 1998) aj znizena hladina -1,3-
glukanu, t. j. tieto mutantné kmene su termosenzitivne a
maju defekt v syntéze bunkovej steny (Zhong a kol.,
2007). Nepritomnost CL a PG vsak nie je pre tuto peti-
te-pozitivnu, fakultaivne anaerébnu kvasinku letalna,
avSak sUcasnu stratu anionickych fosfolipidov a mtDNA
bunky neprezivaju (Subik 1974; Janitor a Subik, 1993;
Dzugasova a kol., 1998).

Pre petite-negativnu, striktne aerébnu kvasinku K. lactis
je delécia alebo uplna strata mtDNA letalna (Clark-
Walker a Chen, 1996). Petite-negativita pri tomto druhu
kvasiniek suvisi so su€asnou stratou jednotlivych kom-
ponentov respiracného retazca a oxidacnej fosforylacie
(Clark-Walker a Chen, 2001). Studie vysvetlujuce prigi-
nu petite-negativity ukdazali, Ze Specifické mutacie
v jadrovych génoch ATP1 (MGI2), ATP2 (MGI1) a ATP3
(MGI5), kédujuce a, B a ypodjednotky F;-ATP synteta-
zy, tzv. mgi (mitochondrial genome integrity) mutacie
maju schopnost suprimovat petite-letalitu zapri€inenu
deléciou mtDNA u tohto druhu kvasiniek. Mechanizmus
supresie spocCiva v zmene Struktury Casti F; komplexu
F1FoATP-syntetazy, v dosledku ktorej nedochadza ku
kolapsu elektrického potencialu na vnutornej membrane
mitochondrii u buniek, ktoré stratili F; komplex kédova-
ny mtDNA (Chen a Clark-Walker a kol., 2000).

Letalny uginok na kvasinku K. lactis ma aj preruenie
génu PGS1 ¢o naznacuje este vySSiu mieru esenciality
anionickych fosfolipidov nez v pripade kvasiniek S. ce-
revisiae. V naSom laboratériu sme ukazali, Ze letalita
vyvolana absenciou anionickych fosfolipidov u kvasinky
K. lactis je taktiez suprimovana jednou z mgi mutacii a
to mutaciou v géne ATP2, kédujucom g podjednotku F;-
ATP syntetazy. Dvojity mutant Klatp2.1pgsl1A, ktorému
chybaju oba anionické fosfolipidy ma obmedzeny rast
na fermentovatelnom substrate a ma znizeny obsah
cytochrémov a a ¢, cytochrom b mu chyba. Z uvedené-
ho dévodu nie je schopny vyuZivat respiraény substrat
a teda nie je schopny vytvorit membranovy potencial
mechanizmom oxida&nej fosforylacie. Vdaka pritomnos-
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ti atp2.1 mutacie, membranovy potencial nevyhnutny
pre biogenézu mitochondrii a pre viabilitu svojich buniek
vytvara opacnou funkciou FiF,ATP-syntazy a to zvyse-
nou aktivitou ATPazy (PaloviCova a kol., 2012).

Zhrnuc uvedené, deficiencia anionickych fosfolipidov
ma vyznamny pleiotropny efekt hlavne na biogenézu a
funkciu mitochondrii, vratane stability a enzymovej akti-
vity respiranych komplexov, prepojenosti respiracie a
oxidacnej fosforylacie a s tym suvisiacej tvorby mito-
chondrialneho membranového potencialu. PG moéze
kompenzovat nedostatok CL v niektorych, nie vSak vo
vSetkych jeho funkciach. DalSie $tudie vSak poukazuju
aj iné vyznamné ulohy anionickych fosfolipidov v tzv.
non-mitochondrialnych procesoch suvisiacich s udrzia-
vanim integrity buniek (Zhong a kol.,2007).

Abstract

Biological membranes are a dynamic structure with a large
number of cellular functions. Phospholipids are crucial
structural and functional elements of membranes. Cardiolipin
(CL) and its precursor phosphatidylglycerol (PG) are found
almost exclusively in the inner mitochondrial membrane,
where CL is major anionic phospholipid. CL play a important
role in mitochondrial biogenesis by optimizing the activities of
enzymes in the oxidative phosphorylation pathway, stabilizing
the supercomplexes of respiratory chain complexes Il and IV
and transport proteins, such as the ATP/ATP translocator or
phosphate translocator. CL is involved in maitaining the
optimal mitochondrial internal structure, in protein import and
in maitaining MtDNA. It is also important for some non-
bioenergetic functions such as cell wall synthesis or the
mitochondrion-vacuole signalling pathways. The absence of
CL and PG originated by the mutation/disruption of the PGS1
gene (cooding phosphatidylglycerolphosphate synthase, an
essential enyzme of the CL biosynthetic pathway) in the
petite-positive yeast Saccharomyces cerevisiae is not lethal,
contrary to the petite-negative yeast Kluyveromyces lactis,
where the loss of anionic phospholipids has a fatal effect.
Recently was shown, that the atp2.1 suppressor mutation
increased the viability of aerobic K. lactis lacking anionic
phospholipids by increasing the hydrolysis of ATP to provide
the potential required for the import of mitochondrial proteins
indispensable for mitochondrial biogenesis.

Literatira

ALVING, C. R. (1986) Antibodies to liposomes, phospholipids
and phosphate esters. Chem. Phys. Lipids. 40: 303-314.
BOEKEMA, J. E., BRAUN, H. P. (2007) Supramolecular struc-
ture of the mitochondrial oxidative phosphorylation system. J.
Biol. Chem. 282(1): 1-4.

CLARK-WALKER, G. D., CHEN, X. J. (1996) A vital function
for mitochondrial DNA in the petite-negative yeast Kluyvero-
myces lactis. Mol. Gen. Genet. 252: 929-938.
CLARK-WALKER, G. D., HANSBRO, P. M., GIBSON, F.,
CHEN, X. J. (2000) Mutant residues suppressing p°-|ethality in
Kluyveromyces lactis occurs at contact sites between subunits
of F1-ATPase. Biochim. Biophis. Acta, 1478:125-137.
CLARK-WALKER, G. D., CHEN, X. J. (2001) Dual mutation
reveal interactions between components of oxidative phos-
phorylation in Kluyveromyces lactis. Genetics. 159: 929-938.

DZUGASOVA, V., OBERNAUEROVA, M., HORVATHOVA,
K., VACHOVA, M., ZAKOVA, M., SUBIK, J. (1998) Phosphati-
dylglycerolphosphate synthase encoded by the PEL1/PGS1
gene in Saccharomyces cerevisiae is localized in mitochondria
and its expression is regulated by phospholipid precursors.
Curr. Genet. 34:297-302.

FRY, M., GREEN, D. E. (1981) Cardiolipin requirement for
electron transfer in complex | and 11l of the mitochondrial res-
piratory chain. J. Biol. Chem. 256(4):1874-80.

GOHIL, V. M., HAYES, P., MATSUYAMA, S., SCHAGGER,
H., SCHLAME, M., GREENBERG, M. L. (2004) Cardiolipin
biosynthesis and mitochondrial respiratory chain function are
interdependent. J. Biol. Chem. 279: 42612-42618.

CHANG, SC., HEACOCK, P. N., CLANCEY, C. J.,
DOWNHAN, W. (1998) The PEL1 gene (renamed PGS1)
encodes the phosphatidylglycero-phosphate synthase of Sac-
charomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 273: 9829-36.
CHANG, S., HEACOCK, P. N., MILEYKOVSKAYA, E.,
VOELKER, D. R., DOWHAN, W. (1998) Isolation and charac-
terization of the gene (CLS1) encoding cardiolipinsynthase in
Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem. 273: 14933-14941.
CHEN, X. J., CLARK-WALKER, G. D. (1993) Mutations in
MGI genes convert Kluyveromyces lactis into a petite-positive
yeast. Genetics. 133: 517-525.

CHEN, S., HE, Q., GREENBERG, M. L. (2008) Loss of ta-
fazzin in yeast leads to increased oxidative stress during res-
piratory growth. Mol. Microbiol. 68: 1061-1072.

HIRAI, H., NATORI, S., SEKIMIZU, K. (1992) Reversal by
phosphatidylglycerol and cardiolipin of inhibition of transcrip-
tion and replication by histones in vitro. Arch. Biochem. Bio-
phys. 298: 458-63.

JANITOR, M., OBERNAUEROVA, M., KOHLWEIN, S. D.,
SUBIK J. (1996) The pell mutant of Saccharomyces cere-
visiae is deficient in cardiolipin and does not survive the dis-
ruption of the CHO1 gene encoding phosphatidylserine syn-
thase. FEMS Microbiol. Lett. 140: 43-7.

JANITOR, M., SUBIK, J. (1993) Molecular cloning of the PEL1
gene of Saccharomyces cerevisiae that is essential for the
viability of petite mutants. Curr. Genet. 24:307-312.
KERTESZ, Z. YU, B. B., STEINKASSERER, A., HAUPT, H.,
BENHAM, A, SIM, R. B. (1995) Characterization of binding of
human beta 2-glycoprotein | to cardiolipin. Biochem. J. 310:
315-21.

NOMURA, M., NOGI, Y., OAKES, M. (2004). Transcription of
rDNA in the yeast Saccharomyces cerevisiae. In “The Nucleo-
lus” (M. O. J. OLSON, Ed.): 128-153. New York: Kluwer Aca-
demic/Plenum Publishers.

PALOVICOVA, V., BARDELCIKOVA, A., OBERNAUEROVA
M. (2012) Absence of anionic phospholipids in Kluyveromyces
lactis cells is fatal without F1-catalysed ATP hydrolysis. Can.
J. Microbiol. 58: 694-702 .

PETROSILLO, G., RUGGIERO, F. M., PARADIES, G. (2003)
Role of reactive oxygen species and cardiolipin in the release
of cytochrome ¢ from mitochondria. FASEB J. 17(15): 2202-8.
PFEIFFER, K., GOHIL, V., STUART, A. R., HUNTE, C.,
BRANDT, U., GREENBERG, M. L., SCHAGGER H. (2003)
Cardiolipin stabilizes respiratory chain supercomplexes. J.
Biol. Chem. 278: 52873-52880.

PURZYCKA-PREIS, J., ZYDOWO, M. M. (1987) Regulatory
effect of pig heart phospholipids on heart muscle AMP-
deaminase. Int. J. Biochem. 19: 565-8.

SEKIMIZU, K., KORNBERG, A. (1988) Cardiolipin activation
of dnaA protein, the initiation protein of replication in Esche-
richia coli. J. Biol. Chem. 263: 7131-5.

SCHEIDELER, M. A., BELL, R. M. (1989) Phospholipid de-
pendence of homogeneous, reconstituted sn-glycerol-3-
phosphate acyltransferase of Escherichia coli. J. Biol. Chem.
264: 12455-61.

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

mimoriadne cislo, 2013, rocnik 17
ISSN 1338-1024

31



SCHLAME, M., RUA, D., GREENBERG, M. L. (2000) The
biosynthesis and functional role of cardiolipin. Prog. Lipid.
Res. 39(3): 257-88.

SCHLAME, M. (2007) Cardiolipin synthesis for the assembly
of bacterial and mitochondrial membranes. J. Lipid. Res.
49(8): 1607-20.

SUBIK, J. (1974) A nuclear mutant of S. cerevisiae non-
tolerating the cytoplasmic petite mutation. FEBS Lett. 42:309-
313.

VISHAL, G. M., HAYES, P., MATSUYAMA, S., SCHAGGER,
H., SCHLAME, M., GREENBERG, M. L. (2004) Cardiolipin
biosynthesis and mitochondrial respiratory chain function are
interdependent. J. Biol. Chem. 279(41): 42612-8.

ZAUJIMAVOSTI VEDY

YAMAOKA-KOSEKI, S., URADE, R., KITO M. (1991) Cardi-
olipins from rats fed different dietary lipids affect bovine heart
cytochrome c oxidase activity. J. Nutr. 121(7): 956-8.
YOSHIDA, S., TAMIYA-KOIZUMI, K., KOJIMA, K. (1989) In-
teraction of DNA polymerases with phospholipids. Biochim.
Biophys. Acta. 1007: 61-66.

ZHANG, M., MILEYKOVSKAYA, E., DOWHAN, W. (2002)
Gluing the respiratory chain together. J. Biol. Chem. 277 (46):
43553-43556.

ZHONG, Q., LI, G., GVOZDENOVIC-JEREMIC, J.,
GREENBERG, M. L. (2007) Upregulation of the cell integrity
pathway in Saccharomyces cerevisiae suppresses tempera-
ture sensitivity of the pgs1A mutant. J. Biol. Chem. 282 (22):
15946-15953.

BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Tioredoxinovy systém aktinomycét -

terapeuticky terc

Aktinomycéty - dobré aqj zlé

Aktinomycéty su mikroorganizmy tvoriace velmi Speci-
ficki skupinu grampozitivnych baktérii. Su typickym
prikladom konvergentnej evolucie medzi prokaryoticky-
mi baktériami a eukaryotickymi hubami. Od ostatnych
baktérii sa odliSuju svojim zloZitym Zivotnym cyklom,
ktory pripomina skér zivotny cyklus vysSich organizmov
— hib (obr. 1). (Chater, 1986).

V prirode maju aktinomycéty nezastupitelna ulohu. Vy-
skytuju sa najma v pode, ktorej dodavaju typicky zemity
pach, ale pritomné su aj v sedimentoch, komposte, kr-
mivach, vodnych usadeninach a omietkach vihkych
budov. V zemi sa podielaju na rozklade organickych
latok, vratane nerozpustnych zloZiek organizmov ako
napr. lignoceluldza a chitin, ¢im sa zaroven podieflaju na
recyklacii uhlika. Rad Actinomycetales je tvoreny az
Osmimi Cefadami, do ktorych patria chemoorganické,
saprofytické ale aj parazitické baktérie. Vyznacuju sa
rozsiahlou produkciou sekundarnych metabolitov (tab.
1), ktoré sa dodnes vyuZivaju v priemysle.
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AZ 55 % bioaktivhych sekundarnych metabolitov obja-
venych v ,zlatej ére antibiotik® su produkované rodom
Streptomycetae. Ich blizky pribuzni z rodu Mycobacte-
riae sU naopak pdévodcami vaznych ochoreni, ako su
tuberkuléza a lepra (obr. 2).

Hoci sa tuberkuléza povaZzuje za lie€itelnu, vo svetovom
meradle ju Svetova zdravotnicka organizacia (WHO)
prirovnava k ¢asovanej bombe a to hlavne z dévodu
rezistencie patogénnych baktérii. V celosvetovom me-
radle tuberkuléza zabija viac ludi ako AIDS, malaria a
tropické choroby spolu. Denne na Au zomiera viac ako
8 000 ludi. Ak sa tuto hrozbu nepodari zneSkodnit po-
mocou novych uéinnych lie€iv, podstupujeme riziko, Ze
v blizkej buducnosti budeme musiet bojovat s infek&nou
chorobou, rezistentnou na sucasné lie€iva, ktora sa Siri
vzduchom a stane sa tak prakticky nevylie€itefnou.

Tab. 1. Struény prehlad sekundarnych metabolitov produkovanych aktinomycétami

Sekundarny metabolit | Nazov

Antibiotika

Streptomycin, erytromycin, tetracyklin, neomycin, chloramfenikol, vankomycin, gentamycin

Antimykotika | Nystatin, amfotericin

Protirakovinové lie¢iva

Doxorubicin, bleomycin, mitomycin

Imunosupresiva | Rapamycin

Herbicidy

Bialaphos
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Zivotny cyklus
Streptomyces

Maturacia spor

4-10 dni

Vzdusné mycélium
2 dni

Substratové mycélium
18 hodin

i

30 hodin

Obr. 1. Zivotny cyklus rodu Streptomyces

Obr. 2. Vybrani zastupcovia aktinomycét (zlava do prava):
Streptomyces coelicolor — pédna baktéria. Na koloniach su viditelné kvapky modrého antibiotika aktinorodinu, ktoré sa udr-
Ziavaju na povrchu vdaka hydrofébnej povahe hyf a spér (Zdroj: Dr Paul A. Hoskisson, John Innes Centre, Norwich, UK.).
Mycobacterium tuberculosis — pévodca tuberkuldzy. (Zdroj: http://www.flickr.com/photos/sanofi-
pasteur/5280405700/in/photostream/lightbox/).
Mycobacterium leprae — pévodca lepry na obrazku z koZnej lézie (Zdroj:
http://www.niaid.nih.gov/topics/leprosy/Research/Pages/newBacterium.aspx).

Tioredoxinovy systém

Tioredoxinovy systém bol objaveny v organizmoch
vSetkych evoluénych urovni — od archaea a prokaryotov
az po eukaryoty vratane €loveka. Je zloZeny z bielkovin
tioredoxinu (Trx), enzymu tioredoxinreduktazy (TrxR) a
koenzymu NADPH (Holmgren, 1985). Vac¢sina organiz-
mov ma v bunkach aj dalsi, funkéne podobny gluta-
tion/glutaredoxinovy systém (Gilbert, 1990). Oba sys-
témy zodpovedaju za udrziavanie redukovaného stavu
proteinov, chrania ich pred oxidaciou pocas oxidaného
stresu, ale aj pri inych fyziologickych procesoch, pri kto-
rych vznikaju volné radikaly a sluzia teda ako ,zhasace"
neziaducich volnych radikalov. Redukciu — prisun elek-
tréonov pre enzymy a iné proteiny dokazu tieto systémy
sprostredkovat tym, Ze podliehaju vlastnej tiol-disulfi-
dovej vymene.

Tioredoxiny su malé, termostabilné, disulfid-obsahujuce
redoxné proteiny, lokalizované v cytoplazme, v bun-
kovych membranach, v mitochondriach, v jadre ale aj v
extraceluldrnom priestore. VSetky tioredoxiny maju po-
dobnu trojrozmernu Struktiru, s konzervovanou amino-
kyselinovou sekvenciou aktivneho miesta Cys-Gly-Pro-
Cys, ¢o nasvedCuje tomu, ze vSetky Trx by mohli mat
spoloéného evoluéného predka (Martin, 1995).

Tioredoxinreduktazy su homodimerické flavoenzymy,
ktoré ako jediné dokazu redukovat oxidovany Trx. Kata-
lyzuju prenos dvoch elektronov z NADPH, cez FAD a N-
terminalne disulfidové aktivne miesto na substrat. TrxR
je pre mnohé organizmy esencidlnym enzymom a inak-
tivacia alebo delécia jej kdédujuceho génu médze spbso-
bit' letalitu, ako napr. u gram-pozitivnej baktérie Staphy-
lococcus aureus (Uziel a kol., 2004). Evollciou sa vyvi-
nuli dva typy TrxR: 1. nizkomolekulové s velkostou
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podjednotky 35 kDa (izolované z prokaryotov, E. coli,
kvasiniek, mykoplaziem, Gardia duodenalis, Arabidop-
sis thaliana a Methanococcus janaschii), 2. vysokomo-
lekulové s velkostou podjednotky 55 kDa (izolované
s vysSich eukaryotov, Cloveka a Plasmodium falcipa-
rum) (Luthman a Holmgren, 1982). Bakterialne TrxR sa
od ludskej vyrazne liSia nielen molekulovou hmotnos-
tou, ale aj rozdielnou trojrozmernou Strukturou, mecha-
nizmom katalyzy a substratovou Specificitou. Predpo-
klada sa, Zze zrejme kvoli lahko pristupnému a vysoko-
reaktivnemu aktivnemu miestu TrxR vy33ich organiz-
mov ma tento enzym funkcie, ktoré nie su spojené len
s funkciami Trx, ale ma Siroké spektrum pre iné nedisul-
fidové substraty ako napr. pre selenid, hydroperoxidy
lipidov a H,O, a iné (Arnér a Holmgren, 2000). Naopak,
TrxR s nizkou molekulovou hmotnostou je velmi Speci-
ficka a okrem Trx akceptuje len vefmi malé mnoZstvo
substratov.

Tieto rozdiely otvaraju potencial pri cielenom dizajnova-
ni inhibitorov a inych lie€iv, s moznostou perspektivne-
ho vyuzitia v terapii vybranych infek&nych ochoreni,
vratane tuberkulozy.

Tioredoxinovy systém patogénov -
ter¢ pre vyvoj novych lieciv

Cytoplazma patogénov, tak ako inych organizmoch,
predstavuje vysoko redukované prostredie, v ktorom sa
cysteiny proteinov mézu udrziavat v redukovanom sta-
ve. Patogény su v8ak tiez vystavované oxidacnému
stresu, ktory méze byt produkovany metabolickymi dra-
hami samotnych patogénov (reaktivne kyslikové meta-
bolity), alebo ho ako obranu proti patogénom produkuje
hostujuci organizmus (reaktivne kyslikové a dusikové
metabolity). Pri zvy§enom oxidaénom strese sa v pato-
génoch aktivuju rozlicné oxidacno-redukéné mechaniz-
my na detoxikaciu reaktivnych kyslikovych metabolitov,
na redukciu vzniknutych neZelanych disulfidovych va-
zieb a na opravu poSkodeni v bunke. KedZe organizmy
vo vacsine pripadov obsahuju viaceré systémy a mole-
kuly, ktoré chrania proteiny pred oxidacnym poskode-
nim, celkovo ide o zloZitu siet antioxidaénych pochodov.
V pripade patogénov (ako napr. M. tuberculosis), u kto-
rych v8ak absentuje kooperujici glutation-glutaredo-
xinovy systém, je hlavnym oxida&no-redukénym systé-
mom prave Trx systém.

Ako ublizit mykobaktériam?

Spravna funkcia Trx systému v boji proti oxidaénému
stresu je mimoriadne dblezitd v mykobaktériach. V hos-
titelskom organizme prebyvaju v makrofagoch, ¢o pred-
stavuje jednu formu virulencie bacilu. Makrofagy, neut-
rofily a iné fagocytujuce bunky su kla&ovymi zloZkami
antimikrobialnej imunitnej odpovede, pretoze dokazu
generovat velké mnozstvo vysoko toxickych molekul

ako reaktivne kyslikové a dusikové metabolity (Chan a
kol., 1992, Rich a kol., 1997) a hydrolytické enzymy ako
napriklad kyslé hydrolazy (Clemens a Horwitz, 1995).
Napriek takémuto toxickému prostrediu M. tuberculosis
dokaze vdaka viacerym mechanizmom v hostitelovi
prezit (Pieters, 2008). Mykobaktérie ako aj ostatné akti-
nomycéty (napr. S. coelicolor) nedokazu syntetizovat
glutation. V ich bunkach sa nachadza mykotiol (Newton
a kol., 1996) a redoxna regulacia je pod kontrolou len
Trx systému. Potvrdilo sa, Ze Trx systém zohrava u my-
kobaktérii ulohu v detoxikacii a zhaSani reaktivnych
kyslikovych a dusikovych metabolitov tvorenych vo fa-
gocytoch pocas infekcie a v poskytovani redukénych
ekvivalentov pre peroxiredoxiny (Shinnick a kol., 1995,
Zhang a kol., 1999, Jaeger a kol., 2004). Trx systém
tymto spésobom pomaha prezivat patogénom v hosti-
tefskych bunkach a je pre ne esencialny.

V roku 2008 bola TrxR M. tuberculosis vybrana spome-
dzi takmer 4000 génovych produktov, spolu s dalSimi
541 proteinmi ako perspektivny terapeuticky ciel pre
vyvoj novych antituberkulotik na zaklade bioinformatic-
kych predikcii (Raman a kol., 2008).

Zaver

Pre vyvoj novych ucinnych lie€iv je aktualnym trendom
racionalny dizajn inhibitorov na zaklade vyrieSenych 3D
Struktur terapeutickych cielov. Najvhodnejsie terCe pre
inhibitory su proteiny patogénov, ktoré su esencialne
pre ich viabilitu. Za tymto ucelom boli vykrystalizované
proteiny a vyrieSené 3D Struktiry TrxR napr. gastrické-
ho patogénu Helicobacter pylori (Gustafsson a kol.,
2007) a M. tuberculosis (Akif a kol., 2005). Dizajnovanie
a vyvoj Specifickych inhibitorov je naro¢na a komplexna
zalezitost ajz Casoveho hladiska. Hoci bolo navrhnutych
a testovanych mnozstvo uc€innych inhibitorov TrxR in
vitro (najzndmejsi je Ebselén, Holmgren a kol., Patento-
va prihlaska cCislo 20110288130), zatial sa ziadny nevy-
uziva v medicine priamo na ucinnu terapiu ochoreni
vyvolanych patogénmi.

Abstract

Study of structure, function and action of proteins proves the
potential of modern biological sciences to seek for new thera-
peutic targets and opportunities for development of new drugs
and antibiotics. The main role of thioredoxin system in all or-
ganisms is to protect proteins against the oxidative stress
effects and maintain redox homeostasis in cells. All organisms
also bear alternative rescue mechanisms, with the exception
of actinomycetes, which protect their cells against stress by
thioredoxin system only. If we restrict the function of thioredox-
ine system of specific pathogens, it may cause their weaken-
ing or even death.
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Konfokdlna mikroskopia alebo
ako vidief stiromy cez les

Uvod

Konfokalna mikroskopia predstavuje v su€asnosti vyz-
namny nastroj pri skimani dynamickych procesov v
bunkach mikroorganizmov, rastlin, zivo€ichov a fudi,
zarovel ma Siroké uplatnenie v sudnom lekarstve a
materidlovom inZinierstve.

Historia konfokalnej mikroskopie siaha do 60-tych rokov
20. storoCia, ked bol najvacésim problémom fluores-
cenctnej mikroskopie vyrazny signal pozadia, ktory velmi
zhor$oval vysledny obraz. Intenzivny vyskum v Cesko-
slovensku (Mojmir Petran) a v Amerike (David Egger
a Robert Galambos) viedol k skonStruovaniu prvych
konfokalnych mikroskopov (Schuldt, 2009), ktoré doka-
zali toto neziaduce pozadie odstranit.

Fluorescenénd mikroskopia

Vysvetlime si najprv, ako vznika obraz v klasickom fluo-
rescenénom mikroskope, aby sme pochopili, o nové
priniesli konfokalne mikroskopy. Fluorescenéna mikro-
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skopia vyuziva na znaCenie mikroskopickych vzoriek
fluorescenéné molekuly (nazyvané aj fluorochrémy),
ktorych jedine€nou vlastnostou je, Ze su schopné na
velfmi kratku dobu, kratSiu ako miliéntina sekundy, priji-
mat fotény s kratSou vinovou dizkou a vysielat fotény
s dlhdou vinovou dizkou (obrazok 1). Takto vyZiarené
fotény/svetlo nasledne pozorujeme. Prvé fluorescenéné
mikroskopy boli vytvorené na zaciatku 20. storocia, ale
par desatrodi si nik nevdimol ich potencial. Najprv boli
skumané latky ako krystaly, chlorofyl, vitaminy a anor-
ganické latky, ktoré autofloureskovali samé, ked boli
osvietené ultrafialovym svetlom. Velky rozvoj fluores-
centnej mikroskopie nastal az v 30-tych rokoch, ked
boli objavené prvé fluorescenéné farbicky, ktoré znadili
Specificky €i uz tkanivové komponenty alebo baktérie
ainé patogény. Dal$im impulzom rozvoja fluorescenég-
nej mikroskopie bol objav konjugacie protilatok s fluo-
rescencnymi farbiCkami v 50-tych rokoch, ktoré boli
a dodnes su uzito€nymi nastrojmi v bunkovej biolégii na
Specifické znacenie bunkovych Struktur.
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Ako sme uz spominali, fluorescenéné mikroskopy, aj
ked su dodnes velmi uzito€nymi pomocnikmi v labo-
ratériach, ponukaju horsie rozliSenie v porovnani s kon-
fokalnymi mikroskopmi. Preco je to tak? RozliSenie, t. |.
¢i sme schopni odlisit’ dva body od seba, je ovplyvnené
vinovou dizkou pouzitého svetla, numerickou apertirou
objektivu, ale taktiez svetlom z inych rovin ako ohnisko-
vej. Pri klasickej fluorescenénej mikroskopii dochadza
k excitacii fluorochrémov v celom objeme vzorky a na-
sledne vidime fluorescencny signal aj z inych rovin ako
z roviny, ktora nas zaujima. Tak sa v Sume stratia de-
taily (obrazok 2) a my ,cez les nemdzeme vidiet stro-
my*.

Obr. 1. Princip fluorescencie
1. Elektrén prijme fotén (svetlo s kratSou vinovou dizkou) a
excituje sa. 2. Elektrén preskoci do vysSej energetickej hladi-
ny. 3. V miliéntine sekundy sa elektron vrati spét’ na nulovu
hladinu, vysvieti fotén (svetlo s dlh§ou vinovou dizkou).

Fluorescentna mikroskopia ma vsak aj niekolko unikat-
nych vlastnosti, ktoré ju robia nenahraditelnou. Prvou
Z nich je rychlost snimania, ktora je kratka a tym padom
uzitona pri pozorovani zivych buniek, ktoré sa menegj

poskodzuju pri kratkom osvetleni fluorescenénym svet-
lom. Dal$ou vyhodou je jednoduchost obsluhy a tiez
cena pristroja.

Konfokdalna mikroskopia

Vylep$enim konfokalnej mikroskopie v porovnani s kla-
sickou fluorescenénou mikroskopiou je to, Zze mdézeme
ziskat obraz len z jednej roviny. Na pochopenie preco je
to tak, si musime vysvetlit odliSnosti konfokalnej a kla-
sickej fluorescenénej mikroskopie (Jurikova, 2011).

Pri najbeznejSie vyuZivanom type konfokalnej mikro-
skopie sa ako zdroj svetla vyuZiva laser, ktory je $o3ov-
kou zaostreny len na uréitu zénu (obrazok 2). Tym pa-
dom ma svetlo najvysSiu intenzitu prave v ohniskovej
rovine, i ked je excitované aj isté mnozstvo fluorochro-
mov nad nou a pod fou. Rozdielom, v porovnani s fluo-
rescen¢nou mikroskopiou je to, Ze z objektivu je svetlo
prenesené do zobrazovacej roviny, kde je do drahy
svetla instalovana konfokalna Strbina, ktora sluzi nato,
aby cez fiu mohlo prejst iba svetlo z ohniskovej roviny.
Svetlo z ostatnych rovin dopada mimo konfokalnej Str-
biny, preto sa na detektor dostane iba signal z ohnisko-
vej roviny (Schuldt, 2009).

Biologické vzorky mbzu byt relativne hrubé, takze vidiet
len jednu rovinu, by ndm vela nepovedalo. Ked vSak
zosnimame nasu vzorku vo viacerych rovinach, ktoré su
od seba rovnako vzdialené, mézeme pomocou softvéru
ziskat trojrozmerny model vzorky, napriklad bunkového
jadra.

a

Klasicky fluorescenény
mikroskop

Bodovy
zdroj svetla

Roviny zaostrenia

Vysledny obraz

Objektiv

b

Konfokalny mikroskop

Detekor

i} Konfokalna
i Strbina

Dichroické zrkadlo

Vzorka

Obr. 2. Princip klasickej fluorescencnej a konfokalnej mikroskopie. A. Klasicka fluorescencna mikroskopia. B. Konfokalna
mikroskopia (Modifikované z Schuldt, 2009; http://www.olympusmicro.com)
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Zaujimavou metédou na Studium dynamickych proce-
Sov na urovni proteinov v Zivych bunkach je metdda
obnovenia fluorescencie po vysvieteni (Fluorescence
Recovery After Photobleaching, FRAP). Principom tejto
metddy je intenzivne osvietenie vybranej oblasti v bun-
ke (napriklad bunkovej membrany, mitochondrie, jadra
ai.), ¢o vedie k vysvieteniu-poSkodeniu vSetkych fluo-
rochréomov (fluorescenénych proteinov) v tejto oblasti.
Nasledne sledujeme v presnych €asovych intervaloch
obnovenie fluorescencie v mieste vysvietenia, €o je
spOsobené migraciou fluorescencnych proteinov z inych
Casti bunky, alebo membrany (Chenette, 2009).

Vyuzitie

Na nasom pracovisku (Katedra genetiky, Prirodovedec-
ka fakulta UK) pouzivame jeden typ konfokalneho mik-
roskopu. Ako objekty pozorovania nam sluzia roézne
modelové organizmy, predovSetkym vSak kvasinky
(Saccharomyces cerevisiae). Kvasinkové bunky maju
vyhodu v tom, Ze sU nenaro€né na kultivaciu a v pomer-
ne kratkom Case vytvori jedna bunka velky pocet po-
tomstva, teda velky pocet buniek, ktoré su identické s
povodnou materskou bunkou. Taktiez su velmi dobre
rozpracované molekularne metddy pre pracu s kvasin-
kami (ako napr. transformacia kvasiniek plazmidovymi
DNA a pod.). VSetky tieto aspekty umoziuju pozorovat
v samotnych bunkach prislusné Struktary, €i organely
(jadro, mitochondrie ai.) pomocou farbenia fluores-

cenénymi farbiCkami, ako aj urCit' lokalizaciu vybranej/
skumanej latky resp. molekuly.

NajCastejSie pouzivanou fluorescencnou farbiCkou je
DAPI, ktora je excitovana UV svetlom. Tato farbicka sa
v kvasinkovych bunkach dostava do jadra a mitochon-
drii, kde sa viaze na DNA. Vyhodou je, Ze sa neviaze
v bunke na Ziadne iné Struktury (obrazok 3A).

V bunkach existuje vela génov kodujucich proteiny,
o ktorych funkcii a lokalizacii sa ni¢ nevie. Prave lokali-
zacia mbéze byt odhalena vyuzitim mikroskopie. Fuzia
takéhoto neznameho proteinu so zelenym fluorescenc-
nym proteinom, ktory bol prvykrat izolovany z meduzy
Aequorea victoria, umozni sledovat pohyb Studovaného
proteinu v bunke a jeho konecnu lokalizaciu (obrazok
3B).

V pripade, Ze kvasinkové bunky, ktoré obsahuju takyto
fuzny protein, su farbené zaroven aj farbickou DAPI, je
mozné pomocou konfokalneho mikroskopu zistit, ¢i sa
Studovany protein nachadza v jadre, mitochondriach,
alebo vinom kompartmente bunky. Ak sa protein na-
chadza v jadre a v mitochondriach, kde sa viaze na
DNA (tak ako DAPI), pocas kolokalizacie sa zmeni far-
ba prisludnych bodov v bunke. Teda napriklad, ak fuzny
protein svieti na zeleno a DAPI farbicka na modro
a obidve su lokalizované na rovnakom mieste (teda na
DNA) vysledny obraz bude zmesou tychto dvoch farieb
— teda tyrkysovy (obrazok 3C).

Obr. 3. Fotografie z konfokalneho mikroskopu.
A. Kvasinkové bunky farbené fluorescencnou farbickou DAPI. B. Lokalizacia Studovaného proteinu vo fuzii so zelenym fluores-
cencnym proteinom. C. Kolokalizacia DAPI a GFP proteinu. D. Kvasinkové bunky zobrazené viditelnym svetlom.
Mierka v obrazku: 5 um.
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Abstract

Fluorescence and confocal microscopy are useful tools in
biological research. To choose the right method for observa-
tion of the sample, it is inevitable to understand the principles
of both methods. Here we provide a short overview of princi-
ples and applications of fluorescence and confocal microsco-
py.
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Moznosti vyuzitia pristroja

Varioskan Flash

v bunkovej a molekularnej bioldgii

Uvod

V poslednej dobe maju vedci k dispozicii viacero pristro-
jov, ktoré sa vyznacuju multifunkénostou, ¢ize akumulu-
ju v sebe viacero funkcii, ktoré donedavna vykonavali
len samostatné pristroje. Okrem toho ze predstavuju
technologicku Spi¢ku, prinadaju so sebou usporu prie-
storu a v neposlednom rade aj finanénych prostriedkov.
Jednym z takychto pristrojov je aj Varioskan Flash, kto-
ry je mozné pouzivat ako multifunkény mikroplatni¢kovy
snimacg, spektrofotometer, luminometer a fluorometer.
Spominané techniky naznacéuju Siroké moZnosti jeho
vyuzitia v bunkovej a molekularnej biolégii.

Zdakladnd charakteristika pristroja

Varioskan Flash je multifunkény mikroplatni¢kovy sni-
mac so spektralnym skenovanim. Umozrfiuje meranie
intenzity fluorescencie (Fl), ,time-resolved* fluorescen-
cie (TRF), absorbancie, luminiscencie, kinetiky a spek-
trometrie v mikroplatniCkach. Vdaka moznosti nastavit
vinovi dizku v neobmedzenom rozsahu je vyuzitelny
pre velké mnozZstvo rozli€nych typov experimentov.

Andrej Dudas,

Zuzana Firdova,

Marcela Bielikova

Katedra molekularnej biologie,
Prirodovedecka fakulta,

Univerzita Komenského v Bratislave

andrej.dudas@fns.uniba.sk

Pristroj je vybaveny modernou vysoko presnhou optikou.
Optimalne vysledky pre fluorometriu dosahuje pomocou
Styroch monochromatorov. Pre fotometrické merania je
uréeny dvojity monochromator. Pre ucely luminometrie
obsahuje dve detekéné optiky, skenovaciu a LumiSens.
Skenovacia optika sa vyuziva najma pri optimalizacii
jednotlivych parametrov luminometrickych experimen-
tov. LumiSens optika sa vyznacuje vysokou presnostou
a citlivostou.

Pre experimenty zamerané na sledovanie kinetiky reak-
cii méze byt pristroj vybaveny az troma nezavislymi
davkovacmi. Tieto davkuju jednotlivé reagencie v pres-
ne definovanych ¢asoch a mnozZstvach. Davkova¢ ulah-
Cuje pracu a umozniuje rychlejSiu optimalizaciu experi-
mentov. Pristroj podporuje sucasne davkovanie a me-
ranie, a tym umozriuje sledovanie kinetickych reakcii
priamo od zac&iatku samotnej reakcie. Tato schopnost’ je
nevyhnutna pre luminiscencné reakcie tzv. zableskové-
ho typu. Moznost pridavat Cinidla v fubovolnom poradi
alebo v akejkolvek féze kinetickej reakcie umoziuje
vykonavanie nadvazujucich viackrokovych analyz. Ok-
rem toho, automatizacia zaru€uje vysoku reprodukova-
tefnost a minimalizuje odchylky spdsobené ludskym
faktorom. Detail davkovaca na obrazku €. 1.

Obr. 1. Varioskan Flash — multifunkény mikroplatni¢kovy snimac so spektralnym skenovanim
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Pre udrZiavanie optimalnych a konstantnych podmienok
pocas celého experimentu je pristroj vybaveny integro-
vanym inkubatorom. Vdaka tomu je idealny pre experi-
menty, v ktorych teplota zohrava kfucovu ulohu ako
napr. enzymatické reakcie, sledovanie procesov v Zi-
vych bunkéach. Dizajn pristroja a umiestnenie drziaka
mikroplatniiek umozhuju prepojenie s inymi automati-
zovanymi systémami.

O chod pristroja sa stara obsluzny softvér Skanlt, ktory
je velmi intuitivny a v logickych krokoch umoznuje na-
planovat priebeh celého experimentu. Softvér sa doda-
va v dvoch verziach: ,Research Edition“ je uréena pre
vedné odbory o Zivej prirode a ,Drug Discovery Edition*
pre farmaceuticky priemysel.

Meranie fluorescencie

Fluorescencia je jav, pri ktorom pohltenim excitatného
svetla danej vinovej dizky fluorescenénou molekulou
dochadza nasledne k emisii svetla dihgej vinovej dizky.
Intenzita fluorescencie (FI) vyZarovaného svetla (RFU)
pri danych excitaénych a emisnych vinovych dizkach
proporéne zodpoveda koncentracii skumanej fluores-
cencnej molekuly. Kazda fluorescencna molekula je
charakterizovana dvoma spektrami: excitachym a emis-
nym. Fakt, Ze neexistuju dve zliu€eniny, ktoré by mali
tieto dve spektra identické, robi z fluorescencie vysoko
Specificku analyticki metédu. Jednou z hlavnych vyhod
fluorescencie je jej vysoka citlivost, ktora umoznuje sle-
dovat’ aj malé zmeny, ako je napr. zmena koncentracie
i6bnov v zivych bunkach. Medzi techniky zalozené na
fluorescencii patria aj FRET (z anglického Fluorescence
resonance energy transfer) a TRF (z anglického Time-
resolved fluorescence).

FRET je zalozena na rezonanénom prenose excitacnej
energie medzi dvoma rdéznymi fluoroférmi (donorom a
akceptorom) s prekryvajucim sa emisnym a absorpc-
nym spektrom. Fluorofér je molekula schopna po exci-
tacii emitovat’ svetlo (Ziarenie s danou vinovou dizkou).
Excitovany donorovy fluorofér emituje fluorescenéné
Ziarenie a po prekonani kritickej vzdialenosti (ak sa fluo-
roféry k sebe dostatocne priblizia, cca 10 nm) dochadza
k prenosu energie z excitovaného donora na akceptor,
tzv. excitacia akceptora, v doésledku ¢oho nastane dete-
govatelna fluorescencia alebo zmena fluorescencie
takto excitovanej molekuly. FRET ma rozsiahle mozZnos-
ti pouzitia pri Studiu interakcii v Zivych systémoch. Naj-
viac vyuzivana je pri Studiu enzymatického Stiepenia
DNA alebo proteinovych substratov, protein-proteino-
vych interakcii a interakcii medzi DNA a proteinmi.

TRF je osobitna forma fluorescencie, kde Zivotnost’ sig-
nalu je vyrazne dlhSia v porovnani s klasickou fluores-
cenciou. Pri TRF sa pouzivaju lantanidové znacky, ktoré
maju podobné excitatné a emisné spektra ako fluores-
centné znacky. Kazda takato znac¢ka ma unikatny pa-
rameter zivotnosti fluorescenéného signalu, ktory sa
oznaduje t (tau) a udava dizku fluorescenénej emisie po

ukonéeni excitaného signalu. Pri merani TRF sa na
excitaciu lanthanidovej znacky vyuziva svetelny zablesk
a vysledna emisia je detegovana s oneskorenim v ase
Specifickom pre pouzitl znacku. Hlavnou vyhodou, kto-
rd TRF poskytuje, je odstranenie fluorescenéného po-
zadia, ktoré ma zvacsa len kratku zivotnost’ po excitacii.

Meranie absorbancie

Principom je, Ze ked svetelny Iu¢ vojde do vzorky, tak
Cast svetla je pohltena vzorkou a zvy3ok je transmito-
vany, Cize prejde cez vzorku. Absorbancia udava mnoz-
stvo viditelného spektra pohlteného vzorkou.

Meranie luminiscencie

Luminiscencia je emisia viditefného svetla latkou. Je
spbsobena pohybom elektrénov po excitacii z vysoko-
energetického stavu do stavu nizkoenergetického. Lat-
ka schopna luminiscencie sa nazyva luminofor. Na roz-
diel od fluorometrie nevyzaduje Ziadne excitaéné Ziare-
nie. Podstatou je prebiehajuca chemicka reakcia, kde
excitacia vznika na ukor energie uvolfiovanej reakciou.
Jednotlivé typy luminiscencie sa liSia podla zdroja ener-
gie, ktory ju vyvolal. Ked je vyzarované svetlo vysled-
kom chemickej reakcie, predovSetkym oxidacie, napr.
pri pomalej oxidacii fosforu, oznaluje sa ako chemilu-
miniscencia. Ak chemicka reakcia prebieha v Zivom sys-
téme, napr. svetielkovanie svatojanskej musky, hovori-
me o bioluminiscencii. Emitované svetlo vznika v dbs-
ledku chemickych reakcii prebiehajucich v tkanivach
Zivych organizmov a je zvac3a slabozelené alebo sla-
boCervené. Takéto svetlo dokazu emitovat niektoré
druhy hmyzu, hlbokomorské organizmy, €ervy, huby a
mikroorganizmy, napr. hnilobné baktérie. Varioskan
Flash umoZhuje detegovat obidva spominané typy lu-
miniscencie.

BRET (z anglického Bioluminescence resonance ener-
gy transfer) je nedeStruktivna metdda, ktord umoziuje
sledovat komplexné protein-proteinové interakcie pria-
mo v zivych bunkach. Jej podstatou je neradioaktivny
prenos energie medzi dvoma skimanymi proteinmi,
pricom jeden z nich je fuzovany s luciferdzou (biolumi-
niscent darcu) a druhy s mutantnou formou zeleného
fluorescenéného proteinu (GFP) (fluorescenény akcep-
tor). V pripade interakcie skumanych proteinov sa luci-
feraza a GFP dostanu do tesnej blizkosti, prebehne
rezonanény prenos energie a zmeni sa farba biolumi-
niscenénej emisie. Uginnost prenosu zavisi na stupni
spektralneho prekrytia, vzajomnej orientacii a vzdiale-
nosti medzi darcom a akceptorom.

Stanovenie koncentracie
nukleovych kyselin

Z velkého mnozZstva metdd bunkovej a molekularnej
biologie, na ktoré je mozné vyuzit pristroj Varioskan

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

mimoriadne cislo, 2013, rocnik 17
ISSN 1338-1024

39



Flash, sa zameriame na stanovenie koncentracie nuk-
leovych kyselin, ktoré reprezentuje metdédu pouzivanu
asi v kazdom molekularno-biologickom laboratériu.

Na pristroji Varioskan je mozné stanovovat koncentra-
ciu a Cistotu DNA dvoma spdsobmi s vyuZitim dvoch uz
spomenutych technik, merania absorbancie a fluores-
cencie. Pri klasickym postupe sa absorbancia vzorky
stanovuje spektrofotometricky pri vinovej dizke 260 nm
(A260) a 280nm (A280). Molekuly DNA obsahuju puri-
nové a pyrimidinové bazy, ktoré maju aromaticky cha-
rakter a absorbuju charakteristickym sposobom ultrafia-
lové Ziarenie. Pri vinovej dizke 260 nm maju absorpéné
maximum nukleové kyseliny, pri vinovej dizke 280 nm
bielkoviny. Ak je hodnota pomeru A260/A280 nizSia ako
1,8, tak je DNA znedistena bielkovinami. Koncentracia
dvojretazcovej DNA sa stanovi podla hodnoty namera-
nej pri A260, kde hodnota rovna 1 zodpoveda 50 ug/ml.
Nevyhodou tohto postupu je, Ze vyzaduje Specialne
mikroplatniCky prepustajuce ultrafialové svetlo, ktoré su
v porovnani s beznymi niekolkonasobne drahsie. Dal-
Sou nevyhodou je interferencia merania s beznymi kon-
taminantmi ako su nukleotidy, jednoretazcova DNA a
RNA.

Alternativu k spektrofotometrii predstavuje fluorescenc-
na metdéda merania koncentracie dvojretazcovej DNA.
Podstatou je farbenie DNA pomocou interkalacnej far-
bic¢ky. Interkalaciou farbicky do molekul dvojretazcovej
DNA sa v UV svetle emituje fluorescencia, ktora je
priamo umerna koncentracii nukleovej kyseliny. Mnoz-
stvo DNA v skimanej vzorke sa stanovi porovnavanim
jej fluorescencie s intenzitou fluorescencie riedenej sady
Standardnej DNA so znamou koncentraciou. Ako inter-
kalacna farbiCka sa pouziva etidium bromid, ktory je
vSak pre svoje mutagénne vlastnosti v poslednej dobe
stéle CastejSie nahradzovany nemutagénnymi alternati-
vami, ako je napr. PicoGreen (Molecular Probes). Kom-
binacia Varioskan a PicoGreen je idealna pre kvantifi-
kaciu dvojretazcovej DNA. V 96 jamkovej platnicke je
mozné sucasne analyzovat az 88 vzoriek, 8 jamiek je
potrebnych pre Standard. Cely postup je navySe velmi
zjednoduSeny moznostou pridavania PicoGreen ¢inidla
ku vzorkam pomocou automatického davkovaca. Pre
UCely merania sa pripravi PicoGreen ¢inidlo nariedenim
koncentrovaného roztoku v pomere 1:200 v 1 x TE timi-
vom roztoku. Na 1 vzorku je potrebnych 100 ([l takto
pripraveného roztoku. Vzorka sa inkubuje s PicoGreen
20 sekund za neustaleho trepania v intenzite 600 ota-
€¢ok za minutu a s priemerom 1 milimeter. Po nasledne;j
5 mindtovej inkubacii sa uskutoChuje samotné fluores-
centné meranie pri excitacii 485 nm a emisii 535 nm.
Na grafe €. 1 je priklad vzorovej kalibraénej krivky.

Zaver

Pristroj Varioskan Flash vdaka svojej multifunkénosti
poskytuje Siroké mozZnosti uplatnenia v molekularnej a
bunkovej bioldgii, ale aj v dalSich vednych odboroch

a farmaceutickom priemysle. Vdaka vstavanym davko-
vacom a pripravenosti na prepojenie s inymi automati-
zovanymi systémami umoziiuje vykonavat experimenty,
ktoré sa vyznaluju vysokou reprodukovatelnostou a
eliminaciou chyb merani spésobenych ludskym fakto-
rom. Vzhladom na moznost vykonavat fluorometrické,
spektrofotometrické aj luminiscenéné merania je vyuzi-
telny v celej Skale experimentov vyuZivajucich tieto
techniky. Odporuca sa na experimenty Studujice apop-
tozu, prenos ionov Ca**, proliferaciu buniek a metabo-
lické procesy v bunkach. Okrem toho poskytuje moz-
nost kvantifikacie nukleovych kyselin (DNA, RNA),
kvantifikacie proteinov, sledovat’ kinetiku enzymatickych
reakcii, vykonavat  ELISA/FIA/TRF-ELISA testy,
FRET/TR-FRET/BRET testy a GPCR testy. Uplatnenie
najde aj pri Studiu: prenosu cez idbnové kanaly, fosfory-
lacie prostrednictvom kinaz, reportérovych génov, me-
chanizmov prenosu signalov, fluorescencie tryptofanu a
tyrozinu.
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Graf 1. Vzorova kalibracna krivka z fluorescenéného
merania DNA na pristroji Varioskan Flash

Abstract

Varioskan Flash is a spectral scanning multimode reader that
offers optimal performance for demanding research assays. It
provides flexibility for a variety of different applications with
unlimited wavelength selection, up to three onboard dispens-
ers, unparalleled optical performance and the advanced
Thermo Scientific Skanlt software. Varioskan Flash includes
fluorescence intensity, time-resolved fluorescence (TRF),
photometric, and luminometric detection technologies. It is
designed for optimization and analysis of various assays, such
as binding assays, molecular biology assays, enzyme kinetic
studies, ion-channel and cell signalling assays. Its versatility
makes it indispensable for modern biological laboratory. It is
recommended for numerous molecular biology and cellular
biology assays such as: Apoptosis assays; ca®" flux assays;
Cell proliferation; Cellular assays; Direct DNA, RNA and pro-
tein quantitation; ELISA/FIA/TRF-ELISA assays; Enzyme
kinetic studies; FRET assays; TR-FRET assays; BRET as-
says; GPCR assays; lon channel assays; Kinase assays;
Multilabel assays; Reporter gene assays; Signal transduction;
Tryptophan and tyrosine UV fluorescence.
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Avutofluorescencia telovych tekutin
pre mozny skrinning
nadorovych ochoreni

Uvod

Rakovina je celospoloCenskym problémom, ktory si
kazdy rok vyziada svoju dan. Patri k hlavnym pri¢inam
umrtia obyvatelstva priemyselne vyspelych krajin a je
druhou hlavnou pri€inou umrtia v rozvojovych krajinach.
Podla Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) v roku
2008 zomrelo v doésledku onkologickych ochoreni 8
miliénov ludi, ¢o predstavuje asi 13 % vSetkych umrti,
¢im sa rakovina zaraduje do Cela pri¢in mortality na
svete (WHO, 2008). Predpoklada sa, ze umrtnost bude
stale rast a v roku 2030 presiahne 13 miliénov. Prave
rychla diagnostika choroby je zakladom pre ucinnu liec-
bu a prispela by k znizeniu tak obrovského disla.

Autofluorescencia v diagnostike
nadorovych ochoreni

Vyznamné postavenie v oblasti diagnostiky metabolic-
kych a kancerogénnych procesov v su€asnej dobe na-
dobudaju moderné techniky fluorescenénej spektrosko-
pie. V porovnani s inymi technikami si vyhodné najma
pre ich rychlost, vysoku senzitivitu a neinvazivny cha-
rakter. Na tento ciel m6zu vyuzit charakteristicku vlast-
nost tumorového tkaniva, ktoré v porovnani so zdravym
tkanivom vo vacSej miere akumuluje urcité chemické
latky, ktoré su schopné fluorescencie.

Fluorescencia ako opticky jav je spOsobena pritomnos-
tou fluorescencéne aktivnych latok — fluoroforov, ktoré su
po excitacii schopné emitovat Zziarenie. Fluorescencia
biologického materialu spbsobena prirodzenym vysky-
tom vlastnych (endogénnych) fluoroforov je €asto nazy-
vana ako autofluorescencia. Pritomnost urgitych fluoro-
forov v tkanive alebo v biologickych tekutinach je typic-
ka pre isté fyziologické, respektive patologické procesy.
Kedze fluorescenéné techniky su zalozené na detekcii
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uz molekulovych zmien a zachytavaju aj velmi nizke
koncentracie, su vhodnym prostriedkom na v€asnu dia-
gnostiku alebo skrining.

Sfubnou metédou, ktora by odhalila v€asné stadia na-
dorovych ochoreni aj nedostupnych organov a tkaniv je
meranie autofluorescencie telesnych tekutin. Krv a mo¢
ako telesné tekutiny priamo odrazaju aktualne zmeny
v organizme, pretoze ich zloZenie odraza metabolicky
stav kazdého organu.

Fluorofory teda predstavuju jeden z potencialnych mar-
kerov, ktory by mohol sluzit' na rychlu a nenaroénu de-
tekciu a skrining karcindmov bez potreby odberu na-
dorového tkaniva. NavySe, zmeny v zloZeni metabolitov
pritomnych v telesnych tekutinach mézu sluzit pre po-
treby pochopenia pozmeneného metabolizmu nadoro-
vych buniek.

Moznosti vyuzitia
autofluorescencie krvi

Wolfbeis et Leiner (1985) Studovali fluorescenciu lud-
ského séra ako funkciu réznej excitadnej vinovej dizky.
Fluorescenciu séra prezentovali vo forme topografic-
kych map — excitaéno-emisnych matic (EEM), aby iden-
tifikovali rézne fluorofory, medzi ktoré patria hlavne tryp-
tofan, NAD(P)H, kyselina 4-pyridoxinova, pyridoxal-5-
fosfat a bilirubin viazany na proteiny.

Leiner et al. (1986) nasli signifikantny rozdiel vo fluores-
cencii séra v blizkej UV oblasti (325 a 365 nm) medzi
kontrolami a pacientkami s gynekologickymi nadormi.
Xu et al. (1988) pracovali na fakte, Ze abnormalne mo-
lekuly v rakovinovych bunkach mézu vstupovat do krvi
a najst’ tak rozdiel medzi fluorescenciou séra zdravych
dobrovolnikov a pacientov s rakovinou. Merali absorpé-
né, excitané a emisné fluorescenéné spektra. Ked
excitovali sérum pri 290 nm, nasli intenzivny emisny pas
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pri 340 nm u zdravych aj chorych ludi. Ked v3ak excito-
vali vzorku pri 450 nm, pozorovali dva emisné pasy:
hlavny pri 630 nm a druhy, slabsi pri 690 nm pri pacien-
toch s rakovinou. U zdravych dobrovolnikov bol v Cer-
venej oblasti spektra pozorovany len slaby pas. Tieto
dva pasy pri 630 a 690 nm predstavuju typické fluores-
centné spektrum séra pacienta s rakovinou. V skupine
bolo 110 pripadov a pouzitim tejto metédy bola dosiah-
nuta 94,5 % spravnost. Aj ked detekcia rakoviny bola
mozna, tato metdda nedokazala urcit jej stupen.
Hubmann et al. (1990) pozorovali rozdiely v sére zdra-
vych dobrovolnikov a pacientov s rakovinou. Podla ich
zisteni je aminokyselina tryptofan zvySena v krvi pacien-
tov s rakovinou, pretoze trpia hypoalbuminémiou a na-
opak hyperglobulinémiou.

Madhuri et al. (1997) pracovali s nativnou fluorescenc-
nou spektroskopiou biomolekul v krvnej plazme, aby
rozlisili rakovinové a normalne vzorky pomocou ultrafia-
lovej fluorescencie. Pozorovali charakteristiky krvnej
plazmy od normalnych a kanceréznych subjektov. Vzor-
ky excitovali v UV oblasti 250 — 340 nm. Emisné spek-
trum pri excitacii 300 nm vykazovalo znaény rozdiel
fluorescencie medzi krvnou plazmou normalnych a kan-
ceroznych subjektov. Pomer intenzit fluorescencie me-
dzi 340 a 440 nm bol uréeny ako kvantifikator diagnos-
ticky potencialnej hodnoty. Hodnota pomeru intenzit pri
340/440 nm normalnej krvnej plazmy bola nizSia ako 11
a pre tumory bola tato hodnota vysSia. NavySe tento
pomer sa u kancerdznej plazmy menil v rozmedzi 11 —
28, v zavislosti od stupria malignity.

Ganesan et al. (1999) pouzili nativhu fluorescenénu
charakteristiku krvnej plazmy na rozliSenie pacientov
s poruchami pe€ene. Ukazalo sa, Ze priemerné hodnoty
intenzit fluorescenénych spektier normalnych a chorych
subjektov sa lidia. Pri excitacii pri 405 nm zaznamenali
vyrazny pik pri 464 nm v normalnych vzorkach, zatial ¢o
patologické vzorky vykazovali ¢erveny posun fluores-
cencéného maxima. Navyse v pripade poskodenia pece-
ne nachadzali aj pik pri 615 nm, pravdepodobne spéso-
beny endogénnymi porfyrinmi. Pomer intenzit pri
465 nm ku 615 nm pouzili na odliSenie patologickych
vzoriek od normalnych so Statisticky vyznamnou uspe$-
nostou.

Karthikeyan et al. (1999) pouZili fluorescenénu spek-
troskopiu na rozliSenie fluorescencie vzoriek krvi zdra-
vych mysSi a mysi s koznym karcinomom. Krv bola
odobrana z o€nej vény pouzitim heparinovej kapilary a
separacia plazmy, erytrocytov a membran erytrocytov
prebehla centrifugaciou v aceténe. Tieto frakcie boli
fluorescenéne analyzované pri excitacii 400 nm pre
normalne a kancerézne myS3i. Membrany erytrocytov
oboch vzoriek dosahovali maximum fluorescencie pri
440 nm a 630 nm, navySe rakovinové vzorky dosahovali
aj pik pri 540 nm. Normalna plazma a erytrocyty ukazali
vyznamny pik pri 430 nm, zatial ¢o vySSich vinovych
dizkach fluorescencia klesala. Plazma a erytrocyty

s rakovinou vykazovali aj druhy pik pri 630 nm, napriek
tomu Ze normalna plazma ani erytrocyty tu fluorescenc-
ny pik nedosahuju. Tri piky pri 470, 530 a 630 nm prira-
dili NAD(P)H, flavinom a porfyrinom. V krvnej plazme
a erytrocytoch rakovinovych vzoriek bol najdeny signifi-
kantny pokles v pomere intenzit pri 530 a 630 nm. Ten-
to pomer bol urakovinovych vzoriek nizSi ako 1,
v zdravych vzorkach plazmy dosahoval hodnoty 2 resp.
2,5 u zdravych erytrocytov.

V praci pochadzajicej od Masilamaniho et al. (2004)
bola najdena zvysena koncentracia porfyrinov vo for-
movanych elementoch krvi a krvnej plazmy u pacientov
s roznym druhom rakoviny v porovnani so zdravymi
subjektmi. Bola merana fluorescencia pri excitacii 400
nm a ako indikator pritomnosti rakoviny bol zvoleny
pomer intenzit pri 630 a 590 nm. U zdravych dobrovol-
nikov bol tento pomer rovny 0,5. U pacientov s rakovi-
nou zaludka bol zvySeny na 1,2 u skorych Stadii a 2,85
v neskorych Stadiach. Pri rakovine prsnika bol tento
pomer 0,83 resp. 1,56 (skoré resp. neskoré Stadium).
Skumali viacero druhov rakoviny, pri vSetkych vSak sko-
ré stadia vykazovali pomer v rozmedzi 0,8 — 1 a pri ne-
skorych bolo toto €islo vacésie ako 1.

Dramic¢anin et al. (2006) aplikovali synchrénnu fluores-
cencnu spektroskopiu na prestudovanie prsnikového
tkaniva. Merali fluorescenciu z oblasti excitacie 330 —
650 nm a konstantny interval vinovych diZok sa pohy-
boval od 30 do 120 nm pre 21 zdravych a 21 malignych
vzoriek tkaniva. Zo synchréonnych spektier s réznym
intervalom posunu medzi excitaciou a emisiou vytvorili
3D vzor synchrénnych spektier zdravych aj malignych
tkaniv. Pomocou nich rozIisili tri hlavné oblasti zmien
medzi zdravym a patologickym tkanivom, ktoré prisudili
extraceluldrnym proteinom a koenzymom (kolagén,
elastin, NADH a FAD).

Zhang et al. (2007) merali spektrd krvného séra mysi
so skorym Stadiom sarkému pri excitacii 400 nm, kde
pozorovali emisiu protoporfyrinu IX. Na rozpoznanie
skorych Stadii rakoviny vyuZil pik-pik hodnotu prvej de-
rivacie emisnych fluorescennych spektier, teda rozdiel
najvyssej a najnizSej amplitidovej hodnoty. V sére mysi
so sarkébmom bola tato hodnota vy3Sia ako v sére zdra-
vych mysi.

Moznosti vyuzitia
autofluorescencie mocu

ZloZenie mocu je ovplyvnené telesnym metabolizmom,
stravou, vekom, hydrataciou a chorobami. Prave preto
sa analyza mocu vyuziva na detekciu pritomnosti mno-
hych choréb. Standardny test mo&u zahffia fyzikélne,
biochemické a mikrobiologické testy. Biochemicka ana-
lyza je zalozena hlavne na kvalitativnej a kvantitativnej
determinécii jednotlivych komponentov, povaZovanych
za markery poruchy. Takato analyza vyuZiva pomalé a
nakladné techniky (izolacia, purifikacia, etc.), ktoré do
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vysledkov prinaSaju komplikacie a chyby. V sucasnej
dobe rozvoj fluorescencnej techniky umozruje vyskum
analyzy mocu pomocou modernych fluorescenénych
metdd, kedZze mo€ obsahuje mnozstvo latok schopnych
fluoreskovat. V porovnani sinymi metédami sa tato
metdda vyznacuje rychlostou a vysokou senzitivitou.

Meranie autofluorescencie mocu ma potencial odlisit
mnohé zdravotné tazkosti, ako infekcie vylu¢ovacieho
traktu, poruchy obli¢iek, nefroticky syndrém a gastroen-
teritidu (Dubayova et al., 2003). Autori merali synchron-
ne flurescenéné spektira pri posune excitatného a
emisného monochromatora o0 30 nm. Pri chronickych
poruchach obli€iek zistili pritomnost nového piku pri 310
nm, ¢o priradili fluorescencii proteinov. Rézne poruchy
ako diabetes mellitus, trombocytopénia alebo gastroen-
teritida vykazovali aj rébzne spektralne zmeny synchrén-
neho spektra. Podla charakteristického tvaru spektra
bolo mozné identifikovat' rézne druhy ochorenia. Navy-
Se bolo mozné pomocou spektier sledovat priebeh
ochorenia. Pri prepusteni z nemocnice spektrum vyka-
zovalo charakteristiky zdravého mocu, pri relapse ocho-
renia sa tvar spektra opat zmenil do patologického sta-
vu. Vysledkom tejto prace bola demonstracia, ze auto-
fluorescencia organickych zloziek mocu suvisi s pato-
logickym stavom, a mdze byt preto vyuzita na diagnos-
tické ucely.

Kusnir et al. (2005) vyuzivali na rozliSenie patologickych
zmien v moci koncentratné matice synchrénnych spek-
tier (KMSS). Merali synchronne spektra pri posune 30
nm a pri 11 réznych riedeniach mo€u. Pomocou tychto
spektier vytvoril 3D obrazce, koncentraéné matice syn-
chréonnych spektier, ktoré vykazovali pre zdravy moc
charakteristicky tvar, odliSny od tvaru KMSS pacientov
s hepatopatiou a trombocytopéniou. Praca tak poukazu-
je na ind moznost hodnotenia autofluorescencie mocu,
ktora pomocou KMSS ponuka kompletny pohfad na
zlozenie a koncentraciu fluoroforov v modci.

Anwer et al. (2009) pouzili na odhalenie bakteriurie fluo-
rescenénu spektroskopiu mocu. Neriedeny zdravy a
patologicky mo¢ excitovali pri 290 nm a sledovali emisiu
v oblasti 350 — 500 nm. Zistili, ze pre zdravy mo¢€ je cha-
rakteristicka velmi nizka fluorescencia v tejto oblasti,
oproti vysokej a do znacnej miery variabilnej fluores-
cencie mocu s bakteridriou. Vysoku fluorescenciu pato-
logického modcu vysvetlili nizSou koncentraciou tryptofa-
nu a jeho metabolitov a tym zniZeniu efektu vnutorného
filtra, ktory nastava pri fluorescencii zdravého mocu.

Masilamani et. al (2010) su jedini autori, ktori sa zame-
rali na detekciu rakoviny pomocou merania fluorescen-
cie moc€u. Vzorky mo&u pochadzali od 100 zdravych
dobrovolnikov a 50 pacientov s réznym typom rakoviny
(8 pacientov s rakovinou prsnika, 10 kr€ka maternice, 5
hrubého ¢&reva, 6 pazeraka, 10 peCene, 6 modového
mechura a 5 pacientov s leukémiou). V zdravom modi
pri excitacii 400 nm namerali fluorescenciu pri 485 nm
s ramenom pri 444 nm, ktoru priradili fluorescencii vol-

ného, resp. viazaného NADH, a slaby péas v oblasti 615
nm spoésobeny porfyrinmi. V emisnych spektrach pa-
cientov s réznymi druhmi rakoviny maxima pri 444
a 485 nm miznu a do popredia sa dostava maximum
530 nm, ktoré priradili fluorescencii flavinov (emisia pri
515 nm) a bilirubinu (emisia pri 555 nm). Taktiez bola
zvySené fluorescencia porfyrinov (emisia pri 615 nm).
Na odliSenie zdravych a patologickych skupin pouZzil
intenzitu piku pri 444 nm, oznaeného ako viazané
NADH a pomery pikov volného NADH (485), flavinov
(515 nm) a bilirubinu (555 nm) ku fluorescencii viazané-
ho NADH (444 nm). VSetky tieto parametre vykazovali
signifikatné zmeny a senzitivita a Specificita sa pohybo-
vali na urovni 80 — 90 %. TaktieZ merali synchrénne
fluorescenéné spektra pri posune 70 nm. Zdravé spek-
tra dosahovali maxima pri 365 nm, 430 nm a 470 nm a
boli priradené fluorescencii NADH, flavinom a bilirubinu.
Pri pacientoch bol pozorovany posun emisie do dlhSich
vinovych diZok (&erveny posun) z 430 a 475 nm do 450
a 475 nm, podobne ako to bolo pri emisnych spektrach.
Ako parametre pouzili pomery flavinov (460 nm) a bili-
rubinu (475 nm) ku fluorescencii NADH (365 nm). Oba
tieto parametre boli u onkologickych pacientov signifi-
kantne zvySené.

Autori Zvarik et al (2012) sa zamerali na hladani rozdie-
lov vo fluorescencii metabolitov v moci pacientov s ra-
kovinou vajecnika oproti zdravym dobrovolnikom pouZzi-
tim excitaCno-emisnych matic. Zistili, Ze najvacsi rozdiel
vo fluorescencii mocu je v oblasti emisie 400 — 460 nm
a v oblasti excitacie 310 — 390 nm. Statisticka analyza
ukazala 5-nasobné znizenie intenzity piku 330/420 nm
(excitaéna/emisna vinova dizka) v mog&i pacientov s ra-
kovinou oproti zdravym jedincom. Navy$e pomer inten-
zit pikov pri 370/440 nm a 330/420 nm je 18-krat nizSi
v pripade vzoriek od pacientov oproti kontrolnym vzor-
kam. Pozorované zmeny boli vysvetlené znizenym
mnozstvom kyseliny pyridoxinovej, zatial ¢o modro-
fluoreskujice pteriny dominuju v excitatno-emisnych
maticiach mocu pacientov s rakovinou oproti zdravym
jedincom. Autori ukazali, Ze sledovanie fluorescenénych
metabolitov v mod&i ponuka moznost skriningovej metoé-
dy nadorovych ochoreni vajecnika.

Zaver

Monitorovanie autofluorescencie telovych tekutin pou-
kazuje na moznosti alternativneho rieSenia diagnostiky
nadorovych ochoreni. Pouzitie telovych tekutin, ktorych
ZloZenie odraZa aktualny stav organizmu, dava moz-
nost rychleho skriningu nadorového ochorenia aj nedo-
stupnych organov. NavySe fluorescenéné metédy su
zalozené na detekcii molekulovych zmien, a tak je moz-
né zachytit chorobu v jej ranom Stadiu, kedy eSte nie su
rozvinuté morfologické zmeny, a choroba je klinicky
asyptomaticka. Nespornou vyhodou fluorescenénych
metdd je aj ich finanéna nenaroCnost, rychlost a mini-
malna zataz pre pacienta.
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Abstract

The early diagnostic is the most difficult but crucial condition
for effective treatment of oncological diseases. The aim of the
article was to investigate the possible cancer screening poten-
tial of body fluids autofluorescence. Body fluids contain many
intrinsic fluorophores, therefore modern fluorescence tech-
nigues are perspective candidates for new routine screening
tests. When compared to other methods, fluorescence analy-
sis is fast, safe, highly sensitive, non-invasive, cheap and
stressless for patients.
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Faktory ovplyviujice atraktivitu

medzi pohlaviami

Uvod

Vztah medzi fudskou sexualitou, vyberom partnera a
hladinou androgénov stéle nie je eSte presne znamy.
Faktorov, ktoré ovplyviuju atraktivitu medzi pohlaviami
je vefa a mbézu byt u oboch pohlavi rézne. U Zien maju
dolezita ulohu tie faktory, ktoré suvisia s ich fertilitou,
pricom u muzov je dblezity ich pristup k zdrojom (1).

Nina Kostova, Roman Gardlik

Ustav molekularmej biomediciny,
Lekarska fakulta,
Univerzita Komenského v Bratislave

kostova.nina@gmail.com,
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Zda sa, Zze u oboch pohlavi ovplyviiuju hladiny testoste-
rénu, sucasného aj prenatalneho, atraktivitu u opaéného
pohlavia. Na zaklade dostupnych udajov je mozné
predpokladat, Ze muzi s vy3Simi hladinami testosterénu
suU pre Zeny atraktivnejSi. Medzi potencialne determi-
nanty ich atraktivity mézeme zaradit aj vek, finan¢né
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zabezpecenie, vzhlad, spravanie a mnoho dalSich fak-
torov. U Zien je podfa dostupnej literatury dbélezitym
determinantom atraktivity faza menstruaéného cyklu.

Vplyv pohlavnych horménov
na atraktivitu

Pocas menstruaéného cyklu dochadza k zmenam hla-
din estradiolu a progesterénu. U mnohych druhov su
samicky atraktivnejSie pre samcekov vo faze ovulacie.
Zistilo sa, ze progesteron a jeho interakcie s estradio-
lom negativne ovplyviiovali atraktivitu Zien u muzov. Ze-
ny su teda pre muzov najatraktivnejSie poc¢as najplod-
nejSej fazy menstruatného cyklu (2). U zien, ktoré Ziju
v trvalom vztahu alebo u Zien, ktoré dlhodobo uZivaju
hormonalnu antikoncepciu, &im je ich prirodzeny cyklus
potlaceny, sa tieto vykyvy mézu prejavovat mene;.

U samic goril nemala hladina androgénov vplyv na ko-
pulacné spravanie, ale zvySené kopulacné spravanie
suviselo so zvySenou hladinou estrogénov v periovulac-
nom obdobi (3). Zebricky pestré, ktorym podavali v dos-
pelosti testosteron, viac spievali a boli agresivnejSie, ale
vysSia hladina testosterénu vyber ich partnera neov-
plyvnila (4). Samicky potkanov, ktorym sa umelo poda-
val testosterén propionat vSak preferovali sexualne ak-
tivnych samcov (5).

Za marker hladin prenatédlneho mnozstva androgénov
u fudi sa povazuje pomer dizky druhého (2D) a $tvrtého
(4D) prsta ruky jedinca, pricom niz§i pomer 2D:4D
svedCi o vySSej prenatalnej expozicii androgénom. Po-
mer 2D:4D je sexudlne dimorfny, u muzov byva druhy
prst krat8i, u Zien je druhy prst rovnako dlhy alebo dlhsi
ako Stvrty prst (6). NizSi pomer 2D:4D u muzov pri hod-
noteni Zzenami zvySoval ich atraktivitu (7).

Atraktivita a vek

U muZov je vek Zeny jednym zo zakladnych determi-
nantov vyberu partnerky, a to najma preto, ze fertilita
Zien je ohraniend iba na relativne kratke obdobie.
U zien vek muza nehra délezita ulohu, plodnost muzov
sa vekom podstatne nemeni, pricom vys$Si vek muza
mdze znamenat’ vy$Sie postavenie v spolo¢nosti a tym
aj lepsi pristup k zdrojom (1).

Podla vyskumu, v ktorom vysoko$kolaci posudzovali
atraktivitu muzov a zien rézneho veku, dospeli muzi
hodnotili pubertalne diev€ata rovnako atraktivne ako
svoje vrstovnicky, zatial o Zeny pubertalnych chlapcov
vbbec nepovaZovali za sexualne atraktivnych (8).

Atraktivita a vyzor

Zeny s priemernymi tvarovymi charakteristikami su pre
muzov atraktivnejSie, je to pravdepodobne preto, Ze
tieto signalizuju nepritomnost’ genetickych anomalii (9).
Muzi preferuju zeny s priemernou hmotnostou a s typic-

kym Zenskym pomerom medzi pasom a bokmi (waist-
to-hip ratio — WHR), ktory odzrkadluje optimalnu fertilitu
a zaistuje, Zze Zena nie je tehotna (10).

U predpubertalnych diev€at, ktorym sa boky eSte neza-
oblili, je pomer vy3&i (priblizne 0,85), u diev€at po pu-
berte a mladych Zien sa znizuje priblizne na 0,75 a po-
tom sa zase zvysuje u starSich Zien, u ktorych sa zvac-
Suje pas. Cim vyssie je WHR, tim je Zena menej atrak-
tivna a aj menej plodna.

Ak zena nehlada dlhodobého partnera, vzhlad muza
modze byt pre fiu najddlezitejSim faktorom vyberu. Déle-
Zita je predovSetkym telesna symetria, ktora suvisi aj
s dobrou fertilitou a nepritomnostou genetickych ano-
malii, svalova hmota a WHR okolo 0,9 (11). Medzi zna-
ky zavislé od testosterénu patria hustejSie a tmavsie
fuzy, vyska, ,trojuholnikovy“ tvar postavy, socidlna do-
minancia, telesny pach.

Atraktivita a socioekonomickeé
postavenie

Pre Zenu su pre vyber dlhodobého partnera, okrem ge-
netickych a zdravotnych charakteristik, najdolezitejSie
prave signaly svedg&iace o jeho pristupe k zdrojom. Zeny
povazovali za najdblezitejSie budice alebo aktualne
finanéné zabezpecCenie partnera ajeho spolocenské
postavenie a moc (12).

Aj ked muzi dosahuju vySSie postavenie a majetok az
vo vyS$Som veku, da sa predpokladat ich potencial do
budicna. Potencial pristupu k zdrojom (resource hol-
ding potential — RHP) méZze mat rézne determinanty,
akymi su rodinné zazemie, vzdelanie, profesia, inteli-
gencia. Zeny tieto atributy asto zohladfiuju pri vybere
idealneho partnera (13). Podobny vysledok, kedy to
bolo skér socioekonomické postavenie, ktoré hralo ulo-
hu pri vybere sexualneho partnera, zistili aj ini autori
(14).

Zaver

Vo viacerych vyskumoch sa preukazalo, ze pre muzov
je dolezity faktor atraktivity vek a vyzor zeny, pricom ide
o to, aby Zena, ktoru si vyberu bola plodna a to ¢o naj-
dihsi 8as. Zeny su pre muzov atraktivnejsie vo faze ovu-
lacie, alebo bezprostredne pred touto fazou, kedy su
najplodnejsie.

Pre vyber partnera pre Zenu je délezité socioekonomic-
ké postavenie muza. Zeny to povazuju za délezZité pre-
to, aby sa ich partner dokazal postarat o ne a potom-
stvo.

Vo vSeobecnosti existuje mnozstvo faktorov, hodnotia-
ceho aj hodnoteného, ktoré ovplyviiuju atraktivitu opac-
ného pohlavia, preto ich treba brat do ivahy komplexne
a nie iba ako izolované udaje.
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Abstract

Progesterone and its interactions with estradiol have negative
impact on the attractiveness of women perceived by men.
Women are most attractive for men when they are most fertile.
A lower ratio 2D:4D as a marker of higher prenatal androgen
exposure, particularly testosterone, makes men more attrac-
tive to women. Age of a woman is very important factor in
process of men’s partner selection, on contrary, for women
age of men is not so important factor in this process. Women
with average face characteristic, average weight and typical
waist-to-hip ratio are more attractive for men. In women, if
they do not seek for a long-term partner then the appearance
of the partner can be the most important criterion. Body sym-
metry plays an important role too. However, the most im-
portant factor in the process of selection of women’s partner is
his future or current financial resources and his social status
and power.
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KI'Gcovy problém biologickej
evolicie: Prechod od RNA sveta

k DNA svetu

Uvod

Molekula DNA nesuca geneticku informaciu vSetkych
Zijucich organizmov je pravdepodobne najStudovanejSia
biologickd makromolekula s mnoZstvom tajomnych as-
pektov. Jednym z nich je problém spojeny s evoluciou
DNA spocivajuci prave vo vzniku jej monomérov — deo-
xyribonukleotidov, za prebiotickych podmienok.

Casto sa povazuje za samozrejmé, ze DNA a RNA
vznikli v evoldcii spolu, alebo prinajmendom ribonukleo-
tidy i deoxyribonukleotidy vznikli z jednoduchych mole-
kul porovnatelnymi cestami. Tento spdsob vzniku deo-
xyribonukleotidov vSak nebol doteraz potvrdeny reak-
ciami syntézy deoxyribdzy a deoxyribonukleotidov zna-
mymi v chémii a biochémii, ani simulaciou experimentov
za prebiotickych podmienok.
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Zakladné stavebné bloky RNA a DNA sa liSia navzajom
len jedinym atémom kyslika. Jeho odstranenie z mo-
lekuly vSak predstavuje velmi zloZity chemicky proces.

Poc&as evolucie RNA bola pravdepodobne prvou existu-
jucou triedou makromolekul. V prvej faze evolucie RNA
mala jedinu funkciu autoreplikacie. Neskér usporiadanie
stavebnych jednotiek nukleovych kyselin umoznilo nie-
len autoreplikaciu vlastnej molekuly, ale aj vytvaranie
Specifickych Struktur inych molekul — proteinov. Pre
vznik DNA mali rozhodujucu ulohu dva proteiny s kata-
Iytickou funkciou — ribonukleotidreduktaza (RNR), ktora
katalyzuje tvorbu deoxyribonukleotidov a reverzna
transkriptaza katalyzujuca prepis informacie z RNA do
DNA (Follmann, 1986; Stubbe, 1990).
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Biosyntéza deoxyribonukleotidov

Zatial ¢o rib6éza a ribonukleotidy mohli existovat za pri-
mitivnych podmienok na Zemi, pretoZe ribéza vznika
medzi mnohymi produktmi reakcii formaldehydu a ribo-
nukleozidy sa tvoria zahriatim purinovych baz s ribézou
v pritomnosti anorganickych soli, ani intenzivny vyskum
tvorby biomolekul za abiotickych podmienok neobjavil
doteraz Ziadnu chemicku cestu pre tvorbu deoxyribo-
nukleotidov.

Deoxyribonukleotidy vznikaju redukciou zodpovedaju-
cich ribonukleotidov. Tato reakcia je katalyzovana en-
zymom ribonukleotidreduktazou. Produkty reakcie, 2'-
deoxyribonukleotidy, nie su tvorené Ziadnou inou bio-
syntetickou cestou de novo. Z tohto dévodu ma proces
redukcie ribonukleotidov rozhodujucu ulohu pri syntéze
DNA a deleni buniek.

Redukcia ribonukleotidov na zodpovedajuce deoxyribo-
nukleotidy nie je jednoduchy, ale postupny proces, pri
ktorom dochadza k prenosu vodika z NADPH najskér
na malu ditiolovu bielkovinu tioredoxin a z tioredoxinu
na ribonukleotidy. Prvy proces katalyzuje enzym tiore-
doxinreduktaza a druhy ribonukleotidreduktaza. Jeho
alternativou je glutaredoxinovy systém obsahujuci gluta-
redoxin, glutation a glutationreduktazu, ktory moéze
v pripade tioredoxinovych mutantov substituovat’ tiore-
doxinovy systém.

Redukcia ribonukleotidov sa uskutoChuje zloZitym me-
chanizmom, ktory sumarne mozno chapat ako redukciu
sekundarneho alkoholu ditiolom. Detailny mechanizmus
redukcie nie je zatial presne znamy.

Ribonukleotidreduktdazy
a ich evolicia

Aktivita RNR bola doteraz potvrdena u vSetkych doteraz
skumanych organizmov. Tieto enzymy odrazaju jednotu
Zivota prave tak, ako polymerazy nukleovych kyselin
alebo ribozomalny aparat. Najprv boli opisané dva typy
RNR. Prvy typ je reprezentovany enzymom izolovanym
z Escherichia coli kultivovanej za aerébnych podmienok
a druhy z baktérie Lactobacillus leichmannii. V sucas-
nosti su opisané Styri typy tohto enzymu, ktoré sa pre-
kvapujuco odliSuju poziadavkami na kofaktory napriek
ich centralnej ulohe v metabolizme (zelezo, koenzym
B12, mangan, horcik, S-adenozylmetionin) a urovriou
fosforylacie ribonukleotidov, ktoré vyuzivaju ako sub-
straty. Struktaru RNR, ktoré vyzaduju pre svoju aktivitu
koenzym B12 a su reprezentované enzymom z L. le-
ichmannii predstavuje jednoduchy polypeptidovy reta-
zec. Fe-zavislé RNR reprezentované enzymom z E.coli
maju podjednotkovl Struktdru vytvorenu z nerovnako
velkych polypeptidovych retazcov. Pravdepodobne vel-
ké podjednotky RNR vytvaraju rodinu pdévodnych prote-
inov s mnohonasobne nukleotid-viazucimi miestami.
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Obr. 1. Chémia a biochémia ribézy, 2"-deoxyribézy a ich nukleozidov a nukleotidov
PreruSované ciary oddeluju abiotické reakcie (vlavo) od reakcii katalyzovanych enzymami (vpravo). Preciarknuté Sipky
oznacuju reakcie, ktoré neprebiehali za abiotickych podmienok na Zemi a ani v stcasnosti pésobenim znamych enzymov.
Deoxyribonukleotidy mézu vznikndt’ len z ribonukleotidov (Follmann, 1982).
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Asociacia podjednotiek pripomina viac vztah apoen-
zym-koenzym nez podjednotkovu Strukturu enzymu.
Predpoklada sa, Zze B12-zavislé RNR vznikli prvé ako
primitivne katalyzatory syntézy deoxyribonukleotidov.
Tento nazor sa sa vSak neda celkom zosuladit' s fyloge-
netickym stromom bakterialneho sveta. Toto by vyzado-
valo poznat prebiotickl existenciu kobalt-obsahujucich
korinoidov. Tieto mohli vznikndt subezne s pribuznym
porfyrinovym systémom, ale nevyskytovali sa pravde-
podobne vSade, pretoZze kobalt je zriedkavy prvok a
navySe korinoidné koenzymy su rozkladané svetlom. Co
sa tyka Zeleza a horcika, su prinajmenSom stotisickrat a
tisickrat frekventovanejSie na zemskom povrchu a vaz-
ba s proteinom je regenerovana celou Skalou bioche-
mickych katalyzovanych reakcii.

Napriek odliSnej proteinovej Struktire maju RNR mnohé
vlastnosti podobné. Na zaklade experimentalnych vy-
sledkov sa predpoklada, Ze vSetky doteraz zname RNR
uskuto€riuju tuto reakciu rovnakym mechanizmom, ktory
ma charakter zlozitej radikalovej reakcie. Tiez vSetky
Styri ribonukleotidy sa viaZzu na rovnaké aktivne miesto
enzymu, pricom Specifita naviazania urcitého ribonukle-
otidu je modulovana naviazanim urcitého modulatora na
regulacné (alosterické) miesta enzymu (Fontecave,
1998; Tomter, 2013).

Z hladiska evolucie by jednym z vysvetleni mohlo byt,
ze prirodzené vlastnosti chémie redukcie ribonukleoti-
dov vnutili tieto podobnosti do oddelene sa vyvijajucich
enzymov konvergentnou evoluciou. Dal$ia alternativa
predpoklada, Ze tieto proteiny mali spoloéného predka,
z ktorého vznikli divergentnou evoluciou prispdsobenim
sa na $pecificky meniace sa poZiadavky prostredia. Na
z4klade Studia vlastnosti jednotlivych typov ribonukleo-
tidreduktaz viac autorov podporuje prave tuato moznost.
NajsilnejSim argumentom pre divergentnu evollciu zo
spoloéného predka je unikatny mechanizmus alosteric-
kej regulacie pre redukciu ribonukleotidov vo vsetkych
Styroch triedach enzymu. V kazdom pripade ich sub-
stratova Specifita je kontrolovana naviazanim efektoro-
vych nukleotidov do alosterického miesta a vSetky typy
reduktaz odpovedaju rovnakym spdsobom na danu
efektorovi molekulu, napriek rozdielnym proteinovym
Strukturam. Prvy enzym pravdepodobne vznikol pred
fotosyntézou a mohol byt podobny enzymom, ktoré boli
objavené v organizmoch schopnych rast za anaerob-
nych podmienok. Tento enzym ziskal unikatny reakény
a kontrolny alostericky mechanizmus, ktory dnes regulu-
je substratovu Specifitu vSetkych znamych RNR. Po
objaveni kyslika na Zemi sa zacali vyZadovat nové me-
chanizmy pre tvorbu radikalov a zacali sa vyvijat’ dalSie
typy enzymov. Pravdepodobne v$ak vznik tychto enzy-
mov je zodpovedny za premenu ,sveta RNA* na ,svet
DNA*® (Reichard, 1998).

ZAver

Casto sa povazuje za samozrejmé, Ze ribonukleotidy a
deoxyribonukleotidy vznikli v evolucii porovnatelnymi
cestami. PretoZze doteraz nie je znama prijatefna abio-
ticka cesta pre vznik deoxyribonukleotidov, problém
spojeny s evoluciou DNA spociva prave pri vzniku jej
monomeérov. V evolicii DNA nahradila RNA ako gene-
ticky material, pretoZe dvojvlaknova DNA je stabilnejSia
ako jednovlaknova RNA a stala sa vhodnejSou pre
uchovanie genetickej informacie.

Abstract

Ribonucleotide reductases (RNR) catalyzes the reduction of
ribonucleotides to corresponding deoxyribonucleotides. They
play important role in the regulation of DNA synthesis. Several
types of the enzyme are known, differing in structure and cata-
lytic mechanism. All RNRs require a protein radical for activity.
They form an unique essential ,bridge* between RNA and
DNA metabolism. Intensive research on abiotic formation of
biomolecules has not revealed a chemical route to deoxyribo-
nucleotides. In all present day organisms studied so far, deox-
yribonucleotides are produced exclusively by reduction of the
corresponding ribonucleotides, a reaction catalyzed by the
enzyme ribonucleotide reductase. Ribonucleotide reductases
are known as essential enzymes providing deoxyribonucleo-
tides for DNA replication and DNA repair. They are also evolu-
tionary key enzymes. The invention of ribonucleotide reduc-
tase made the transition from a RNA world to a DNA world
possible.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Nekodujioca DNA -

zbytocnost alebo nevyhnutnost?

Uvod

Medzi z&kladné charakteristiky Zivych organizmov patri
schopnost rozmnozZovat sa, a teda odovzdat’ svoju ge-
netickl informaciu do dalSej generacie. Co to ale je
geneticka informacia? Ako vyzera a ako sa realizuje?
Ako sa prenasa na potomstvo? To su otazky, ktoré tra-
pili aj minulé generacie vedcov. Na niektoré sa podarilo
odpovedat, na iné len z Casti. Rychle napredovanie
biologického vyskumu, hlavne molekularnej biologie a
bioinformatiky, prinasa obrovské mnozstvo poznatkov
0 organizacii genetickej informacie u rozmanitych orga-
nizmov a spdsoboch jej realizacie. Mnohé zistenia su
pozoruhodné i prekvapivé a zasadnym spdsobom me-
nia nase predstavy o fungovani zZivych systémov.

DNA

Uz v 19. storodi sa vedelo o troch zakladnych organic-
kych latkach (bielkoviny, sacharidy a lipidy), ktoré sa
dlho povazovali za biochemicky najddlezitejSie latky pre
zivot. Az neskér k nim pribudla Stvrta, velmi podstatna
organickd substancia. KedZe sa prvykrat pozorovala
v jadrach eukaryotickych buniek, dostala tato latka na-
zvana nuklein (lat. nucleus - jadro), z ktorého neskor
vznikol nazov nukleova kyselina a az zacliatkom 20.
storolia sa zaal pouzivat termin, ktory pouzivame aj
v suCasnosti — deoxyribonukleova kyselina (DNA). To,
Ze prave DNA je nositelom genetickej informacie sa
zistilo aZ v tridsiatych rokoch 20. storocia. To v preklade
znamena, ze sa prenasa z jednej generacie na druhu a
je zodpovedna za prenos tzv. faktorov dedi¢nosti, ako
gény prvykrat nazval zakladatel genetiky Johan Gregor
Mendel. Samotnu trojrozmernu Strukturu DNA opisali
James Watson a Francis Crick v kratkom ¢&lanku vyda-
nom v ¢asopise Nature az v roku 1953.

V tom obdobi sa zdalo, ze o DNA uz vieme vela. Vedelo
sa, ako vyzera a ako sa prenaSa z generacie na gene-
raciu. Nevedelo sa v8ak, akym spésobom je geneticka
informacia v DNA zapisana a ako presne k realizacii
genetickej informacie dochadza. V su€asnosti vieme, Ze
DNA pozostava z roznych funkénych usekov, ktoré na-
zyvame gény. Su to zakladné jednotky dedi¢nosti, ktoré
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kéduju informaciu pre tvorbu produktu, o su najcastej-
Sie bielkoviny. Protein-kédujuce gény zvy€ajne pozos-
tavaju z kodonov (3 nukleotidy v sekvencii DNA, preto
sa kodon nazyva aj triplet), ktoré predstavuju informaciu
0 zaradeni jednej aminokyseliny do primarneho poradia
aminokyselin v proteine. V prvom kroku dochadza k
transkripcii — prepisu informacie z DNA do mRNA mole-
kuly, ktora nasledne podlieha procesu translacie (pre-
kladu). Tento krok sa tiez nazyva proteosyntéza, preto-
ze dochadza k tvorbe proteinov. Pozname vsak aj sek-
vencie, ktoré koduju gény pre funkéné RNA. Tieto sa
neprekladaju do proteinov a po ich transkripcii vykona-
vaju svoju funkciu v podobe RNA molekuly a zohravaju
dolezita rolu prave pri expresii protein-kddujucich gé-
nov. Zaujimaveé je, ze protein-kodujuce gény tvoria zvy-
Cajne vacésinu gendému prokaryotov (organizmov bez
membranou ohrani¢eného jadra), no predstavuju len
zanedbatelnu ¢ast DNA v jadrach eukaryotov. Ta totiz
obsahuje aj rozsiahle nekddujuce sekvencie, ktoré sa
nachadzaju medzi jednotlivymi génmi, ale mézu sa na-
chadzat’ aj vo vnutri nich.

Nekoédujice casti DNA

Vacésina génov eukaryotov pozostava z exénov a intro-
nov (obr. 1). Exény predstavuju Casti génov, ktoré sa
prekladaju do proteinov, pri€om intrény sa zvy&ajne do
proteinov neprekladaju. Intrény su teda vnutro-génové
nekoddujuce Casti DNA, ktoré sa musia v urcitom Stadiu
expresie génov vystrihnuat. Proces vystrihnutia intrénov
a spajania exonov sa odohrava na urovni RNA po pre-
pise informacie z DNA a nazyva sa zostrih (splicing).
Introny mdzeme rozdelit na rézne skupiny: intrény pre-
kurzorov tRNA molekdl, ktoré slizia ako donor amino-
kyselin pri proteosyntéze. Dalej pozname intrény skupi-
ny | a Il, ktoré su schopné samozostrihu, a spliceozé-
moveé intrény, ktoré sa vystrihuju procesom zavislym na
pritomnosti ribozymo-enzymatického komplexu spliceo-
zému (vid. prehlad Will a Lihrmann 2011, Vesteg a kol.
2012).
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Intrény

1. Transkripcia
2. Zostrih intronov
3.Vznik mRNA

mRNA I I T ]

Obr. 1. Schéma protein-kédujiceho génu a zostrihu intrénov
Znéazornené su jednotlivé Casti génu, a to exony (oranZové) a introny (modré). Naznacené je transkripcia DNA
do podoby prekurzora mRNA. V tejto faze su intrény vystiepené procesom zostrihu intrénov, kedy vznika koneéna
forma mRNA pozostavajtca uz iba zo sekvencii exénov.

V roku 1941 bola navrhnuta hypotéza ,jeden gén, jeden
enzym“, podla ktorej je vgendme tolko enzy-
mov/proteinov, kolko génov. Z toho vyplyvalo, Ze gene-
ticka komplexnost organizmu zavisi od poctu jeho gé-
nov. Toto chapanie sa zmenilo vdaka objavu tzv. alter-
nativneho zostrihu intrénov (pozri prehlad Black 2003),
€¢o je mechanizmus, pri ktorom vznika z jedného génu
viacero r6znych mRNA transkriptov (Chabot 1996) pro-
cesom vyberu réznych potencialnych miest zostrihu
(obr. 2). Vysledkom je odlisné zaclenenie kodujucich

(resp. nekodujacich) regionov do mRNA. Vznika moz-
nost tvorby funk&ne novych proteinov, o sa zda byt
rozhodujucim zdrojom diverzity protedmov eukaryotic-
kych organizmov, a teda aj u fudi (Resch a kol. 2004).
Objav alternativneho zostrihu intréonov dramaticky zme-
nil chapanie genetickej komplexnosti fylogeneticky
mladSich linii eukaryotov, u ktorych moéze limitovany
pocet génov kodovat ovela vacsi pocet proteinov (Parra
a kol. 20086).

I —

| preskocenie exonu
b
| — T | vyber alternativheho 3'ss
C .-“"'m ,”‘\
[ | I—I — | vyber alternativneho 5'ss
d
[ | | | zachovanie intrénu
: navzajom sa
] I‘_ _,I 3 = vylucujuce
e = exony
[ |_{ |_{ | iniciacia transkripcie
z alternativneho promotora
Ig II | | terminacia alternativnym

poly(A) signalom

Obr. 2. Typy alternativneho zostrihu
Exény st znézornené v zelenych obdiznikoch, alternativne zostrihnuté oblasti v oranZovych obdiZnikoch,
intrény plnymi Ciarami a r6zne moZnosti zostrihu prerusovanymi ¢iarami
(upravené podla Keren a kol. 2010).
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V roku 2003 sa podarilo dokongit' Projekt ludského ge-
nému (HGP — the Human Genome Project), ktorého
hlavhym vysledkom bolo osekvenovanie celého ludské-
ho gendmu (uréenie poradia nukleotidov, z ktorych DNA
pozostava). V tom istom roku sa zacal dal$i medzina-
rodny projekt nazvany ENCODE (the ENCyclopedia Of
DNA Elements), ktory mal za ulohu identifikovat vSetky
funkéné elementy v ludskom genéme (ako napr. uréit
transkripéné regiony, asociacie transkripénych faktorov,
Struktdru chromatinu a histonové modifikacie). Ciefom
bolo teda stanovit, ktoré Casti DNA su biologicky aktiv-
ne a odhadnut ich funkcie. V septembri minulého roka
(2012) boli v Easopise Nature uverejnené vysledky via-
cerych vyskumnych skupin pracujucich na tomto projek-
te. Podarilo sa identifikovat biologicky aktivne useky
DNA a urcit’ ich biochemické funkcie vo viac ako 80 %
ludského genému. Tato funkéna anotacia poskytuje
predovSetkym novy pohlad na organizaciu a regulaciu
fudskych génov a aj celého gendmu. Zda sa, ze pojem
Junk DNA* (odpadova DNA), ktory zaviedol Ohno este
v sedemdesiatych rokoch minulého storo€ia, neplati.
Predpokladal, Ze DNA eukaryotov pozostava z velkej
Casti z nepotrebnych usekov DNA, informaéne bezob-
saznych, ktoré nemaju zjavné biologické vyuzitie.

Faktom je, ze v gendme eukaryotov sa zvy€ajne nacha-
dza aj pomerne vela nefunkénych kopii génov (pseudo-
génov). Tie vznikli pravdepodobne génovou duplikaciou,
po ktorej nasledovali mnohé mutacie, hlavne v regulac-
nych oblastiach, az doslo k znefunk&neniu daného use-
ku DNA. V gendme sa tiez nachadza aj mnozstvo use-
kov, ktoré koduju tzv. malé RNA molekuly, ktoré sa po-
dielaju hlavne na regulécii a kontrole expresie génov
kédujucich proteiny. V 90-tych rokoch boli opisané
mMiRNA (Micro RNA), ktoré sa zuc€astruju regulacie ex-
presie protein-kddujucich génov tym, ze su schopné sa
komplementarne viazat na useky mRNA. Takéto mole-
kuly potom nemdzu dalej podstupovat proces transla-
cie, ¢im sa zabezpedi efektivne zastavenie tvorby dal-
Sich proteinov. Dnes je pocet protein-kddujucich génov
ludského genému odhadnuty na nie€o vySe 20 000,
pricom este pred niekolkymi desatroCiami sa toto Cislo
pohybovalo okolo 100 000. V minulosti sa totiz predpo-
kladalo, Ze vysoka komplexnost' fudského organizmu sa
prejavi aj vo velkom pocte génov. Tento, zjavny nesulad
medzi poctom génov a zlozitostou organizmu sa nazyva
paradox C hodnoty — hovori, ze neexistuje korelacia
medzi komplexnostou organizmu a velkostou jeho ge-
nému. To znamena, Ze v poCte génov nas predbehlo
velké mnozstvo organizmov, predstavitelov rdéznych
fylogeneticky vzdialenych skupin.

Povod intronov

Odkial sa ale vDNA ,nadbyto¢né“ zdanlivo nic-
nekddujuce sekvencie vzali? Od objavenia spliceozé-
movych intrénov v jadrovych génoch eukaryotickych
buniek (ako sekvencii nukleotidov prerusujucich koéduju-

ce Casti génov) v roku 1977, sa objavilo viacero hypotéz
pokusajucich sa vysvetlit povod intronov, resp. mozai-
kovitej formy zapisu genetickej informacie v jadre euka-
ryotov. S touto problematikou Uzko suvisia aj uvahy o
povode Zivota na Zemi a otazka, aku podobu mal zapis
prvotnej genetickej informacie. Hypotéza RNA sveta
(Gilbert 1986) predpoklada, Ze to bolo prave v podobe
RNA, lebo ta sa moze spravat aj ako katalyzator, aj ako
templat. Toto Stadium Zivota pravdepodobne predcha-
dzalo dneSnému, v ktorom je hlavnou nositefkou gene-
tickej informacie DNA a ulohu katalyzatorov plnia prote-
iny v podobe enzymov.

Otazka povodu intréonov Uzko suvisi s hfadanim odpo-
vedi na otazku, ako vyzeral posledny spolo¢ny predok
vSetkych dnes Zzijucich organizmov — LUCA (the Last
Universal Common Ancestor). Uvazuje sa o jeho cha-
rakteristikach, ¢i bol LUCA typickym uéebnicovym pro-
karyotom alebo sa skor ponasal niektorymi svojimi cha-
rakteristikami na dnesné eukaryoty, €i obsahoval alebo
neobsahoval intronové Struktury. Prave podla toho by
sme mohli hypotézy o pdvode intrénov rozdelit na tri
skupiny, a to z hfadiska obdobia, v ktorom sa pravde-
podobne objavili (obr. 3). Pozname teda (i) ,introns-first*
hypotézu (introny vznikli v RNA svete), (ii) ,introns-
early“ hypotézu (introny vznikli v RNP svete — obdobie
historie Zivota, v ktorom ako hlavné katalyzatory sluzili
ribonukleoproteiny, pricom geneticka informacia bola
este stale ulozena v RNA) a (iii) ,introns-late” hypotézu
(introny vznikli v DNA svete) (pozri prehlad Rodriguez-
Trelles a kol. 2006).

Uloha intrénov

Hlavnou ¢&rtou intrénov je, Ze sa pred translaciou mRNA
musia z jej prekurzora odstranit. Tym sa zabezpedi, Zze
sa preloZia iba tie Casti, ktoré obsahuju informaciou
o jednotlivych aminokyselinach, ktoré tvoria samotné
proteiny. Tie potom v kone&nom désledku predstavuju
funkénu jednotku genetického materialu. Z tohto dévodu
teda vznika otazka, aku ulohu, i uz v expresii génov,
alebo vSeobecne, intrény maju. Uz od objavenia intro-
nov sa mnohi vedci poku3aju zodpovedat tuto otézku.
Doteraz vSak nevznikol spolo¢ny vedecky konsenzus,
ktory by jednoznaéne urcil ulohu intrénov. V su€asnosti
sa vSeobecne akceptuje, Ze hlavnou cestou vzniku no-
vych proteinovych domén, ako aj celych proteinov, je
proces exon-shufflingu (obr. 4), ktory bol charakterizo-
vany ako nehomologicka prestavba génov na urovni
DNA (pozri prehfad Patthy 1996). Je zndme, Ze exon-
shuffling sa podiefla na prestavbe kédujucich segmentov
(exénov) vo vacSej miere ako postupna akumulacia
nahodnych zmien jednotlivych baz (na DNA Urovni)
(Shapiro 2010). Vy3Sia miera nahodnych prestavieb
v ramci intronov nez pri kontinualne prekladanych sek-
venciach je zabezpe&ena vassou dizkou intrénov, &im je
zarovefi umozneny vznik novych kombinacii exénov
(Rogers 1990).

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

mimoriadne cislo, 2013, rocnik 17
ISSN 1338-1024

51


http://www.genome.gov/10001772
http://www.genome.gov/10001772
http://www.genome.gov/10005107

Bacteria

Archaea ———

“introns-very
late”

LECA }
} “introns-latish”
} “introns-middle”

LUCA

|

Svet DNA a proteinoy [ “introns-early”
|

Svet RNA a proteinov ”
1 “introns-first

Svet RNA
|
Pévod Zivota

Obr. 3. Model ,,introns-first“, ,,introns-early” a ,,introns-late hypotézy o pévode intrénov pocas evolicie
LIntrons-first* hypotéza predpoklada, Ze introny pochadzaju z RNA sveta. Podla ,introns-early“ hypotézy vznikli introny v RNP
svete, CiZe po vzniku proteosyntézy a podla ,introns-late“ hypotézy sa intrény v evoltcii objavili aZ po vzniku syntézy DNA. ,In-

trons-late” hypotézy mozno eSte rozdelit' na ,introns-latish*, ktora predpoklada, Ze intrény boli pritomné uz u posledného spoloc-
ného predka eukaryotov (LECA - the Last Eukaryotic Common Ancestor) a ,introns-very late”, podla ktorej vznikli intrény az po
diverzifikacii eukaryotov (upravené podla Penny a kol. 2009).

Dalsim mechanizmom tvorby novych proteinov, tentok-
rat na urovni RNA, je proces alternativneho zostrihu.
Ten predstavuje najCastejSi mechanizmus tvorby dal-
Sich variacii proteinov. Hoci tomuto procesu nepodlie-
haju vSetky gény, tieto procesy pomerne frekventovane
a vyznamnym spbsobom prispievaju k vzniku novych
génovych produktov. Tieto procesy maju tu vyhodu, Ze
generuju mnozstvo variant proteinov bez trvalej zmeny
v DNA svojho nositefa (Babushok a kol. 2007). Zahrnu-
tie intrénovych sekvencii do génov v podobe alternativ-

nych exénov je dnes dobre zdokumentovanym spéso-
bom de novo vzniku exénov. Takato rychla evollcia
novych exénov méze viest k vzniku mnozstva variant
jedného proteinu. Niektoré takéto varianty mézu posky-
tovat’ selektivnu vyhodu svojmu nositelovi, ¢im sa alter-
nativne zostrihané transkripty mézu vyvinut na dominu-
juce zostrihované varianty a mézu tak nahradit’ dovtedy
prevladajuce génové produkty, ktoré sa mdézu postupom
Casu stratit.

Exon Al Exon A2 Exon A3 Exon A4

GénA

EE EE ER B

GénB

Exon C1

GénC

Exon-shuffli
xon-shuttiing Duplikacia exénu

Exon-shuffling

Obr. 4. Schéma exon-shuflingu
Vysledkom je vznik mozaikovych génov zloZzenych z exénov pochadzajtcich z rozdielnych génov. Na obrazku st zndzornené
exony rozdielnych génov v gendme. R6znym skladanim exénov pomocou rekombinacie medzi intrdnmi vznikaju odlisné gény,
a teda aj proteiny, ktoré mézu mat nové funkcie. Ak sa funkcia ukaze ako selekcne vyhodna, méze byt novy variant zafixovany.
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ZAver

Aj ked je DNA eukaryotov (a z malej Casti aj prokaryo-
tov) tvorena na prvy pohlad nefunk&nymi usekmi, neda
sa s urcitostou povedat, Ze by boli uplne zbyto€né. Ani
zdaleka eSte nepozname funkcie vSetkych usekov DNA.
Ako povedal znamy filozof, lekar a humanista Albert
Schweitzer: ,Cim sme vzdelanej$i, veci sa nestavaju
zrozumitelnejSimi, ale zahadnejSimi.“ Napokon novsie a
novsSie poznatky z tejto problematiky nas v tom len utvr-
dzuju.

Abstract

DNA is present in each cell and it is assumed to be the
carrier of genetic information. Until recently, it was tho-
ught that parts of DNA assigned as genes encoding
proteins represent the most important portion of the
genome, because they contain the information of the
exact order of aminoacids in proteins. Although some
functions of non-coding DNA have been suggested ear-
lier, only recent studies have confirmed very important
roles of non-coding sequences in living cells.
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Klinické studie

s vyuzitim kmenovych buniek

Uvod

UZ mnoho rokov su fudské kmerové bunky predmetom
pocetnych klinickych Stadii (Trouson, 2009). Vdaka ich
hlavhym charakteristikdm, sebaobnove a diferenciacii
na Specializované bunkové linie in vivo aj in vitro, su
povazované za novy prostriedok v lieCbe réznych ocho-
reni, ktoré doposial nie je mozné uplne vyliecit (Bongso
a Lee, 2005). Zatial, ¢o sa niektoré pracovné skupiny
snazia spresnit’ a rozSirit informacie o kmefovych bun-
kach kostnej drene a pupoénikovej krvi na zaklade ich
predoslych aplikacii pri chorobach krvného a imunitného
systému, iné sa zameriavaju na dalSie mozné vyuzitie
ostatnych typov kmenovych buniek (Trouson et al.,
2011). V suc€asnosti su v Stadiu testovania napriklad:
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e nervové kmefiové bunky a embryonalne kme-
flové bunky na vyuzitie v lieCbe poskodeni ner-
vového systému (mozgu, miechy) a réznych
neurodegenerativnych ochoreni (Parkinsonova,
Alzheimerova choroba),

e srdcové, embryonalne, hematopoetické, me-
zenchymalne kmeriové bunky ako mozny pro-
striedok regeneracie poskodeného srdcového
svalu, najma po infarkte myokardu,

e kmenové bunky oka (rohovky) na obnovu zraku,

e embryonalne kmenové bunky Specialne dife-
rencované na pankreatické bunky pre regene-
raciu pankreasu, obnovenie tvorby inzulinu a
celkovu lie¢bu diabetu (Koledova et al., 2011).
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Dizajn Klinickej Studie, respektive terapie kmefovymi
bunkami, zavisi od mnohych faktorov. Aby sa dosiahli
¢o najprijatelnejSie podmienky, je délezité dobre poznat
klinicky problém (ochorenie), typ tkaniva (organu), ktoré
je potrebné ,opravit“, dalej je dolezité vediet, ¢i bude
toto rieSenie doCasné alebo trvalé, i sa bude tykat celej
Struktury (organu) alebo fyziologickej funkcie. Napriklad,
trvalé nahradenie urcitej Struktary, nevyhnutnej na fun-
govanie organizmu, by mohlo vyZadovat skér autogén-
nu bunkovu terapiu, zatial ¢o doCasné zabezpecenie
fyziologickej funkcie je vhodné rieSit alogénnou formou
transplantacie. Délezita je tiez otazka imunitnej odpove-
de, najma pri alogénnej transplantacii, kedZe transplan-
tované bunky od donora su prijemcovmu organizmu
cudzie a mohli by vyvolat’ reakciu imunitného systému
alebo uplné odmietnutie transplantovanych buniek or-
ganizmom prijemcu (Tubo, 2008). Niektoré Studie tiez
poukazuju na dalsi délezity faktor v bunkovych tera-
piach, a to je mnozstvo buniek prenaSanych do prijem-
covho organizmu. Malé mnozstvo je samozrejme nee-
fektivne a naopak, transplantacia prili§ velkého mnoz-
stva buniek nemusi byt vzdy v prospech pacienta, ked-
ze moze viest k nadorovej transformacii (Amariglio et
al., 2009). Preto su bezpec€nost a efektivita hlavnymi
kritériami skumani klinickych aplikacii kmefiovych bu-
niek (Tubo, 2008).

V klinickych Studiach sa vyuzivaju najma dospelé kme-
fové bunky (az v 75 % vsetkych terapii), avSak ich vyu-
Zitie v klinickej praxi sprevadza jeden velky problém —
ich nizka pocetnost v tkanivach. Dospelé kmernové
bunky su v organizme pritomné len vo velmi malom
mnozstve. Ich izoladcia a mnozenie v kultire sa velmi
narocné a vyZaduju velmi prisne podmienky, ktoré mu-
sia ¢o najvernejSie simulovat' prirodzené prostredie bu-
niek v organizme. Jednym z rieSeni by mohlo byt zdo-
konalenie doposial znamych kultivacné metéd (Koledo-
va et al., 2011), alebo cielena diferenciacia a vyuZitie
embryonalnych kmenovych buniek. Ich klinicka aplika-
cia je vSak z praktického a etického hladiska velmi ob-
medzend (Liras, 2010). Zdrojom ESCs su totiZ embrya,
nachadzajuce sa vo velmi skorom &tadiu blastocysty a
pri ich izolacii dochadza k usmrteniu embrya (Chatterjee
et al., 2010). Okrem toho, existuju aj otdzky ohladne
bezpe&ného pouzitia embryondlnych kmerovych bu-
niek, kedze maju potencial vytvarat teratdmy (nadory
vznikajuce zo zarodocnych buniek), i ked su aj pozitivne
nalezy, ktoré dokazuju, Ze su menej nachylné k nekon-
trolovatefnému deleniu, ak su transplantované medzi
jedincami rovnakého druhu. Toto vSetko vyvolava roézne
negativne a zmieSané postoje voéi pouzitiu tychto bu-
niek, i ked maju obrovsky terapeuticky potenciél a su
kfu€om k objasneniu mechanizmu mnohych chordb i
normalneho vyvinu (Amariglio et al., 2009; Puri a Nagy,
2012). Ich nahradou by mohli byt indukované pluripo-
tentné bunky, ktoré vzbudili velki pozornost’ v posled-
nych rokoch ako potencialny nevycerpatelny zdroj no-

vych buniek, vyuZitelnych v réznych lie€ebnych postu-
poch, kedZze maju rovnaky potencial ako embryonalne
kmefiové bunky. AvSak pri indukovanych bunkach tak-
tiez nastava bezpeclnostné riziko. DoterajSie vyskumy
poukazuju nato, ze iPCSs suU geneticky nestabilné a
moézu byt zdrojom genetickych mutacii a abnormalit
(Puri a Nagy,2012). Je to aj vdaka génom, vnesenym
do buniek na ich preprogramovanie. Napriklad c-Myc,
jeden z génov vyuzivanych na indukciu buniek, je silny
onkogén. Transplantacia takychto buniek méze mat
teda negativne, no najma nepredvidatelné nasledky u
jedinca, ktory by ju podstupil (Koledova et al., 2011).

Kmenové bunky kostnej drene

a klinické stidie

Omnoho vhodnejSie pre klinické vyuzitie sa zdaju byt
kmerové bunky kostnej drene — hematopoetické a me-
zenchymalne. V pocetnych Studiach bunky kostnej dre-
ne u mysi, potkanov a dokonca fudské dokazali, ze su
omnoho plastickejSie, ako sa predpokladalo a su
schopné po transplantovani do iného organizmu tvorit
rézne typy buniek, nielen tie, ktoré su odvodené od ich
povodu. Vykazuju obrovsku aktivitu aj v tkanivach, ktoré
nie su hematopoetického, respektive mezenchymalne-
ho pévodu. HSCs su schopné diferenciacie na hepato-
cyty, svalové bunky, pankreatické bunky, epidermalne
bunky, €i dokonca neurény a bunky myokardu (Xay-
mardan et al., 2008; Smith, 2003). Uz desatrocia doka-
Zuju svoje schopnosti aj v klinickej praxi ako hlavny pro-
striedok terapie choréb krvného a imunitného systému.
Su schopné usidlit sa v kostnej dreni poskodenej ozia-
renim, produkovat bunky v plficach a peceni u ozia-
renych mysi, a dokonca sa infiltrovat do poSkodeného
srdca po infarkte myokardu. MSCs sa taktiez zacinaju
vyuzivat v klinickej praxi. Kedze sa za spravnych pod-
mienok lahko mnoZia v kulture a taktieZ dokazu tvorit
rézne bunkové linie, €o bolo dokazané ako na animal-
nych modeloch, tak aj u ludi, si vhodnymi kandidatmi
na reparaciu tkaniv a génovu terapiu (Xaymardan et al.,
2008). DokaZzu tvorit nervové bunky v mozgu, svalové
bunky v srdci, bunky kostrového svalstva, peCene atd.
Niektori prace naznacuju ich potencial diferencovat na
bunky s fenotypovymi a funk&nymi vlastnostami endote-
lovych buniek (Bryant a Schwartz, 2008; Oswald et al.,
2004). V sucasnosti sa vyuzivaju na lieCbu ochoreni
pohybového aparatu (Jackson et al., 2007). MSCs maju
obrovsku vyhodu v tom, Ze sa ukazali ako neimunogén-
ne, dokonca schopné potlacit imunitnd odpoved. Na
svojom povrchu exprimuju velmi nizke hladiny kostimu-
lujucich molekul a HLA | (human leucocyte antigen) a
vykazuju absenciu HLA II, ¢im potla¢aju vznik imunitne;j
reakcie, prostrednictvom inhibicie proliferacie T-lymfo-
cytov (Tubo, 2008). Okrem toho, MSCs redukuju vyskyt
GVHD (graft-versus-host-disease), €o je velmi tazka
forma imunitnej odpovede, ktoru spdsobuji alogénne
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bunky po transplantécii v organizme recipienta. Z tohto
pohladu by mohli byt MSCs velmi efektivne, nielen pre
ich imunosupresivne Ucinky, ktoré su samozrejme ne-
smierne prinosné a doblezité, ale i pre ich schopnost
stimulovat hematopoézu, a tym potencialne zlepSit ob-
novu kostnej drene po chemoterapii a radioterapii.
V3etky tieto pozitivne vysledky naznacuju, Ze aplikacia
MSCs spolu s HSCs by mohla byt bezpecéna a efektivna
procedura, ucinna nielen v terapii hematopoetického
systému (Giordano et al., 2007).

Kmenové bunky
a kardiovaskularne ochorenia

Infarkt myokardu sprevadza strata kardiomyocytov, kto-
ré su nasledne nahradené fibroblastmi. Tie v mieste
poskodenia zacnu intenzivne proliferovat a zaroven
produkovat kolagén, désledkom &oho vznikne jazva,
ktora vyplni infarktové lozisko (Joggerst a Hatzopoulos,
2009). Samotné srdce ma vSak obmedzenu regenerac-
nu schopnost, ¢o znamena, Ze tieto ,reparacné opatre-
nia“ len zahoja poSkodené miesto, no nezregeneruju ho
do pbévodného stavu a uz vdbec nezvratia cely proces
veduci k negativnej remodelacii srdca, ktora méze na-
koniec viest az k srdcovému zlyhaniu. Hoci klasicka
farmakologicka lieCba dokaze spomalit’ proces remode-
lacie, neexistuje Ziadna dostupna terapia, ktora by bola
ucinna v prevencii, €¢i dokonca schopna navodit Uplnu
regeneraciu poskodeného tkaniva (Strauer et al., 2005).
Transplantacia kmeriovych buniek preto momentalne
predstavuje najvacsiu vyzvu a zarovefi nadej pre kardio-
logickych pacientov. Jedny z prvych pristupov boli
transplantacie fetalnych kardiomycytov a myoblastov,
avsak tieto nepriniesli slubné vysledky. 1zol4cia donoro-
vych buniek je komplikovana a priniesla vela neuspe$-
nych pripadov. Na rozdiel od tychto buniek, sa kmeriové
bunky kostnej drene ukazali ako uspesnejSi a jedno-
duch8i terapeuticky prostriedok. Niekolko Studii vyuZi-
vajucich najma MSCs demonstrovalo ich regeneracné
schopnosti a to prevazne v terapii regeneracie srdca po
infarkte myokardu (IM) (Giordano et al., 2007).

Amado s kolektivom (2005) uskutoCnili experiment na
animalnom modeli (prasata) s infarktovanym srdcom,
ktorému boli injektované alogénne MSCs priamo do
srdcového svalu (intramyokardialne). Analyza poSkode-
ného tkaniva, vykonana osem tyZdfiov po transplantacii
buniek ukazala, ze MSCs su schopné regenerovat srd-
covy sval, vyrazne zmenSit' lozisko infarktu a podporo-
vat’ vytvorenie nového kontraktilného tkaniva v zéne IM,
¢o pozitivne ovplyvnilo obnovu energetického metabo-
lizmu myokardu, sprevadzanu zlepSenim systolickej a
diastolickej funkcie, &im sa zlepSil aj celkovy vykon srd-
cového svalu. Vinom experimente na potkanoch s IM
lieCenych taktiez transplantaciou MSCs, Miyahara a
kolektiv (2006) pozorovali podobné zlepSenie srdcovej
funkcie, regeneraciu posSkodeného tkaniva a dokonca
tvorbu novych ciev v oblasti infarktu.

Animalne modely su dblezitym nastrojom na pochope-
nie fungovania kmenovych buniek a ich moznych vyuziti
v klinickej praxi. Napriek tomu predstavuju len zjedno-
duSenie ovela komplexnejSieho profilu ludskych ocho-
reni, preto je dolezité dostat do praxe kmernoveé bunky
prostrednictvom klinickych Studii u ludi. Tie sa pred
niekolkymi rokmi naozaj zacali uskutoChovat, priCom ich
prvotnym zaujmom bola bezpeénost samotnej trans-
plantacie kmenfovych buniek. Niekolko klinickych studii
zaoberajucich sa alogénnou transplantaciou buniek
pacientom s IM, dokazalo bezpeénost MSCs, ktoré su
vdeobecne povazované za neimunogénne a dokonca
boli dokazané aj ich imunosupresivne ucinky. Prvy kli-
nicky test dizajnovany ako nahodna Studia dokazala aj
ich terapeuticky potencial, ked zlepsili funkciu srdcové-
ho svalu u pacientov s akutnym IM tri mesiace po tom,
ako im boli tieto bunky intrakoronarne transplantované
(Mazo et al., 2012). V inej Studii, ktora taktiez priniesla
pozitivne vysledky, bolo sledovanych 11 pacientov s
prekonanym IM, ktorym boli intrakoronarne transplanto-
vané kultivované MSCs. Po ur¢itom €ase sa u polovice
pacientov vyznamne zlepSili niektoré parametre, ako
diastolicka a systolicka funkcia, nasledkom ¢oho sa
zvysila ejekéna frakcia a taktiez bolo pozorované zlep-
Senie kontraktility myokardiu. Ziadne z tychto zlep$eni
nebolo zaznamenané u pacientov v kontrolnej skupine
lieCenej placebom (Katritsis et al., 2005).
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Terapeutické vyuzitie

kmenovych buniek

Uvod

Kmerové bunky su nediferencované bunky, ktoré pred-
stavuju esencialne stavebné kamene viacbunkovych
organizmov. SuU zdrojom, z ktorého pochadzaju vSetky
bunky organizmu a ich zakladnou funkciou v organizme
je produkcia novych buniek.

Medzi zakladné charakteristiky kmeriovych buniek patri
schopnost’ diferenciacie na iny typ buniek organizmu
(nevratny proces, pri ktorom vznika z menej Specializo-
vanej bunky bunka viac Specializovana na ur€itd funk-
ciu) a schopnost sebaobnovy (proces zaistujuci zacho-
vanie pdvodnych vlastnosti kmerfiovych buniek i v dcér-
skych bunkach vznikajucich z materskych kmerovych
buniek). Delenie, pri ktorom z kmerfiovej bunky vznikaju
dve nové kmenové bunky s vlastnostami rovnakymi s
materskou bunkou, sa nazyva symetrické delenie. Dru-
hy typ delenia kmefiovych buniek predstavuje asymet-
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rické delenie, pri ktorom z kmenovej bunky vznika jedna
diferencovana bunka a jedna nova kmenova bunka (Ul-
loa-Montoya a kol., 2005). Kmenové bunky su schopné
velkého poctu delenia (teoreticky az nekonecného).
Schopnost’ delenia kmenovych buniek je takmer neob-
medzena, pretoZze v nich pbdsobia Specializované me-
chanizmy (telomeraza) =zabrafiujice meraniu repro-
dukéného &asu bunkovymi molekulovymi hodinami v
podobe telomér (Koledova a kol., 2011). Tretou a po-
slednou ¢&rtou kmeriovych buniek je ich schopnost funk-
¢nej rekonétitucie tkaniva v podmienkach in vivo (Ulloa-
Montoya a kol., 2005).

Rozdelenie kmenovych buniek

Kmerové bunky mdZeme na zaklade ich plasticity a
zdrojov pdvodu klasifikovat podla zdroja alebo podla
potencie (tab. 1, Gholamrezanezhad, 2011).
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Tab. 1. Rozdelenie kmernovych buniek

typ kmenovych buniek

charakteristika

pluripotentné bunky ziskané z vnut. bunkovej masy blastocysty predstavuju

embryonalne

skoré embryonalne Stadium

endoderm. pévod: kmernové bunky pluc, prostaty, mlieCnej zlazy,

vajecnikov...

dospelé mezoderm. pévod: kmefové bunky kostnej drene hematopoetické,

Zdroi mezenchymoveé kmeroveé bunky
: ektoderm. pévod: kmenové bunky pokozky
nadorové pritomné takmer vo vSetkych typoch nadorov
indukované pluripotentné umelo vytvorené z nepluripotentnych buniek
. . zygota, morula, spoéra
totipotentne schopné vytvorit' vSetky bunky tela a organizmus
luripotentné embryonalne kmerové bunky, kalus

piurp schopné vytvorit’ vSetky bunky vSetkych tkaniv

Potencia

multipotentné

progenitorové b.: hematopoetické, mezenchymalne kmenové bunky
tvoria limitované mnoZzstvo buniek

unipotentné

Embryonalne kmenové bunky

Do skupiny kmenovych buniek embryonélneho pdvodu
patria epiblastové, trofoblastové a embryonalne kmerio-
vé bunky. Epiblastové kmefiové bunky predstavuju plu-
ripotentné kmeriové bunky schopné diferenciacie na
vSetky typy buniek dospelého organizmu, ktorych povod
tkvie v epiblaste. Trofoblastové kmeriové bunky pocha-
dzaju z trofoblastu a s multipotentnymi bunkami schop-
nymi diferenciacie iba na bunkové typy placenty (Kole-
dova a kol., 2011).

Embryonalne kmeriové bunky vznikaju z oplodneného
vajic¢ka (zygoty) po rozliSeni obalovych buniek trofoblas-
tu od buniek, z ktorych vznikne embryo v $tadiu blasto-
cysty. Embryonalne kmenové bunky su pluripotentnymi
bunkami schopnymi diferenciacie na derivaty troch pri-
marnych zarodo&nych vrstiev, ktoré su zarover schop-
né neobmedzeného poctu deleni (Ying a kol., 2003).
Pluripotencia embryonalnych kmenovych buniek je za-
bezpelena expresiou transkripénych faktorov Oct4,
Nanog, Sox2, ktoré tvoria jadro regulagne;j siete potlaca-
jucej expresiu génov veducich k diferenciacii tychto bu-
niek na jednotlivé bunkové linie (Boyer a kol., 2005).

Embryonalne kmenové bunky boli prvykrat ziskané z

prekurzorové bunky

mySi vroku 1981 (Evans a Kaufman,1981; Martin,
1981). Ludské embryonalne kmeriové bunky boli prvy-
krat derivované v roku 1998 kolektivom okolo Jamesa
Thomsona (Thomson a kol., 1998). Nakolko sa linie
ludskych embryonalnych kmerovych buniek ziskavaju
oddelenim vnutornej bunkovej masy blastocysty v sko-
rom Stadiu embryonalneho vyvinu organizmu, dochadza
pri tomto procese k desStrukcii embrya a jeho nasledné-
mu usmrteniu, ¢o vyvolava etické problémy v praci s
tymito bunkami s vysokym terapeutickym potencidlom
(Chatterjee a kol., 2010).

Dospelé kmenové bunky

Dospelé/tkanivové kmerfiové bunky su Specializované
kmerfiové bunky nachadzajuce sa v zrelom, dospelom
tkanive, ktoré su prevazne multipotentné. Na rozdiel od
embryonalnych kmefiovych buniek maju tieto bunky iba
limitovany diferenciany potencial, nakolko uz dosiahli
urcity stupefi vyvoja. NajdéleZitejSiu ulohu zohravaju
spomenuté bunky v procese reparacie a regeneracie
tkaniv, pretoZe zaistuju tvorbu novych buniek potreb-
nych pre rast a vyvoj tkaniva. Tkanivové kmenové bun-
ky su schopné nielen tvorby novych buniek identickych
s pbvodnym tkanivom, ale za urcitych okolnosti su
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schopné zmenit sa na tkanivovu bunku iného typu —
transdiferenciacia (Koledova a kol., 2011).

Vacésina dospelych kmerfiovych buniek neprodukuje
noveé bunky neustale, ani sa stale nedeli, ale zotrvava v
stave pokoja — quiescencie. Nepravidelné delenie bu-
niek je dblezité z hfadiska udrZiavania homeostazy tka-
niva a taktiez sa tymto spésobom predchadza akumula-
cii onkogénne pésobiacich dejov vyplyvajucich z chyb
vznikajucich po€as dihého obdobia bunkovej sebaobno-
vy (Bowie a kol., 2007).

Tkanivové kmeriové bunky su v tkanive lokalizované v
nikach — skupinach buniek tvoriacich mikroprostredie,
ktoré umoziiuje kmefiovym bunkam dosiahnut’ ich iden-
titu, teda schopnost sebaobnovy a diferenciacie. Niku
mozeme charakterizovat’ ako prostredie Specializované
na podporu, udrziavanie a ochranu kmenovych buniek
poskytujuce bunke optimélne podmienky pre jej exis-
tenciu (Scadden 2006).

Medzi tkanivové kmeriové bunky patria:

e Nervové kmerfiové bunky, ktoré su pritomné v
mozgu a su zdrojom neuronov, ako aj mikroglii,
astrocytov, oligodendrocytov,

e Epidermalne kmenové bunky (keratinocytové
kmerové bunky, kmefiové bunky rohovky...), kto-
ré su pritomné v kozi a vlasovych folikuloch a
produkuja bunky na obnovu pokozky, rohovky,
rast vlasov, chlpov a nechtov,

e Kmerové bunky prsnej zlazy, ktoré tvoria vSetky
typy buniek prsnej Zlazy

e Svalové kmenové bunky (satelitné bunky), ktoré
sa nachadzaju medzi svalovymi vlaknami, tvoria
bunky prie€ne pruhovaného (kostrového sval-
stva),

e Srdcové kmefiové bunky, ktoré sa diferencuju na
kardiomyocyty a bunky ciev,

e Kmerfiové bunky &reva pritomné v kryptach su
zdrojom epitelovych a sekre¢nych buniek (Kole-
dova a kol., 2011),

e Hematopoetické kmefiové bunky (pritomné v
kostnej dreni, slezine, fetalnej peceni, pupocniko-
vej a periférnej krvi) tvorené v priebehu embryo-
nalneho vyvinu v niekolkych organoch, v dospe-
losti vSak iba kostnou drefou,

e Mezenchymové kmerové bunky — kmenové bun-
ky spojivového tkaniva (bunky stromy) pritomné
v hehematopoetickej strome kostnej drene, kde
zabezpec€uju mikroprostredie podporujuce dife-
renciaciu hematopoetickych kmeriovych buniek
(Sacchetti a kol., 2007).

Nadorové kmenové bunky

Nadorové kmenové bunky (identifikované takmer vo
vSetkych typoch nadorovych ochoreni) vznikaju bud z
nadorovych buniek ziskanim vlastnosti kmefovych bu-

niek alebo z tkanivovych kmenovych buniek patologic-
kou zmenou genetickej informacie — nadorovou trans-
formaciou (Koledova a kol., 2011). Tieto bunky maiju
schopnost sebaobnovy a diferenciacie na mnohé typy
buniek, avSak na rozdiel od inych typov kmenovych
buniek sa delia nekontrolovatefne a mozno ich od ostat-
nych buniek v nddore odliSit na zaklade pritomnosti
Specifickych povrchovych markerov (Gupta a kol.,
2009). Nadorove kmeriové bunky su vysoko rezistentné
voCi chemoterapii a radioterapii (Gholamrezanezhad,
2011).

Indukované pluripotentné kmernové bunky

Indukované pluripotentné kmerové bunky su bunkami
vznikajucimi fudskym z&dsahom premenou diferencova-
nych buniek na bunky kmerfiové — reprogramovanim.
Indukované pluripotentné kmenové bunky vznikaju
umelo z buniek nepluripotentnych indukciou Specific-
kych génov pluripotentnych kmenovych buniek v dife-
rencovanych bunkach, a to vnesenim génov Oct4,
Sox2, Nanog, Klf4 na vektoroch alebo zmenou génovej
expresie prostrednictvom microRNA (Koledova a kol.,
2011). Tieto bunky su podobné prirodzene sa vyskytu-
jucim pluripotentnym bunkam (napr. embryonalnym
bunkam) v mnohych aspektoch: expresia génov a prote-
inov, generacna doba, diferenciaCna schopnost, poten-
cia Ci tvorba teratomov (Gholamrezanezhad, 2011).
Prvykrat boli indukované kmerové bunky vytvorené
vroku 2006 z mysich fibroblastov vnesenim génov
Oct4, Sox2, Klf4 ac-Myc (Yamanaka a Takahashi,
2006). O rok neskor boli vytvorené aj indukované pluri-
potentné kmefiové bunky z ludskych fibroblastov (Ta-
kahashi a kol., 2007; Yu a kol., 2007). Technika induk-
cie buniek umoziiuje vedcom ziskavat pluripotentné
kmeriové bunky bez zasahu do vyvijajuceho sa embrya,
¢im odpadavaju etické zabrany prace s tymito bunkami
(Gholamrezanezhad, 2011).

Terapeutické vyuzitie kmenovych
buniek

Kmenové bunky ako zdroj novych, zdravych, funkénych
buniek priniesli nové moznosti lieCby, alebo aspon pri-
slub lie€by réznych pourazovych stavov (napr. posko-
denie miechy), degenerativnych choréb (Huntingtonova,
Parkinsonova choroba), diabetes, imunodeficitnych sta-
vov a rakoviny (Koledova a kol., 2011).

Momentalne je jedinou spolahlivou metédou vyuzivaju-
cou kmenové bunky transplantacia hematopoetickych
kmeriovych buniek (kostnej drene alebo pupocnikovej
krvi), ktora je vhodna pre pacientov s onkohemato-
logickymi ochoreniami (Kita a kol., 2011). Terapia kme-
novymi bunkami vSak nie je obmedzena iba na vyuzi-
vanie hematopoetickych kmeriovych buniek, ale aj inych
typov kmenovych buniek a to v oblasti regenerativnej
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mediciny. Niektoré diagndézy su uz takymito bunkami
lieené (napr. poskodené kibové spojenia).

Pouzite kmeniovych buniek (ich ucinnost a rizikovost)
pri mnohych inych diagnézach/ochoreniach je momen-
talne v stadiu (nielen) klinického skudsania. Medzi iné
patria aj tieto terapeutické indikacie (Gholamrezanez-
had, 2011):

= Infarkt myokardu, ischemicka choroba srdca,
chronické srdcové zlyhanie.

= Neurodegenerativne ochorenia
(Parkinsonova, Alzheimerova choroba),
poskodenie miechy.

= Diabetes mellitus.

= Poskodenie peCene
(cirhéza, chronické ochorenia).

ZAaver

Nato, aby kmenové bunky preukazali svoj lie¢ebny po-
tencial, sa musia diferencovat, proliferovat a nasledne
prezivat v tkanive, do ktorého boli transplantované.
V diferenciacii kmerovych buniek zohrava klucovu ulo-
hu mikroprostredie, do ktorého su tieto bunky transplan-
tované, rastové faktory a lokalne bunkové interakcie.
Velkou vyzvou buducnosti je teda zvysit diferenciacnu
schopnost dospelych kmenovych buniek na Specifické
typy buniek a tym zvySit aj moznost’ ich vyuzitia v medi-
cine.

Abstract

Stem cells are emerging as therapeutic candidates in a variety
of diseases because of their capacities to differentiate into
various specific cell types. However, there are various types of
cells associated with stemness — embryonic, adult, artificially
reprogrammed, and cancer. Each type of stem cells has its
characteristics and potential to be used in therapy of various
diseases. In this short review, we will revisit the properties that
define individual types of stem cells and review the data from
the therapeutic use of stem cells.
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ZAUJIMAVOSTI VEDY

BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Trypanosoma brucei - zly patogén
alebo dobry model pre st0dium
fascinujucich réoznorodosti Zivota?

Uvod

Trypanosoma brucei je jednobunkovy organizmus z
Celade Trypanozomatidae, podfa ktorej nazyvame aj
vSetky rody, ktoré do nej patria. VSeobecne je znamy
najma ako pévodca spavej nemoci — smrtelného ocho-
renia rozSireného v subsaharskej Casti Afriky. Menej
zname sU ochorenia, ktoré vyvolavaju jeho pribuzni.
V Strednej a Juznej Amerike je to Chagasova choroba
spbsobovana Trypanosoma cruzi. NajrozSirenejSimi su
v8ak leishmaniozy, ktorych pévodcami je viacero druhov
leishmanii. S chorobami, ktoré vyvolavaju sa mozno
stretnat’ okrem Australie na vSetkych obyvanych konti-
nentoch. Nielen teda vo vzdialenych tropickych krajoch,
ale aj v primorskych oblastiach juznej Eurdpy.

VSetky trypanozomatidy su obligatne parazity a vela
Z nich vyvolava vazne ochorenia ludi aj hospodarskych
zvierat a rastlin. Vedci zacali Studovat’ trypanozomatidy
este pred tym, ako sa vedelo o ich patogenite. V polovi-
ci 19. storoCia boli objavené v krvi ryb a ziab a nezdalo
sa, ze by spbsobovali svojim hostitelom nejaké problé-
my. Svetelnym mikroskopom boli popri jadre detegova-
né biCik a s jeho bazou asociované farbitelné teliesko
nazvané kinetoplast. Od kinetoplastu pochadza aj na-
zov celého radu Kinetoplastidae, do ktorého trypano-
zomatidy patria. Dnes by sme povedali, Ze od svojho
objavu boli trypanozomatidy niekolko desatro€i vylu¢ne
predmetom zakladného vyskumu. AZ na prelome 19. a
20. storocia sa dali trypanozomatidy do suvislosti s cho-
robami, ktoré spdsobuju. Nasledujice roky boli v zna-
meni intenzivneho hladania prostriedkov, ktorymi by sa
trypanozomiazy dali lie€it — v ich Studiu teda zacal do-
minovat aplikovany medicinsky vyskum. Postupne sa
ukazalo, ze v trypanozomatidach je velké mnozZstvo
metabolickych drah a fenoménov, ktoré dovtedy neboli
opisané v Ziadnom inom organizme (Horvath, 2005).
Opat preto zacali byt zaujimavé aj pre zakladny vy-
skum. Bol v nich objaveny novy spdsob ukotvenia prote-
inov do membrany pomocou glykozylfosfatidylinozito-
lovej (GPI) kotvy (Holder a Cross, 1981), prvy raz bol
u nich opisany aj fenomén varirovania telomérnych
sekvencii na koncoch chromozémov (Bernards a kol.,
1986). Oba tieto fenomény su dnes povazované za
vSeobecné atributy eukaryotickych buniek. Trypanozo-
matidy vS8ak maju aj mnoho fenoménov typickych len
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pre ne, ¢i Uzku skupinu organizmov. Napriklad maju len
jedind mitochondriu a kinetoplast je miestom, kde je
kumulovana celd mitochondrialna DNA s unikatnou to-
polégiou (Simpson, 1972); trypanozomatidy maju ako
jediné zname organizmy glykolyzu oddelenu od cyto-
plazmy v Specializovanej organele nazyvanej glykozém
(Opperdoeas a Borst, 1977); nezvyCajnou organelou su
aj acidokalcizémy (Vercesi a kol., 1994) s vysokou kon-
centraciou pyro- a polyfosfatov (Urbina a kol., 1999).
Unikatny je oxidoredukény systém trypanotionu, v kto-
rom su dve molekuly glutationu kovalentne spojené
molekulou spermidinu (Fairlamb a Cerami, 1985). RNA
editing je fenomén, pri ktorom postranskripénou modifi-
kaciou primarnej RNA mbéze byt v extrémnych pripa-
doch zmenené aj viac ako 50 % jej pdvodnej informacie
(Benne a kol., 1986; Stuart a kol., 2005). Trypanozoma-
tidy su tak modelovym organizmom pre Studium vse-
obecnych fenoménov eukaryotickej bunky aj unikatnych
drah ukazujucich neoakavané réznorodosti Zivota.

Zivotny cyklus Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei po€as svojho Zivotného cyklu
strieda dvoch hostitelov: Eloveka alebo zviera a muchu
tse-tse. Samce aj samic¢ky muchy tse-tse sa zivia krvou
a pri kazdom bodnuti infikuju cicav€ich hostitelov. Try-
panosoma sa niekolko dni mnozi v mieste bodnutia,
kde sa pravdepodobne v désledku imunitnej reakcie
vytvara zapal. Odtial sa parazity dostavaju do krvi, lym-
fatickych uzlin a postupne do inych orgdnov a aj do
centralneho nervového systému (CNS). Prave napadnu-
tim CNS vyvolavaju symptémy typické pre spavu ne-
moc. V tomto Stadiu je choroba uz prakticky neliecitel-
na. Ked su trypanozémy spolu s krvou nasaté do travia-
ceho traktu hmyzu, musia sa prispbsobit drastickej
zmene podmienok. Zo zivota v krvnom rieCisku pri
37 °C sa dostavaju do traviaceho traktu muchy tse-tse a
musia sa adaptovat’ na chladnejSiu teplotu a nové zdro-
je potravy. Tymto zmenam trypanozomy prispdsobuju aj
svoj metabolizmus a tvar. Krvné trypanozémy su prak-
ticky uplne zavislé od glykolyzy ako zdroja energie.
Funkcia mitochondrie je v nich obmedzena a uplne chy-
baju enzymové komplexy dychacieho retazca. Hmyzie
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Stadium sa v traviacom trakte hmyzu prispésobuje limi-
tovanym zdrojom vyzivy a obnovuje pInd funkciu mito-
chondrie vratane oxidagnej fosforylacie (Horvath, 2005).

Dychaciretazec
Trypanosoma brucei

Oxidac¢na fosforylacia je hlavnym zdrojom energie pre
vacsinu aerdbnych organizmov. Jej zlozkami su dychaci
retazec (DR) a ATPsyntaza. DR vyuziva energiu elek-
trénov redukovanych koenzymov NADH a FADH,, ktoré
pochadzaju z katabolickych procesov bunky, na vytvo-
renie elektrochemického potencialu na vnutornej mito-
chondrialnej membrane. Elektrochemicky potencial je
hnacou silou pre ATPsyntazu na biosyntézu ATP.

DR T. brucei tvoria 4 enzymové komplexy: komplex |
NADHdehydrogenaza a komplex Il sukcinatdehydroge-
naza, ktoré prenasaju elektrony na ubichindn; komplex
Il cytochrom c reduktaza posuvajuca elektrony z ubichi-
noénu na cytochrém ¢ a komplex IV cytochrom ¢ oxida-
za, cez ktoru sa elektréony dostavaju az na ich finalny
akceptor kyslik (Obr. 1). Popri tejto klasickej drahe ma
v8ak T. brucei aj niekolko alternativhych vetiev, ktoré
tiez prenasaju elektrony, no nevyuzivaju ich energiu na
tvorbu membranového potencialu. Su to alternativna
NADHdehydrogenaza NDH2 pésobiaca paralelne
s komplexom | (Fang a Beattie, 2003), ktora je zrejme
hlavhou NADHdehydrogenazou v mitochondrii T. brucei
(Verner akol., 2013); Glycerol-3-fosfatdehydrogenaza
(G3PDH) spéajajuca metabolizmus glykozémov s dycha-
cim retazcom a tiez prenasajuca elektrény na ubichinén

(Guerra akol.,, 2006) a trypanozomalna alternativna
oxidaza (TAO) obchadzajuca komplexy Ill a IV a prena-
8ajuca elektrony z ubichindnu priamo na kyslik (Chaud-
huri a kol., 2006), (obr. 1).

Rozdiely v dychacom retazci trypanozomatid a ich hos-
titelov — ludi je nielen v charaktere alternativnych drah,
ale aj napriklad v Standardnych enzymovych komple-
xoch. Hoci maju enzymové vlastnosti porovnatelné so
svojimi homoldégmi z inych organizmov, svojim podjed-
notkovym zloZzenim sa dost’ odliSuju. Napriklad komplex
| T. brucei zrejme nedokaze prispievat k tvorbe mem-
branového potencialu (Verner a kol., 2011), komplex I
je zloZzeny z viac ako 10 podjednotiek, zatial ¢o v inych
organizmoch su to len 4 podjednotky (Morales a kol.,
2009), komplexy Il a IV maju viaceré podjednotky, ktoré
neboli dosial opisané okrem trypanozomatid v Ziadnom
inom organizme (Maslov a kol., 2002; Horvath a kol.,
2005, Gnipova a kol., 2012).

Velmi zaujimavou je aj funkcia ATPsyntazy nazyvanej
tiez komplex V oxidacnej fosforylacie. Vo vyvinutej mi-
tochondrii v hmyzej Casti Zivotného cyklu vyuziva mem-
branovy potencial na tvorbu ATP. Ako uz bolo spome-
nuté, v krvi hostitela nie su pritomné enzymy dychacie-
ho retazca tvoriace membranovy potencial. Tu komplex
V svoju €innost otaca. ATP netvori, ale naopak Stiepi a
takto ziskanu energiu vyuziva na tvorbu membranového
potencialu (Schnaufer a kol., 2005). Ten je totiz nevy-
hnutny na dalSie funkcie mitochondrie, ktoré priamo
nesuvisia so ziskavanim energie, a ktoré zostavaju za-
chované aj vredukovanych mitochondriach krvného
Stadia.

Glykozém

Mitochondria

Obr. 1. Dychaci retazec T. brucei a jeho prepojenie s metabolizmom glykozému
AO - frypanozomalna alternativna oxidaza; C — cytochrém c; DHAP — dihydroxyaceténfosfat;
G - glycerol-3-fosfatdehydrogenaza; G3P — glycerol-§-fosfat; N2 *- alternativna dehydrogenaza,
Q — ubichindén; 1, 11, lll a IV- komplexy I, I, lll a 1V;
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ZAver

Podla oficialnych odhadov Svetovej zdravotnickej orga-
nizacie je spavou nemocou nakazenych 300 az 500
tisic fudi. Uginnost dnes pouzivanych liekov je nedosta-
toéna a maju aj velmi silné vedlajSie U€inky. Za posled-
nych niekolko desatro&i sa nepodarilo vyvinut Ziadne
lieCivo s dostatocnou ucinnostou a cenovou dostupnos-
tou pre pacientov trpiacich touto chorobou. Ddvodov je
niekolko. Metabolizmus T. brucei je velmi flexibilny a
dokaze sa velmi ucinne branit tak proti prirodzenej imu-
nite ¢loveka ako aj proti roznym chemoterapiam. Dru-
hym délezitym faktorom je, Zze vyvoj novych lieCiv je
vefmi drahy. Vzhfadom na chudobu ludi ohrozenych
touto chorobou nie je silna perspektiva, Ze by potencial-
ne najdeny liek mohol v blizkej budicnosti financne tieto
naklady pokryt. Progres vyskumu v tejto oblasti nie je
preto viazany na farmaceutické firmy, ale na pracoviska
zakladného vyskumu, ktorych priorithou ulohou nie je
komerény vystup ako napriklad univerzity.

Na ucinny boj proti chorobe vyvolanej T. brucei je nevy-
hnutné omnoho podrobnejSie poznanie jej metabolizmu
vratane oxidacnej fosforylacie. Kazda odliSnost medzi
patogénom a hostitelom je potencialnym cielom pre
vyvoj nového lie€iva, ktoré by bez toxickych u€inkov na
Cloveka efektivne eliminovalo parazita. Podrobné po-
znanie T. brucei pom&ze najst aj lepsi spdsob boja proti
chorobam spbsobovanym aj inymi trypanozomatidami,
pretoZze ich metabolizmy su pomerne blizke. Ako uz
bolo spomenuté napriklad leishmaniézy zacinaju ohro-
zovat aj regidbny na severnom pobreZi Stredozemného
mora a preto choroby spdsobované trypanozomatidami
prestali byt vecou vzdialenych exotickych krajin a zaci-
naju ohrozovat aj ludi naSich regiénov

Studium T. brucei prind$a preto nielen udaje potrebné
pre boj s chorobami, ktoré spdsobuje. Poznavanim toh-
to organizmu sme ziskali poznatky o dejoch, ktoré sme
si dovtedy nevedeli ani predstavit, ako napriklad RNAe-
diting &i usporiadanie a replikacie kinetoplastovej DNA.
Z tohto pohladu vyplyva, Ze otazka v nadpise Clanku je
Zle poloZend. T. brucei je totiZz su€asne kruty patogén aj
modelovy organizmus, ktorého skimanie nam prina3a
obrovské mnozZstvo novych poznatkov o svete, v ktorom
Zijeme.

Abstract

Trypanosoma brucei causes a fatal disease in Sub-Saharan
Africa. In the same time it is a model for studying general
properties of eukaryotic cells as well as fascinating diversity of
life. T. brucei possess only single mitochondria with DNA con-
centrated to one place near to the basis of trypanosomal fla-
gella. Trypanosoma changes two hosts during its life cycle -
mammals and insects vector. Strong changes in environment
between blood and insects gut are accompanied with changes
cell shape and series of biochemical pathways including mito-
chondrial metabolism. One of them is oxidative phosphoryla-

tion that takes place in the inner mitochondrial membrane.
This process in T. brucei differs from the one ongoing in the
cells of vertebrate hosts. Each such difference is potential
target for chemotherapy that could fight sleeping sickness that
is caused by this pathogen. However today’s drugs are not
sufficient to combat it. More deep understanding of trypano-
somal metabolism is necessary for more successful treatment
of this disease.
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Preeklampsia a fetalna DNA

Uvod

Ochorenie tehotnych s vyvojom podobnym ako preec-
lampsia poznali uz stari Gréci. Termin ,preeklampsia*“
bol podla ontolégie GoPubMed pouzity prvy raz v roku
1914 (Bonney 1914). Samotny termin ,preeklampsia“ sa
sklada z latinskej predlozky ,pre-, ¢o znamena ,pred®,
gréckeho ,ék“ znamenajuceho von a gréckeho ,lampe-
in“ o znamena ,zablysnutie®. Je to gestaény syndrém s
klinickou manifestaciou v tretom trimestri (Chesley
1985). NajdolezitejSimi klinickymi indikatormi su hyper-
tenzia a proteinuria. Preeklampsia sa vyskytuje v 3 az
5 % tehotenstiev, €o z nej robi najbeznejSiu komplikaciu
pocas tehotenstva. Je najcastejSou pric¢inou maternalne;j
a perinatalnej morbidity a mortality (Costante and Filetti
2011).

Progres v pochopeni etioldgie a patogenézy ochorenia
je velmi pomaly (George and Granger 2011). Casty
vyskyt ochorenia, nevhodna lieCba (v suCasnej dobe
indukcia pred€asného pérodu) a v mnohych pripadoch
fatalne nasledky robia vyskum v oblasti nielen zaujima-
vym, ale aj vefmi potrebnym. Preeklampsia sa Casto
oznaluje aj ako ,choroba tedrii“. Jednou z tychto tedrii
je, ze zvySena hladina fetalnej DNA u preeklamptickych
Zien v porovnani s normalnymi tehotenstvami nie je
dosledkom, ale pri€inou preeklampsie (Vlkova, Szemes
et al. 2010).

Preeklampsia

Preeklampsia je ochorenie spojené s gestacnou hyper-
tenziou. Klinicka manifestacia sa objavuje v tretom tri-
mestri (Chesley 1985). Je najCastejSou pri€inou potra-
tov a posSkodeni plodu. Je to najCastejSia a zaroven
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nebezpecna tehotenska komplikacia (Roberts, Taylor et
al. 1989). Pri¢ina preeklampsie stale nie je presne zna-
ma a mechanizmus rozvoja nevysvetleny. Va¢sina prac
zaoberajuca sa preeklampsiou povazuje za symptomy
hypertenziu, proteinuriu, znizena diurézu, problémy so
zrakom, nahle zvySenie hmotnosti, opuchy a kfée. VSe-
obecne sa gestaCna hypertezia spaja s preeklampsiou
(Chesley 1985).

Napriek tomu, Ze spustajuci faktor preeklampsie stale
nie je identifikovany, klinické Studie naznaduju, ktoré
faktory mézu ovplyviovat prejavy preeklampsie. Srdco-
vé prihody pred tehotenstvom moézu zvySovat riziko
preeklampsie (Liu, Huang et al. 2012). Medzi poznat-
kami, ktoré o preeklampsii mame, sa najdu aj faktory
ovplyviiujuce preeklampsiu, ktoré sa mézu zdat’ kontro-
verzné. Podla niektorych Studii mdze riziko preeklam-
psie znizovat fajCenie a tehotenstvo pocCas puberty.
Riziko najbezZnejsieho typu Downovho syndromu (aso-
ciovany s vekom matky vySSim ako 35 rokov) moéze
znizovat dlhodobé uzivanie oralnej antikoncepcie
(Nagy, Gyorffy et al. 2012). Na druhej strane uZivanie
kontraceptivnych pripravkov preukazatelne zvySuje
riziko preeklampsie, aj ked v niektorych Studiach znizuje
riziko gestacnej hypertenzie (Thadhani, Stampfer et al.
1999). Podfa inych Stadii vSak riziko preeklampsie zni-
zuje (Magnussen, Vatten et al. 2007).

Fetdine nukleové kyseliny

Pritomnost’ fetdlnych nukleovych kyselin bola preuka-
zana uz koncom devatdesiatych rokov (Lo, Corbetta et
al. 1997). Fetalne nukleové kyseliny su zvySené v plaz-
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me preeklamptickych Zien, o mbéze nasvedCovat tomu,
ze fetalne nukleové kyseliny hraju ulohu v etiolégii pre-
eklampsie. ZvySené hladiny cirkulujucej fetédlnej DNA
pred nastupom symptémov mdzu byt nasledkom hypo-
xie areoxygenacie v placente, ¢o mbdze viest k zvyse-
nému oxidacnému stresu v tkanivach a zvy3enej pla-
centalnej apoptoéze a nekréze (Hahn, Rusterholz et al.
2011). Molekularnobiologickou hypotézou o spusta-
jucom mechanizme preeklampsie je zvy3ena hladina
mRNA placentélnej telomerazy (Geifman-Holtzman,
Xiong et al. 2010) a transfekcia maternalnych buniek
cirkulujucou fetalnou RNA (Vlkova, Szemes et al. 2010).
Hypotézu je potrebné dalej overovat, aj ked vysledky

nedavnych stadii (Scharfe-Nugent, Corr et al. 2012) ako
aj vysledky experimentov nasho pracoviska postupne a
CiastoCne tuto hypotézu potvrdzuju.

Imunolégovia vedia, Ze DNA je pre organizmus akymsi
signalom nebezpelenstva, pokial sa nenachadza tam,
kde by sa za normalnych okolnosti mala (O'Neill 2009).
Spominané nedavne $tudie zaoberajuce sa preeklam-
psiou a aktivaciou TLR9 prispievaju k potvrdeniu hypo-
tézy, Ze zvySena hladina fetalnych nukleovych kyselin
v plazme preeklamptickych Zien je pravdepodobne skor
pri¢inou ako dosledkom preeklampsie (Scharfe-Nugent,
Corr et al. 2012).

Tab. 1. Rizikové faktory spojené s preeklampsiou

Faktor

Vplyv nariziko rozvoja preeklampsie

Citacia

Prvorodicka Zvysené riziko

(George and Granger 2011)

Vek (prvorodicky) Adolescencia — znizené riziko

(Martins Mda, Santos et al. 2011)

Dvojcata

Bez efektu (retrospektivna studia)

(Liu, Huang et al. 2012)

Obezita (BMI) Ziadna zavisla asociacia

(Anderson, McCowan et al. 2012)

Fajcenie Znizuje riziko

(Perni, Wikstrom et al. 2012)

Zvyseny oxidacny stres

v plazme matky preeklampsiou

Asociacia s dal8imi komplikaciami ako aj

(Hsieh, Chen et al. 2012)

Hypotyroidizmus

. . ZvySené riziko
vV prvom trimestri

(van den Boogaard, Vissenberg et al. 2011)

Etnicita matky

ZAver

ZvySené hladiny fetalnych nukleovych kyselin v plazme
matky v preeklamptickych tehotenstvach v porovnani s
fyziologickymi su pravdepodobne pri¢inou a nie dbsled-
kom preeklampsie. Dal$i vyskum v tejto oblasti sa prav-
depodobne bude uberat smerom odhalenia ulohy nuk-
leaz v regulacii hladiny fetalnych nukleovych kyselin v
plazme matky. Tiez bude potrebné dalej charakterizo-
vat vlastnosti cirkulujucich fetalnych nukleovych kyselin.

Abstract

Preeclampsia is the most common pregnancy-related disease
associated with proteinuria and hypertension. It is also one of
the leading causes of perinatal mortality and morbidity. De-
spite intense research, the aetiology is unknown. Fetal DNA
present in maternal plasma was found to be higher in women
suffering from preeclampsia. It has been suggested that this
extracellular fetal DNA is the consequence of placental dam-
age, but it might be also a cause of preeclampsia.

Vychodoaziati znizené riziko, Mexi¢ania najvyssie
riziko (Studia obyvatelov New Yorku)

(Gong, Savitz et al. 2012)

Literatira

BONNEY, V. (1914). "Pre-eclampsia" at the Twenty-fourth
Week; Acute Toxaemia; Caesarean Section." Proc R Soc Med
7(Obstet Gynaecol Sect): 118-121.

CHESLEY, L. C. (1985). "Diagnosis of preeclampsia." Obstet
Gynecol 65(3): 423-425.

COSTANTE, G., FILETTI, S. (2011). "Early diagnosis of me-
dullary thyroid carcinoma: is systematic calcitonin screening
appropriate in patients with nodular thyroid disease?" Oncolo-
gist 16(1): 49-52.

GEIFMAN-HOLTZMAN, O., XIONG, Y. et al. (2010). "Increa-
sed placental telomerase mRNA in hypertensive disorders of
pregnancy." Hypertens Pregnancy 29(4): 434-445.
GEORGE, E. M., GRANGER, J. P. (2011). "Mechanisms and
potential therapies for preeclampsia." Curr Hypertens Rep
13(4): 269-275.

HAHN, S., RUSTERHOLZ, C. et al. (2011). "Cell-free nucleic
acids as potential markers for preeclampsia.” Placenta 32
Suppl: S17-20.

LIU, H., HUANG, T. T. et al. (2012). "Risk factors and risk
index of cardiac events in pregnant women with heart disea-
se." Chin Med J (Engl) 125(19): 3410-3415.

mimoriadne cislo, 2013, ro¢nik 17
ISSN 1338-1024

64

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



LO, Y. M., CORBETTA, N. et al. (1997). "Presence of fetal
DNA in maternal plasma and serum." Lancet 350(9076): 485-
487.

MAGNUSSEN, E. B., VATTEN, L. J. et al. (2007). "Prepre-
gnancy cardiovascular risk factors as predictors of pre-
eclampsia: population based cohort study." BMJ 335(7627):
978.

NAGY, G. R., GYORFFY, B. et al. (2012). "Lower risk for Do-
wn syndrome associated with longer oral contraceptive use: a
case-control study of women of advanced maternal age pre-
senting for prenatal diagnosis.” Contraception.

O'NEILL, L. A. (2009). "DNA makes RNA makes innate immu-
nity." Cell 138(3): 428-430.

ZAUJIMAVOSTI VEDY

ROBERTS, J. M., TAYLOR, R. N. et al. (1989). "Preeclam-
psia: an endothelial cell disorder." Am J Obstet Gynecol
161(5): 1200-1204.

SCHARFE-NUGENT, A., CORR, S. C. et al. (2012). "TLR9
provokes inflammation in response to fetal DNA: mechanism
for fetal loss in preterm birth and preeclampsia.” J Immunol
188(11): 5706-5712.

THADHANI, R., STAMPFER, M. J. et al. (1999). "A prospecti-
ve study of pregravid oral contraceptive use and risk of hyper-
tensive disorders of pregnancy." Contraception 60(3): 145-
150.

VLKOVA, B., SZEMES, T. et al. (2010). "Circulating free fetal
nucleic acids in maternal plasma and preeclampsia." Med
Hypotheses 74(6): 1030-1032.

BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Phage display

Uvod

Bakteriofagy (fagy) su virusy napadajuce bakterialne
bunky. Gendém faga koduje proteinovy obal s réznymi
proteinovymi vlaknami, vdaka ktorym sa fagy dokazu
naviazat na povrch bakterialnych buniek. Phage display
je molekularna metéda, pri ktorej sa modifikuje genetic-
ky material kédujuci prave tento proteinovy povrch a
vlakna fagov. Do gendému su vlozené cudzorodé sek-
vencie DNA kddujuce proteiny. Tieto proteiny su potom
exprimované na povrchu faga ako fuzny protein s po-
vodnym obalovym proteinom (Smith 1985). Princip je
znazorneny na obrazku 1. Po tejto modifikacii su fagy
schopné naviazat sa na r6zne peptidy, proteiny aj bun-
ky, ktorych povrchové proteinové receptory umozniuju
vazbu s novymi zobrazovanymi proteinmi faga. Phage
display sa vyuZiva na objasnenie interakcii proteinov a
peptidov, pre identifikaciu peptidovych ligandov a na
in vivo mapovanie receptorov na povrchu ciev réznych
tkaniv (Azzazy et al. 2002).

Phage display

Phage display metéda bola prvykrat opisana v roku
1985. Génom faga bol modifikovany za ucelom Studo-
vat' interakcie medzi zobrazovanymi proteinmi fagov a
proteinovymi protilatkami (Smith 1985). Siroka $kala
vyuzitia metéddy bola mozna po zostaveni tzv. phage
display kniznic, v ktorej kazda fagova &astica obsahuje
ind vloZenu sekvenciu DNA atak aj iny zobrazovany
protein na obale. Kniznica ma velku diverzitu, moéze
obsahovat az 10° réznych fagov, resp. klonov
(Clackson et al. 2004).
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Obr. 1. VioZenie cudzorodej sekvencie (gX) do genému
faga (glll) a zobrazenie prislus§ného proteinu (pX) ako
fazny protein s pévodnym povrchovym proteinom (plil)

Postup pouzivany pri phage display mbézeme rozdelit do
niekolkych zakladnych krokov. V prvom kroku sa modi-
fikuje DNA faga a vytvori sa kniZnica. Potom nasleduje
selekcia Specifickych klonov z kniZnice, schopnych na-
viazat sa na ciel a nakoniec ich analyza. Kniznicu je
mozné lahko selektovat, vyhodou je, Ze protokoly na
selekciu sa daju lahko optimalizovat a zmenit podla
vlastnosti ciela. Pouziva sa selekcia ,paning®, ktora je
zalozena na afinite ligandu k ciefu. Pri tomto skriningu
je kniZznica zmie8ana s ciefom, nasleduje inkubacia,
pocas ktorej sa vytvoria Specifické vazby medzi ciefom
a kompatibilnym klonom. Po inkubacii si neSpecifické
klony, ktoré sa nenaviazali na ciel, zmyté. Pri tomto
kroku sa musi zvazit viacero faktorov, napr. ¢as premy-
vania. Pri intenzivnom premyvani sa modze stat, ze sa
odmyju aj vysoko Specifické klony, ktoré su v slabej
vazbe s ciefom. Na druhej strane, ked je premytie ne-
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dostatocné, mdézu previadat pevné, ale neSpecifické
vazby. Po premyvani nasleduje eluovanie, pri ktorom
nastava signifikantné zniZzenie alebo zvySenie pH. Tym-
to spbsobom sa rozrusi vazba medzi cieflom a Specific-
kym klonom. Specifické klony sG potom namnoZené
v hostitel'skych baktériach (Hoogenboom 1997). Postup
je schematicky znazorneny na obrazku 2. Namnozenie
a analyza klonov je ¢asovo najnarocnejsi proces. Cely

skrining sa cyklicky opakuje 3-6-krat. Po poslednom
cykle su Specificky naviazané klony sekvenované, aby
sa urcilo, ktoré zobrazované proteiny su schopné na-
viazat' sa na ciel. Postup od vytvorenia kniznice az po
analyzu klonov, sa nazyva ,phage display cycle”
(Hoogenboom et al. 1998). Phage display skrining
mozno uskuto¢nit in vivo aj in vitro (Zou et al. 2004).
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Obr. 2. Postup phage display metédy:

a. vytvorenie kniZnice — variacie nahodnych nukleotidov
(9X, gY, 9Z) a ich ,zabalenie” do faga,

b. selekcia fagov ktoré sa vedia naviazat na ciel,

c. amplifikacia Specifickych fagov.

In vitro a in vivo phage display

Pri in vitro skriningu je mozné skumat interakcie fagov
s rbznymi ciefmi, napr. so syntetickymi proteinmi, synte-
tickymi protilatkami, nukleovymi kyselinami (Kay et al.
1996) a s anorganickymi ciefmi (Whaley et al. 2000). In
vitro pokusy vSak nedokazu dostatoCne napodobnit
komplexitu dejov, ktoré sa odohravaju v organizmoch.
Problémom tejto selekcie je, Ze Specificky sa viaZuce
klony s vysokou afinitou k cielu, ziskané v in vitro pod-
mienkach, nie su schopné efektivne sa viazat na ciel
v in vivo podmienkach. To mbze byt dosledkom toho, Ze
ciel v invivo podmienkach je pritomny v ovela nizSej
koncentracii ako v pripade in vitro a méze byt aj menej
stabilny. In vivo phage display je modifikaciou in vitro
metddy, ktoru zaviedli na prekonanie vysSie uvedenych
limitacii (Pasqualini et al. 1996)

Pri in vivo metéde je fagova kniznica aplikovana priamo
do zivych organizmov. Existuju rozne spdsoby aplikacie
fagov. NajCastejsou je intravendzna aplikacia. Po apli-
kéacii su fagy ponechané cirkulovat v obehu urdity €as,
potom su zvierata uspaté a ich telo je premyté fyziolo-

gickym roztokom na odstranenie neSpecifickych klonov
(Rajotte et al. 1998), ciefové organy alebo tkaniva su
nasledne vybraté a homogenizované. Homogenizat sa
rozdeli na dve Casti. Jedna Cast je pouzita na urCenie
pocétu a identifikaciu naviazanych fagov. Druha Cast je
pouzitda na namnoZenie Specifickych klonov a je poda-
vana dalSim zvieratam (Rajotte et al. 1998).

ZAver

Metéda phage display bola objavena pred 20 rokmi.
Technoldgia in vivo phage display sa vyvijala pomaly a
proteinové kniznice sa pouzivali relativne malo.
V poslednych rokoch sa vdaka rdéznym vylepSeniam
stala postupne popularnou. Dnes uspeSne sluzi na
skumanie proteinovych interakcii a identifikaciu pepti-
dovych ligandov (Szardenings 2003). Je to velmi efek-
tivna metdda, vdaka enormnej velkosti kniZznic je mozné
skumat' interakcie az bilidnov proteinov naraz. Ako kaz-
da technika aj phage display ma isté obmedzenia. Ne-
vyhodou tejto techniky je, Ze je Casovo naro€na a draha.
Nové generacie metddy phage display sa vyvijaju prave
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v tomto smere. Znizit ndklady a minimalizovat' ¢as po-
trebny napr. na ¢asovo naro¢nu amplifikaciu fagov v
baktériach (Dias-Neto et al. 2009).

Abstract

Phage display is a high-throughput molecular method. The
main advantage of phage display method is using the unique
properties of bacteriophages. It is possible to modify their
capsid proteins without losing his functionality by modifying
their genome. This modification enables the capsid proteins to
interact with various molecules. Phage display has currently a
wide range of uses, particularly in defining protein-protein
interactions, designing of new polypeptides or identifying pep-
tide ligands.
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Periodontitida

Uvod

Periodontitida predstavuje zapalové ochorenie Ustnej
dutiny. DeStruuje oblast zubného I[6Zka a tkanivo
v blizkosti zuba. V pokro€ilom $tadiu ochorenia tkanivo
uz nie je schopné zub zachytdvat a dochadza k jeho
bolestivému vypadavaniu. Periodontitida postihuje vSet-
ky vekové kategérie a je globalne rozSirena s prevalen-
ciou priblizne 10 %. (Rabello, Soedarsono et al. 2006).

Medzi zakladné prejavy periodontitidy patria napr.
opuchnuté, krvacajuce dasna, vytvaranie hnisavych
vackov v oblasti zubnych krékov, & napadné predlZova-
nie zubov vznikajuce v dbsledku ubytku podporného
tkaniva (Hajishengallis 2010; Karasneh, Ababneh et al.
2011). Doposial nie si zname presné pric¢iny vzniku a
progresie periodontitidy. Znamych je viacero faktorov
endogénneho a exogénneho pdvodu, ktorych vzajomné
vplyvy stimuluju vznik a priebeh ochorenia (Laine, Crie-
laard et al. 2012).

Katarina Jansakova, Peter Celec

Ustav molekularmej biomediciny,
Lekarska fakulta
Univerzita Komenského v Bratislave

jansakova.katarina@gmail.com,
petercelec@gmail.com

Rozdelenie periodontitidy

Ochorenie periodontitida ma rbézne prejavy podla kto-
rych sa rozdeluje do viacerych skupin.
Chronicka periodontitida predstavuje ochorenie dlhodo-
bého charakteru s pomalou progresiou. Nie je spreva-
dzanad akutnou bolestou a ma charakter chronického
zapalu. Chronicka periodontitida postihuje predovset-
kym dospelych jedincov vo veku 30 a viac rokov.
Agresivna periodontitida ma akutny charakter. Vyskytu-
je sa uz v pubertalnom obdobi sprevadzana velkou bo-
lestou a kazivostou zubov. Charakteristicka je tvorba
hnisavych vackov pri zubnych korefioch uz mftveho
zuba.
Agresivna periodontitida méa viacero kategérii (Armitage
1999):

e juvenilna periodontitida,

e predpubertalna periodontitida,

e rapidne progresivna periodontitida.
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Periodontitida ako désledok vplyvu systémového ocho-
renia organizmu vznika na zaklade uz existujuceho
ochorenia organizmu. Ide napr. o diabetes mellitus a
kardiovaskularne ochorenia. Tehotenstvo mdze pdsobit
ako spustaci mechanizmus periodontitidy (Karasneh,
Ababneh et al. 2011).

Etiopatogenéza periodontitidy

Periodontitida vznika ako dbsledok pésobenia velkého
mnozstva réznych faktorov. Prislusné faktory rozdelu-
jeme na faktory prostredia a genetické faktory. Do fakto-
rov prostredia radime predovsetkym Cinitele zahrfiujuce
socioekonomicky stav jedinca, vek, zivotny Styl (fajce-
nie, vyziva), Ustna hygiena, stres a iné. Genetické fakto-
ry predstavuju najma dedi¢né predispozicie — polymor-
fizmy, ktoré ¢lovek mdze ovplyvnit, ale nie zmenit (Se-
menoff-Segundo, Porto et al. 2012).

Dalsi faktor ovplyvfiujuci vznik periodontitidy predstavu-
je pritomnost patogénnych, gram negativnych baktérii.
Medzi periodontitidu spésobujice baktérie patria predo-
vSetkym Porphyromonas gingivalis, Prevotella interme-
dia a Aggregatibacter actinomycetemcomitans (da Sil-
va-Boghossian, do Souto et al. 2011). Dané baktérie sa
v ur¢itom mnozstve nachadzaju aj u zdravych jedincov,
pri ochoreni periodontitidou sa v8ak ich poc€et niekolko-
nasobne zvySuje. Nachadzaju sa na povrchu jazyka,
zubov a suhrnne vytvaraju oralny ekosystém (Bodineau,
Coulomb et al. 2009). Pritomnost spominanych baktérii
spbsobuje rozrusovanie tkaniv tym, Ze do prostredia
aktivne vylu€uju endotoxiny (Valenza, Veihelmann et al.
2009). Baktérie produkuju volné radikaly ako sucéast
svojho metabolizmu a tym indukuju vznik oxidacného
stresu a karbonylového stresu (Baltacioglu, Akalin et al.
2008).

Oxidagny stres predstavuje stav, pri ktorom dochadza
k zvy8enej tvorbe volnych radikalov za zniZenej tvorby
antioxidantov. Volné radikaly a antioxidanty vytvaraju
v bunkach nerovnovazny stav, ktory vedie k patologic-
kym procesom (Pepe, Balci et al. 2009). V bunkach
rozrusuju bunkové Struktury destrukciou proteinov, DNA
a peroxidaciou lipidov. Ak bunka rozsah svojho posko-
denia uz nedokaZe reparaénymi procesmi opravit, na-
stdva apoptéza, t.j. programovana bunkova smrt (Gil
Del Valle 2010). VoIné radikaly vSak nespdsobuju iba
patologicky stav. V organizme sa podielaju na proce-
soch, ktoré su nevyhnutné pre jeho spravne fungovanie.
Zucastiuju sa signalnych drah, diferenciacnych proce-
sov, génovej expresie a fyziologickych procesov, akym
je napr. regulécia svalového tonusu (Dizdaroglu, Jaruga
et al. 2002; Brimfield, Soni et al. 2012). VoIné radikaly
nevznikaju len ako prirodzena sucast metabolizmu, ale
aj ako dbsledok pdsobenia vonkajsich Cinitelov, t. j.
mutagénnych latok, akymi su napr. UV, rontgenové
Ziarenie a rézne chemikalie (Dizdaroglu, Jaruga et al.
2002).

Pre€o organizmus nie je schopny odvratit zapal obran-
nymi mechanizmami, nie je doteraz zname. Periodonti-
tida aktivuje zapalovu reakciu, ktorej vysledkom je akti-
vacia réznych druhov leukocytov (Ding, Zhao et al.
2012). Organizmus sa brani odstrafiovanim poskode-
nych Casti, ¢im eSte viac podporuje naru$anie podpor-
ného zubného tkaniva (Xu and Wei 2006).

ZAver

Periodontitida je ustne ochorenie napadajuce zubné
I6Zko, sprevadzané stratou zuba. Vyskytuje celosvetovo
a jeho prevalencia nadalej stupa. Je zname velké
mnozstvo faktorov, ktoré zodpovedaju za vznik a prie-
beh ochorenia. Doteraz vdak nemozZno jasne tvrdit, kto-
ry faktor je kfuCovy. Podstatny ani nemusi byt vplyv
jednotlivych Cinitelov ako takych, ale ich spolo¢ny efekt
ma destruktivne nasledky (Arbes and Matsui 2011).
Jednym z hlavnych problémov periodontitidy je, ze sa
neda uspesne lieCit. Jej priznaky a progresia sa v8ak
daju znaCne ovplyvnit. Pravidelné zubné prehliadky,
dokladna hygiena a vyzivna strava mozu ochoreniu ak
nie predist, tak aspon zmiernit priznaky.

Abstract

Periodontitis is an inflammatory disease of the oral cavity. The
final phase of this disease is accompanied by the loss of teeth.
The formation and progression of the disease affects a large
number of factors. Periodontitis is divided into several entities.
Each entity has its own characteristics. An essential element
of periodontitis is involvement of bacteria, individual health
status and oxidative stress.
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Poruchy ADP/ATP prendsaca
a ich patologické dosledky

Uvod

Mitochondrie poskytuju vacsinu energie pre eukaryotic-
ku bunku vo forme ATP, molekuly s vysokym energetic-
kym potencialom (obr. 1). Energetika bunky vyzaduje
kontinualnu syntézu ATP a jeho recyklaciu. ATP je re-
generované v mitochondrii v procese oxidacnej fosfory-
lacie (OxPhos). Recyklacia ATP si vyZaduje vymenu
mnohych metabolitov tvorenych a spotrebuvanych pro-
teinmi OxPhos. Prekazkou prechodu substratov byva
vnutorna mitochondrialna membrana, ktora je len dias-
to€ne permeabilna. Hydrofilné metabolity mézu prenik-
nut touto bariérou pomocou proteinov patriacich do
rodiny mitochondrialnych prenasacov (MCF). Najviac
zastupeny a najStudovanejSi protein je ADP/ATP pre-
nasa¢ (Adenine Nucleotide Carrier, Ancp alebo ANC).
Je to jadrom kodovany protein, katalyzujaci vymenu
ATP* tvoreného v mitochondriach pomocou ATP synta-
zy a ADP® tvoreného v cytosole mnohymi energiu-
spotrebujucimi reakciami. Preto je Ancp priamo vyuzi-
vany v produkcii mitochondrialnej energie v spolupraci
s mitochondridlnym fosfatovym prenasacom (Picp).
Vymena ADP/ATP nie je elektroneutralna a je pohara-
na mitochondrialnym membranovym potencialom (AW).
Okolo 30 % energie produkovanej v mitochondrialnej
respiracii je spotrebovanej na tento vymenny proces.
Syntéza ATP v OxPhos je zavisla na koordinovanej
expresii a interakcii proteinov kédovanych jadrom i mi-
tochondriami. Mutacie jadrovych génov vyuzZivanych
v udrziavani mtDNA boli opisané a asociované s mno-
hymi klinickymi fenotypmi (Hudson a kol., 2008). Navy-
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Se bolo opisanych mnozstvo ochoreni asociovanych
s dysfunkciou Ancp a mitochondrialnou innstabilitou.
Cielom tohto kratkeho prehladného ¢lanku je opisat
ochorenia suvisiace s poruchami ADP/ATP prena$aca.

ADP/ATP prendsac

Ancp je jeden z najviac zastupenych mitochondrialnych
proteinov a tvori az 10 % proteinového zloZenia vnutor-
nej mitochondrialnej membrany v mitochondriach sfdc
hovadzieho dobytka. Ancp je kédovany 4 rozdielnymi
génmi SLC25A4 (ANC1 alebo ANT1), SLC25A5 (ANC3
alebo ANT2), SLC25A6 (ANC2 alebo ANT3) a
SLC25A31 (ANC4 alebo ANT4). Ich expresia je tkani-
vovo $pecificka a prisne regulovana. U ludi je expresia
zavisla na vyvinovom stupni a bunkovej proliferacii. Ex-
presia tychto génov je regulovana réznymi transkripc-
nymi elementami v promotérovych oblastiach. Preto je
Ancp logickym kandidatom regulacie bunkovej zavislosti
na energetickom metabolizme. ANC1, ANC2 a ANC3
maju podobnu organizaciu v gendme. Obsahuju 4 exo6-
ny a 3 intrény v podobnych poziciach. Aminokyselinové
sekvencie proteinov su na takmer 90% identické, kym
Stvrta izoforma len na 70 %. Gén ANC4 ma 6 exdnov
(Dolce a kol., 2005). Okrem vysokej homolbégie maju
ludské ANC izoformy Specifické kinetické a funkcéné
parametre. ANC3/ANT2 isoforma vykazuje vy3Sie hod-
noty Ky, ako ANC1 a ANC2 (De Marcos Lousa a kol.,
2002).
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ANC1/ANT1 (obr. 2) je exprimovany na vysokej urovni
v srdci, svaloch, mozgu, ale v nizkej hladine v proliferu-
jucich bunkach ako myoblasty po€as vyvinu svalov. Je
lokalizovany na subtelomerickej oblasti chromozému 4.
ANC2/ANT3 je lokalizovany v pseudo-autozomalnej
oblasti chromozémov X a Y (Slim a kol., 1993). ANC2 je
izoforma exprimovana vo vSetkych tkanivach a fibrob-
lastoch v zavislosti na oxidaénom metabolizme (Stepien
a kol., 1992). Expresia ANC2 a ANC3 sa znizuje pocas
diferenciacie.

ANC3/ANT2 je lokalizovany na chromozéme X. Jeho
expresia je rastovo regulovana a indukovana v proliferu-
jucich bunkach s vysokou potrebou energie (oblicky,
pecen, slezina), ale tiez v rakovinovych bunkéch (Ste-
pien a kol., 1992). Ciastoéne sa vyuZiva v udrZiavani
AW a inhibicii apoptézy.

ANC4/ANT4 bol nedavno identifikovany u fudi a mysi.
Je evolugne konzervovany u cicavcov a je exprimovany
najma v semennikoch, spermiach, mozgu a peceni (Do-
Ice a kol., 2005). Doteraz neboli najdené génové muta-
cie tohto génu suvisiace s fudskymi ochoreniami.

Fatty acids

Glu.cose EUKARYOTIC CELL

Plasma membrane

Cytosol
Cytochrome ¢

Outer membrane

B oxidation

Inner membrane

MITOCHONDRIA

Obr. 1. Schematické znazornenie metabolickych
pochodov a prepojenie jednotlivych komponentov
pocas produkcie ATP v aerébne rasticej
eukaryotickej bunke.

Syntéza ATP nasledovana katabolizmom glukézy a
lipidov prebieha hlavne v mitochondriach. Ulohou respi-
racného retazca (komplexy I-1V) je translokacia
proténov H" cez vnitornd mitochondridlnu membranu,
pricom vznika elektricky potencial a pH gradient (A¥),
ktory poharia syntézu ATP pomocou enzymu ATP
syntaza (komplex V). Proces OxPhos umozni
generovat tvorbu ATP z ADP a Pi a ADP/ATP prenasac
hra kfucovu dlohu transportu adeninovych nukleotidov
cez membrany mitochondrii. CATR (carboxyatractylo-
side) a BA (bongkrekic acid) st Specifické inhibitory
Ancp (Clémencon a kol., 2013).
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Obr. 2. 3D Struktarny model l'udského ADP/ATP prenasaca. Schematicka topolégia Ffudského ANC1
H1-H6 predstavuju 6 hydrofébnych transmembranovych helixov, m1-m3 reprezentuju matrixové hydrofilné sluc¢ky, kazda
obsahuje maly hydrofilny helix (h1-2, h3—4 a h5-6) a 2 cytosolické slucky (c1 a c2). Oblasti asociované s patologickymi
mutaciami st znazornené svetlo modrou farbou (H2, ¢c1, H3 and H6) Mutacie poskytujice klinicky fenotyp st znazornené
réznymi farbami — Ala90Asp (Cervena), Leu98Pro (zelena) Asp104Gly (ruZzova), Ala114Pro (oranzZova), Ala123Asp (Cierna)
a Val298Met (modra) (Clémencon a kol., 2013).
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Patofyziologické aspekty poruchy
ADP/ATP prendsaca

Genetické defekty ovplyviiujuce syntézu ATP mozu
navodit neurodegenerativne ochorenia ako maternalne
dediény Leigh syndrom (MILS), neuropatie, ataxie a
retinalnu pigmentézu (NARP). Poskodenia OxPhos in-
dukuju mnohé Kklinické fenotypy. Poruchy ANC ovplyv-
Auju rézne tkaniva na réznych Urovniach a vykazuju
rozmanité symptomy.

Ludské ANC defekty mézu vzniknat deregulaciou na
transkripnej alebo translaénej urovni alebo kvéli protei-
novej inaktivacii. Zmenena expresia ANC bola opisana
u myoklonalnej epilepsie, ktora bola asociovana s potr-
hanymi myofibrilami, myopatiou, encefalopatiou, lakta-
tovou acid6zou, stavmi podobnymi s mftvicou a Kearn-
Sayreovym syndromom. Podobne defekty fosfatového
prenasaCa vedu k niekolkym neonatalnym laktatovym
acidézam, kardiomyopatiam a svalovym hypoténiam
(Mayr a kol., 2011).

Zmenena syntéza ANC bola popisana pri Rettovom
syndréme (Forlani a kol., 2010) a pri chorobe Marie-
Tooth typ 2A (Guillet a kol., 2010), kde je jasne ukazana
spojitost medzi expresiou ANC a syntézou ATP a mito-
chondrialnou morfogenézou.

V roku 2002 ukazali imunochemické analyzy kostrovych
a srdcovych svalov u pacientov so Sengerovym syn-
drémom deficienciu proteinu ANC1 (Jordens a kol.,
2002). Ziskany klinicky obraz poukazoval na hypertro-
picku kardiomyopatiu, kongenitalny katarakt a laktatovu
acidézu. Zrejme sa jedna o transkripénu, translacénu
alebo posttranslacna modifikaciu, zodpovednu za dany
syndrom. Boli najdené autoprotilatky proti ANC1 u pa-
cientov trpiacich dilatovanu kardiomyopatiu (DCM). Srd-
covy defekt ovplyvnil srdcové komory aj predsiene a bol
Specificky pre DCM, avsak tento defekt nebol pozoro-
vany u ischemickych, valvularnych a hepertropickych
kardiomyopatiach (Dérner a Schultheiss, 2000). Napriek
zvySenému obsahu ANC bol transport nukleotidov zni-
Zeny. Ostatné komponenty dychacieho retazca neboli
ovplyvnené (Dorner a kol., 2006).

Zmenena expresia ANC izoforiem a zniZzena syntéza
ATP v mitochondriach kostrovych svalov asociovana so
zlyhanim srdca bola tieZ popisana na psom modeli
(Rosca a kol., 2009). Nitroalkénova modifikacia Cys56
v proteine ANC1 navodila akutnu ochranu srdca pocas
ischemickej reperfuzie (IR) tym, Ze vplyvala na mito-
chondrialny permeabiliza&ny tranzitny pér (mPTP) alebo
na ADP/ATP transport (Nadtochiy a kol., 2012).

Priamy u€inok mutacie lTudského ANC bol opisany zatial
iba v jednom pripade mitochondrialnej myopatie asocio-
vanej s kardiomyopatiou (Palmieri a kol., 2005). Mutacie
v géne ANC1 boli opisané v 5 pripadoch autozomaélne
dominantnej progresivnej externalnej oftalmoplégie
(adPEQ). Je to mitochondridlne ochorenie u mladych

fudi a klinicky je charakteristické poklesom organov
(ptosis), progresivnou muskularnou slabostou ovplyviu-
jucou najma ocny sval, dysfagiou, dysféniou a réznymi
neurologickymi ochoreniami. Je asociované so 6 jadro-
vymi génmi, ktoré koduji ANC1, Twinkle, POLG,
POLG2, OPALl a p53R2 (Tyynismaa a kol., 2009). Pa-
cienti s adPEO nesu Standarné aj mutované alely génu
ANC1 (Kaukonen a kol., 2000).

Délezitd otdzka ostava nezodpovedana: ako defekty
v ANC1 indukuju depléciu mtDNA? Bolo navrhnutych
niekolko hypotéz, ktoré hovoria o zapojeni Ancp v udr-
Ziavani dNTP pool-u (Kaukonen a kol., 2000) a jeho
moznej ulohy v mitochondrialnej permeabilite (Chen,
2002). ZvySenie oxidacného stresu (tvorba ROS) ako
dbsledok zniZzenej syntézy ATP by mohlo vyustit
k defektom mitochondrialnej membrany a porucham
DNA (Fontanesi a kol., 2004).

mPTP, apoptéza a ADP/ATP
prendsac

Ancp je klu€ovym metabolickym prepojenim medzi mi-
tochondrialnym matrix a cytosolom (ADP/ATP vymena).
Participuje na mnohych modeloch mitochondriou navo-
denej apoptézy formovanim mitochondrialneho perme-
abilného tranziéného poéru (mPTP). Masivne napucia-
vanie mitochondrii indukované vysokou koncentraciou
vapnika bolo prvykrat pozorované v mitochondriach
izolovanych z pecene (Chappell a Crofts, 1965). Bolo to
spbsobené otvorenim neSpecifického kanala vo vnutor-
nej mitochondridlnej membrane (Hunter a kol., 1976),
ktory bol pomenovany mitochondrialny permeabilny
tranzi¢ny por (mPTP). Jeho otvorenie indukuje rychlu
stratu nepermeability vnutornej membrany, ktora sa
stdva permeabilnou pre molekuly do 1500 Da. Vysled-
kom nie je len charakteristické napuciavanie matrixu,
ale tiez kolaps mitochondrialneho potencialu. Napudia-
vanie vedie k dizrupcii vonkajSej membrany a uniku
molekul ako cytochrom c, kaspazy a apoptézu iniciuju-
cich faktorov (AIF). Ni¢ nie je zname o mitochondrialnej
permeabilite za normalnych fyziologickych podmienok.
Za stresovych podmienok, tvorba a otvaranie mPTP
vedie k smrti bunky nekrézou alebo apoptézou. Patofy-
ziologicka uloha mPTP bola Studovana u réznych ocho-
reni — IR (Crompton a kol., 1987), kardiomyopatiach
(Nazareth a kol., 1991) a srdcovych disfunkciach u pot-
kanov (Griffiths a Halestrap, 1993).

Kanal mPTP poru je tvoreny komplexom proteinov von-
kajSej a vnutornej membrany a medzimembranového
priestoru pozostavajuceho z napatovo a Ca”*-zavislého
poéru senzitivneho k cyklosporinu A (obr. 3) (CsA-
sensitive high-conductance channel).

ANC3 izoforma ma anti-apoptoticku funkciu, kde sa
ukazala zvySena frekvencia bunkovej smrti in vitro a in
vivo pomocou RNA interferencie (Le Bras a kol., 2006).
Ancp bol jednym z prvych potvrdenych proteinov tvoria-
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cich integrélnu ¢ast mPTP (Hunter a Haworth, 1979),
spolu s cyklofilinom D a mitochondrialnym porinom
(VDAC). Bolo to potvrdené pozorovanim, Zze CATR je
schopny indukovat’ otvorenie péru (Hunter a Haworth,
1979; Le Quoc a Le Quoc, 1988). Potvrdzuje to, ze
tranzicia suvisi s konformaciou Ancp. ADP/ATP prena-

Sac€ funguje ako intermediat v interakcii medzi cyklofili-
nom D a mPTP (Halestrap a Davidson, 1990; Woodfield
a kol., 1998). Zda sa, Zze Ancp je skér regulacny ele-
ment mPTP ako jeho stabilna sugast’ (Juhaszova a kol.,
2008).

Outer
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Intermembrane
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Atractyloside |
Ca?*, Bax, f

ROS /

Inner J
membrane

Matrix
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Obr. 3. Schematické znazornenie tlohy ADP/ATP prenasaca v mPTP
Opis v texte (Desagher a Martinou, 2000).

Rakovina

V zdravych bunkach je hlavnhym zdrojom energie Ox-
Phos. Rakovinové bunky katabolizuju Ziviny odliSne,
pretoze vyuzivaju aerébnu glykolyzu. Vo vacsine rako-
vinovych buniek az 80 % produkcie ATP vzniknutého v
OxPhos je zabezpe&enych hypoxickou adaptaciou (Mo-
reno-Sanchez a kol., 2007; Stubbs a Griffiths, 2010).
Hypotéza hovori, ze poruchy v OxPhos mézu prerusit
dodavanie energie a tym zastavit progresiu rakovino-
vych buniek.

Za normalnych fyziologickych podmienok ADP/ATP
prenasaé vymiefia cytosolické ADP® za matrixové
ATP* cez vnUtorndi mitochondrialnu membranu a trans-
port je pohafiany zapornym membranovym potencialom
generovanym v OxPhos. Ak je OxPhos poruena, bun-
ky rastu slabo, produkuje sa nizky potencial len trans-
portom ATP vs ADP (Giraud a Velours, 1997). V nepri-
tomnosti potencialu, ADP/ATP translokator moéze vy-
miefat bud ADP alebo ATP za ktorykolvek nukleotid.

ANC3/ANT2 je S3pecificky exprimovany v nediferen-
covanych bunkach alebo v tkanivach schopnych prolife-
racie a regeneracie (Stepien a kol., 1992; Dolce a kol.,
2005). Je silno nadexprimovany v réznych fudskych
rakovinovych bunkach (Heddi a kol., 1994; Chevrollier a
kol., 2005; Le Bras a kol., 2006). Tento gén teda mbze
predstavovat potencialny terapeuticky ciel proti rakovi-

ne (Chevrollier a kol., 2010). ANC3 zabezpeduje re-
verzny transport — navrat glykolytického ATP do mito-
chondrie (Stepien a kol., 1992).

Mitochondrialny ATP-Mg*/P; prenasaé (SCaMC) vy-
miefia ATP-Mg” za HPO,” alebo HADP? medzi cytoso-
lom a matrix (Laco a kol., 2010; Traba a kol., 2011) a
transport je zavisly na pritomnosti Ca”". Ostava stale
nejasné, ako sa tento protein pripadne méze zapajat do
procesov transportu adeninovych nukleotidov v rakovi-
novych bunkach.

Modelové systémy studujice
patologické stavy asociované
s Ancp

Existuju systémy Studujuce patologické stavy. Graham
a kol. (1997) inaktivovali Anclp v mySiach — model pre
fenotyp myopatii a kardiomyopatii. Bol pouzity na Stu-
dium implikacii ANC v mPTP. Bunky z pacientov ad-
PEO nevykazuju Ziadny fenotyp a ANC1 nie je Stan-
dardne exprimovany v ziadnych kultivovanych bunkach.
Ludské HelLa bunky z rakoviny kréka maternice expri-
muju len ANC2 a ANC3 gény. Nadexpresia ANC1 indu-
kuje apoptézu v rannych Stadiach.

Délezitym modelom su kvasinky, ktoré sa Siroko vyuzi-
vaju na molekularne Studie a pre porovnanie dosledkov
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mutacii v ludskom ANCL1 géne. S. cerevisiae ma 3 ho-
molégy ADP/ATP prenasacov: AAC1, AAC2 a AAC3.
Pritomnost’ viacerych izoforiem v r6znych druhoch sa
da vysvetlit potrebou odpovede na rdézne stimuly
a poziadavky, medzi ktorymi je na prvom mieste kon-
centracia kyslika (Santamaria a kol., 2004). Expresia z
promotora AAC2 je indukovana, ked' su bunky prenese-
né zo skvasitelného (glukéza) na neskvasitelny uhlikovy
substrat (glycerol) (Betina a kol., 1995) a je to jedina
izoforma nevyhnutna pre rast na nefermentovatefnom
zdroji uhlika alebo pri absencii kyslika. Trojity mutant
v génoch AAC1-3 nie je schopny rast na nefermentova-
tefnom substrate (Drgorn a kol., 1991).

Kvasinkovy systém ma vyhody bezpeénej manipulacie,
rychleho rastu buniek, jednoduchych kultivaénych pod-
mienok a lahko dostupnych genetickych nastrojov. Na-
vySe mnohé bunkové a metabolické procesy najdené
u vySsich eukaryot su konzervované v mnohych kvasin-
kovych druhoch, vratane post-translacnej modifikacie a
sekreCnych drahach. Av3ak existuji mnohé limitacie
kvasiniek.

Iné organizmy evolu¢ne blizSie k ¢loveku ako kvasinky
by mohli byt vhodnejSie pre jednotlivé Studie. AvSak
model S. cerevisiae nie je Uplne nevhodny pre skrining
lieCiv namierenych proti ludskym mitochondrialnym
ochoreniam (Couplan a kol., 2011). Bolo identifikova-
nych 10 z celkového poctu 12000 latok z réznych che-
mickych kniznic molekul, potencialne aktivnych v lieCbe
dedi¢nych mitochondrialnych ochoreni zapriinenych
deficienciou ATP syntazy.

Abstract

In aerobic eukaryatic cells, the high energy metabolite ATP is
generated mainly within the mitochondria following the pro-
cess of oxidative phosphorylation. The mitochondrial ATP is
exported to the cytoplasm using a specialized transport pro-
tein, the ADP/ATP carrier, to provide energy to the cell. Any
deficiency or dysfunction of this membrane protein leads to
serious consequences on cell metabolism and can cause
various diseases such as muscular dystrophy. Described as a
decisive player in the programmed cell death, it was recently
shown to play a role in cancer. The objective of this review is
to summarize the current knowledge of the involvement of the
ADP/ATP carrier, encoded by the SLC25A4, SLC25A5,
SLC25A6 and SLC25A31 genes, in human diseases and of
the efforts made at designing different model systems to study
this carrier and the associated pathologies through biochemi-
cal, genetic, and structural approaches.
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Karbonickd anhydrdza IX -
hypoxiou kontrolovany
reguldator bunkovej migracie

Bunkovd migrdcia

Bunkova migracia je biologicky fenomén, ktory je zakla-
dom nadorovej invazivnosti a metastdzovania. Nadoro-
vé bunky sa mézu pohybovat bud individualne alebo
kolektivne, priCom vyuzivaju podobné principy pohybli-
vosti. V oboch pripadoch migraény cyklus pozostava z
polarizacie buniek a tvorby vodiaceho vycnelku (tzv.
lamelipoddia), prichytenia vycnelku k podkladu, proteoly-
tickej degradacie extracelularnej hmoty, presunu bun-
kového tela smerom dopredu, uvolnenia prichytenia a
pritiahnutia zadnej &asti bunky (Webb a kol, 2002).
VSetky kroky su sprevadzané obrovskymi zmenami
v aktinovom cytoskelete, spojenymi s dynamickou mo-
dulaciou a/alebo redistriblciou funk&ne relevantnych
molekul a vytvorenim polarizovanych intracelularnych a
extracelularnych gradientov i6nov (Stock a Schwab,
2009, Martin a kol, 2011).

Migracia je zvyCajne iniciovana signalmi prichadzajucimi
z extracelularneho prostredia vo forme pro-migraénych
rastovych faktorov (napr. HGF, PDGF, VEGF, TGF-B),
ktoré su prenasané do bunky prostrednictvom recepto-
rov (c-Met, PDGFR etc.) a v bunke aktivuju drahy riade-
né kinazami PI3K, MAPK, PKA a i. To vedie k zmenam
v transkripnom profile a k aktivacii efektorovych funkcii
potrebnych pre vykonanie migraéného programu (Yil-
maz a Christofori, 2010).

Nadorové bunky savSak mébzu zalat pohybovat aj
v désledku fyziologickych stresov pritomnych v nadoro-
vom mikroprostredi, hlavne hypoxie a acidézy (Pouyse-
gur akol, 2006, Gillies a Gatenby, 2007). Pri¢inou hy-
poxie v rasticom nadorovom tkanive je nepravidelna a
nefunkéna cievna siet, ktora obmedzuje prisun kyslika
pod uroven jeho potreby nadorovymi bunkami. Nedosta-
to€ne okysli¢ené bunky na tuto situaciu reaguju stabili-
zaciou alfa podjednotky transkripéného faktora HIF,
ktora je citliva na kyslik a vytvara heterodimér s konsti-
tutivnou podjednotkou beta. Spolu aktivuji mnozstvo
génov kodujucich proteiny zapojené v bunkovej adapta-
cii na hypoxicky stres. Okrem komponentov metabolic-
kej prestavby na glykolyzu, faktorov stimulujucich an-
giogenézu a inych molekul, HIF indukuje mnoho protei-
nov zucastiujucich sa na bunkovej migracii a invaziv-
nosti, ktoré podporuju epitelovo-mezenchymovu tranzi-
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ciu. Medzi tieto molekuly patria represory medzi-
bunkovych kontaktov (Snail a Slug), regulatory adhézie
a cytokeletalnej prestavby (FAK), pro-migracné rastové
faktory a ich receptory (VEGF/VEGFR, HGF/c-Met),
povrchové proteinazy (TACE/ADAM17), vnutrobunkové
prenasace signalov (PKA), i6nové transportéry a s nimi
asociované enzymy (MCT4, C IX, AQP) atd.

V désledku metabolického posunu ku glykolyze hypo-
xické bunky generuju pericelularnu acidézu, ktora pod-
poruje migraciu aktivaciou proteolytickych enzymov,
ktoré degraduju extracelularnu hmotu a uvolfuju mem-
branovo-viazané rastové faktory. Acidoza tiez prispieva
k aktivacii intracelularnych signalnych drah a k stimulacii
mnohych zloZiek pH-regulaénej masinérie, najma tych,
ktoré pdsobia na vediucom vyCnelku migrujucej bunky
(6). Takze hypoxia a acidéza posilfiuju pro-migracnu
signalizaciu vyvolanu rastovymi faktormi. Aka je vSak
uloha CA IX v tomto zlozitom fenoméne?

Karbonickd anhydraza IX -
viac nez jednoduchy enzym

CA IX je ¢lenom rodiny alfa karbonickych anhydraz,
teda zinkovych metaloenzymov, ktoré katalyzuju rever-
zibilnd hydrataciu oxidu uhli¢itého na bikarbonatové
idony a protény. Tato jednoducha reakcia je esencialna
pre mnohé biologické procesy, ktoré zavisia na acido-
bazickej rovnovahe a tieZ na €asovo a priestorovo regu-
lovany iénovy transport v réznych subcelularnych kom-
partmentoch a cez plazmaticki membranu. V ludskom
organizme existuje 15 CA izoforiem, z ktorych 3 su inak-
tivne a 12 ma slabu aZ velmi silnu aktivitu. Va&sina izo-
rofiem sa nachadza v diferencovanych bunkach a pini
Specializované ulohy v réznych metabolicky aktivnych
tkanivach a organoch (Supuran, 2008). CA IX, identifi-
kovana v naSom laboratériu (Pastorek a kol, 1994), je
jediny izoenzym, ktory je prednostne asociovany s na-
dormi a pritomny ojedinele iba v niektorych zdravych
tkanivach (v epiteli Zaludka a &reva), (9). CA IX sa na-
chadza v mnohych typoch pevnych nadorov a jej pri-
tomnost’ je Casto spojena s agresivnym fenotypom. To
je spbsobené najma hypoxickou regulaciou CA IX na
viacerych urovniach (Pastorekova a kol, 2008).
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Hypoxia - hlavny reguldator CA IX

Transkripéna aktivacia CA IX je zavisla hlavne na trans-
kripnom faktore HIF-1, ktory sa viaze na promotor
v blizkosti trankripného pociatku CA9 génu (Wykoff a
kol, 2000). To sa odraza v typickom regionalnom ex-
presnom profile CA IX v nadorovych tkanivach, kde je
pritomna v SirSej perinekrotickej zéne hypoxickych na-
dorov alebo je difuzna v nadoroch s onkogénnou akti-
vaciou (najma v oblickovych karcinémoch s inaktivo-
vanym tumorovym supresorom von Hippel Lindau).
V promoétore HIF-1 kooperuje s trankripEnym faktorom
SP1, najma v hustych bunkach (Kaluz a kol, 2002).
Transkripcia génu CA9 je tieZ modulovana acidézou a
onkogénnymi drdhami (lhnatko a kol, 2006, Kopacek a
kol, 2005).

Hypoxia reguluje spravny zostrih CA9 mRNA (Baratho-
va akol, 2008) a aktivuje protein CA IX na funkcnej
urovni tym, ze zvySuje hladinu cAMP, aktivuje protein
kinazu A (PKA), ktora fosforyluie Thr443 v intra-
celularnej c¢ati CA IX, &im indukuje zmeny v extra-
celularnej Casti CA IX a zvySuje jej katalyticku vykon-
nost' (Ditte a kol, 2011). Hypoxia tiez indukuje odstiepe-
nie ektodomény CA IX pomocou proteazy TACE/
ADAML17 (Zatovicova a kol, 2005).

Uloha CA IX v hypoxickych
nadorovych bunkdach

Naco vlastne nadory potrebuju takto regulovanua CA IX?
Hypoxia predstavuje pre nadorové bunky fyziologicky
stres, ktory vytvara selekény tlak smerom k adaptécii,
Uniku alebo bunkovej smrti. Su€astou adaptaénych me-
chanizmov je schopnost odolavat acidéze, ktora je vy-
sledkom posunu od oxida¢nej fosforylacie ku glykolyze,
ktora Casto pretrvava aj v reoxygenovanych bunkach
(¢o je zname ako Warburgov efekt (Fang a kol, 2008).
Hoci glykolyza generuje menej energie vo forme ATP
nez oxidacna fosforylacia, je velmi délezitéd pre nadoro-
vé bunky, pretoZe jej medziprodukty sa vyuZivaju na
produkciu biomasy, ktora je potrebna pre proliferaciu
(Heiden a kol, 2009). Hlavnym produktom glykolytické-
ho metabolizmu je kyselina mlie€na, ale onkogénny
metabolizmus tiez produkuje nadmerne vela proténov a
CO, (Helmlinger a kol, 2002). Aby sa zachovalo neu-
tralne/slabo z&sadité intracelularne pH (pHi), ktoré je
nevyhnutné pre biosyntetické reakcie a Zivot, bunky
vyvinuli dva zakladné transportné mechanizmy — export
laktatu a protonov na jednej strane a import bikarbonatu
na strane druhej. Export zabezpec&uje niekolko typov
transmembranovych iénovych transportérov, ako napri-
klad monokarboxylatovy transportér (MCT4) a Na'/H"
vymennik 1 (NHE1), ktoré si samotné ovplyvnené hy-
poxiou a acidézou (Parks a kol, 2011). NHE1 je dblezity
pre regulaciu pHe a pHi v nadoroch a prispieva k vytvo-
reniu reverzného proténového gradientu (Cardone a kol,

2005). Podfla najnovsich Studii je extruzia proténov dy-
namickou odpovedou na acidozu, ktora variruje v zavis-
losti od typu bunky (Hulikova a kol, 2012). V urcitych
situaciach (napr. pri chronickej hypoxii) v8ak temno me-
chanizmus nestaci na stabilizaciu pHi, ktoré je priaznivé
pre proliferaciu a prezivanie buniek. Preto bunky vyuzi-
vaju import bikarbonatu pomocou bikarbonatovych tran-
portérov (BT) ako napriklad sodikovo-bikarbonatovy
kotransportér (napr. NBCe1) a aniénovy vymennik
(AE2). BT su roz8irené v roznych tkanivach, exprimo-
vané v réznych izoformach a zostrihovych variantoch a
hraju ddlezitd ulohu v udrziavani pHi ako aj v kontrole
objemu bunky (Romero a kol, 2004). Medzi NHE1 a
AE2 existuje funkéna kooperacia, priCom experimental-
ne Udaje ukazuju, ze bikarbonatovy transport ma princi-
pialny vyznam pri regulacii inracelularnej acidézy v 3D a
in vivo modeloch (Hulikova a kol, 2011, Robey a kol,
2009).

Pericelularne protony, laktat a CO,, ktoré sa akumuluju
v nadorovom tkanive, vytvaraju kyslé mikroprostredie,
ktoré neumozfiuje spontannu tvorbu bikarbonatovych
i6nov. Nedostatok substratu pre import bikarbonatu si
vyzaduje enzymaticku funkciu CA IX, ktora na extrace-
lularnej ¢asti membrany katalyzuje hydrataciu CO,, ¢im
produkuje bikarbonatové iény, a prostrednictvom prie-
storovej a funkénej kooperacie s bikarbonatovymi tran-
portérmi ich priamo poskytuje na import do cytoplazmy,
kde spotrebuju protény a generuju CO,, ktory opusta
bunky difuziou a prispieva k extracelularnej acidoze
(Morgan a kol, 2007, Svastova a kol, 2004). Acidozu
tiez podporuju protény, ktoré tiez pochadzaju z hydrata-
cie CO,. Tento model bikarbonatového metabolénu
podporuje experimentalny dékaz interakcie CA IX a BT
(Orlowski a kol, 2012, Svastova a kol, 2012).

Z hladiska udrzZiavania merne alkalického inracelularne-
ho pH, CA IX mbézeme vnimat ako su€ast masinérie,
ktora ochrariuje nadorové bunky pred acidézou a tym im
poskytuje vyhodu v prezivani (Swietach a kol, 2009,
Chiche akol, 2009). Z hladiska prispevku k extra-
celularnej acidoze, CA IX mbézeme vnimat ako aktivny
komponent pro-metastatickej kaskady, pretoZe kyslé
pHe indukuje migraciu, aktivuje proteazy degradujuce
ECM a podporuje invazivnost. Tieto Uvodné udalosti
potom ufah&uju nadorovym bunkam vstup do cirkulacie
a pripadne tvorbu metastaz (Gatenby a kol, 2006, DeC-
lerck a Elble, 2010).

CA IX ako zlozka migraéného
apardtu bunky

Ako uz bolo uvedené, bunkova migracia je komplexny
fenomén, ktory zavisi, okrem iného, na vytvoreni sprav-
nych pH gradientov pozdiZ bunky — s kyslym pHe a al-
kalickym pHi v prednej &asti bunky, a alkalické pHe a
kyslé pHi v zadnej Casti bunky (Martin a kol, 2011,
Stock a kol, 2007). Vytvorenie gradientov je spojené
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s relokalizaciou iénovych transportérov (vratane NHE1,
NBCe1 a AE2) do lamelipddii, kde mbézu kooperativne
uskutoc€riovat’ intenzivny transport iénov potrebny pre
bunkovu pohyblivost (Stuwe a kol, 2007, Svastova a
kol, 2012). Molekularne a farmakologické Studie ukazu-
ju, Zze strata alebo inhibicia tychto transportérov ma
znacny vplyv na bunkovu migraciu.

CA IX podstupuje rovnaku cestu relokalizacie do pred-
nych vy€nelkov bunky, kde zaujima polohu v blizkosti
bikarbonatovych transportérov (obr. 1). Ako prvi sme
experimenalne dokazali, Ze CA IX priamo komunikuje s
AE2 a NBCel v lamelipédiach hypoxickych buniek sti-
mulovanych k migracii pomocou HGF (Svastova a kol,
2012). Lamelipédia migrujucich buniek su velmi zauiji-
mavé organely charakterizované absenciou mitochon-
drii a intenzivnou glykolyzou, ktora generuje energiu pre
prestavbu cytoskeletu a recyklovanie proteinov (Jia
a kol, 2005, Nguyen a kol, 2000). Takato metabolicka

konstelacia pripomina hypoxické bunky, takze je mozné
predpokladat, Ze lamelipddia su vlastne ,peudohypoxic-
ké“ migracné organely. Tato predstava je kompatibilna
s aktivaciou funkcie CA IX v bikarbonatovom tranport-
nom metaboldne, ktora vyusti do zvySenej schopnosti
regulovat pH v prednych €astiach bunky a tym stimulo-
vat’ migraciu (Klein a kol, 2000). Okrem toho, lamelipo-
dia obsahuju zvySené hladiny cAMP, ktoré prispievaju
k aktivacii PKA zhromazdenej pocas migracie v bunko-
vych vyénelkoch (Lim akol, 2008). TakZe, PKA je
v spravnej pozicii a fyziologickom kontexte, aby fosfory-
lovala CA IX a stimulovala jej katalyticku aktivitu spriah-
nutu s transportom bikarbonatovych iénov dokonca aj v
podmienkach normoxie/reoxygenacie. V sulade s touto
koncepciou je fakt, ze fosforylacia Thr443 je potrebna
pre pro-migracny efekt CA IX a jej inaktivacna mutacia
vedie k zniZzenej migracii buniek (Ditte a kol, 2011).

H
Hz(?, +20 predné ¢ast’
, co, |pHe _co bunky
N o (' .

energia  glykolyza

TpHe
zadna €ast’ bunky

laktat

Obr. 1. Schéma migrujucej bunky s lamelip6diom

v prednej Casti

Lamelipédium obsahuje bikarbonatovy metabolon zloZzeny
z bikarbonatorvych transportérov (napr. sodikovo-
bikarbonatovy kotransportér NBC alebo aniénovy
vymennik AE2), ktoré kooperuju s karbonickou
anhydrazou IX (CA IX). CA IX je aktivovana fosforylaciou
treoninu 443 v C-terminalnej ¢asti molekuly protein
kinazou A (PKA), ktoréa je tieZ lokalizovana a aktivovana

v lamelipédiu. Konverziou pericelularneho oxidu uhlicitého
katalyzovanou CA IX st produkované bikarbonatové iony,
ktoré su importované pomocou NBC alebo AE2 do vnutra
bunky, kde zvy$uju intracelularne pH (pHi) a zaroveri sa
uvolriuju protény, ktoré znizuju extracelularne pH (pHe).
Lamelip6dium je tiez charakterizované nepritomnostou
mitochondrii a glykolytickym metabolizmom, ktory
generuje energiu pre prestavbu bunky potrebnt na
migraciu. Glykolyzou je stcasne produkovana kyselina
mliecna, ktora je vo forme laktatu a proténov vyluéovana

z bunky pomocou monokarboxylatového transportéra
(MCT). To vedie ku vzniku reverzného gradientu v prednej
Casti bunky, acidézou na vonkajSej strane a mierne
alkalickym pH na vnutornej strane plazmatickej membrany
lamelipédia.

Pro-migra¢na uloha CA IX mdze byt podmienena aj
schopnostou tohto proteinu interferovat' s E-kadherinom
sprostredkovanou medzibunkovou adhéziou a to pomo-
cou kompetitivnej interakcie s beta kateninom, podobne
ako je to zname pre EGFR a MUC-1 (Svastova a kol,
2003). Tym sa mbze urychlit disociacia buniek z tkaniva
a ziskanie mobilného fenotypu. Navyse, supresia CA IX
pomocou RNA interferencie vedie k potlaeniu viace-
rych molekul zapojenych do interakcii s medzibunkovou

hmotou a do tvorby fokalnych adhéznych kontaktov
atym znizuje schopnost buniek migrovat a invadovat
(Radvak a kol, 2013).

Takze, CA IX ma niekolko vlastnosti relevantnych pre
bunkovi adhéziu-migraciu-invazivnost a tiez podporuje
mezenchymalny fenotyp (Svastova a kol, 2012). To je v
suhlase s expresiou CA IX v pokroc€ilych nadoroch, kto-
ré Casto prechadzaju epitelovo-mezenchymalnou tran-
ziciou (Potter a Harris, 2004).
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ZAver

Hoci pozname zakladné kontury ulohy CA IX v nado-
rovej bioldgii, stale zostava vela otazok, ktorych zodpo-
vedanie je potrebné na lepSie objasnenie pozicie tohto
proteinu v bunkovej signalizacii a adaptacii na stresy
v mikroprostredi, ako aj na vyuzitie CA IX ako markera
a terapeutického tera v klinickych situaciach. V tomto
kontexte je velmi dblezité zamerat’ sa na hypoxiu, ktora
je doposial nedostato¢ne prebadana v suvislosti s bun-
kovou migraciou napriek tomu, Ze hypoxicka frakcia
buniek v nadorovych tkanivach sa vyznacuje zvySenym
migracnym, invazivnym a metastatickym potencialom.
Pritom vacsina Studii zameranych na mechanizmy iéno-
vého transportu a pH regulacie v migrujucich bunkach
bola uskutoénena v normoxickych podmienkach, v kto-
rych sa proteinové interakcie a ionové toky podstatne
liSia od hypoxie (Sullivan a Graham, 2007). Preto veri-
me, Ze dekddovanie biologickej funkcie hypoxiou-
regulovanej CA IX ajej spoluprace s pH regulatormi,
idnovymi transportérmi a inymi relevantnymi molekulami
v pohybujucich sa hypoxickych bunkdch nam poméze
lepSie porozumiet komplexny fenomén bunkovej migra-
cie ako pociato¢ného stupfia metastatickej kaskady.

Abstract

Cell migration is a sequence of morhological changes that
result in the dynamic remodeling of cell. These changes are
determined by intricate, inter-related molecular and
physiological processes that regulate cell motility. These
include ion transport and pH balance and involve the carbonic
anhydrase IX (CA 1X) as an importnat player. CA I1X is a highly
active enzyme localized on the cell surface and present in
a number of various solid tumors. It is upregulated by the low
level of oxygen (hypoxia) and often used as a biomarker of
tumor hypoxia and target for anticancer therapy. CA IX role is
to protect tumor cells from hypoxia and acidosis in tumor
microenvironment and directly contribute to cell migration and
invasion. Thereby, it facilitates cancer progression.
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Mitochondrie -

multifunkéné organely

Uvod

Mitochondrie su bunkové organely obalené dvojitou
membranou, ktoré sa vyskytuju v jednobunkovych ako
aj mnohobunkovych eukaryotickych bunkach. Slovo
mitochondria pochadza z gréckych slov mitos (vlakno) a
chondrion (granula), pretoze takéto utvary pripominali
mitochondrie vedcom, ktori ich prvy krat pozorovali v
mikroskope uz v polovici 19. storoCia. Maju velkost bak-
térie, su priblizne 2 ym dlhé s priemerom 0,5 — 1 ym.
V prvej polovici 20. storo€ia sa zistilo, ze v tychto orga-
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nelach prebiehaju vyznamné bunkové metabolické dra-
hy — citratovy (Krebsov) cyklus a moc€ovinovy cyklus.
V druhej polovici 20. storocia sa podarilo objavit a ne-
skor osekvenovat mitochondrialnu DNA (mtDNA), ktora
kéduje proteiny, ribozomalne RNA (rRNA) a transferové
RNA (tRNA). Pekarske kvasinky Saccharomyces cere-
visiae su jednobunkové eukaryotické bunky, ktoré sa
pouzivaju v biochémii a molekularnej biolégii ako mode-
lovy organizmus pre Studium mnohych biologickych
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fenoménov, vratane Studia mitochondrii. Ich mtDNA
obsahuje 85 779 bazovych parov a kéduje 8 proteinov,
24 tRNA, 21S rRNA a 15S rRNA. V ludskych mitochon-
driach ma mtDNA 16 000 bazovych parov a kéduje 13
proteinov, 22 tRNA, 16S rRNA a 12S rRNA.

Morfolégia mitochondrii

Elektronova mikroskopia umoznila urcit’ ich ultrastruktu-
ru a blizSie charakterizovat Styri zakladné Casti mito-

chondrii — vonkaj8iu membranu (OMM, ,outer mito-
chondrial membrane®), medzimembranovy priestor, vnu-
tornd membranu (IMM, ,inner mitochondrial membra-
ne®), ktora vytvara pocetné zahyby (kristy) a ohraniCuje
vnutorny priestor organely — matrix. OMM je permeabil-
na pre malé molekuly do velkosti 5000 Daltonov vdaka
pritomnosti porinov. IMM je nepriepustna pre i6ny a
vacsSinu molekul a transport cez fu zabezpeduje Spe-
cialna skupina transportnych proteinov (obr. 1).
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Obr. 1. Mitochondrialne metabolické drahy a ich prepojenie s bunkovym metabolizmom
pomocou mitochondrialnych prenasacov
Schematické zobrazenie cicavéich mitochondrii neobsahuje vonkajsiu membréanu, ktoré je priepustna pre malé molekuly. Cer-
vené Sipky oznacluju ziednoduSené metabolické drahy, v ktorych su zvyraznené klu¢ové metabolity. Kofaktory a intermediaty
s velkym obsahom energie su zelené. S otaznikom st oznacené prenasace v mitochondriach ¢loveka, ktoré nepatria do MCF
rodiny (pyruvatovy prenasac), alebo ktorych prislusnost do rodiny MCF proteinov nie je znama (prenasace pre koenzym A
(CoA), glutamin, FAD, NAD"). Upravené podfa (Kunji, 2004).

Evoluény pévod mitochondrii

Odkial pochadzaju mitochondrie? Hypotézy o vztahu
medzi baktériami a mitochondriami za&ali vznikat uz od
objavu tychto organel. K odhaleniu pdvodu mitochondrii
vyznamne pomohli analyzy sekvencii mtDNA z r6znych
organizmov. Dnes je v3eobecne akceptovana tedria
endosymbiotického pdvodu mitochondrii. Pradavna
eukaryoticka bunka pohltila endocytézou baktériu, ktora
mala funk&nu oxidativhu fosforylaciu, €o jej prinieslo
evoluénu vyhodu. OMM tak pochadza z plazmatickej
membrany pdvodnej eukaryotickej bunky a IMM pocha-
dza z plazmatickej membrany baktérie. Pravdepodobny

je monofyleticky pdvod mitochondrii. Vznik mitochondrii
je skér dbsledkom jedine€nej udalosti v evollcii ako
dosledkom vzniku viacerych nezavislych symbiotickych
partnerstiev. Existuje vSak prekvapiva rozmanitost me-
dzi stavovcami, rastlinami, hubami a prvokmi, ak porov-
navame pocet zachovanych mitochondrialnych génov,
ich organizaciu a expresiu.

Mitochondridlny dychaci retfazec
a oxidativna fosforyldacia

Mitochondrie su vefmi dblezZité pre kazdy organizmus,
pretoze sa v nich syntetizuju molekuly adenozintrifosfa-
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tu (ATP), ktoré mbéZzeme oznalit ako univerzalny zdroj
chemickej energie v bunkach. Vyzivné latky z potravy
su v bunkach premiefiané sériami chemickych reakcii
na rézne potrebné metabolity pricom ¢Cast uvolnenej
energie sa vyuZzije na syntézu ATP v mitochondriach
v procese, ktory sa oznacuje ako oxidativna fosforylacia
a prebieha vo vnutornej mitochondrialnej membrane.
Napriklad, ak by sa v bunke spracovala jedina molekula
glukézy na pyruvat iba pomocou glykolyzy, ktora pre-
bieha v cytoplazme, tak by sa vytvorili iba dve molekuly
ATP. Ak sa v8ak do spracovania glukézy zapoja aj mi-
tochondrie, méZe bunka ziskat az 30 molekul ATP.
Z jednej molekuly glukézy vznikne nakoniec Sest mole-
kul CO,. Pri takejto kompletnej aerébnej oxidacii gluko-
zy dochadza k premene pyruvatu na acetylkoenzym A,
ktory sa dalej zapaja do citratového cyklu, v ktorom
vznikaju dve molekuly ATP konverziou z GTP. Reduko-
vané koenzymy NADH a FADH,, pochadzajuce z glyko-
lyzy, premeny pyruvatu na acetylkoenzym A a z reakcii
citratového cyklu odovzdavaju elektrony komponentom
dychacieho retazca. Prenos elektronov cez jednotlivé
multiproteinové komplexy dychacieho retazca (komple-
xy I, I, Il a IV) aZ na kyslik (O,), ktory s 2 H" tvori H,0,
je spojeny s pumpovanim protonov z matrixu do me-
dzimembranového priestoru (Obr. 1). Takto vznika elek-
trochemicky H* gradient, ktory sa pomocou ATP synta-
zy premiefia na chemicku energiu ulozend v ATP
v dosledku vzniku kovalentnej vazby medzi ADP a an-
organickym fosfatom (P;). Clovek bez pritomnosti kysli-
ka nedokaze prezit viac ako niekofko minut, pretoze
dojde ku kolapsu zivotne dbélezitych organov v désledku
nedostatku ATP.

Peter Mitchell bol autorom tedrie chemiosmotického
mechanizmu tvorby ATP, ktora predpokladala spojenie
prenosu elektrénov, pumpovania proténov a syntézy
ATP. Predtym sa predpokladalo, ze ATP vznika v mito-
chondriach podobne ako v glykolyze, substratovou fos-
forylaciou. Experimenty vSak potvrdili Mitchellovu tedriu
a jej autor za svoje objavy ziskal Nobelovu cenu za
chémiu v roku 1978. Mechanizmus ,vazbovych zmien®,
ktorym ATP syntaza vytvara ATP z ADP a P; navrhol
Paul Boyer. Predpokladal, Ze energia uvolnena pohy-
bom H' cez F, &ast ATP syntazy umozZfiuje rotaciu y a €
podjednotiek, &im kazda z troch 3 podjednotiek cyklicky
nadobuda tri rézne konformacie, ktoré sa liSia afinitou
k ATP, ADP a P;. V takzvanom T (,tight*) stave sa ADP
a P; viaZu tak silne, Ze vytvoria kovalentnu vazbu, ¢im
vznikne molekula ATP. Boyer ziskal Nobelovu cenu za
chémiu v roku 1997.

Transport Iatok cez vnutornu
mitochondridlnu membranu

Aby ATP mohlo vznikat v mitochondriach, je potrebné
dopravit' substraty pre tuto reakciu do mitochondrii. To
zabezpecuju transmembranové proteiny lokalizované v

IMM — fosfatovy prenasac (Pic, ,phosphate carrier®) a
ADP/ATP prenasac (Aac, ,ADP/ATP carrier®), ktory im-
portuje ADP do mitochondrii a exportuje ATP von
z mitochondrii, aby sa mohlo vyuzit v dalSich Castiach
bunky (obr. 1). Cast intramitochondridlneho ATP sa
vyuZije priamo v organele pre jej biogenézu. Napriklad
import prekurzorovych proteinov si vyZaduje nielen
transmembranovy potencial (Ag), ale aj hydrolyzu mat-
rixového ATP. Takisto nadobudnutie spravnej Struktuary
proteinov v mitochondriach je ATP zavisly proces. ATP
sa vyuziva aj pri replikacii mtDNA, transkripcii a transla-
cii. Aacp a Picp proteiny patria do rodiny mitochondrial-
nych prenasacov. Pocet jednotlivych prenaSacov sa v
réznych organizmoch liSi. V eukaryotickych parazitoch
je 1 az 9 proteinov, v kvasinkach 35, v rastlinach takmer
60 a v Homo sapiens 53 proteinov z tejto rodiny MCF
(,mitochondrial carrier family*).

Mitochondrialne prenasade zohravaju vyznamnu ulohu
v metabolizme eukaryotickej bunky, pretoze prepajaju
biochemické reakcie, prebiehajuce v cytosole a v mito-
chondriach (obr. 1). Zu€asthuju sa aj na metabolizme
sterolov, glukoneogenéze a mocovinovom cykle. Trans-
portuju nukleotidy, aminokyseliny, kofaktory, karboxylo-
vé kyseliny a anorganické iény, ktoré su potrebné pre
oxidativnu fosforylaciu, glukoneogenézu, syntézu a de-
gradaciu mastnych kyselin (MK), aminokyselin, protei-
nov a nukleovych kyselin. Pri fyziologickom pH je vacsi-
na transportovanych latok vo forme anidnov, (napr.
ADP¥*, ATP*, H,PO,) a iba niektoré z nich, karnitin,
ornitin a glutamin su katiény. Uzito¢nou funkciou pre
hibernujuce zvierata, ktora im umozni prezit v chladnom
prostredi je produkcia tepla prostrednictvom rozpojova-
cieho proteinu Ucp (,uncoupling protein“). Napriek réz-
norodosti transportovanych metabolitov vykazuja pre-
nasace mnohé spolo¢né charakteristiky. VSetky su ko-
dované jadrovym gendmom a maturované proteiny ma-
ju velkost' priblizne 30 kDa. Kazda z troch sekvencne
podobnych domén ma velkost priblizne sto aminokyse-
lin a obsahuje dva transmembranové a-helikalne Useky.
Protein obsahuje celkovo Sest transmembranovych do-
mén, tri matrixové a dve cytosolické slu¢ky. Na zaklade
fylogenetickej analyzy sa predpoklada, Ze mitochon-
drialne prenasace vznikli zo spoloéného predchodcu.

ADP/ATP prendasac

V tele dospelého Cloveka sa prostrednictvom Aacp pre-
nesie cez IMM priblizne 55 kilogramov ADP a ATP za
den. Toto mnozstvo sa eSte vyrazne zvysi pri telesnej
namahe. Aacp je aj prvy mitochondridlny transportny
systém, ktory bol objaveny a stal sa modelovym prikla-
dom S$tadia mitochondrialnych prenasacov. Aacp sa
podarilo purifikovat a nasledne rekonstituovat do lipo-
zémov po prvy krat v sedemdesiatych rokoch minulého
storoCia. ADP/ATP transport je Specificky inhibovany
dvomi triedami prirodnych vysoko-afinitnych inhibitorov
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(obr. 2). Prvu skupinu tvoria potencialne letalne inhibito-
ry atraktylozid (ATR), ¢o je diterpénovy heteroglukozid
s dvomi sulfatovymi skupinami, a karboxyatraktylozid
(CATR). Tieto zlu€eniny obsahuje napriklad bodliak
Atractylis gummifera, ktory rastie v krajinach pri Stredo-
zemnom mori.

ATR a CATR maiju zaporny naboj pri fyziologickom pH a
preto neprechadzaju cez IMM aviazu sa na Aacp z
cytosolickej strany. Su zname pripady, kedy neumysel-
né pozitie tejto rastliny malo za nasledok zavaznu otra-
vu, vyvolavajucu nekrézu obli¢iek, poruchy traviaceho
systému spojené s krvacanim a neurologické tazkosti.

Atractylis gummifera bol opisany uz pred dvetisic rokmi
gréckym lekarom a botanikom Pedaniusom Dioscoride-
som ako rastlina pouzivana v medicine. Druhu skupinu
inhibitorov predstavuju lipofilné kyseliny bongkrekova a
izobongkrekova (BA, isoBA), ktoré su produkované bak-
tériou Burkholderia gladioli pathovar cocovenenans
(Pseudomonas cocovenenans). Viazu sa na matrixovu
stranu Aacp. Ak dbjde k bakterialnej kontaminacii azij-
ského jedla pripravovaného z kokosovych orechov a
séje (,tempe bongkrek®), méze to mat za nasledok smr-
tefnu otravu.

CH,OH
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~0,S0

R”  CooH

Karboxyatraktylozid (CATR): R = COOH
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CH,
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HOOC

Kyselina bongkrekova (BA)

Obr. 2. Specifické inhibitory mitochondridlneho ADP/ATP translokétora

Inhibitory zohrali vyznamnua udlohu pri charakterizacii
transportného mechanizmu, pretoze sa viazu na dve
konformacie Aacp potrebné pre transport, oznacované
ako BA a CATR konforméacie, pri€om vytvaraju stabilny
komplex s Aacp (obr. 3). V nepritomnosti inhibitorov je
rychla reverzibilna zmena medzi dvomi konformaciami
iniciovana vazbou ADP alebo ATP. Pre pochopenie
presného mechanizmu ADP/ATP transportu je nevy-
hnutné identifikovat aminokyseliny potrebné pre inter-
akciu s inhibitormi a konformacné zmeny indukované po
vazbe inhibitora. Podarilo sa pripravit mutanty Aacp
rezistentné voci BA pomocou mutagenézy hlavnej kva-
sinkovej izoformy Aacp, ktorou je Aac2 protein. Na
vznik rezistencie sta¢i Specifickd mutacia v jedinej ami-
nokyseline. Identifikovali sa Styri nezavislé mutécie,
pricom kazda z nich je lokalizovana v inom transmem-

branovom segmente. Gly30Ser v prvom, Tyr97Cys v
druhom, Leul42Ser vtretom a Gly298Ser v Siestom
(obr. 3). Meranim ADP/ATP transportu s izolovanymi
mitochondriami v pritomnosti BA sa ukazalo, ze trans-
port mutantnych Aac2p bol ucinnejsi v porovnani s di-
vym typom Aac2p.

Zasadnym krokom vpred pri charakterizacii funkcie kaz-
dého proteinu je urenie jeho trojrozmernej Struktary
pomocou Réntgenovej Strukturnej analyzy vykrystalizo-
vaného Cistého proteinu. Krystalizacia membranovych
proteinov je omnoho tazSia ako priprava krystalov z
rozpustnych proteinov. Podarilo sa pripravit krystal
Aacp vo vazbe s jeho inhibitorom CATR. Aacp sa stal
prvym a zatial jedinym proteinom zrodiny mitochon-
drialnych proteinov, u ktorého sa podarilo urit jeho
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atémovu Struktdru a to s rozliSenim 2,2 A. Nezodpove-
danou otazkou nadalej zostava presny mechanizmus
transportu nukleotidov, ktory zahffia vzdjomnu konver-
ziu medzi BA a CATR konformaciami. Preto je potrebné
ur€it’ Strukturu proteinu aj bez naviazaného inhibitora
CATR. Kombinaciou dvoch mutacii Tyr97 a Ser298 za-
bezpecujucich rezistenciu k BA vznikol protein, ktory je
stabilizovany v CATR konformacii. V su¢asnosti prebie-
haju experimenty s jeho krystalizaciou. Struktira BA

konformécie nie je doteraz znama, pretoZe napriek po-
¢etnym pokusom sa purifikacia ADP/ATP translokatora
v komplexe s BA zatial nepodarila. Pravdepodobne
preto, lebo BA mdze disociovat’ z proteinu pocas izola-
cie v pritomnosti detergentov. Pre purifikaciu by bol
preto vhodny taky Aacp mutant, ktory by bol vdaka mu-
taciam stabilizovany v BA konformécii. Takyto mutant
sa podarilo pripravit zamenou Cys73Trp (obr. 3).
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Obr. 3. 3D Struktara ADP/ATP translokatora z kvasinky Saccharomyces cerevisiae (ScAac2p)
v komplexe s inhibitorom CATR
Struktira je vypoéitané bioinformatickymi metédami podla templatovej $truktury Aacp z Bos taurus. Protein je vykresleny ako
stuha, oznacené aminokyseliny (AK) a karboxyatraktylozid (CATR) ako palicky. (A) Pohlad z medzimembranového priestoru.
H1 — H6 oznacuju transmembranové helixy 1 az 6. Helix ¢islo 5 bol vynechany kvéli prehladnosti. Matrixové slucky Cislo 1 a 3
sl 0znadené ako m1 a m3. Styri mutované AK spdsobujiice rezistenciu voéi inhibitoru BA st tmavomodré (Gly30 a Leu142)
alebo svetlozelené (Tyr97 and Gly298). AK Cys73 je ruZzova. (B) Pohlad z bo¢nej strany. Upravené podfa (Babot a kol., 2012).

Co sa stane s bunkou, v ktorej by ADP/ATP transport
chybal v désledku mutacie AAC génov, alebo inhibicie
Aacp? Takej bunke hrozi zanik v désledku nedostatku
intramitochondrialneho ATP, pretoze bunka stratu
esencialnych mitochondrialnych funkcii nedokaze pre-
zit. V kvasinkach Saccharomyces cerevisiae su az ftri
AAC izogény, ktoré su odliSne exprimovane, €im sa
bunka dokaZe vyrovnat s meniacimi sa rastovymi pod-
mienkami. Napriklad pri nedostatku kyslika, ked sa zni-
Zuje expresia Aac2 izoformy, tak sa indukuje expresia
Aac3 izoformy, ktora sa vébec netvori v pritomnosti
kyslika. Mutant, v ktorom boli vSetky tri AAC gény
(AAC1, AAC2 a AAC3) vyradené za urcitych podmienok
dokazal prezit. Je to mozné len vdaka tomu, ze v mito-
chondriach sa nachadzal este funk&ny ,zalozny“ trans-
portny systém adeninovych nukleotidov. Je to ATP-
Mg/P; antiportér (Sall1p, ,supressor of aac2 lethality),
ktory zabezpeéi prisun cytosolického ATP do mitochon-
drii (obr. 1). Sucasné vyradenie génov SAL1 a AAC
bunka neprezije.

Metabolické drahy v mitochondridch

Biochemické reakcie prebiehajuce v mitochondriach su
dolezité pre celd bunku (obr. 1). Medzi klu¢ové objavy v
histérii biochémie patri objav citratového cyklu (cyklu
trikarboxylovych kyselin), za ktory bola v roku 1953 ude-
lena Nobelova cena Hansovi Krebsovi za fyziologiu
alebo medicinu. V ramci jedného uUpIného prebehnutia
citratového cyklu vznikaju 2 molekuly CO,, 3 NADH, 1
FADH, a 1 GTP. Medziprodukty citrdtového cyklu mézu
zaroven sluzit ako prekurzory pre biosyntézu mnohych
dolezitych molekul, ako su aminokyseliny, glukéza, pu-
riny, pyrimidiny, mastné kyseliny a steroidy. Medzi kfu-
C¢ové mitochondrialne drahy patri aj oxidacia mastnych
kyselin, mocovinovy cyklus, biosyntéza hemu, Cast re-
akcii veducich k syntéze steroidov, biosyntéza dolicholu
a ubichinénu, syntéza Fe-S klastrov a syntéza kardioli-
pinu, ktory sa nachadza takmer vyluéne v mitochon-
drialnych membranach. Aerébna oxidacia mastnych
kyselin je hlavnhym zdrojom pre tvorbu ATP v cicav€ich
pecenovych bunkach. Oxidaciou MK sa vytvara acetyl
koenzym A, ktory vstupuje do citratového cyklu, kym
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NADH, FADH, sa zapdjaju do dychacieho retazca. V
sucasnosti sa kladie déraz na pochopenie regulacie
tychto drah, ich integraciu do celkového metabolizmu,
na Struktdrnu analyzu zu&astnenych enzymov a na klo-
novanie génov, ktoré sa mézu pouzit na diagnostiku
vrodenych poruch metabolizmu.

Choroby spésobené poskodenim
mitochondridlnych funkcii

Mitochondrialne ochorenia moézu byt désledkom mutacii
v mtDNA, ¢&im sa m6ze poskodit mitochondrialna prote-
osyntéza, niektory z komplexov dychacieho retazca a
syntéza ATP. VacSina mitochondrialnych proteinov je
kdédovana jadrovou DNA a prisludné mutacie mézu po-
Skodit asemblaciu a funkciu dychacieho retazca, oxida-
tivnu fosforylaciu, medzigenémovu signalizaciu, import
proteinov do mitochondrii, syntézu fosfolipidov IMM,
mitochondridlnu pohyblivost, delenie a fuziu mitochon-
drii. Tieto defekty sa moézu prejavit v Sirokej palete
ochoreni, zahffhiajuc neurodegenerativne ochorenia
spojené so starnutim (Alzheimerova alebo Parkinsono-
va choroba, Friedreichova ataxia) a metabolické poru-
chy. Symptémy mézu byt mierne az zavazné. Typické
suU neuropatie a myopatie, alebo ich kombinacia a lakta-
tova acidéza. Zavazné mutacie su letalne. Mitochondrie
su zaroven hlavnym bunkovym producentom reaktiv-
nych kyslikovych radikalov (ROS, ,reactive oxygen spe-
cies®), ktoré mézu poskodzovat mtDNA, mitochondrial-
ne proteiny a lipidy. Akumulacia poSkodeni narasta s
¢asom, znizuje funkénost mitochondrii a prispieva k
starnutiu organizmov.

PoSkodenie mitochondrialnych prenaSaov moze zapri-
¢init niektoré mitochondrialne ochorenia. Mutacia v lud-
skom géne pre ADP/ATP translokator ANT1 spbsobuje
chronicku externu progresivnu oftalmoplégiu a viacna-
sobné delécie mtDNA. Aacp sa taktiez selektivne modi-
fikuje oxidaCnym poskodenim v ddsledku starnutia. Zni-
Zené mnozstvo Aacp spésobuje myopatie, laktatovu
acidozu, problémy s dychanim a rychlu unavu. Tieto
problémy sa mdzu objavit u pacientov v predskolskom
veku. Ubytok Aacp bol vtomto pripade zisteny pomo-
cou imunodetekcie v prieéne-pruhovanych svaloch, ale
nie v srdci, peceni, fibroblastoch a lymfocytoch.

Pre Studium ludskych ochoreni sa pouzivaju modelové
organizmy ako su napriklad mysi alebo kvasinky. Poda-
rilo sa pripravit geneticky modifikovanu mys, ktorej chy-
ba jeden z dvoch génov, kédujuci ADP/ATP translokator
(ANT1 gén). Takato my$ stratu izoformy preZila, ale
objavili sa typické prejavy myopatie a kardiopatie, lakta-
tova acidéza, poSkodené prieCne-pruhované svaly. Mi-
tochondrie zo svalovych buniek tvorili zvySené mnoz-
stvo ROS a objavili sa poSkodenia mtDNA. Ak sa pri-
pravila mys s preruSenym génom ANT2, viedlo to k smr-
ti po€as embryogenézy v dosledku poskodeného vyvoja
srdca a krvného systému. Detailné Studium fudskych

Aacp, ¢&i uz proteinov pévodne zo zdravych buniek ale-
bo mutantnych Aacp, ktoré spdsobuju oftalmoplégiu sa
podarilo uskutoénit pomocou ich expresie v kvasinkach
Saccharomyces cerevisiae, alebo v baktériach Escheri-
chia coli. Vyhodou experimentov v jednobunkovych
organizmoch je jednoducha kultivacia, rychla generacna
doba a dostupnost’ Sirokej palety biochemickych a mo-
lekularno-biologickych metéd. Meranim aktivity a vyuzi-
tim poznatkov o Strukture proteinu sa podarilo demon-
Strovat, ako konkrétne patologické mutacie menia vaz-
bovu afinitu k substratom a translokacénu kinetiku. Muta-
cie moduluju asociaciu nukleotidov s Aacp v désledku
zmenenych elektrostatickych vlastnosti, alebo redukuju
moznost konformaénych zmien potrebnych pre trans-
port.

Homozygotna mutacia vo fosfatovom prenasaci zaprici-
nila laktatovd acidézu, hypertroficki kardiomyopatiu a
muskularnu hypoténiu, €o viedlo k umrtiu pacientov v
prvom roku ich zivota. Mutacie v aspartat/glutamatovom
prenasaci Agc2 (citrin) spbdsobuju dve autozomalne
recesivne ochorenia — neonatalnu intrahepaticku cho-
lestazu a citrulinémiu typu Il, ktora méze bez lieCby
spbsobit smrt' pacienta v désledku hyperamonemickej
encefalopatie a komplikacii mozgového opuchu. Speci-
fické mutacie citratového prenasaca spbésobuju poruchy
v ¢innosti Krebsovho cyklu, ¢o sa prejavi poruchami vo
VYV0ji nervoveého tkaniva.

Mitochondrie sa podielaju aktivne v programovanej
bunkovej smrti (apoptdze) v cicavich bunkach. Apop-
téza je potrebna pre odstranenie nepotrebnych buniek
bez toho, aby vznikol na danom mieste zapal. Uplatriuje
sa uz pocfas embryogenézy a prebieha v organizme
pocas celého zivota. Po interakcii proapoptotickych pro-
teinov z Bcl-2 rodiny (napr. Bax, Bak) s OMM dochadza
k uvolneniu viacerych proteinov do cytosolu (napr. cy-
tochrom c, AIF), kde sa podielaju na aktivacii apoptotic-
kych drah. Protiapoptotické proteiny (napr. Bcl-x,, Bcl-2)
po interakcii s proapoptotickymi proteinmi v OMM mozu
apoptozu inhibovat. K permeabilizacii mitochondrii mo-
Ze doéjst aj pomocou permeabilitného tranzitného poéru
(PTP), ktory vytvara za urcitych podmienok ATP synta-
za. Vznikne nespecificky pér pre malé molekuly v IMM,
€¢o umozni kolaps Ay, napuanie matrixu, prasknutie
OMM, uvolnenie cytochrému ¢ do cytoplazmy a aktiva-
ciu apoptézy. Na regulacii PTP sa podiela aj porin (pro-
tein z OMM), Aacp (protein z IMM) a matrixovy protein
cyklofilin. Proapoptotické alebo protiapoptotické protei-
ny z rodiny Bcl-2 moduluju aktivitu PTP pomocou pria-
mych interakcii s porinom alebo s ADP/ATP prenasa-
c¢om.

Zaver

Studium mitochondrii je aj nadalej v centre zakladného i
aplikovaného vyskumu, pretoze zostava este mnoho
nezodpovedanych otazok o réznych funkciach mito-
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chondrii v zdravych alebo poSkodenych bunkach. Nee-
xistuje univerzalna mitochondria, ktora by mala rovnaké
vlastnosti vo vSetkych typoch buniek a organizmov. Je
potrebné preskumat Specifické funkcie mitochondrii
v réznych tkanivach a Specializovanych typoch buniek.
To nam pom&ze pochopit pri€iny Sirokého spektra mito-
chondrialnych ochoreni a zabezpedit pre kazdého pa-
cienta ucinnu terapiu.

Abstract

Mitochondria are essential organelles present in the eukaryot-
ic cells. They have two membranes with different composition
and functions. Their main role is to provide the cell with ATP
synthesized during the process called oxidative phosphoryla-
tion. Substrates for ATP synthesis are transported to mito-
chondrial matrix via mitochondrial ADP/ATP carrier and phos-
phate carrier located in the inner mitochondrial membrane.
Major success in understanding the function of the ADP/ATP
carrier was achieved when specific inhibitors atractylosides
and bongkrekates were used to study this protein. ATP is
synthesized from ADP and phosphate by the enzyme ATP
synthase and this process is driven by transmembrane proton
gradient created across inner membrane by action of the res-
piratory chain. Mitochondria produce metabolic intermediates
for a variety of cellular biosynthetic pathways. They play also
important role in aging and apoptosis. Impaired mitochondrial
functions may cause a wide variety of diseases.
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Epikardidlne tukové tkanivo

Uvod

Tukové tkanivo sa distribuuje do celého tela. Jeho roz-
lozenie zavisi od pohlavia, veku, genotypu, stravy, fy-
zickej aktivity, horménov a liekov (lacobellis G., 2005).
Tuk, ktory obklopuje organy v telovych dutinach, sa
nazyva visceralny tuk (lacobellis G., Singh N., Sharma
A. M., 2007). Visceralne tukové tkanivo sa povazuje za
dolezity ukazovatel vysokého rizika vzniku kardiovasku-
larnych a metabolickych ochoreni (lacobellis G. et al.,
2003b). V suvislosti s kardiovaskularnym rizikom je do-
leZita lokalna distribucia visceralneho tuku (McLean. S.,
Stillman A. E., 2009). Tento mozno rozdelit do skupin
podla umiestnenia v troch hlavnych dutinach (intratora-
kalna, intraabdominalna a vnutropanvovd) (lacobellis,
G., 2005). Tuk okolo srdca sa uklada do troch rozdiel-
nych lozisk: epikardialne, perikardialne a intracelularne
(lacobellis G., Pond C. M., Sharma A. M., 2006).

Jana Mlynarova, Marek Mat'us, Peter Musil,
Ondrej Sprusansky, Jan Kyselovi¢

Farmaceuticka fakulta,
Univerzita Komenského v Bratislave

mlynarova@fpharm.uniba.sk

Charakteristika epikardidlneho
tukového tkaniva

Epikardialne tukové tkanivo (ET) bolo objavené v polo-
vici dvadsiateho storoCia (lacobellis G., Pond C. M.,
Sharma A. M., 2006). OdliSuje sa od perikardialneho
tuku. Epikardialny tuk je lokalizovany medzi myokardom
a visceralnym perikardom. Perikardialny tuk sa definuje
ako epikardialny s parakardialnym a je lokalizovany
medzi visceralnym a parietalnym perikardom. OdliSuju
sa takisto embryologickym zakladom a cievnym zaso-
benim (Sacks H. S., Fain J. N., 2007; lacobellis G.,
Bianco A. C., 2011; lacobellis G. et al., 2008). Epikar-
dialny tuk mozno rozliSovat myokardiédlny (na povrchu
myokardu) a perikoronarny, nachadzajuci sa v tesnej
blizkosti koronarnych artérii. Nie je vSak zname, &i sa
tieto dve loZiska odliSuju (lacobellis G., Bianco A. C.,
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2011). Epikardialne tukové tkanivo sa odliSuje od ostat-
nych visceralnych tukovych tkaniv viacerymi vlastnos-
tami: velkost adipocytov, pocet adipocytov na gram
tkaniva, zlozenim a syntézou, vychytavanim a odbdura-
vanim mastnych kyselin, obsahom proteinov, expresiou
enzymov zahrnutych do metabolizmu tukov, vyuzivanim
glukdzy, rychlostou ubudania tukového loziska (Rabkin
S. W., 2007; lacobellis G., Bianco A. C., 2011).

Studie epikardialneho tukového tkaniva v normalnych,
hypertenznych a ischemickych srdciach ukazali, ze tu-
kové tkanivo tvori signifikantnd zloZzku srdca (lacobellis
G., Leonetti F., 2005). Za fyziologickych podmienok, ET
pokryva myokard v oblasti bazy, atrioventrikularnej ryhy,
intraventrikularnej ryhy, hlavnych vetiev koronarnych
artérii, vofnej steny pravej komory a apexu lavej komo-
ry. NajvacSie mnozstvo tuku sa nachadza na volnej
stene pravej komory. V malej miere sa nachadza aj v
oblasti predsieni (lacobellis G., Pond C. M., Sharma A.
M., 2006; Sacks H. S., John N. F., 2007; Rabkin S. W.,
2007; Singh N. et al., 2007). Z celkového mnoZzstva tuku
v tele tvori iba 0,02 % (lacobellis G., Pond C. M., Shar-
ma A. M., 2006), av8ak pokryva priemerne 80 % po-
vrchu srdca a predstavuje asi 20 % hmotnosti srdca
(Rabkin S. W., 2007). Neexistuje vrstva oddelujuca ET
od myokardu. Epikardialne tukové tkanivo ma spolo¢né
cievne zasobenie s myokardom (lacobellis G., Pond C.
M., Sharma A. M., 2006; lacobellis G., Bianco A. C.,
2011; Singh N. et al., 2007).

Uloha epikardidlneho
tukového tkaniva

Fyziologicka uloha ET nie je uplne objasnena (lacobel-
lis, G. et al., 2008). Zrejme slUzi na vychytavanie intra-
vaskularnych volnych mastnych kyselin, ¢&im ochrafuje
kardiomyocyty pred nadmernou koncentraciou vy3Sich
mastnych kyselin z koronarnych artérii. Inokedy je po-
trebné na uvolfiovanie vy3Sich mastnych kyselin ako
okamzity zdroj ATP pri zvySenej potrebe myokardu,
napriklad pri ischemickom stave (Sacks H. S., John N.
F., 2007; lacobellis G., Corradi D., Sharma A. M., 2005).
MéZe sa teda spravat’ ako timivy systém, ktory reguluje
hladinu mastnych kyselin, &im zabranuje jej zvySeniu na
toxicku uroven (lacobellis G., Singh N., Sharma A. M.,
2007).

Okrem regulacie homeostazy mastnych kyselin v koro-
narnej mikrocirkulacii a poskytovania energie myokardu
sa predpoklada, ze ET timi torzny efekt vin arterialneho
pulzu a srdcovej kontrakcie na koronarne artérie a ulah-
Cuje remodelaciu koronarnych artérii (Rabkin S.W.,
2007).

Epikardialne tukové tkanivo sa ako sekrecny organ
zrejme podiefa aj na fyziologii kardiovaskularneho sys-
tému cez faktory vylu€ované adipocytmi, ktoré uc€inkuju
cez receptory prave na koronarnych cievach. Méze vy-
luGovat niektoré bioaktivne molekuly, teda antiinflamac-

né a proinflamaéné mediatory (lacobellis G., Singh N.,
Sharma A. M., 2007). Prostrednictvom sekrécie adipo-
nektinu a adrenomedulinu, stimulovanej lokalnym alebo
systémovym metabolickym ¢&i mechanickym poSkode-
nim, moéze podsobit protektivne na srdce a cievy (laco-
bellis G., Barbaro G., 2008). Epikardialne tukové tkanivo
je tiez schopné produkovat vazoaktivne latky, ktoré
reguluju pruznost koronarnych artérii, ako je napriklad
od adipocytov odvodeny relaxaény faktor (,adipocyte-
derived relaxing factor”), ktory pdsobi vazodilatacne,
nezavisle od oxidu dusnatého (Sacks H. S., Fain J. N,
2007). Z biochemického hladiska uvolfiuje ET vela
mastnych kyselin, obsahuje vela proteinov, ma slabu
oxida&nu kapacitu a slabé vyuzitie glukézy. U morskych
prasiat sa, na rozdiel od inych tukovych loZisk, zistila
zvysena syntéza vysSich mastnych kyselin, ich uvolto-
vanie a rozklad po stimulacii katecholaminmi. Predpo-
klada sa zniZeny antilipoliticky efekt inzulinu a zvySena
aktivita hlavne Rz-adrenergnych receptorov (lacobellis
G., Leonetti F., 2005).

Tukové tkanivo je multifunkény organ vylu€ujuci mnoz-
stvo hormonov, rastovych faktorov, enzymov, cytokinov,
komplementovych faktorov, proteinov matrixu, teda
adipokinov resp. adipocytokinov (Fruhbeck G., 2004).
V epikardidlnom tukovom tkanive bolo sledovanych
mnoho cytokinov a inych génov u zdravych pacientov
ako aj u pacientov s koronarnou chorobou (KCH), ¢i
metabolickym syndrémom (MS). Mazurek et al. ukazal
u pacientov podstupujucich aortokoronarny bypass roz-
dielnu expresiu v 1003 génoch v porovnani s pod-
koznym tukovym tkanivom. 805 z nich bolo upregulova-
nych, 198 downregulovanych v ET, pri€¢om upregulova-
né boli gény suvisiace so zapalom a imunithou reak-
ciou. Medzi downregulovanymi génmi boli gény suvisia-
ce s adipocytmi (Mazurek T. et al., 2003).

Adipokin alebo adipocytokin je hormén, cytokin alebo
chemokin, vylu€ovany z neporuseného tukového tkani-
va, kde sa nachadzaju adipocyty, preadipocyty, makro-
fagy, lymfocyty, endotelidlne bunky, mastocyty, bazofily
a fibroblasty (Sacks H. S., Fain J. N., 2007). Adipokiny
sa podielaju na viacerych procesoch priamym alebo
nepriamym pésobenim. Reguluju rozvoj zapalu, atero-
genézy, hypertenzie, inzulinovej rezistencie a remode-
lacie ciev (Fruhbeck G., 2004). Takymito latkami su
proinflamaéné a antiinflamaéné faktory. Z proinfla-
macnych faktorov ET produkuje TNFa, IL-13, IL-6, ner-
vovy rastovy faktor, rezistin, leptin. Z antiinflamacnych
faktorov je to adiponektin a adrenomedullin. Bola ziste-
na aj expresia PAI-1, CD-45, AGT , 1-PA, MCP-1 a IL-6
solubilny receptor v ET (lacobellis G., Singh N., Sharma
A. M., 2007; lacobellis G., Corradi D., Sharma A. M.,
2005; Baker A.R. et al., 2006; lacobellis G., Barbaro G.,
2008).

Mnozstvo epikardialneho tuku je spojené s obezitou
(Rabkin S. W., 2007). Pri extrémnej obezite mbéze ET
pokryt cely povrch srdca v hribke 2 cm a viac. Vofné
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mastné Kkyseliny z hypertrofovanych adipocytov mozu
difundovat priamo do myokardu, kde spolu s volnymi
mastnymi kyselinami z plazmy mdzu zhorsit myokar-
dialnu steatézu a lipotoxicitu. Nasledkom tychto dejov
dochadza k zvySeniu hmotnosti srdca a mechanickej
namahy, hypertrofii lavej komory, diastolickej dysfunkcii
lavej komory, k zvySenej arytmogenicite az zlyhavaniu
srdca (Sacks H. S., Fain J. N., 2007). Hmotnost ET sa
zvySuje s hypertrofiou. Nadmerné mnozstvo tuku tak
pridd na hmotnosti komér a takisto sa zvySi namaha a
praca myokardu pri pumpovani krvi (lacobellis G., Singh
N., Sharma A. M., 2007; lacobellis G., Pond C. M.,
Sharma A. M., 2006). Vzhfadom na blizkost ET k myo-
kardu a absenciu prepazky medzi nimi sa predpoklada
lokalne pbsobenie medzi tymito tkanivami. Zda sa, Ze
ET by mohlo vplyvat na myokard a koronarne artérie
parakrinne alebo endokrinne prostrednictvom cytokinov
(lacobellis G., Barbaro G., 2008).

Hrdbka ET signifikantne pozitivne koreluje s plazma-
tickou hladinou glukézy nalaéno a inzulinu nala¢no ako
aj s inymi parametrami suvisiacimi s metabolickym syn-
dromom (Wang CH-P. et al., 2009; lacobellis G. et al.,
2003; lacobellis G., Leonetti F., 2005; lacobellis G.,
Barbaro G., Gerstein H. C., 2008). Epikardialne tukové
tkanivo tak suvisi s metabolickym syndromom (lacobel-
lis G. et al., 2003; lacobellis G. et al., 2008).

Epikardialne tukové tkanivo sa dava do suvislosti
s atridlnou fibrilaciou. Zda sa, ze zvy$eny celkovy a at-
ridlny objem ET je vacsi u pacientov s atrialnou fibrila-
ciou (AF) a ma zvadsSujucu sa tendenciu od pacientov
bez AF cez tych s paroxyzmalnou aZ perzistentnou AF
(Nagashima K. et al., 2011; Shin S. Y. et al., 2011).
Zistila sa korelacia ET aj s rekurenciou AF po katétrovej
ablacii (Tsao H-M. et al.,, 2011). Adiponektin v ET sa
zd4 byt délezity pre zachovanie sinusového rytmu po
operacii srdca (Kourliouros A. et al., 2011).

ZAver

Epikardialne tukové tkanivo je aktivne visceralne tukové
tkanivo obklopujuce srdce. Jeho funkcia doteraz nie je
uplne znama. Predpoklada sa vSak fyziologicka ako aj
patofyziologicka uloha ET na kardiovaskularne ochore-
nia. Viaceré Studie preukazali jeho Ulohu pri koronarnej
chorobe, metabolickom syndrome a atrialnej fibrilacii.

Abstract

Epicardial adipose tissue (EAT) is a visceral adipose tissue
around the heart. EAT differs from other adipose tissue depo-
sits. In patients undergoing aortocoronary bypass, 1003 genes
were found to be differentially expressed. 805 of them were
upregulated, 198 downregulated in EAT compared to subcu-
taneous adipose tissue. The physiologic role of EAT is not yet
clear. It probably uptakes free faty acids from coronary arte-
ries and thus protects cardiomyocytes from a fatty acid over-
load. EAT is also important as an immediate source of energy,

especially during higher myocardial energetic requirements.
Epicardial adipose tissue as a secretory organ also contribu-
tes to cardiovascular physiology. This activity can be due to
factors secreted by adipocytes, with effect on coronary arte-
ries. Thus EAT can contribute to coronary artery disease. A
protective effect on the heart and vessels is proposed by sec-
retion of adiponectine and adrenomedullin. EAT is also propo-
sed to contribute to metabolic syndrome and atrial fibrillation.
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Triedenie proteinov v bunkdch
(alebo ako dostat proteiny tam kam patria)

Uvod

Biochemické procesy v eukaryotickych bunkach prebie-
haju v Specializovanych membranami ohrani¢enych
komparmentoch zvanych organely. Enzymaticka vybava
jednotlivych organel preto musi zodpovedat ich Specia-
lizovanej funkcii. Napriklad mitochondrie, ktoré su pre-
dovsetkym zodpovedné za odburanie pyruvatu v Kreb-
sovom cykle a produkciu energie vo forme ATP v pro-
cese oxidativnej fosforylacie, potrebuju enzymy ktoré
katalyzuju jednotlivé kroky tychto procesov. V Golgiho
aparate zasa dochadza ku glykozylacii proteinov, potre-
buje preto enzymy schopné prenasat glykozylové zvys-
ky. Transkripcia DNA do RNA prebieha v jadre, k tomu
je portebné aby boli vSetky komponenty transkripénej
masinérie pritomné v jadre.

Akym spbsobom je teda zabezpedené Ze kazda organe-
la obsahuje 3pecificki proteinova vybavu? VacSina
bunkovych proteinov je kédovana jadrovou DNA a syn-
tetizuje sa na volnych ribozémoch v cytoplazme alebo
na ribozémoch, ktoré su viazané na membranu drsného
endoplazmatického retikula. Proteiny nasyntetizované
na volnych ribozémoch su po syntéze uvolnené do cy-
toplazmy, kde bud zostavaju, alebo su transportované
do jadra, mitochondrii, peroxizémov, pripadne chlorop-
lastov (v rastlinnych bunkach). Ribozémy viazané na
endoplazmatické retikulum syntetizuju proteiny urCené
pre endoplazmatické retikulum samotné, Golgiho apa-
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rat, vakuoly alebo lyzozémy, proteiny bunkovej (cyto-
plazmatickej) membrany ale aj proteiny ur¢ené na sek-
réciu z bunky. Okrem jadrom kédovanych proteinov dve
z organel, mitochondrie a chloroplasty, obsahuju aj
vlastni DNA a vlastny proteosynteticky aparat schopny
syntetizovat’ proteiny priamo v organele. Takymto spé-
sobom je vSak tvorend len mala histka proteinov.

Pre spravne roztriedenie proteinov kédovanych jadro-
vou DNA do jednotlivych organel je potrebné, aby kazdy
protein vo svojej primarnej Struktire niesol informaciu —
znacku — o tom, do ktorej organely patri. Takymto znac-
kam hovorime signalne peptidy a do dnesného dfa bolo
popisanych mnoho druhov takychto sekvencii smeruju-
cich proteiny do réznych organel. Viaceré z nich sa na-
chadzaju na koncoch proteinov a su z nich po doprave-
ni proteinu na miesto ur€enia odstranené. Iné odstrane-
né nie suU a na proteinoch zostavaju. Signalne peptidy
byvaju rozpoznavané transportnymi systémami v mem-
branach organel a takto rozpoznané proteiny su potom
tymito systémami do organel importované, takze vSetky
mitochondrialne proteiny sa dostand do mitochondrii,
jadrové do jadra a podobne. Napriek tomu, Ze triedenie
proteinov do jednotlivych €asti bunky vo vSeobecnosti
sleduje jednoduchd schému, importné drahy do jednot-
livych organel maju mnoho odliSnosti.
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Z cytoplazmy do organel

Prekurzory proteinov uréenych pre import do mitochon-
drii mézu obsahovat' niekofko typov signalov. Odstiepi-
tefnou sekvenciou na N-konci byvaju oznacené proteiny
transportované do mitochondrialnej matrix. Tuto sek-
venciu netvori presne uréené poradie aminokyselin ale
spolo€nou ¢&rtou mitochondrialnych presekvencii je, Ze
tvoria amfipaticky alfa-helix, ktory je z jednej strany hyd-
rofébny a z druhej kladne nabity. Proteiny s takouto
presekvenciou su rozpoznané receptormi na povrchu
mitochondrii. Tieto receptory su suc€astou protein-
importnych  komplexov vonkajSiej mitochondrialnej
membrany TOM (translocase of the outer membrane).
Po naviazani na receptor je protein vlozeny do import-
ného poru, ktory je su€astou rovnakého komplexu. Re-
tazec proteinu je rozvinuty a pretiahnuty pérom do mi-
tochondrialneho medzimembranového priestoru signal-
nou sekvenciou napred, kde je rozonany podobnym
komplexom vnutornej mitochondrialnej membrany
TIM23 (translocase of the inner membrane), cez ktoru je
dalej transportovany do mitochondrialnej matrix. Trans-
port preproteinu do mitchondrialnej matrix je pohanany
elektrochemickym gradientom (Ay) na vnutornej mito-
chondrialnej membrane, ktory zabezpedi elektroforetic-
ké vlozenie kladne nabitého N-konca proteinu do kanalu
v komplexe TIM23, ako aj hydrolyzou ATP ktora je po-
trebna pre vtiahnutie proteinu do mitochondrialnej mat-
rix pomocou Saperdénovych proteinov HSP60 (heat
shock protein). V mitochondrialnej matrix je pomocou
mitochondrialnej procesujicej peptidazy N-koncova
presekvencia odstiepend a protein je zvinuty do nativnej
konformécie.

Iné mitochondridlne proteiny, predovSetkym proteiny
vnutornej mitochondrialnej membrany neobsahuju ty-
pické N-koncové presekvencie, ale informacia o ich
nasmerovani do mitochondrialnej membrany je rozloze-
na pozdiz aminokyselinovej sekvecie celého proteinu.
Tieto proteiny su tiez rozonavané receptorom, ktory je
suCastou importného komplexu TOM, ktory sa podiela
aj na importe vy3Sie spomenutych proteinov s N-
koncovou presekvenciou, i ked rozpoznavania takychto
proteinov sa mdzu zucastfiovat odliSné podjednotky
komplexu. Komplexom TOM su potom transportované
cez vonkajsiu membranu mitochondrii a pretoze sa jed-
na o velmi hydrofébne proteiny, ich transport cez vodné
prostredie memdzimembranového priestoru mitochon-
drii vyZaduje asistenciu dal8ich Saperénovych proteinov
(napr. Tim9 a Tim10). Nasledne su s pomocou Speciali-
zovaného importného komplexu vo vnutornej membra-
ne TIM22 do tejto membrany zabudované. Velmi po-
dobne ako import do mitochondrii prebieha aj import
proteinov do chloroplastov.

Pre proteiny uréené do peroxizdmov, organel podielaju-
cich sa predovsSetkym na odburavani mastnych kyselin,
je charakteristickd C-koncova sekvencia serin-lyzin-
leucin alebo N-koncova sekvencia (pochopitefne ina

ako mitochondridlna a chloroplastova, obvykle tvorena
deviatimi aminokyselinovymi zvySkami). Kazda z tychto
dvoch typov sekvencii, oznaCovanych ako PTS1 a
PTS2 (peroxizomal targeting signal) je v cytosole rozo-
znana pomocou receptorového proteinu (Pex5 pre
PTS1 a Pex7 pre PTS2), ktory sa na fiu naviaze a pri-
vedie proteiny ku transportnému komplexu v membrane
peroxizdmu a proteiny su transportované do peroxizoé-
mov mechanizmom, ktory, na rozdiel od importu do mi-
tochondrii a chloroplastov, nevyZaduje rozvinutie prote-
inu. Takymto sp6sobom je mozné do peroxizdmov im-
portovat’ komplexy proteinov, z ktorych iba niektoré ob-
sahuju signalnu sekvenciu.

Jadrové proteiny si do jadra importované cez péry
v jadrovej membrane. Rozmery jadrovych porov, ktoré
su tvorené velkymi proteinovymi komplexmi v miestach
spojenia vnutornej a vonkajSiej jadrovej membrany,
umoznuiju prepustit volnou difaziou proteiny az do vel-
kosti 60 kDa, preto sa dlho predpokladalo, ze proteiny
sa do jadra dostavaju difuziou cez jadrové pory. Dnes
vieme, Zze mnohé z jadrovych proteinov su cez por ak-
tivne transportované. Tieto proteiny mavaju vo svojej
sekvencii jadrovy lokalizaény signal NLS (nuclear-
localization signal), ktory je obyCajne bohaty na kladne
nabité aminokyseliny a méze sa nachadzat v niektorom
mieste pozdiZ celej sekvencie proteinu, zvy&ajne vSak
v strede alebo blizko pri C-konci. Je tiez potrebné aby
sa kladne nabité aminokyseliny tvoriace tento signal
v zbalenom proteine nachadzali na povrchu, aby ho
mohol jadrovy importny receptor rozoznat a zabezpecit
nasmerovanie proteinu do poéru a jeho nasledny import.
Receptorom rozpoznavajucim NLS je protein importin,
nachadzajuci sa v cytoplazme. Po naviazani transporto-
vaného proteinu importin interaguje s proteinmi (nukle-
oporinmi) jadrového péru a importuje protein do jadra.
Uvolnenie transportovaného proteinu z komplexu z im-
portinom v jadre zabezpeCuje protein Ran-GTP, ktory
sa v jadre viaZe na importin a po uvolneni transporto-
vaného proteinu je spolu s importinom cez jadrovy por
preneseny do cytoplazmy. Podobne ako pri importe do
peroxizdmov jadrové proteiny pri prechode cez pér roz-
vinuté nie su.

Prestupna stanica -
endoplazmatické retikulum

Spolo€nou &rtou importu protinov do mitochondrii, chlo-
roplastov, peroxizOmov a jadra bolo, Ze proteiny su
kompletne nasyntetizované v cytoplazme a aZ nasledne
su do organel importované transportnymi komplexmi
v membranach tychto organel. Pretoze import prebieha
az po ich syntéze (translacii), hovorime, ze ide o import
posttranslaény. Celkom inym spésobom su transporto-
vané proteiny do ostatnych bunkovych kompartmentov.
Tieto su syntetizované na povrchu endoplazmatického
retikula. Proteiny uréené na syntézu na ribozémoch
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viazanych na endoplazmatickom retikule obsahuju Spe-
cificki signalnu sekvenciu na svojom N-konci. Tato je
opat ina ako vysSie spominané N-koncové signalne
peptidy. Tvori ju obvykle jedna alebo niekofko kladne
nabitych aminokyselin nasledovanych viacerymi hydro-
fébnymi aminokyselinami. Podobne ako u ostatnych
proteinov aj ich syntéza sa zacina na volnych ribozé-
moch v cytoplazme. Pretoze syntéza proteinov prebieha
v smere od N-konca k C-koncu, je signalna sekvencia
nasyntetizovana ako prva a v momente ked je z protei-
nu nasyntetizované tolko, Ze celd signalna sekvencia
vyCnieva von z ribozému, sa na fu naviaze ribonukleop-
rotein oznaCovany ako signal rozoznavajuca Castica
SRP (signal recognition particle). Ulohou SRP je rozo-
znavat signalnu sekvenciu. Komplex signalnej sekven-
cie a SRP je nasledne rozpoznany receptorom na po-
vrchu endoplazmatického retikula a signalna sekvencia
je vloZzena do kanala v membrane. Od tejto chvile syn-
téza proteinu pokraCuje s tym, Ze protein z ribozému
priamo prechadza membranovym kanalom (Sec61)
dovnutra do lumenu endoplazmatického retikula. Také-
muto spdsobu transportu proteinov, ked ku transportu
dochadza su€asne so syntézou hovorime kotranslacny.
V lumene endoplazmatického retikula je signalna sek-
vencia odsStiepena signalnou peptidazou a v zrelom
proteine sa nenachadza. Ak protein obsahuje vo svojej
sekvencii signal pre zastavie transferu cez membranu,
neprechadza do lumenu cely, ale zostava zakotveny

v membrane endoplazmatického retikula. Poloha také-
hoto signalu, alebo viacerych signalov, potom urcuje
topolégiu membranového proteinu.

Ako rozpustné proteiny v lumene, tak aj proteiny ukot-
vené v membrane su odtialto nasledne transportované
do Golgiho aparatu prostrednictvom membranovych
vackov. Tieto po splynuti s cisternami Golgiho aparatu
proteiny odovzdavaju a vracaju sa naspat prazdne iba
s proteinmi, potrebnymi v endoplazmatickom retikule,
ktoré su recyklované (tiez na zaklade pritomnosti Speci-
fickej sekvencie lyzin-kyselina asparagova-kyselina
glutamova-leucin na C-konci, ktora je rozpoznana re-
ceptormi v membrane vacku). Z Golgiho aparatu su
proteiny opat prostrednictvom membranovych vackov
transportované dalej bud do vakuol, plazmatickej mem-
brany alebo su sekretované z bunky von. Vacky obsa-
hujice prenasané proteiny sa oddeluju z cisterien Gol-
giho aparatu a spajaju s membranou vakuoly, pricom je
ich obsah uvolneny do vakuoly, alebo s plazmatickou
membranou. V druhom pripade su proteiny z vackov
uvolnené z bunky von a proteiny ukotvené v membrane
vackov zostavaju na povrchu bunky integrované do
plazmatickej membrany.

Poslednou skupinou proteinov, su proteiny uréené pre
cytoplazmu. Tieto vo svojej sekvencii neobsahuju Ziad-
ne signalne sekvencie a preto po syntéze na volnych
ribozdmoch zostavaju v cytoplazme.

Obr. 1. Triedenie proteinov
Proteosyntéza jadrom kédovanych proteinov zacina na volnych cytoplazmatickych ribozomoch (1). Proteiny ur¢ené pre endo-
lazmatické retikulum (ER), Golgiho aparat (GA), vakuoly (V), plazmaticki membranu (PM), a proteiny sekretované z bunky, su
po nasyntetizovani signélnej sekvencie rozonané a po vézbe ribozomu na endoplazmatické retikulum st dosyntetizované na
viazanych ribozémoch (2). Ostatné proteiny su kompletne syntetizované v cytoplazme (3), kde bud’ zostavaju, alebo su po-
stranslacne transportované do mitochondrii (M), chloroplastov (CH), jadra (J) alebo peroxizémov (P).

mimoriadne cislo, 2013, ro¢nik 17
ISSN 1338-1024

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

90



ZAver

Ako vidno, triedenie novonasyntetizovanych proteinov
do spravnych organel je komplexny proces, ktory vyza-
duje spravnu funkciu mnohych importnych systémov. Za
objavenie signalnych sekvencii, ktoré proteiny smeruju
do spravnych bunkovych kompartmentov bolo natolko
zdsadnym objavom molekularnej biolégie, Ze za neho
Glnter Blobel dostal v roku 1999 Nobelovu cenu za
fyziolégiu a medicinu.

Poruchy v procesoch triedenia proteinov su vo vacsine
pripadov nezlugitelné s Zivotom, alebo su pri¢inami
niekolkych vaznych chordb. Napriklad defekty importu
proteinov do peroxizémov su pri¢inou Zellwegerovho
syndromu a adrenoleukodystrofie, dvoch dediénych
ludskych ochoreni veducich k porucham funkcie mno-
hych organov a pred€asnej smrti. Pochopenie detailov
procesov triedenia proteinov je teda délezité nie len
preto, Ze rozSiruje nase poznanie o tom ako zivé systé-
my funguju, ale aj preto Ze nas méze naucit ako ludom
s tymito poruchami pomact.

ZAUJIMAVOSTI VEDY

Abstract

Each compartment of eukaryotic cell contains a specific set of
proteins required for its proper function. Most of the cellular
proteins are synthesized in cytoplasm on either free riboso-
mes or ribosomes bound to the membrane of rough endo-
plasmic reticulum (ER). Proteins sythesized on free ribosomes
may be posttranslationally transported to target organelle,
while proteins on synthesized on bound ribosomes are cotran-
slationally transported into the ER and to their destination are
transported in vesicules derived from ER membrane. Which
path will newly synthesized protein follow and to which com-
partment it will be delivered is governed by targeting signals
present in the primary structure of the protein.
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Maldtdehydrogenazy -

dolezité enzymy
metabolizmu

Malatdehydrogendza (MDH, EC 1.1.1.37) katalyzuje
vratnu reakciu premeny malatu na oxalacetat spojenu s
redukciou koenzymov NAD" (nikotinamidadenindinukle-
otid), alebo NADP® (nikotinamidadenindinukleotidfos-
fat):

L-malat + NAD(P)" « oxalacetat + NAD(P)H

Ci sa vytvara malat alebo oxalacetat zavisi od fyziolo-
gickych parametrov ako je napriklad redox potencial a
funkcia v tkanive. Oxalacetat ma kfucovu ulohu nielen v
niektorych metabolickych drahach ako je napriklad
Krebsov a glyoxylatovy cyklus, glukoneogenéza, ale tiez
v syntéze niektorych aminokyselin, udrziavani oxidac-
no-redukénej rovnovahy a vymeny metabolitov medzi
cytoplazmou a organelami v bunke.
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DistribUcia maldtdehydrogenaz

Malatdehydrogenaza je vSeobecne rozSireny enzym
nachadzajuci sa v Zivej prirode. Nachadza sa v kazdej
baktérii, kvasinke, Zivocichovi a rastline. U eukaryotic-
kych organizmov je malatdehydrogenaza pritomna vo
viacerych izoformach lokalizovanych v cytoplazme, mi-
tochondriach, peroxizémoch a glyoxyzémoch. V rastli-
nach sa nachadza dalSia forma MDH lokalizovana v
chloroplastoch. Fyziologicky vyznam viacerych izoen-
zymovych foriem MDH suvisi s ich metabolickou funk-
ciou a ich vnutrobunkovou lokalizaciou. Rézne izoen-
zymy lokalizované v odliSnych bunkovych organelach
su kodované chromozomalnou DNA a su syntetizované
na cytoplazmatickych ribozémoch. Oby¢&ajne su v cyto-
plazme syntetizované ako vacsie prekurzorové moleku-
ly obsahujice na N-konci polypeptidového retazca tzv.
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tranzitny peptid obsahujlci niekolko aminokyselin. Ulo-
hou tranzitného peptidu je sprostredkovat transport po-
lypeptidového retazca do prislusnej organely, pri¢om po
vstupe je odstraneny tzv. posttranslatnou modifikaciou
a tak premeneny na funkény protein (enzym).

Na zaklade porovnania sekvencie aminokyselin poly-
peptidového retazca eukaryotickych NAD'-malatde-
hydrogenaz ich mozno rozdelit velmi zjednoduSene do
dvoch skupin ako ,mitochondrialne“ a ,cytoplazmatické®
s identitou v poradi aminokyselin v polypeptidovom re-
tazci priblizne 50 % v kazdej skupine, pricom homoldégia
aminokyselinovej sekvencie medzi skupinami je okolo
20-25 %. Napriek malej podobnosti v primarnej Struktu-
re polypeptidového retazca (uréenej poradim aminoky-
selin), MDH z réznych organel eukaryotickej bunky ma-
ju takmer identicku terciarnu (priestorova) Struktiru a
katalytické vlastnosti (Gietl,1992).

Malatdehydrogenazy baktérii su menej Studované a
vykazuju urCité odliSnosti v dolezitych charakteristikach
ako je napriklad molekulova hmotnost, podjednotkova
Struktura a katalytické vlastnosti, ¢o suvisi s ich existen-
ciou v réznych Zivotnych podmienkach.

Izoenzymy malatdehydrogendz

Studiom viacerych rastlinnych malatdehydrogenaz bolo
dokazané, ze tento enzym je vysoko polymorfny. Zna-
mena to, ze v rdznych organizmoch existuje viacero
molekulovych foriem. Presne identifikovany fenotyp,
vysokd aktivita vrbéznych organoch a tkanivach robi
malatdehydrogenazy spolahlivym a vhodnym genetic-
kym markerom, ktory mdze byt efektivne vyuzity v Spe-
cialnej ekologickej a populagnej genetike (Yudina,
2012).

Mitochondrialna MDH: Je syntetizovana v cytoplazme
ako vacsia prekurzorova molekula, ktora je potom im-
portovana do matrix mitochondrii. Import do mitochon-
drii je sprostredkovany proteinmi v cytoplazme, recep-
tormi v membrane a chaperénmi v matrixe mitochondrii.
Aminokyselinova sekvencia mitochondrialnych MDH
z rdbznych zdrojov ma vysoku homoldgiu s bakteridlnou
MDH izolovanou z Escherichia coli (55-60 %). Tento
enzym sa v mitochondriach zucastfiuje na viacerych
metabolickych premenach — katalyzuje poslednu reak-
ciu v Krebsovom cykle, zu€astriuje sa premeny amino-
kyseliny glycinu na serin, pésobi v malat-aspartatovom
Clnku zabezpec€ujucom reoxidaciu koenzymu NADH
vzniknutého v cytoplazme a v rastlinnych bunkach sa
zaroven zucastiuje aj vo fotorespiracii.
Mikrotelieskova MDH: Do tejto skupiny patri peroxi-
madlna a glyoxyzomalna MDH. Peroxizémy su organe-
ly pritomné vo vSetkych eukaryotickych bunkach. Su
povazované za prvotnu organelu uskuto€fiujucu meta-
bolizmus kyslika primitivnych preeukaryotickych buniek,
ktoré vznikli so vstupom kyslika do atmosféry pocCas
evolucie. V peroxizdmoch prebieha oxidacia mastnych

kyselin na acetylkoenzym A, ktory prechodom cez cyto-
plazmu vstupuje do mitochondrii a zu€asthuje sa na
reakciach Krebsovho cyklu.

V rastlinach su pritomné dva odliSné typy peroxizémov.
Peroxizémy v listoch sa zuc€astriuju fotorespiracie. Na
rozdiel od nich peroxizdmy nachadzajuce sa v kliiacich
semenach sa zucastriuju premeny mastnych kyselin
zasobnych lipidov na cukry potrebné pre vyvoj mlade;j
rastliny. Tato premena je spojena so sériou reakcii gly-
oxylatového cyklu, a preto sa tieto peroxizémy nazyvaju
glyoxyzémy. Aj napriek tomu, Ze su tieto MDH identické
a serologicky nerozlisitelné, mikrotelieskové MDH na-
chadzajuce sa v rastlinach sa rozdeluju na peroxizo-
malne a glyoxyzomalne MDH. Zistilo sa, Ze v kukurici
jeden gén koéduje mikrotelieskovia MDH, ktora pdsobi
tak v glyoxyzémoch ako aj peroxizémoch v zodpoveda-
jucich metabolickych drahach.

Chloroplastova MDH: Je jedina izoforma zavisla na
pritomnosti koenzymu NADPH, pricom Specifitu k tomu-
to koenzymu spdsobuje zdmena jedinej aminokyseliny
(kyseliny asparagovej za glycin v polohe 40) v polypep-
tidovom retazci. V C3 rastlinach je NADP*-MDH esen-
cidlnou zlozkou malat-aspartatového €lnku, ktory vyrov-
nava redukéné ekvivalenty medzi chloroplastom a cyto-
plazmou. V C4 rastlinach NADP*-MDH katalyzuje pre-
menu oxalacetatu na malat v chloroplastoch mezofil-
nych buniek, odkial je transportovany do chloroplastov
cievnych zvazkov (klu€ovy enzym pri fixacii oxidu uhli¢i-
tého u C4 rastlin).

Vynimkou su chloroplastové MDH zavislé na pritomnos-
ti koenzymu NAD". NAD'-MDH aktivita nie je typickou
vSeobecnou vlastnostou chloroplastvych MDH. Bola
stanovena doteraz len v chloroplastoch Mesembryan-
themum crystallinum (Winter a kol., 1982), 3Spenate
(Ocheretina a Scheibe,1997) a jednobunkovej zelenej
riase Chlamydomonas reinhardtii (Willeford a Gibbs,
1989).

Cytoplazmaticka MDH: Na rozdiel od MDH nachadza-
jucich sa v organelach nie je syntetizovana ako vacsia
prekurzorova molekula, ¢o bolo dokazané translaciou
v podmienkach in vitro. V cytoplazme zostava po acety-
lacii N-konca polypeptidového retazca. Primarnou ulo-
hou cytoplazmatickej MDH je u&ast v réznych systé-
moch potrebnych pre transport substratov a redukénych
ekvivalentov medzi cytoplazmou a bunkovymi organe-
lami.

Struktira a katalyticky
mechanizmus posobenia
malatdehydrogendzy

Malatdehydrogenazy su multimérne enzymy zlozené z
identickych  proteinovych podjednotiek, ktoré su
oby€ajne organizované ako dimérne alebo tetramérne
molekuly. KaZzda podjednotka je zloZzena priblizne z 330
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az 350 aminokyselin. Obsahuje konzervativnu doménu
viazucu nukleotidovy koenzym (NAD®, alebo NADPY),
ktora sa poradim aminokyselin a Struktdrou podoba
inym NAD"-z&vislym enzymom (obr.1). Predpokladé sa,

Ze kazda podjednotka enzymu funguje poc¢as katalyzy
nezavisle, pretoze doteraz nebola dokazana vzajomna
kooperacia medzi katalytickymi miestami jednotlivych
podjednotiek.

HzN

T _,,®>—Arg1 09

H 7 HN

g Q- HaN

N0
Arg171—<® <}

NF- - -0 b G- HN
H

o
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Obr. 1. Aktivne miesto MDH
Schéma znézorriuje zvySky aktivneho miesta spolu so substra-
tom a koenzymom NADH, Sipka znazorriuje miesto fosfatu

v pripade NADP"* (Musrati a kol., 1998).

Predpokladany mechanizmus spolo¢ny pre vSetky MDH
spoCiva vo vysokej konzervativnhosti aminokyselinovej
sekvencie aktivneho miesta obsahujuceho tri argininy
(Arg), histidin (His) a aspartat (Asp), priCom kazda z
uvedenych aminokyselin pini svoju Specifickd funkciu.
Arg102 vytvara idnovy par s karboxylovou skupinou na
C, malatu, Arg171 vytvara iénovy par s karboxylovou
skupinou na C; malatu, Arg109 polarizuje karbonylovu
skupinu, His195 umozriuje prechod protéonu z OH sku-
piny na C, malatu potrebného pre redukciu NAD®,
Asp160 stabilizuje protonizovany histidin vytvorenim
i6nového paru (Goward a Nicholls, 1994).

Aktivne miesto malatdehydrogenazy obsahuje dblezity
par medzi aminokyselinami histidinu a aspartatu (tzv.
His-Asp par), v ktorom su tieto aminokyseliny spojené
vodikovou vazbou a vytvaraju protén-prietokovy systém
pri ktorom histidin pésobi ako kyselina pri redukcii oxa-
lacetatu a ako zasada pri oxidacii malatu. V reakcii, ked
histidin pdsobi ako kyselina, musi byt protonizovany a
jeho kladny naboj je stabilizovany zdpornym nabojom

aspartatu. Deléciou aspartatu alebo jeho nahradenim
alaninom alebo asparaginom dochadza k destabilizacii
komplexu MDH-NADH-malat, pricom sa zvySuje afinita
pre oxalacetat. Naopak, reverzna reakcia vyZaduje ne-
protonizovany histidin pésobiaci ako zasada, v désledku
¢oho afinita pre malat nie je ovplyvnena nahradenim
aspartatu alaninom alebo asparaginom (Lemaire a kol.,
1996). Histidin a aspartat su v aktivnom mieste enzymu
blizko vedla seba vzajomne spojené vodikovymi vaz-
bami, ktoré pomahaju fixovat imidazolovy kruh histidinu
v spravnej orientacii pre naviazanie substratu. Naviaza-
nie substratu do aktivneho miesta spdsobi umiestnenie
His-Asp paru do prostredia znizenej polarity.

Evoliucia malatdehydrogendz

Pre Stadium pdvodu malatdehydrogenazy sa vyuZiva
porovnanie aminokyselinovych sekvencii a podobnosti
Struktdr malatdehydrogenaz izolovanych z réznych or-
ganizmov.
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Goward a Nicholls (1994) zostavili fylogeneticky strom
malatdehydrogenaz, v ktorom podfa identity aminokyse-
linovych sekvencii malatdehydrogenazy diverguju do
dvoch hlavnych fylogenetickych skupin: ,mitochondrial-
ne“ a ,cytoplazmatické”. Prva skupina obsahuje mito-
chondrialne a peroxizomalne enzymy spolu s eubakte-
ridlnymi homolégmi (napriklad Escherichia coli, Salmo-
nela typhimurium). Patri sem tiez NADH Specificky chlo-
roplastovy enzym (Berkemeyer a kol., 1998). Do druhej
skupiny patria eukaryotické cytoplazmatické NADH
Specifické enzymy a NADPH Specifické chloroplastové
malatdehydrogenazy (Roger kol.,1999; Ocheretina a
Scheibe, 1997).

Z evoluéného hladiska je zaujimavé, Ze najsilnejSie
sekvenéné homology (59% identita) su medzi eukaryo-
tickou mitochondrialnou (mMDH) a prokaryotickou MDH
z E. coli (eMDH) atieZz medzi eukaryotickou cytoplaz-
matickou (cMDH) a prokaryotickou MDH z Thermus
flavus (TfMDH) (50 az 55 %), zatialco medzi mMDH
a cMDH je len 20 % sekvencna identita (Gleason a kol.,
1994; Honka a kol., 1990). Vo vSeobecnosti sa da po-
vedat, Zze vramci jednotlivych skupin su tieto enzymy
v Uzkom vztahu a maju az 50 % aminokyselinovi po-
dobnost. No medzi skupinami je tato podobnost’ nizSia,
okolo 20-25%. Vysvetlenie rozdielov medzi malatdehyd-
rogenazami z organel a cytoplazmy ponuka teéria, pod-
la ktorej gén kédujuci malatdehydrogenazy — mdh, mo-
hol byt duplikovany eSte pred invaziou prvotnych euka-
ryotov baktériami, ¢o viedlo ku vzniku mitochondrie a
chloroplastu eukaryotov podla endosymbiotického po-
vodu tychto organel (McAlister-Henn, 1998).

Evolu€né analyza podskupiny cytoplazmatickych malat-
dehydrogenaz z rastlin, cicavcov a baktérii ilustruje, ze
cytoplazmaticka MDH predstavuje pdvodnu formu MDH,
ktora je konzervovana v rastlindch, cicavcoch abakté-
riach (Ding a Ma, 2004).

Malatdehydrogenazy sa Casto uvadzaju ako dékaz na
podporu endosymbiotickej hypotézy vzniku mitochondrii
a chloroplastov u eukaryotov. Pri endosymbi6ze kazdy z
organizmov poskytol nie¢o, ¢o jeho partnerovi chybalo:
prokaryoty detoxikovali kyslikovl hrozbu hostitelovi a
poskytovali uzitoéné bioprodukty, proto-eukaryoty po-
skytovali fyzicku bezpelnost a volny zdroj potravy pre
prokaryoty. Toto symbiotické spolunazivanie mohlo byt
kedykolvek prerusené. Evolu¢ny tlak tak mohol byt si-
lou, ktora vyZadovala stmelenie spoluZitia a premenila
baktériu na pro-mitochondriu, pro-chloroplast a neskoér
na mitochondriu a chloroplast, ako ich pozname dnes.

Abstract

The enzyme malate dehydrogenase is a good candidate for
study of structure, evolution and catalysis. The enzyme has
been isolated from many different sources, including Archaea,
eubacteria, fungi, plants and mammals. In eukaryotes is loca-

lized in subcellular organelles such as mitochondria, chlorop-
lasts, glyoxysomes and peroxisomes.

MDH is an enzyme of primary metabolism, that catalyses the
interconversion of oxaloacetate and malate linked to the oxi-
dation/reduction of dinucleotide coenzymes (NADH/NAD® or
NAPDH/NADP™).

Literatira

BERKEMEYER, M., SCHEIBE, R., OCHERETINA, O. (1998).
A novel, non-redox-regulated NAD-dependent malate dehyd-
rogenase from chloroplasts of Arabidopsis thaliana. J. Biol.
Chem. 273, 43, 27927-27933.

DING, Y., MA, Q. H. (2004). Characterization of a cytosolic
malate dehydrogenase ¢ DNA which encodes an isozyme
toward oxaloacetate reduction in wheat. Biochimie 86, 509-
518.

GIETL, C. (1992). Malate dehydrogenase isoenzymes: cellular
locations and role in the flow of metabolites between the cyto-
plasm and cell organelles, Biochem. Biophys. Acta 1100, 217-
234.

GLEASON, W. B., FU, Z., BIRKTOFT, J., BANASZAK, L.
(1994). Refined crystal structure of mitochondrial malate de-
hydrogenase from porcine heart and the consensus structure
for dicarboxylic acid oxidoreductases. Biochemistry 33, 2078-
2088.

GOWARD, CH. R., NICHOLLS, D. J. (1994). Malate dehydro-
genase: A model for structure, evolution and catalysis, Protein
Science 3, 1883-1888.

LEAMAIRE, M., MIGINIAC-MASLOW, M., DECOTTIGNIES,
P. (1996). The catalytic site of chloroplastic NADP-dependent
malate dehydrogenase contains His/Asp pair, Eur. J. Bio-
chem. 236, 947-952.

MCALISTER-HENN, L., BLABER, M., BRADSHAW, R. A.,
NISCO, S. J. (1988). Evolutionary relationships among the
malate dehydrogenases. Trends Biochem. Sci 13, 178-181.
MUSRATI, R. A., KOLLAROVA, M., MERNIK, N.,
MIKULASOVA, D. (1998) .Malate Dehydrogenase: Function
and Properties, Gen. Physiol. Biophys. 17, 193-210.
OCHERETINA, O., SCHEIBE, R. (1997). Cloning and sequ-
ence analysis of cDNAs encoding plant cytosolic malate de-
hydrogenase, Gene 199, 145-148.

ROGER, A. J., MORRISON, H. G., SOGIN, M. L. (1999). Pri-
mary structure and phylogenetic relationship of malate dehyd-
rogenase gene from Giardia lambia. J.Mol.Evolut. 48, 750-
755.

YUDINA, R. S. (2012). Malate dehydrogenase in plants: Its
genetics, structure, localization and use as a marker. Advan-
ces in Bioscience and Biotechnology 3, 370-377.
WILLEFORD, K. O., GIBBS, M. (1989). Localisation of the
enzymes involved in the photoevolution of H2 from acetate in
Chlamydomonas reinhardtii, Plant Physiol. 90, 788-791.
WINTER, K., FOSTER, J. G., EDWARDS, G. E., HOLTUM, J.
A. M. (1982). Intracellular localisation of enzymes of carbon
metabolism in Mesembryanthemum crystallinum exhibiting C3
photosynthetic characteristics or performing Crassulacean
acid metabolism, Plant Physiol. 69, 300-307.

mimoriadne cislo, 2013, ro¢nik 17
ISSN 1338-1024

94

biologia ekoldgia chémia
http://bech.truni.sk/
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Biologické membrdny vo vzfahu
k citlivosti eukaryotickych buniek

voci liecdivam

Uvod

Biologické membrany (biomembrany) su pre Zivot esen-
cialne, ploSne organizované Struktury o hrubke 4 az 13
nm. Napriek tomu, Ze v prirode existuju rézne typy
membran, liSiace sa v Struktire a funkciach, biologické
membrany maju mnoho spolo¢nych vlastnosti. Najdé-
kladnejSie preStudovanou biologickou membranou je
cytoplazmaticka membrana, ktora tvori fazové rozhranie
medzi bunkou a vonkajSim prostredim. Funguje ako
ochranna bariéra, ktora selektivne prepusta z prostredia
do bunky niektoré latky a su¢asne dovoluje vyluCovat z
buniek do prostredia rézne produkty metabolizmu a iné
zlicéeniny. Cytoplazmatickd membrana ma teda rozho-
dujucu funkciu pri vymene latok medzi bunkou a von-
kajSim prostredim a zaroven zabezpecCuje konstantné
vnutorné prostredie bunky. Eukaryotické bunky obsahu-
ju okrem cytoplazmatickej membrany tiez rbézne typy
vnutornych membran, ktoré obaluju a clenia subcelu-
larne organely na oddelené kompartmenty, ktoré tvoria
samostatné funkéné jednotky.

Z hladiska transportu mozno biomembrany charakteri-
zovat ako bariéry obmedzujice volnu difuziu latok me-
dzi bunkou a prostredim. Nejde vSak o nepriepustné
Struktury, ale o vysoko selektivne permeabilné bariéry,
regulujuce molekulové aiénové zloZenie vnutorného
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prostredia bunky. Membrany zohravaju kld¢ovu ulohu aj
v komunikaénych procesoch. Obsahuju Specifické re-
ceptory zachytavajuce vonkajsie stimuly a reguluju in-
formacny tok medzi bunkou a vonkajSim prostredim.
Niektoré biomembrany maju dalSie Specifické funkcie,
prenasaju napr. elektrochemické impulzy pozdiz nervo-
vych a svalovych vlakien, uskuto€nuju procesy konver-
zie energie pri fotosyntéze a bunkovom dychani.

ZloZenie biologickych membrdan

Z chemického hladiska su biomembrany tvorené z mo-
lekul lipidov, bielkovin a sacharidov, ktoré vo vzajom-
nom organizovanom usporiadani udrziavaju nekova-
lentné interakcie. Uz vr. 1925 E. Gorter a F. Grend|
povazovali za zakladny stavebny prvok membrany lipi-
dovu dvojvrstvu, tvorenu molekulami polarnych lipidov
usporiadanych tak, Ze v oboch monomolekulovych vrst-
vach su dlhé osi molekul usporiadané kolmo na rovinu
dvojvrstvy. Polarne Casti molekul kazdej monovrstvy su
orientované na vonkajSiu stranu membrany a su v kon-
takte s vodnym prostredim. Nepolarne Casti lipidovych
molekul smeruju do vnutra dvojvrstvy a vytvaraju hydro-
fébnu zénu membrany (obr. 1).

Protein channel
(transport protein)

Globular protein

Cholesterol Integral protein

{Globular protein)

Glycolipid

Peripherial protein Filaments of /

cytoskeleton

Cytoplasm

Extracellular Fluid

Surface protein

Carbohydrate,
Hydrophilic heads

Phospholipid bilayer

/
/, Phospholipid
molecule

Alpha-Helix protein Hydrophobic tails
(Integral protein)

Obr. 1. Struktirna organizdcia biologickych membrén
(prevzaté z cellbiology.med.unsw.edu.au/units/images/Cell)
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Lipidova dvojvrstva ideélne spifia poZziadavky rozhodu-
juce pre funkciu membrany: je nepriepustna pre iony
a vacsinu polarnych molekul, je schopna udrzat' si od-
povedajucu viskozitu, umozrfiuje zabudovanie membra-
novych bielkovin, samovolne opravuje pripadné posko-
denie a umoznuje splynutie membran, pri vzajomnom
kontakte dvoch buniek (Vodrazka, 2007).

Hlavnou stavebnou zloZzkou biologickych membran su
teda lipidy, ato predovSetkym fosfolipidy, sfingolipidy,
glykolipidy a steroly. Sformovanim uvedenych lipidov do
dvojvrstvy sa vytvara rozhranie medzi vnutornym pro-
stredim bunky a vonkajSim prostredim. Lipidové zloZe-
nie bunkovych membran priamo ovplyviiuje ich fluiditu a
teda aj intenzitu difuzie réznych latok do bunky. S lipi-
dovou dvojvrstvou su asociované proteiny, ktoré podla
lokalizacie v membrane oznacujeme ako periférne, vno-
rené do membrany alebo transmembranoveé. Jednou z
funkcii transmembranovych proteinov, je zabezpecit
vymenu lipidov medzi vonkajSou a vnutornou vrstvou
membrany, ¢im tieto proteiny reguluju vlastnosti mem-
brany podla aktualnych potrieb bunky. Dal$ou déleZitou
funkciou membranovych transportnych proteinov je
aktivne vyluCovanie (eflux) cudzorodych a toxickych
latok von z bunky. Optimalmy pomer réznych druhov
lipidov v membrane ma vplyv aj na nevyhnutnu stabilitu

a funkénost proteinov membrany. Hoci sa membranové
lipidy povodne povazovali iba za Strukturne jednotky
membran, dnes je jasné, Ze sa aktivne podiefaju na
mnohych fyziologickych procesoch v bunke.

Vplyv lipidového zlozenia
bunkovych membrdn na citlivost
eukaryotickych buniek

voci lieéivam

Spravny pomer réznych druhov lipidov v membrane je
rozhodujuci aj pre stabilitu a funkciu efluxnych pump —
transportnych proteinov, ktoré zohravaju vyznamnu
ulohu v ochrane bunky pred pésobenim réznych cytoto-
xicky pbésobiacich latok.

Narastajuci vyskyt rezistencie proti antimikrobialnym
latkam u patogénnych mikroorganizmov je vaznym
problémom v liecbe réznych infekcii. V laboratérnych
podmienkach, ale aj v klinickej praxi sa Coraz CastejSie
izoluju mutantné kmene mikroskopickych patogénnych
hub (kvasiniek), ktoré vykazuju rezistenciu voci rozsiah-
lemu spektru dostupnych antimykotik, ktoré su uvedené
v Tab. 1.

Tab. 1. Antifungalne lieciva inferferujuce s funkciou cytoplazmatickej membrany

skupina nazov mechanizmus G¢inku

polyény amfotericin B, nystatin, pimaricin tvorba poérov v bunkovych membranach
azoly flukonazol, ketokonazol, itrakonazol, bifonazol, vorikonazol | inhibicia biosyntézy ergosterolu
allylaminy | terbinafin inhibicia biosyntézy ergosterolu
morfoliny | amorolfin, fenpropimorf inhibicia biosyntézy ergosterolu

Pozorované Siroké spektrum rezistencie patogénnych
mikroorganizmov vo¢i lieCivam, oznaCované terminom
mnohonasobna rezistencia voéi lieCivam (MDR- multi-
drug resistance) sa vyskytuje u v8etkych Zivych orga-
nizmov od baktérii po ¢loveka (Ling, 1997). K pochope-
niu molekularnej podstaty fenoménu mnohonasobnej
rezistencie prispeli intenzivne Stadie s vyuzitim nepato-
génnej kvasinky S. cerevisiae, u ktorej bol MDR fenotyp
pbvodne oznaleny ako pleiotropna rezistencia vodi lie-
¢ivam (PDR- pleiotropic drug resistance). Gény, po-
diefajuce sa na rozvoji tohto fenotypu sa nachadzaju v
takzvanych PDR lokusoch (Balzi a Goffeau, 1995). Su-
bor PDR génov predstavuje jeden z mnohych mecha-
nizmov, ktoré vyuziva bunka kvasiniek pre zabezpece-
nie svojej rezistencie vo€i xenobiotikam. PDR gény ko-
duju proteiny membranovych efluxnych pump, ktoré sa

priamo podielaju na vylu€ovani toxickych latok von
z bunky. Medzi PDR génmi sa nachadzaju aj gény zod-
povedné za biosyntézu niektorych membranovych lipi-
dov, ¢o naznacuje, Zze ako odpoved na chemicky stres
vyvolany pritomnostou lie€iv bunka reaguje nielen ex-
presiou génov pre membranové pumpy, ale aj génov,
ktoré sa podielaju na zabezpeceni spravneho lipidové-
ho zloZenia bunkovej membrany ovplyviujuceho stabili-
tu a spravnu funkciu membranovych efluxnych pamp.

ZAaver

Molekuldrne mechanizmy, ktoré vedu k rozvoju rezis-
tencie patogénnych mikroorganizmov voc&i dostupnym
lieCivam su rézne, avsak jeden z najvyznamnejSich fak-
torov zabezpecujuci odolnost mikroorganizmov vodi
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Sirokému spektru lieiv je zloZenie lipidov a proteinov
bunkovej membrany. Vyskum funkcie bunkovych mem-
bran je vsudasnosti opravnene v centre pozornosti
mnohych vyskumnych laboratorii.

Abstract

Biological membranes are specific structures consisting of
lipid bilayer acting as selective barrier in a living cell. Its major
role is connected with the intake of nutrients as well as releas-
ing waste compounds using specific vesicules or the activity of
membrane proteins. The same mechanisms employ microor-
ganisms in the fight against some antimicrobial agents and

ZAUJIMAVOSTI VEDY

also cancer cells escaping chemotherapy. The elucidation of
molecular function of biological membranes is still one of the
main focus of today’s scientific research.
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Biotechnologicky potencidl
mliecnych kvasiniek
Kluyveromyces lactis

Napriek tomu, Ze patrime medzi cicavce a mlieko resp.
mlie€ne vyrobky, su zakladom naSej prvej vyzivy, ne-
ustale narasta pocet jedincov, ktori trpia lakt6zovou
intoleranciou, teda neschopnostou rozkladat hlavny
mlieCny sacharid, laktézu. Pre mikroorganizmy je ne-
schopnost’ vyuzit laktézu prirodzeny stav, pretoze vac-
Sina druhov mikroorganizmov nema enzym, nevyhnutny
pre rozStiepenie disacharidu laktézy na monosacharido-
vé zlozky glukézu a galaktézu. Vynimkou su, okrem
baktérii mlie€neho kvasenia a enterobaktérii, aj mlieCne
kvasinky Kluyveromyces lactis, ktoré disponuju schop-
nostou metabolizovat' laktézu. Kvasinky K. lactis su
najCastejsie izolované z mlieka a tvoria podstatnu zloz-
ku eukaryotickej mikroflory pri vyrobe syrov, ktora znizu-
je pH srvatky a tym napomahaju €innosti baktérii mlieé-
neho kvasenia (Rodicio a Heinisch, 2013).

Kvasinky K. lactis, pomenované podfa holandského
mikrobiolégia Alberta Jana Kluyvera (1888 — 1956), su
jednobunkové eukaryotické organizmy gufovitého aZz
ovalneho tvaru (obr. 1). Velmi €asto sa oznacuju ako
mensia verzia pekarskych kvasiniek Saccharomyces
cerevisiae. Patria medzi puciace kvasinky a su schopné
vytvarat rudimentarne mycélium. Asky obsahujuce 1 az
4 spory gulovitého tvaru, vznikaju z vegetativnych diplo-
idnych buniek, vefmi lahko pukaju, ¢im dochadza
k uvolfiovaniu spér, ktoré aglutinuju do zhlukov (Kocko-
va-Kratochvilova, 1990).

Ako zdroj uhlika vyuzivaju laktézu a ich zivotny cyklus je
podobny kvasinkam S. cerevisiae. Bunky sa vacsinou
nachadzaju v haploidnej faze, diploidna faza je len pre-

Zuzana Balazfyova, Yvetta Gbelska

Katedra mikrobiologie a virologie
Prirodovedecka fakulta
Univerzita Komenského v Bratislave

chodna. Kultary diploidnych buniek maju tendenciu
spontanne sporulovat a po€as hladovania su schopné
produkovat tetrady (Stvorice buniek v spoloénom vrec-
ku) (Herman a Roman, 1966).

- -

(http://galloimages.co.za/image/kluyveromyces-lactis-budding-
yeast-cells-produce/81782199/2)

Kvasinky K. lactis patria k aerébnym druhom a hoci su
evolucne blizko pribuzné kvasinkam S. cerevisiae, nie-
ktoré vlastnosti maju odliSné. Kym u S. cerevisiae pre-
vlada fermentacny typ metabolizmu, u K. lactis sa usku-
toChuju obidve metabolické drahy — fermentacia a respi-
racia sucasne (Breunig et al., 2000). Specifickym zna-
kom kvasiniek K. lactis je schopnost’ vyuzivat lakt6zu
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ako jediny zdroj uhlika. KedZe tato schopnost je u kva-
siniek zriedkavd, Studiu metabolizmu laktozy K. lactis sa
venovala velka pozornost. Laktéza do buniek kvasiniek
vstupuje prostrednictvom lakt6zo-permeazy - transport-
ného proteinu lokalizovaného v cytoplazmatickej mem-
brane, anasledne je vo vnutri bunky hydrolyzovana
prostrednictvom enzymu [3-galaktozidazy na glukozu
agalaktozu (Riley et al.,, 1987a). Degradacia laktozy
kvasinkami K. lactis alebo purifikovanymi enzymami
nasla uplatnenie v roznych odvetviach priemyslu.

Geneticky systém kvasiniek K. lactis pozostava z chro-
mozomalnej, mitochondrialnej a plazmidovej DNA. Hap-
loidny gendm K. lactis je tvoreny linearnou dvojviakno-
vou molekulou DNA s celkovou velkostou 12,2 Mbp a
tvori ho Sest chromozdmov, ktoré su oznaCené A az F
(Steensma et al., 1988; Sor a Fukuhara, 1989). Kvasin-
ky K. lactis na rozdiel od kvasiniek S. cerevisiae nepre-
Sli celogenémovou duplikaciou (WGD, whole genome
duplication), o naznacuje, ze vacsSina génov, ktorych
produkty su zapojené do réznych metabolickych a sig-
nalnych drah, je pritomna iba v jednej kopii (Rodicio
a Heinisch, 2013).

Mitochondrialna DNA kvasinky K. lactis je tvorena cirku-
larnou molekulou dvojvlaknovej DNA o velkosti 40,2 kbp
a predstavuje asi 10 % celkového bunkového obsahu
DNA (Zivanovic et al., 2005). mtDNA K. lactis obsahuje
gény, ktoré koéduju 3 podjednotky cytochrom-c-oxidazy
(COX1, COX2, COX3), 3 podjednotky mitochondrialnej
ATP syntetazy (ATP6, ATP8, ATP9), apocytochrom b
(CYTB), ribozomalny protein (VAR1), gény pre 15S a
21S rRNA, ako aj pre 22 tRNA (Skelly et al., 1991; Bre-
unig a Steensma, 2003).

Plazmidy predstavuju extrachromozomalne genetické
elementy, ktoré su schopné samostatnej reprodukcie a
kéduju také vlastnosti bunky, ktoré nie su pre bunku
esencialne, ale udeluju jej urcité vyhody. Plazmidy kva-
siniek K. lactis su tvorené dvojretazcovou kruhovou
DNA (v jadre) a linearnou molekulou DNA (v cytoplaz-
me). Linearne DNA plazmidy pGKI1 a pGKI2 su v bunke
vzdy pritomné spolo¢ne a udeluju jej smrtiaci, tzv. killer
fenotyp“. Kmene nesuce killer plazmidy su schopné
usmrcovat citlive kmene inych druhov kvasiniek, pro-

strednictvom vylu€ovaného toxinu zymocinu (Gunge et
al., 1981).

Kvasinky K. lactis su pritomné v réznych mlie€nych pro-
duktoch, v8eobecne su povazované za nepatogénne,
.zdravotne nezavadné“ so statusom GRAS (generally
regarded as safe) avyznacuju sa vlastnostami, ktoré
ich preduréuju na priemyselné vyuZzitie — maju kratku
generaCnu dobu, v pomerne kratkom c¢ase produkuju
velké mnozZstvo biomasy, utilizuju lacné substraty, ktoré
sU najCastejSie priemyselnymi odpadmi, maju nizky ob-
sah proteaz a vhodné sekre¢né vlastnosti (Wésolowski
— Luovel et al., 1996; Breunig a Steensma, 2003).

Kvasinky K. lactis sa vyuzivaju v mliekarenskom prie-
mysle, pri vyrobe syrov, tvoria sucast kefirovych zfn,
teda konglomeratov baktérii a kvasiniek vyuzivanych pri
vyrobe kefirov. VyuzZivaju sa na produkciu mnohych
enzymov ako napr. chymozinu, (-galaktozidazy, ktora
im umoznuje utilizovat laktézu so srvatky ako odpadu
z mliekarenského priemyslu (Bonekamp a Oosterom,
1994). Ako nepatogénny a netoxicky organizmus sa
kvasinky K. lactis pouzivaju ako hostitelské organizmy
na pripravu réznych heterologickych proteinov, ktoré su
vyuzivané ako farmaceutické pripravky alebo potravi-
narske aditiva (fludsky sérovy albumin, interleukin 1- G,
bakterialne a fungalne S-laktamazy a xylanazy, mysia a-
amylaza, obalovy glykoprotein E2 virusu hepatitidy C)
(Fleer et al., 1991; Saliola et al., 1999; Durand et al.,
1999; Breunig a Steensma, 2003).

Kvasinky K. lactis teda predstavuju vhodny mikroorga-
nizmus nielen v zadkladnom vyskume, ale maju aj ko-
meréné vyuzitie. Za uelom dosiahnutia vysokého stup-
fia produkcie heterologickych proteinov vysokej moleku-
lovej hmotnosti, uprednostriuju priemyselné firmy euka-
ryotické mikroorganizmy — kvasinky namiesto baktérii.
Hoci sa pévodne predpokladalo vyuzit kvasinku S. ce-
revisiae, evoluéne pribuzné kvasinky K. lactis sa stali
jednou z vhodnych alternativ pre dosiahnutie vysokej
koncentracie sekretovanych proteinov. A prave linearna
plazmidova DNA, ktord sa nachadza v cytoplazme K.
lactis, je jedine€nym systémom pre expresiu réznych
heterologickych proteinov (tab. 1.).

Tab. 1. Priklady heterologickych proteinov produkovanych vyuzZitim S. cerevisiae a K. lactis

(prevzaté z K. Wolf (ed), 1996)

Saccharomyces cerevisiae

Ludsky rastovy hormén — uvolfiujuci faktor (GRF)
Ludsky apolipoprotein (apoE)

Ludsky interleukin 6

Ludsky interleukin 1-8

Ludsky parathormén

Ludsky sérovy albumin

MySia amylaza

Tetanus toxin C

Kluyveromyces lactis

Ludsky interleukin 1-8

Ludsky sérovy albumin

Povrchovy antigén virusu hepatitidy B (HBsAg)
Hovadzi prochymozin
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Najznamejsi enzym produkovany kvasinkami K. lactis je
B-galaktozidaza (B-D-galaktozid-galaktohydrolaza), pro-
tein s vysokou molekulovou hmotnostou komeréného
vyznamu, ¢asto oznaCovana ako laktaza. Tento enzym,
zodpovedny za hydrolyzu laktézy na glukézu a galakto-
zu, ma vyznamné vyuzitie pri odburavani laktézy z mlie-
ka, vzhladom na rastlci po¢et konzumentov s intoleran-
ciou na laktézu. B-galaktozidaza ma vyznam aj v potra-
vinarskom priemysle, pri vyrobe syrov, jogurtov, zmrzli-
ny, zabrafiuje kryStalizacii laktézy a zvy3uje silu sladidla
v mlieénych vyrobkoch. Transglykozylaénu aktivitu g-
galaktozidazy mozno vyuzit pri produkcii galaktooligo-
sacharidov (GOS) ako prebiotickych zloZiek, ktoré zni-
Zuju hladinu cholesterolu v krvi a sluzia ako prevencia
pred rakovinou hrubého ¢reva (Rodicio a Heinisch,
2013)

Dalsie vyznamné vyuzitie kvasiniek K. lactis predstavuje
bioremediacia. Nepretrzite stipajuca celosvetova vyro-
ba mlie¢nych produktov vedie k produkcii obrovského
mnozstva tekutého produktu, srvatky, ako vedlajSieho
produktu pri vyrove syrov, tvarohu a kazeinu. Nedosta-
tok primeranych metéd pre eliminaciu srvatky, nuti
priemysel k jej vypustaniu do odpadovych véd, ¢o pred-
stavuje trvalé nebezpecCenstvo v oblasti environmental-
neho znedistenia. Ekonomicky spdsob, ktory by srvatku
eliminoval, je jej premena na komeréne cenné produkty.
Vysoko hodnotné produkty sa mézu zo srvatky ziskat
jej fermentaciou za pomoci mikroorganizmov asimiluju-
cich laktézu. A prave laktézu — metabolizujuce kvasinky
rodu Kluyveromyces su intenzivne vyuzivané na pre-
menu srvatky na hodnotné produkty vyuzitefné vo far-
maceutickom a potravinarskom priemysle. Oxidativny
metabolizmus tychto kvasiniek umozriuje rychlu produk-
ciu biomasy a sprievodnych produktov. Bunkova masa
je vybornym doplnkom vyzivy pre fudi a zivocCichy, pre-
toze predstavuje vyznamny zdroj ribonukleotidov, oligo-
sacharidov a bunkového proteinu (SCP). Uvedené pro-
dukty maju vyznam ako imunostimulatory, zahustovace,
stabilizatory, prebiotika a maju vyznam aj pri zlepSovani
senzorickych vlastnosti réznych potravinarskych pro-
duktov (Ghaly a Kamal, 2004).

Utilizacia srvatky bola ucinne spojend so syntézou ak-
tivneho ludského lyzozymu. Rovnako UspeSna bola tiez
produkcia rekombinantnej glukoamylazy, ludského in-
terferénu, ludského interleukinu 1- B, lTudského sérové-
ho albuminu a povrchového antigénu hepatitidy B (Cai
et al., 2005).

Abstract

Yeast belong to intensively studied microorganism and attract
increasing attention both in basic research and biotechnologi-
cal applications. The effective use of yeast in biotechnology
depens on our knowledge of the physiology as well as the
existence of techniques for their genetic manipulation. The
presented work describes the basic metabolic properties of
the yeast species Kluyveromyces lactis as well as the proper-

ties needed for its biotechnological use. The yeast belonging
to the genus Kluyveromyces are non-pathogenic, their GRAS
status and eukaryotic organisation of cells are the main rea-
sons for their industrial applications as a host strains for high-
level production of heterologous proteins of comercial impor-
tance.
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Kvasinky ako modelovy organizmus
pre st0dium starnutia

Akym spbésobom a prec¢o vlastne starneme fascinovalo
ludi uz od nepamati. Okrem vlastného filozofického a
biologického zaujmu, urCenie molekularnych a bunko-
vych mechanizmov zakladnych procesov starnutia je
délezité z hfadiska pochopenia vzniku a priebehu ocho-
reni suvisiacich s vekom, ktoré v kone¢nom ddésledku
obmedzuju dizku ludského Zivota.

Myslienka, ze prave kvasinky Saccharomyces cerevi-
siae by mohli sluzit ako model pre Stadium fudského
starnutia sa spoc€iatku stretla so znaénymi pochybnos-
tami. Hoci kvasinky boli vyuzivané ako model pre stu-
dium mnohych zakladnych bunkovych procesov v [ud-
skom organizme, nepredpokladalo sa, ze by mohli po-
moct objasnit taky komplexny a zlozity dej ako je star-
nutie u ludi. Stadie, ktoré zagali na réznych modelovych
organizmoch, od najjednoduchsich ako su uz spomina-
né kvasinky, cez hlistovce az po musky octomilky a
mysi, pomohli odhalit mnohé mechanizmy a drahy spo6-
sobujuce starnutie, ktoré su prekvapivo velmi podobné
pre velké mnozZstvo aj pomerne fylogeneticky (vyvojovo)
vzdialenych druhov organizmov. Tieto mechanizmy boli
najdené aj u vyssich eukaryotov, vratane Cloveka. Na
z4klade tychto zisteni existuje predpoklad, Ze mézu mat
vplyv aj na niektoré neurodegenerativne ochorenia
(spbsobujuce rozpad nervového systému) suvisiace s
vekom.

Starnutie je proces upadku organizmu, charakterizova-
ny postupnym upadkom bunkovych komponentov a
organel. lde o nahromadenie poSkodeni bunkovych
sucasti, ktoré bunka uz nie je schopna opravit. Pre §tu-
dium dlhovekosti, €i uZ u kvasiniek alebo u fudi, je velmi
dolezité stanovit jasny rozdiel medzi javmi, ktoré su
zapri¢inené starnutim a tymi, ktoré su spdsobné cho-
robnymi zmenami. Schopnost' rozliSovat medzi tymito
fenoménmi, priCom kazdy z nich skracuje dizku Zivota,
je mimoriadne dbélezita. Starnutie je teda Upadok, ktory
nastava u vacsiny populacie, pricom zmeny zapri¢inené
ochorenim nastavaju u menSiny. Vekom pribudajuce
zmeny v Strukture najma jadrového chromatinu, mézu
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spbsobit starnutie bunky, pripadne celého organizmu.
Jednym z désledkov akumulacie (hromadenia) posko-
deni DNA su poruchy v génovej expresii suvisiace s
vekom, ¢o vedie k strate bunkovej rovnovahy.

Kvasinka S. cerevisiae je jednym z najvyznamnejSich
modelovych organizmov spojenych so Studiom starnu-
tia. Relativna rychlost’ a nenaro¢nost, s ktorou méze byt
ich dlhovekost vyhodnocovana, dovoluje rychle napre-
dovanie vo vymedzovani molekularnych mechanizmov
sposobujucich starnutie a tiez faktorov, ktoré proces
starnutia ovplyvnuju. Kvasinky sa ukazali byt cennym
modelom pre pochopenie zékladnych bunkovych proce-
sov i u fudi. Napriek tomu, Ze ide o velmi jednoduchy
jednobunkovy organizmus, méze poskytnut informacie
o ludskom starnuti, ktoré je jednym z najzlozitejSich a
najkomplexnejSich biologickych javov. Aj ked pri€iny
starnutia sU pravdepodobne rozmanité, ziskané infor-
macie naznaduju, ze deje vplyvajice na dlhovekost su
prekvapivo podobné.

Starnutie v kvasinkach je sledované z dvoch rozli€nych
pohladov. V prvom pripade sa jedna o tzv. chronologic-
ké starnutie, kedy sa sleduje ¢as od vzniku bunky, ktora
sa dalej nedeli az po jej smrt. V takomto pripade do-
chadza k hromadeniu poSkodeni spésobenych prebie-
hajucimi bunkovymi procesmi alebo vplyvom vonkajsie-
ho prostredia. Ked poskodenia dosiahnu urditu kriticku
hranicu, ktord je uz pre bunku neunosna, bunka odu-
miera V druhom pripade hovorime o tzv. replikativhom
starnuti, pri ktorom sa sleduje pocCet dcérskych buniek,
ktoré vzniknu delenim pdvodnej (materskej) bunky.
Pocas chronologického starnutia dochadza v bunke
predovietkym k zvySeniu nestability DNA v jadre. Prici-
nou mozu byt tzv. reaktivne formy kyslika (peroxidy,
superoxidy, kyslikové radikaly), ktoré vznikaju pocas
bunkového dychania v mitochondridch. Za normalnych
podmienok su odburavané za pomoci Specialnych en-
zymov, ktorych produkcia a uc€innost vSak v désledku
narastajuceho poSkodenia DNA klesa.
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Pri replikativnom starnuti sa na starnucej bunke objavu-
ju charakteristické znaky. Ked sa dcérska bunka odde-
luje od materskej, spojenie medzi oboma bunkami sa
zUZi a zanechava na povrchu materskej bunky okruhly
chitindézny utvar nazyvany zarodoc¢na jazva. Takéto jaz-
vy zostavaju natrvalo pritomné na povrchu materskej
bunky. Ako bunka podstupuje jednotlivé bunkové cykly,
jazvy na jej povrchu sa hromadia a tak mézu sluzit ako
vhodny marker (znak) pre stanovenie poctu uskuto¢ne-
nych bunkovych. Dalim znakom je strata asymetrie.
Pocas starnutia bunka zvacSuje svoj objem aj napriek
tomu, Ze po vacsinu svojho Zivota produkuje malé dcér-
ske bunky. Avsak, vefmi staré bunky maju sklon produ-
kovat velké a kratko Zijuce dcérske bunky. Novovznika-
juca bunka sa od pdvodnej ¢asto oddeli, az ked dosiah-

ne priblizne rovnaku velkost. Po niekofkych pu€aniach
sa da materska bunka lahko rozliSit od mladych buniek
vdaka svojmu zvacSenému objemu. Napokon sa stava
sterilnou — nie je schopna sa dalej delit. Starnutie u S.
cerevisiae je zapri¢inené mnohymi faktormi a jednym z
najvyznamnejSich a najpravdepodobnejsich je produk-
cia a akumulacia tzv. extrachromozomalnych rDNA kru-
hov (obr. 1). Tie vznikaju pri deleni bunky samovolne
rDNA (usek DNA, ktory kéduje ribozomalnu DNA). Po
kazdom bunkovom cykle sa ich v jadierku nahromadi
vacSie mnozstvo, az napokon bunka nie je schopna
energeticky zvladnut proces delenia a viac uz neprodu-
kuje dcérske bunky. Zaujimavé je, Ze tieto rDNA kruhy
zostavaju v materskej bunke a neprenasaju sa na novo-
vzniknutu dcérsku bunku.

doposial nedeliaca  excizia rONAkruhov

=2 bunka

MLADA B.

nukleolarna
fragmentacia
smrt

replikacia
rekombinacia
asymetricka
SEegregacia

’ STARAB.

Obr. 1. Nestabilita rDNA ako pricina replikativneho starnutia u S. cerevisiae

Hlavnhym mechanizmom, pomocou ktorého kvasinkova
bunka potla¢a tvorbu rDNA kruhov je zbalenie DNA a
histonov do ,silent® heterochromatinu. Heterochromatin
je definovany ako usek DNA, ktory zostava poc¢as bun-
kového cyklu vysoko kondenzovany a nie je prepisova-
ny pocas replikacia DNA. Histony su malé bazické pro-
teiny, pritomné v jadre vSetkych eukaryotickych buniek.
RozliSujeme pat zakladnych typov histonov avsak ich
Struktura je takmer rovnaka. Histony H3 a H4 su bohaté
na kladne nabité bazické aminokyseliny a tieto interagu-
ju so zaporne nabitymi fosfatovymi skupinami DNA.
Sluzia na zbalenie DNA do kompaktnejSej formy. Nie-
kolko odliSnych histénov vytvara akysi ,sudok®, okolo
ktorého sa DNA dokaze obtocit priblizne 2x. Takato
Struktura sa nazyva nukleozém a je z&kladnou Struktur-
nou jednotou eukaryotického chromatinu. Po celej dizke
molekuly DNA sa nachadza velké mnoZstvo nukleozé-
mov v tesnych vzdialenostiach medzi sebou. Uspora
dizky DNA je priblizne 6-nasobna. Acetylacia a deacety-
lacia histénov patria medzi hlavné modifikacie (Upravy)
histénov, pomocou ktorych je regulovana transkripcia a
»Silencing“ (utiSovanie) ur€itych usekov molekuly DNA.

Zistilo sa, Ze urcité enzymy dokazu ovplyviiovat Struktu-
ru DNA. V kontexte starnutia su najvyznamnejSie tzv.
sirtuiny. Su to enzymy, ktoré dokazu deacetylovat his-
tény, menia Struktiru chromatinu a tym dok&zu zabranit’
transkripcii niektorych Usekov DNA. Pritomnost sirtui-
nov bola dokazana vo vSetkych Zzivych organizmoch.

Aktivitou sirtuinov moze dojst’ k zastaveniu tvorby rDNA
kruhov, o v koneénom désledku vedie k predizeniu
replikativnej dizky Zivota. Rovnako mézu sirtuiny poso-
bit' aj v mieste telomér. Teloméry su koncové ¢€asti line-
arnych chromozémov a predstavuju akusi ochranu, kto-
ra nedovoluje spajat chromozémy navzajom koncovymi
Castami. Pri kazdom deleni bunky sa teloméry o nie€o
skratia. Napokon sa skratia do takej miery, Ze uZ nedo-
kazu plnit svoju ochrannu funkciu. To ma za nasledok
nestabilitu koncovych ¢asti chromozémov a pripadne aj
smrt' bunky. Sirtuiny svojou aktivitou dokazu ,utiSovat®
niektoré miesta na telomérach, o spomaluje ich skra-
covanie a predlzuje dizku Zivota bunky.

Zaujimavy je aj fenomén tzv. kalorickej restrikcie (zni-
Zeny prijem Zivin). U mnohych organizmov sa ako od-
poved na nepriaznivé environmentalne podmienky, ako
su stres alebo nedostatok zivin, vyvinuli Specifické ob-
ranné mechanizmy. Tie zahffaju napriklad zmeny na
chromatine, ktoré umozfuju alebo predchadzaju expre-
sii fundamentalnych génov a chrania celistvost genému.
Kaloricka restrikcia (KR) predlzuje zivot u mnohych or-
ganizmov. Jej prospesny uginok je rovnako mozné apli-
kovat na kvasinky S. cerevisiae. Znizenie koncentracie
glukdzy v kultivatnom médiu predizuje zivotnost buniek
0 20-30 %. Paradoxne, hladujuce bunky nevykazuju
vy88iu odolnost voéi oxidativnym poSkodeniam neZz
bunky s dostatkom zivin. Naopak, znizeny prisun Zzivin
je sprevadzany zvySenim respiracie a prave to je zod-
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povedné za prediZenie ich Zivota. Predpoklada sa, Ze
znizeny prisun Zzivin vyvolava v bunkach stresové pod-
mienky, vdaka ktorym dochadza k aktivacii sirtuinov.

Na zaklade tychto poznatok sa dalSie Studie zamerali
na hfadanie zlUu€enin, ktoré by boli schopné aktivovat
sirtuiny. Aktivatory predstavuju napriklad rastlinné poly-
fenoly- resveratrol, butein, piceannol a kvercetin. Hoci
vSetky tieto zlG&eniny umoZfuju ovplyvnit dizku Zivota,
najucinnejSou zlu€eninou sa zd4 byt resveratrol, ktory
umozhuje prediZit dizku Zivota kvasiniek S. cerevisiae
az o0 70 %. Resveratrol preukazal terapeutické ucinky aj
pri kardiovaskularnych, metabolickych, zapalovych a
neurodegenerativnych ochoreniach a ukazalo sa, Ze
vykazuje aj preventivne ucinky.

Aj napriek ziskanym vysledkom vSak k dneSnému dfiu
stéle nie je celkom jasné, ¢i ma resveratrol vyznamné
biologické ucinky aj u fudi. | ked dnes uz bezne dostup-
né vyzivové doplnky obsahujuce resveratrol sa ukazali
byt UspeSnym marketingovym tahom, priame a dosta-
Cujuce dbkazy, ktoré by potvrdzovali jeho vplyv na lud-
sky organizmus, stale chybaiju.

Abstract

Aging in yeast can be influenced and regulated by seve-
ral factors. These include for example the family histone
deacetylases, known as sirtuins. Their presence has
been detected not only in yeasts but also in higher eu-
karyotes. Other mechanism that affects life span of cells
is the effect of caloric restriction. Activation or inactiva-
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tion of sirtuins may also affect the occurrence and pro-
cess of various age-related diseases. Substances which
activate mentioned regulative pathways could harbour

wide therapeutical potential.
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Perspektivy v terapii
fungalnych infekcii

Uvod

Adaptacia mikroorganizmov na Specifické ekologické
niky, v ktorych sa nachadzaju, je asociovana s evolu-
ciou a vzajomnym prepojenim regulaénych sieti v bun-
kach. So zmenami regulacnych vztahov medzi génami
na urovni transkripcie je ¢asto asociovana aj odolnost
(rezistencia) patogénnych mikroorganizmov vodi tera-
peutikam. Rovnaky mechanizmus, oznaCovany ako
MDR (MultiDrug Resistance) sa pripisuje pozorovanej
odolnosti rakovinovych buniek vodi cytostatikdm. Tera-
piu patologickych stavov komplikuje rozvoj tzv. mnoho-
nasobnej rezistencie vodi lie¢ivam v cielovych bunkach,
ktora sa prejavuje zvySenou odolnostou buniek vo i
réznym, Struktirne a funk&ne odliSnym cytotoxickym
zlu¢eninam.
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Univerzita Komenského v Bratislave

tothhervay@nic.fns.uniba.sk

Mechanizmy rezistencie buniek
voci terapeutikam

Ziva bunka disponuje viacerymi mechanizmami obrany
voCi pritomnym toxickym latkam v prostredi. Jedna z
najdblezitejSich stratégii pouzivanych mnohymi mikro-
organizmami a rakovinovymi bunkami na obranu proti
ucinku cytotoxickych latok je zvySena aktivita membra-
novych transportnych proteinov, ktora vedie k vzniku
fenoménu mnohonasobnej rezistencie (obr. 1) (Sipos a
Kuchler 2006). Molekularna podstata vzniku, mozZnej
modulécie a vztahu fenoménu MDR so Struktirou a
funkciou biologickych membran sa dihSiu dobu Studuje
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s vyuzitim fakultativne anaerébnych kvasiniek Saccha-
romyces cerevisiae. Pochopenie molekularnych me-
chanizmov mnohondasobnej rezistencie u tohto eukaryo-

tického mikroorganizmu vytvara predpoklad pre hlada-
nie novych spbésobov boja proti multirezistentnym pato-
génom ¢loveka, zvierat a rastlin.

Xenobiotics
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Obr. 1. ZvySena aktivita efluxnych pump vedie k rezistencii buniek kvasiniek voci lieGivam (Sipos a Kuchler. 2006)

Prezivanie patogénnych mikroorganizmov v pritomnosti
cytotoxickej latky umozniuju transportné proteiny, nazy-
vané tiez efluxné pumpy, vyluéujuce lie¢ivo von z bu-
niek. Transportné proteiny lokalizované v cytoplazma-
tickej membrane vylu€uju intracelularne lokalizované
zlu€eniny do vonkajSieho prostredia, zatial ¢o transport-

né proteiny lokalizované vo vnutrobunkovych membra-
nach zabezpeduju transport zlu€enin z/do prisluSnych
organel (obr. 2) (Nourani et al. 1997). Podla spésobu,
akym transportné proteiny ziskavaju energiu pre trans-
port latok, sa rozdelujd na primarne a sekundarne
transportéry.

Pdr10p

iy

Pdri1p

Ste6p  Pdri2p

Obr. 2. Lokalizacia ABC transportnych proteinov v kvasinkédch (Sipos a Kuchler 2006)

Primarne transportéry (ABC transportné proteiny)
ziskavaju energiu potrebnu pre transport latok z buniek
hydrolyzou ATP (obr. 3). Struktiru ABC transportnych
proteinov tvori nukleotid-viazuca doména (NBD), ktora
viaZe a hydrolyzuje ATP a hydrofébne transmembrano-
vé domény (TMD), ktoré sa skladaju zo Siestich seg-
mentov (TMS) navzajom spojenych extra- a intracytop-
lazmatickymi slu¢kami a su zodpovedné za substratovu
Specificitu ABC transportnych proteinov. Podfa poctu
transmembranovych domén (TMD) rozoznavame ftri
typy ABC transportérov: proteiny s dvoma sadami TMD

tzv. ,full-size®, proteiny s jednou sadou transmembrano-
vych domén tzv. ,half-size* a proteiny bez TMD (Klein et
al. 2011). Efluxné pumpy ABC rodiny su proteiny so
Sirokou substratovou diverzitou, ktora zahffia iony taz-
kych kovov, aminokyseliny, cukry, lipidy, lie€iva a pepti-
dy. V eukaryotickych bunkach zabezpecuju rézne fyzio-
logické funkcie: podielaju sa na transmembranovej dis-
tribucii a transporte lipidov, peptidov, feroménov a cho-
lesterolu, podielaju sa na procese apoptdzy, su zahrnu-
té v biogenéze peroxizomov, v odpovedi buniek na stres
atd’ (Schmitt et al. 2002).
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Obr. 3. Topolégia ABC transportnych proteinov
NBD domény ABC proteinov st zodpovedné za hydrolyzu ATP, ktora je zdrojom energie pre xenobiotika (Prasad et al. 2011).

Pre podobnost s P-glykoproteinom cicavCich buniek,
ktory je asociovany s rezistenciou rakovinovych buniek
voCi pouzivanym cytostatikdm, sa z hfadiska Struktuary,
funkcie a fylogenézy intenzivne Studovala hlavna vylu-
Covacia ABC transportna pumpa Pdr5p kvasinky S.
cerevisiae.

Sekundarne transportéry z rodiny MFS (Major Facilitator
Superfamily) vyuzivaju na transport latok koncentracny
gradient proténov vodika alebo kationov sodika (obr. 4).
MFS transportéry maju v porovnani s ABC transportér-
mi uzSiu substratovu Specificitu, spravidla zabezpeduju
uniport, symport alebo antiport jednoduchych cukrov,
oligosacharidov, aminokyselin, peptidov, nukleotidov,
metabolitov Krebsovho cyklu, organickych a anorganic-
kych latok, antibiotik, fungicidov ako aj dalSich toxic-
kych zla€enin z buniek (Pao et al., 1998; Del Sorbo et
al., 2000). Transportéry typu MFS spravidla obsahuju
12 alebo 14 transmembranovych hydrofébnych seg-
mentov a su klasifikované na zaklade Struktdry a sub-
stratovej Specificity do 17 skupin (Goffeau et al., 1997).

Podobné ABC transportné proteiny s analogickou funk-

ciou boli identifikované aj v bunkach patogénnych mi-
kroorganizmov, aich zvySena expresia bola zazname-
nana v mnohych klinickych izolatoch patogénnych kva-
siniek (tab. 1).

Zaver

V prispevku sme struéne popisali Strukturu a vlastnosti
transportnych proteinov patogénnych a nepatogénnych
kvasiniek. Napriek tomu, Ze tieto proteiny sa Studuju
predovSetkym z hladiska mechanizmu vylu€ovania réz-
nych zli€enin z buniek, posledné experimentalne ziste-
nia naznacuju ucast ABC transportnych proteinov aj v
zabezpeCovani homeostazy membranovych lipidov. V
nasledujucom obdobi je preto nevyhnutné zamerat sa
na detailna Strukturu transportnych proteinov, ktora by
mohla poméct odhalit’ spésob rozpoznavania substratu.
Rovnako dbélezité je Studium vztahu medzi molekular-
nou Struktirou a funkciou transportnych proteinov pre
hladanie novych terapeutik Specificky potlacajucich
aktivitu transportnych proteinov.

MEFS

Y

Drug

COOH

Obr. 4. Topolégia MFS transportnych proteinov
MFS proteiny vyuzivaju proténovy gradient ako zdroj energie pre transport latok (Prasad et al. 2011)
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Tab. 1. ABC proteiny patogénnych kvasiniek (Klein et al. 2011)

protein | funkcia | dizka proteinu (aa) | topologia
Candida albicans

CaCdrlp eflux terapeutik, translokécia fosfopilidov 1501 (NBD-TMDsg)2

CaCdr2p eflux terapeutik, translokécia fosfopilidov 1499 (NBD-TMDsg)2

CaCdr3p translokacia fosolipidov 1501 (NBD-TMDsg)2

CaCdr4p neznama 1490 (NBD-TMDsg)2

CaHst6p neznama 1323 (TMDs-NBD),

CaYorlp eflux terapeutik 1488 (TMDs-NBD),

CaYcflp eflux terapeutik 1580 (TMDs-NBD),

CaMltlp neznama 1606 (TMDs-NBD),

Candida dubliniensis
CdCdrlp eflux terapeutik 1500 (NBD-TMDsg)2
CdcCdr2p eflux terapeutik 1501 (NBD-TMDsg)2
Candida glabrata

CgCdrlp eflux terapeutik 1499 (NBD-TMDsg)2

Pdh1p/CgCdr2p eflux terapeutik 1542 (NBD-TMDsg)2

CgSnqg2p eflux terapeutik 1507 (NBD-TMDsg)2

CgAuslp neznama 1398 (NBD-TMDsg)2

Aspergillus fumigatus

AfuMdrlp eflux terapeutik 1349 (TMDs-NBD)2
AfuMdr2p eflux terapeutik 791 TMDe-NBD

AfuMdrdp eflux terapeutik 1344 (TMDs-NBD)2

atrF eflux terapeutik 1547 (TMDs-NBD),

Cryptococcus neoformans
CnMdrlp eflux terapeutik 1408 (TMDs-NBD),
CnAfrlp eflux terapeutik 1543 (NBD-TMDsg)2
aa - aminokyselina
Abstract phylogenetic characterization of yeast open reading frames

Clinical resistance to antifungal drugs develops through seve-
ral distinct and to some extent non-overlapping molecular
mechanisms. These include reduced drug uptake, alterations
of target genes, transcriptional reprogramming, stress respon-
se and signaling leading to cell surface remodeling, membra-
ne permeability changes, as well as increased drug efflux by
membrane transporters. Drug target alterations and overex-
pression of ABC membrane transporters, however, represent
most prevalent causes of clinical antifungal resistance. One of
the possibilities to overcome the increasing resistance of mic-
robial pathogens is the modulation of the membrane transpor-
ters activity.
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Escherichia coli ako hostitel'sky
organizmus pre produkciu proteinov
s vyuzitim vo farmaceutickom

priemysle

Uvod

Pomocou technik rekombinantnych DNA mozno vnasat
cudzie gény do Zivych organizmov, hostitelskych bu-
niek, a tym modifikovat' ich vlastnosti. Rekombinantné
proteiny produkované v hostitelskych bunkach nacha-
dzaju Coraz viac svoje Siroké vyuzitie v roznych odvet-
viach priemyslu, farmaceuticky priemysel nevynimajuc
(Rai a Padh, 2001; Terpe, 2006). Pri vybere expresnych
systémov, ktoré sa vyuzivaju na produkciu biofarmaceu-
tik, teda liekov zalozenych na baze rekombinantnych
proteinov, sa prihliada na rézne faktory, ako su rychlost
rastu kultury a kultivatné naroky, stuper expresie, loka-
lizacia cielového proteinu v bunke alebo v médiu, po-
sttranslaéna modifikacia, biologicka aktivita a spbsob
regulacie expresie a délezity je aj pomer kvality produk-
tu k finanénym nakladom celkovej produkcie. K najstar-
8im a najrozSirenejSim hostitel[skym organizmom pre
produkciu réznych proteinov stale patri baktéria Esche-
richia coli, ktora ¢asto predstavuje prvu volbu pri pro-
dukcii priemyselnych a terapeutickych proteinov (Terpe,
2006). Taktiez zohrava dominantnd ulohu spomedzi
vSetkych bakterialnych expresnych systémov (Chen,
2012). Vyhody tohto Gram-negativneho bakteridlneho
kmena zahffiaju rychly rast, rychlu expresiu, lahkost
kultivacie a vysoké produkéné vynosy, €o je vyhodné
pre masivnu produkciu mnohych komerénych proteinov
(Swartz, 1996). Genetika E. coli je pochopena ovela
lepSie, ako genetika inych mikroorganizmov. Jej gendm
mdze byt rychlo, jednoducho a precizne zmeneny,
promotorova kontrola nie je tazka a pocCet kopii plazmi-
du sa da jednoducho upravovat. Zaujimavy je aj fakt, ze
E. coli dokaze akumulovat rekombinantné proteiny tvo-
riace do 80 % jej suchej hmotnosti. UZ v roku 1993 boli
rekombinantné procesy v E. coli zodpovedné za vynos
najmenej 5 miliard dolarov (Swartz, 1996).

Cast 1. Heterologickda expresia
a jej vyuzitie vo farmaceutickom
priemysle

V poslednych rokoch enormne stupol pocet tych rekom-
binantnych proteinov, ktoré sa vyuzivaju na terapeutic-
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ké aplikacie. Vstupom génového inzinierstva do farma-
ceutickej vyroby sa zaCala vyclefovat skupina lie€iv,
ktoré oznadujeme ako biolie€iva alebo biofarmaceutika.
Vyznam a pozicia rekombinantnych peptidovych a pro-
teinovych lie€iv vo farmaceutickom priemysle neustale
narasta a stavaju sa jeho nezastupitelnou sucastou,
pricom sa da predpokladat, ze v najblizSich rokoch bu-
du biofarmaceutika na farmaceutickom trhu dominovat.
Biofarmaceutika sa vyuzivaju na lieCbu ochoreni, ktoré
sa predtym nedali liecit, resp. ich lieCba bola velmi ob-
tiazna, napr. rakovina, autoimunitné ochorenia, diabe-
tes, anémia a pod. Niekedy dokonca predstavuju jedinu
ucinnu terapiu (Schmidt, 2004). Biofarmaceutika méze-
me rozdelit do zakladnych skupin, ku ktorym patria krv-
né faktory, trombolytika a antikoagulanty, hormény, en-
zymy, rastové faktory, interferony a interleukiny, oc¢ko-
vacie latky a monoklonalne protilatky (Walsh, 2010). V
minulosti sa peptidy a proteiny s farmakologickym ug&in-
kom ziskavali extrakciou z prirodnych zdrojov, ¢o vSak
so sebou nieslo urcité rizika, napr. prenos priénov, kon-
taminacia virusmi. Ich extrakcia z pdvodnych zdrojov je
tieZz znagne limitovana (napr. ludské proteiny). Dnes sa
ich vyroba presuva k modernejSim pristupom, a to hlav-
ne k technolégiam vyuzivajucim techniky rekombinant-
nych DNA, pri€om terapeutické proteiny mézu byt
vhodne upravené tak, aby mali optimalne farmakologic-
ké vlastnosti. Z celkovo 211 biofarmaceutik licencova-
nych FDA a EMEA (US Food and Drug Administration,
European Medicines Agency) do decembra 2011, 66 je
produkovanych v baktérii E. coli, o predstavuje 31 %
z celkového mnozstva produkovanych biofarmaceutik.
Na porovnanie, v cicav€ich bunkach bolo produkova-
nych 91 biofarmaceutik, a teda 43 %. Z toho vyplyva, Ze
baktéria E. coli stale patri medzi najvyuZivanejSie hosti-
tefské kmene pre produkciu proteinov s farmaceutickym
vyuzitim (Walsh, 2012).

Cast 2. Escherichia coli ako hostitel-
sky organizmus
Escherichia coli je gram-negativna bi¢ikata tycinkovita

baktéria o velkosti okolo 1,1-1,5 pm x 2,0 — 6,0 pm
(obr. 1) Bola objavena v roku 1885 nemeckym pediat-
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rom Theodorom Escherichom (Escherich, 1885). Doka-
ze rast v aerébnych ale aj v anaerébnych podmienkach,
teda je fakultativne anaerdbna. Rozsiahle vedomosti
ohladom fyziolégie, genetiky a kompletnej genomickej
sekvencii (Baneyx, 1999), jednoducha manipulacia pri
experimentoch a rychly rast v pomerne lacnom médiu,
ktory vedie k vysokému vytazku, predurcuje bakterialny
systém E. coli za prvl volbu na produkciu priemysel-

nych a terapeutickych proteinov (Baneyx, 1999; Ferrer-
Miralles a kol., 2009), pretoze umoznuje rychlu a eko-
nomicku produkciu rekombinantnych proteinov (Jana
a Deb, 2005). Moznosti jej vyuzitia sa neustale zvysSuju
s rozSirujucou sa plejadou dostupnych klonovacich vek-
torov a novych mutantnych hostitelskych kmerfiov (So-
rensen a Mortensen, 2005; Terpe, 2006).

Obr. 1. Baktéria E. coli a) pozorovana elektronovym mikroskopom, b) kolénie E. coli na tuhom médiu

Baktéria E. coli bola ako hostitelsky organizmus vyuZita
na produkciu prvého schvaleného rekombinantného
farmaceutika na trhu, ktorym bol ludsky inzulin v roku
1982 na lieCbu cukrovky (FDA App., 1982). Odvtedy uz
bolo v E. coli produkovanych a schvélenych jednak v
USA aj v Eurépe mnoho rekombinantnych proteinov na

terapeutické aplikacie, ktorych struény prehlad uvadza-
me v tabulke 1. Najviac rekombinantnych biofarmaceu-
tik produkovanych v E. coli sluzi na liecbu infekénych
chordb, endokrinnych a metabolickych poruch (Ferrer-
Miralles a kol., 2009).

Tab. 1. Prehl'ad vybranych rekombinantnych biofarmaceutik schvalenych v USA a v Eurépe

Protein Oblast terapie Rok schvalenia Firma uvadzajuca produkt na trh
Ludsky inzulin Diabetes melitus 1982; 2007 Eli Lilly; Aventis
ﬁSa'ogy fudského inzuli- | 1,2 petes mellitus 1996; 2000; 2006 | Eli Lilly; Aventis; Pfizer
Ludsky rastovy hormoén Nedostatok rastového horménu 1985; 1987; 1993; Genentech; Eli Lilly; Novo Nordisk;
(somatotropin) 1995; 2006 Pfizer; Pharmacia; Sandoz
Mutantny somatotropin Agrqmege}lla u pamentoy po chwq_r- 2002 Pfizer; Pharmacia
gickych zakrokoch, po radioterapii

Interferén B-1b Skleréza multiplex 1993 Berlex; Chiron

A Niektoré typy leukémie, Kaposiho _—
Interferén a-2b sarkom, hepatitida C 1986 Schering-Plough
Pegylovany interferén a- Hepatitida C 2001: 2002 Schering-Plough; Enzon Hoffmann-

La Roche

Paratyroidny hormén Osteoporo6za 2002; 2006 Eli Lilly; Nycomed

Nie vzdy sa ale da zarugit, zZe cielovy protein sa bude
v bunke E. coli nadexprimovat v biologicky aktivnej for-
me do pozadovanej hladiny (Baneyx, 1999). Mbze to
byt spdsobené jedine¢nostou a Struktdrou génovej sek-
vencie, stabilitou mMRNA a efektivnostou translacie, da-

lej od jednoduchosti, resp. zlozitosti skladania produko-
vaného proteinu, degradaciou proteinu hostitefskymi
protedzami, znaCnymi rozdielmi vo vyuzivani preferenc-
nych kodonov a od potencialnej toxicity rekombinantné-
ho proteinu voci hostitelskej bunke (Jana a Deb, 2005).
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Jednou z najvacsich nevyhod baktérie E. coli ako hosti-
telského organizmu, je neschopnost uskuto¢nit po-
sttranslaéné modifikacie, ku ktorym dochadza v eukary-
otickych organizmoch (napr. glykozylacia, fosforylacia;
Terpe, 2006), dalej chybajuce mechanizmy pre produk-
ciu proteinov, ktoré obsahuju disulfidické mostiky (Choi
a Lee, 2004).

ZAaver

Escherichia coli expresny systém patri medzi najpouzi-
vanejsie systémy pre expresiu rekombinantnych protei-
nov vdaka mnozstvu vyhod, ktoré poskytuje. Napriek
skuto€nosti, Ze tento systém je uz dostatoCne prestudo-
vany, nie je vZdy mozné zabezpedit to, Ze cielovy prote-
in bude exprimovany v bunke E. coli v biologicky aktiv-
nej forme. Aj napriek uvedenym nedostatkom mozeme
oCakavat, Ze v buducnosti, ked sa budu Studovat' rézne
nové a nekonventné bakterialne expresné systémy,
najde svoje stale vyuzitie aj expresny systém zalozeny
na vynimoc¢nej baktérii Escherichia coli.

Abstract

Recombinant proteins produced in the various host cells can
be used in the different sectors of the industry, including
pharmaceutical industry. During the selection of proper ex-
pression system for the production of biopharmaceuticals the
ratio of product quality to the financial cost of the total produc-
tion is very important. Escherichia coli expression system
remains to be one of the most preferred bacterial expression
systems and often is the first choice for the production of in-
dustrial and therapeutic recombinant proteins.
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BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Vyuzitie systému na vysokoparalelné
sekvenovanie DNA pri diagnostike
vybranych dediénych ochoreni

Uvod

Diagnostika dediénych ochoreni je stale aktualnou té-
mou. Niektoré ochorenia maju velmi slaby klinicky pre-
jav a ich pritomnost nam nemusi ubrat’ na kvalite Zivota,
ale stretavame sa idedi€nymi ochoreniami, ktoré su
ZavaznejSie a mézu prejst az do maligneho stavu. V
tychto pripach je nevyhnutné poznat v€as spravnu dia-
gndézu potvrdenu aj na genetickej urovni. Sekvenatory
novej generacie ponukaju nové moznosti na kvalitnejSie
a rychlejsie ziskanie potrebnych informacii na uréenie
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spravnej diagnoézy na zaklade genetikych vysledkov.
Vyznamnu ulohu zohrava geneticka diagnostika pri dife-
rencialnej diagnostike, kedy lekar potrebuje poznat
spavnu diagnézu pre navrhnutie vhodnej lieCby. Ak bu-
de liecba v Cas a spravne zvolena, pacient ma vysSie
Sance na kvalitnejsi Zivot.

Vybrané dedi¢né ochorenia

Jednym z ¢astych autozomovo dominantnych ochoreni
je neurofibromatéza typu 1 (NF1; MIM 162200), nazy-
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vana aj Recklinghausen ochorenie. Je to multisystémo-
vé ochorenie s incidenciou 1:3500. (Boyd a kol., 2009).
Penetrancia ochorenia je takmer uplnd uz do 8 roku
Zivota (Radtke a kol., 2007). Pre stanovenie diagndzy
musi pacient splnit minimalne 2 zo 7 zakladnych dia-
gnostickych kritérii (tab.1) (National Institutes of Health
Consensus Development Conference, 1988). Ochorenie
so zavaznym priebehom a komplikaciami skracuje dizku
zivota v priemere o 10-15 rokov (Rasmussen, Fried-
man, 2000).

Pre pacientov s NF1 je typickym znakom vznik neurofib-
réomov, ktoré pozostavaju zo zmesi Schwanovych bu-
niek, fibroblastov, Zirnych buniek, perineuralnych bu-
niek, kolagénu a extracelularnej matrix (Maertens a kol.,
2006). Najzyvaznejsim problémom u tychto pacientov je
benigny plexiformny neurofibrom, ktory sa tvori hloboko
pod koZou v nerovovych puzdrach (Korf, 1999). V 8-
12% vo veku 20-30 rokov sa z neho vyvinie tazko iden-
tifikovatefny maligny nador periférnych nervovych puz-
dier (MPNST) (Evans a kol., 2002). Vyskumy ukazali, Zze
NF1 pacienti s mikrodeléciou v NF1 géne maju vyssie
riziko vzniku MPNST (De Raedt a kol., 2003).
Identifikacia mutécii v NF1 géne (17q11.2), ktory pokry-
va priblizne 350kb genomickej DNA a pozostava zo 60
exonov (3 podliehaju alternativnemu zostrihu) (Viskochil
a kol., 1990, Cawthon a kol., 1990; Li a kol., 1995) je
naroCna, pretoze vtomto géne neboli identifikované
Ziadne hot spoty. To znamena, Zze mutécie su roztrdse-
né po celom géne a preto je potrebné analyzovat cely
gén,. Takmer 50% mutacii vznika de novo (Radtke a
kol., 2007).

Tab. 1. Zakladné diagnostické kritéria

6 café au lait Skvin —
>0.5 cm do puberty,
>1,5 cm po puberte

Freckling v oblasti podpazusia, slabin

2 a viac Lischovych nodulov

Glidm zrakového nervu

2 a viac neurofibrémov alebo 1 plexiformny neurofibrém

Charakteristicka dysplazia tibie alebo rednutie dihych
kosti s naslednou pseudoartrézou alebo bez nej

Prvostupriovy pribuzny s NF1

Su zname i ochorenia, ktorych niektoré klinické priznaky
maju podobnost s NF1: NF2, schwanomatdza, Noonan
syndrom, Watsonov, Leopard, McCune-Albright syn-
drém, NF-like syndrom (SPRED1) (Viskochil, Carey),
piebaldizmus (Giebel, Spritz, 1991), srdcovo-tvarovo-
kozny syndrom (CFC), Costello syndrdm a Noonov

syndrom. Spoloénym menovateflom tychto ochoreni je,
Ze su spOsobené poruchami génov zapojenych do regu-
lacie Ras-MAPK signalnej drahy (Rodriguez-Viciana a
kol., 2006; Stevenson a kol., 2008). Doposial bolo iden-
tifikovanych 17 génov nachadzajucich sa na viacerych
chromozdémoch.

Spoloénym diagnostickym znakom niektorych z vysSie
uvedenych ochoreni (NF1, NF2, SPRED1, Watsonov,
Leopard, McCune-Albright syndrom, piebaldizmus) su aj
hyperpigmentované Skvrny nazyvané café au lait Skvrny
(CALM). U jednotlivych ochoreni sa mdzu lisit' velko-
stou, tvarom, vyskytom a po¢tom. Mnohé z tychto ocho-
reni predisponuju ku vzniku multiorganového postihnu-
tia alebo vzniku malignity (llen¢ikova a kol., 2009).

Na rychlejSiu identifikaciu kauzativnej mutacie a presné
stanovenie digandzy u pacientov s uvedenymi ochore-
niami, ktoré maju vefmi podobné Kklinické priznaky by
bolo vhodné vyuzitie sekvenovania transkriptomu a ce-
logenédmoveho sekvnenovania.

Vyuzitielnost systému na
vysokoparalelné sekvenovanie
DNA (SOLiD 5500xI)

Princip systému sekvenovania na SOLID 5500xI je za-
lozeny na ligacii, ktora prebieha v smere 3- 5°. Cely
proces pripravy pozostava z troch zakladnych krokov:
priprava templatu (kniznice), emulzna PCR a samotné
sekvenovanie. Na povrchu magnetickych gulé&ok sa
nachadzaju oliga, ktoré su komplementarne ku adapté-
rovej sekvencii na template. Na kazdej gulé¢ke sa pri-
chyti iba jeden fragment a prostrednictvom emulznej
PCR si ich namnozime. Vysledkom je zmes monoklo-
nalnych gulé€ok, ktoré sa dalSimi krokmi opracuju a tak
pripravia na samotné sekvenovanie v Cipe. Pri sekveno-
vani sa vyuZivaju Specialne oktaméry (préby), ktorych
sekvencia pozostava ztroch degenerovanych baz,
dvoch $pecifickych baz a troch univerzalnych baz nesu-
cich na 5’konci fluorescenénu farbi¢ku (obr. 1). Priebeh
sekvenovania je nasledovny. Univerzaly primer sa na-
viaze na adaptérovu sekvenciu a oktamér na templat.
Ligaza spoji oktamér s univerzalnym priemerom. Po-
tom, o sa zaznamena fluorescencia, odstiepia sa uni-
verzalne bazy nesuce farbiCku a cely poroces sa opaku-
je az po koniec templatu. V kazdom dalSom cykle na
adaptér nasada univerzalny primer vzdy o jednu bazu
kratSi (od n po n-4), ¢im sa zabezpecéi precitanie celej
nukloetidovej sekvencie. Takéto dvojbazové kddovanie
eliminuje chybovost. Sekvenovanie méze byt paralelné
az pre 50 miliénov guliCiek. Vysledkom je obrovské
mnozsvo novonasyntetizovanych 35bp dlhych DNA
fragmentov, ktoré sa vzajomne prekryvaju. (Ansorge,
2009). Sekvenovanie na pristroji SOLID 5500x! je moz-
né tromi réznymi pristupmi. Celogendmove, exomové
sekvenovanie a sekvenovanie transkriptému. Celoge-
némové sekvenovanie poskytuje osekvenovanie kom-
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pletnej genomickej DNA. Exémové sekvenovanie zahf-
na vsetky exony spolu s velmi kratkymi intrénickymi
usekmi. Pri sekvenovani transkriptomu je sekvenovana
totdlna RNA (bez rRNA) prepisana do cDNA. Dal$ou

moznostou vyuZitia je cielené sekvenovanie, a to ampli-
kénové s pouzitim Specificky navrhnutych primerov na
vybrané oblasti genému alebo selektivny vyber frag-
mentov (Www 1).

(A)
*
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8,9 13,14 18,19 23,24
7.8 12,13 17,18 22,23
6,7 11,12 16,17 21,22
56 10,11 15,16 20,21

Obr. 1. Sekvenovanie ligaciou na pristroji SOLiD 5500x]|
(A) Sekvenacné primery hybridizuju na adaptér. Subor 4 fluorescenéne znacenych dvojbazovych préb (oznadené hviezdickou)
sutazi o ligaciu s univerzalnym sekvenacnym primerom. Tieto proby maju ¢iastocne degenerovant DNA (oznacené ako n a z).
Specificita dvojbazovych préb je zabezpedena 4. a 5. bazou, ktora je komplementarna k templétu. Pred kaZdou nasledujicou
ligaciou su tri koncové fluorescenéne znacené nukleotidy oktaméru odstranené z retazca. (B) Sekvencia templatu sa stanovuje
v kazdom ligaénom cykle, pricom velkost univerzalneho primeru sa li$i o jednu bazu (od n po n-4). Poradie nukleotidov, ktoré
bolo pri kazdom ligatnom cykle zaznamenané v podobe dvojnukleotidovych pozicii je zapisané pod jednotlivymi ligaénymi
cyklami (Upravené podfa Ansorge, 2009).

Na diagnostiku vysSie uvedenych dedi¢nych ochoreni
by bolo idealne sekvenovanie mRNA. Sekvenovanim
transkriptov sme schopni zachytit' aj zostrihové mutécie,
ktoré sa vyskytujd mimo klasickych konsenzus miest.
Na odhalenie pri¢iny nespravneho zostrihu na mRNA, je

nevyhnutné osekvenovat aj genomicki DNA pomocou
celogenémového sekvenovovania, ktoré mézeme vyuzit
v pripade negativnych genetickych vysledkov, ale jas-
nych klinickych prejavov, na analyzu inych kandidatnych
génov.
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Kedze velkost' génov je priliz velka a pouzitie Sange-
rovho sekvenovania je v sucasnej dobe ¢asovo naroc-
né, masivne paralelné sekvenovanie nam umoziuje
urychlit a upresnit kompletnd analyzu pre viacerych
pacientov naraz. Jednou z jeho najvasc¢ich vyhod je, ze
Z pristrojov novej generacie sekvenovania patri SOLID
5500x! k pristrojom s najpresnejSim c&itanim az na
99,99 % (www 1).

Hoci pri sekvenovani ziskame obrovské mnozstvo dat,
ktoré su Casovo naro¢né na spracovanie, v nasom pri-
pade by bolo postadujuce zamerat sa len na analyzu
konkrétnych génov, ¢im sa cely proces urychli.

ZAaver

Sekvenovanie novej generacie by malo vyrazne zlepsit
kvalitu genetického vySetrenia pri polygénnych ochore-
niach alebo ochoreniach s nejasnym klinickym preja-
vom. V tychto pripadoch je potrebné sekvenovat viace-
ro génov naraz a preto by masivne paralelné sekveno-
vanie malo priniest Usporu Casu a financii. Zavedenie
do praxe by mohlo mat pozitivny dopad na skvalitnenie
a urychlenie diferencialnej diagnostiky dedi¢nych ocho-
reni. Pri takych dedi€nych ochoreniach, pre ktoré su
typické len mutéacie v konkrétnych oblastiach zodpoved-
ného génu, mézeme vyuzit amplikbnové sekvenovanie
a to u viacerych pacientov naraz.

Abstract

Next-generation sequencing techniques offer new opporutuni-
ties for better and more quickly obtain genetic information.
Some of hereditary diseases with very similar clinical manifes-
tation can go up to a malignant state. Because of the genetic
diagnosis played important role by the different diagnosis
when a doctor needs to know the diagnosis in time for desig-
ning appropriate treatment. In this cases is sequencing using
SOLID 5500x! the best solution.

Literatira

ANSORGE, W. J. 2009. Next-generation DNA sequencing
techniques. N Biotechnol, 25(4), p. 195-203.

National Institutes of Health Consensus Development
Conference. 1988. Neurofibromatosis: conference statement.
In Arch Neurol. 45, p. 575-8.

BOYD, K. P., KORF, B. R., THEOS, A. 2009.
Neurofibromatosis type 1. J Am Acad Dermatol. 61, p. 1-14.
CAWTHON, R. M., O'CONNELL, P., BUCHBERG, A. M.,
VISKOCHIL, D., WEISS, R. B., CULVER, M., STEVENS, J.,
JENKINS, N. A., COPELAND, N. G., WHITE, R. 1990.
Identification and characterization of transcripts from the
neurofibromatosis 1 region: the sequence and genomic
structure of EVI2 and mapping of other transcripts. Genomics.
7, p. 555-565.

De RAEDT, T., BREMS, H., WOLKENSTEIN, P., VIDAUD, D.,
PILOTTI, S., PERRONE, F., MAUTNER, V., FRAHM, S,

SCIOT, R., LEGIUS, E. 2003. Elevated risk for MPNST in NF1
microdeletion patients. Am J Hum Genet. 72, p. 1288-92.
EVANS, D. G., BASER, M. E., MCGAUGHRAN, J., SHARIF,
S., HOWARD, E., MORAN, A. 2002. Malignant peripheral
nerve sheath tumours in neurofibromatosis 1. J Med Genet.
39, p. 311-14.

GIEBEL, L. B., SPRITZ, R. A. 1991. Mutation of the KIT
(mast/stem cell growth factor receptor) protooncogene in
human piebaldism. Proc Natl Acad Sci USA 88, p. 8696-8699.
ILENCIKOVA, D., DUROVCIKOVA, D., COPAKOVA, L.,
STRBOVA, D., SUVADA, J., RYBAROVA, A., HLAVATA, A,,
WIMMER, K. 2009. ,Café-au-lait* makuly v diagnostike
detskych nadorovych ochoreni. Ces.-slov. Pediat. 64(9), p.
406-414.

KORF, B. R. 1999. Plexiform neurofibromas. Am J Med
Genet. 89, p. 31-7.

LI, Y., OCONNELL, P., BREIDENBACH, H.H., CAWTHON,
R., STEVENS, J., XU, G., NEIL, S., ROBERTSON, M.,
WHITE, R., VISKOCHIL, D. 1995. Genomic organization of
the neurofibromatosis 1 gene (NF1). Genomics. 25, p. 9-18.
MAERTENS, O., BREMS, H., VANDESOMPELE, J., DE
RAEDT, T., HEYNS, I.,, ROSENBAUM, T., DE SCHEPPER,
S., DE PAEPE, A., MORTIER, G., JANSSENS, S.,
SPELEMAN, F., LEGIUS, E., MESSIAEN, L. 2006.
Comprehensive NF1 screening on cultured Schwann cells
from neurofibromas. Hum Mutat. 27, p. 1030-40.

RADTKE, H. B., SEBOLD, C. D, ALLISON, C., HAIDLE, J. L.,
SCHNEIDER, G. 2007. Neurofibromatosis Type 1 in Genetic
Counseling Practice: Recommendations of the National
Society of Genetic Counselors. J Genet Couns. 16, p. 387-
407.

RASMUSSEN, S. A, FRIEDMAN, J. M., 2000. NF1 gene and
neurofi bromatosis 1. Am J Epidemiol. 151, p. 33-40.
RODRIGUEZ-VICIANA, P., TETSU, O., TIDYMAN, W. E.,
ESTEP, A. L., CONGER, B. A., CRUZ, M. S., MCCORMICK,
F., RAUEN, K. A. 2006. Germline mutations in genes within
the MAPK pathway cause cardio-facio-cutaneous syndrome.
Science. 311, p. 1287-1290.

STEVENSON, D. A., SWENSEN, J. J., VISKOCHIL, D. H.
2008. Neurofibromatosis type 1 and other syndromes of the
Ras Pathway. Neurofibromatoses, Kaufman D. Monogr Hum
Genet., Basel, Karger. 16, p. 32-45, ISSN 0077-0876.
VISKOCHIL, D., BUCHBERG, A. M., XU, G., CAWTHON, R.
M., STEVENS, J., WOLFF, R. K., CULVER, M., CAREY, J. C,,
COPELAND, N. G., JENKINS, N. A., WHITE, R.,
O’CONNELL, P. 1990. Deletions and a translocation interrupt
a cloned gene at the neurofibromatosis type 1 locus. Cell. 62,
p. 187-192.

VISKOCHIL, D., CAREY, J. C. Alternate and related forms of
the neurofibromatoses; in HUSON, S. M., HUGHES, R. A. CH.
(eds): The Neurofibromatoses. London: Chapman & Hall, p.
445-474.
www1:http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-
and-Services/Applications/Sequencing/Next-Generation-
Sequencing.html 25.4.2013
www2:http://www.appliedbiosystems.com 24.4.2013

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

mimoriadne cislo, 2013, rocnik 17
ISSN 1338-1024

111


http://www.prolekare.cz/cesko-slovenska-pediatrie-clanek/cafe-au-lait-makuly-v-diagnostike-detskych-nadorovych-ochoreni-15589
http://www.prolekare.cz/cesko-slovenska-pediatrie-clanek/cafe-au-lait-makuly-v-diagnostike-detskych-nadorovych-ochoreni-15589

ZAUJIMAVOSTI VEDY

BIOMEDICINA, BIOTECHNOLOGIE

Kvasinky a oxidacny stres

Uvod

Kvasinky su jednobunkové eukaryotické organizmy,
ktoré patria do riSe Huby. Niektoré sa nachadzaju
v podde, iné spolunazivaju s rastlinami a zivoCichmi.
Vyznamna Cast’ z druhov kvasiniek ma potencial spbso-
bovat ochorenia. Takéto druhy kvasiniek nazyvame
oportunne patogény, pretoze k vyvolaniu ochorenia
dochadza pri ich premnoZeni v organizme hostitela.
Dovodom premnozenia kvasiniek mdze byt napriklad
oslabenie imunitného systému alebo naruSenie priro-
dzenej mikroflory jedinca (traviaceho traktu alebo po-
Svy). Patogénne kvasinky mozu spbsobit’ infekcie koze,
sliznic, vnutornych organov a krvného obehu. Ochore-
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nia spdsobené kvasinkami (mykdézy) moézu mat rézny
stupefl zavaznosti, ktory zavisi od velkého mnozZstva
faktorov vratane imunitného stavu hostitefa. Obzvlast
nebezpecné su tieto fungalne patogény pre imunokom-
promitovanych jedincov (pacienti uzivajici imunosupre-
siva po transplantaciach, HIV pozitivni pacienti, pacienti
po chemo- alebo radioterapii), u ktorych méze takéto
ochorenie viest az k smrti. Patogény spomedzi kvasi-
niek patria do rodov Candida, Cryptococcus, Trichospo-
ron a Malassezia, pricom najCastejSim povodcom kva-
sinkovych infekcii je druh Candida albicans.

Thrush

Obr. 1. Kvasinkova infekcia ustnej dutiny; bunky C. albicans pod rastrovacim elektronovym mikroskopom
(http://lwww.webmd.com/oral-health/thrush-in-the-mouth; http://altered-states.net/barry/newsletter493/).

Fagocytéza, reaktivne formy kyslika
a ich toxické efekty

V pripade premnoZenia kvasiniek v hostitelovi sa ako
prva spusta neSpecificka imunitna odpoved. Do obrany
proti patogénnym kvasinkam sa zapajaju fagocytujuce
leukocyty (makrofagy, neutrofily). Pri fagocytéze docha-
dza k pohlteniu mikroorganizmu a jeho usmrteniu vo
fagolyzozéme fagocyta pomocou enzymatickych a
chemickych mechanizmov. Medzi enzymatické mecha-
nizmy patria najma proteolytické enzymy a na chemicku
destrukciu patogénov su vyuZivané reaktivne formy
kyslika (reactive oxygen species — ROS), ktoré su pro-

dukované fagocytmi pri tzv. respiracnom vzplanuti (Kon-
tsekova a Kontsek, 2004).

Reaktivne formy kyslika predstavuju Specifické oxidac-
né stavy dvojatdmovej molekuly kyslika (Halliwell
a Gutteridge, 1989; Gutteridge, 1994). Patria sem volné
radikaly ako superoxidovy anién O,  a hydroxylovy radi-
kal OH" a neradikalové reaktivne formy ako peroxid vo-
dika H,0,; a singletovy kyslik '0,. Tieto formy kyslika su
velmi toxické, pretoZze sa spravaju ako oxidacné ¢inidla
(odoberaju elektrény), ¢im spdsobuju Siroku Skalu oxi-
dac¢nych poskodeni bunkovych zloziek fagocytovaného
mikroorganizmu. ROS mézu vyvolat' peroxidaciu lipidov,
zhlukovanie alebo rozpad proteinov, karbonylaciu nie-
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ktorych enzymov a hydroxylaciu aminokyselin. V pripa-
de zasiahnutia nukleovych kyselin sa mézu tvorit jed-
novlaknové a dvojvldkové zlomy, modifikovat alebo az
odstiepit dusikaté bazy, €i vznikat prieCne vazby medzi
retazcami DNA (Toledano a kol., 2003). Nasledkom
tychto poskodeni dochadza k odumretiu bunky pato-
génneho mikroorganizmu a odstraneniu infekcie.

Niektoré druhy kvasiniek dok&zu uniknut neSpecificke;j
obrane hostitela prave tym, Ze dokazu prezit respiracné
vzplanutie vo fagocytoch a dalej sa v organizme hostite-
la §irit.

Oxidacny stres

Reaktivne formy kyslika nevznikaju iba pri fagocytéze.
ROS sa prirodzene tvoria vo vSetkych bunkach
s aerobnym metabolizmom pri neuplnej redukcii kyslika
pri respiracii a tiez po€as metabolizmu mastnych kyselin
(Halliwell a Gutteridge, 1989; Gutteridge, 1994). ROS
su teda neustale produkované ako vedlajSie produkty
normalneho metabolizmu bunky. Aby sa zabranilo vzni-
ku oxidaénych poskodeni v bunke, existuju rozlicné
mechanizmy, ktoré ROS degraduju a poSkodené mole-
kuly v bunkach opravuju (Lushchak, 2011). Produkcia a
odstranovanie ROS su pod prisnou kontrolou tak, aby
sa v bunke nachadzali iba vo velmi nizkej koncentracii
(menej ako 10°® M) (Halliwell a Gutteridge, 1989). Ak sa
rovnovaha ich tvorby a eliminacie naru$i, dochadza
k zvySeniu hladiny ROS natolko, Ze ich obranné me-
chanizmy nestihaju odstrafiovat. Pre bunku nastava
oxida¢ny stres (Cabiscol a kol., 2000; Lushchak, 2011).

Obranné mechanizmy kvasiniek
proti oxidacnému stresu

Oportinne patogénne kvasinky disponuju intenzivnou
obranou voli ROS a odolavaju nielen ROS, ktoré sa
vytvoria pri ich prirodzenom metabolizme, ale aj ROS
vytvorenym vo fagocytoch. Na odstrafiovani ROS v
bunkach kvasiniek sa podielaju dve hlavné skupiny ob-
rannych (antioxidaénych) systémov: antioxidanty obsa-
hujuce kov a tiolové redoxné systémy (Toledano a kol.,
2003).

Medzi antioxidaéné enzymy, ktoré obsahuju kov patria
superoxiddismutazy a katalazy. Superoxiddismutazy
maju vo svojej Strukture med + zinok alebo mangan a
superoxidovy anién premienaju na peroxid vodika akys-
lik (Gralla a Kosman, 1992). Katalazy obsahuju Zelezo a
redukuju H,O, na vodu a kyslik (Ruis a Hamilton, 1992).
Kvasinky C. albicans maju napr. az Sest réznych supe-
roxiddismutaz (Frohner a kol., 2009).

Tiolovy redoxny systém bunky hra doélezitd ulohu pri
odstrafiovani peroxidov a pri spatnej redukcii oxidacne
poskodenych proteinov. Tento systém je tvoreny dvoma
tiolovymi redoxnymi drahami, tioredoxinovou a glutatio-

novou. Oxidované proteiny su redukované pomocou
tioredoxinu (v tioredoxinovej drahe) alebo glutationu (v
glutationovej drahe). KedZe pri tychto reakciach docha-
dza k oxidacii tioredoxinu resp. glutationu, musia byt
tieto zluCeniny spatne redukované, aby mohli nadalej
plnit svoje funkcie. Ich redukcia je zabezpecena reduk-
tazami (tioredoxinreduktazou a glutationreduktazou),
ktoré na redukciu vyuZivaju elektrony z NADPH. Na-
sledne sa elektrony mézu dalej prenasat na peroxidazy
(tioredoxinperoxidazy alebo glutationperoxidazy), ktoré
uskuto€huju redukciu peroxidu vodika a réznych orga-
nickych peroxidov (Toledano a kol.,, 2003). Takymto
spbésobom sa zabezpeéi napriklad redukcia disulfidic-
kych mostikov proteinov, ¢im sa obnovi pévodna Struk-
tura a funkcia proteinov.

Spustenie obrannych mechanizmov
proti oxidaénému stresu
V pripade zvySenej hladiny ROS v bunke kvasinky musi

kvasinkova bunka vediet ,nastartovat“ vy3$Sie uvedené
obranné mechanizmy. AntioxidaCni obranu spusta
bunka tak, ze zacne prepisovat gény, ktorych produkty
— proteiny odstrafiuji ROS (spominané superoxiddis-
mutazy, katalazy, peroxidazy, tioredoxiny atd). Aby
k prepisovaniu génov pre antioxidanty doSlo iba
v pritomnosti oxidacného stresu, v bunkach kvasiniek
sa nachadzaju Specifické regulaéné proteiny, ktoré sa
aktivuju iba pri oxidaénom strese. NajddlezitejSim regu-
latorom odpovede na oxidacny stres je kvasinkovy akti-
vaény protein (yeast activator protein — Yap1l; v pripade,
Z2e hovorime o kvasinke C. albicans, sa tento protein
oznacuje Cap1p) (Schnell, 1992; Alarco a Raymond,
1999; Rodrigues-Pousada a kol., 2004). Tento protein
je prenadany do jadra bunky, kde spusta prepis prislus-
nych génov. Zaroven je vSak z jadra bunky transporto-
vany von, aby sa gény neprepisovali v pripade, Ze bun-
ka nie je vystavena oxidaénému stresu. Ked nie je bun-
ka kvasinky pod stresom, transport proteinu Yap1 do
jadra a z jadra je v rovnovahe, teda gény koédujluce anti-
oxidanty prepisované nie su. V pritomnosti velkého
mnozstva ROS v bunke sa protein Yap1 oxiduje, ¢im sa
meni jeho konformacia (v mieste jadrového exportného
signédlu — NES). Takto pozmeneny protein Yap1 nie je
rozpoznavany exportnym proteinom v jadrovej mem-
brane, ktory teda nedokaze Yap1p vylucit. Kedze iny
transportny protein, ktory prenasa Yap1p do jadra roz-
pozna aj oxidovany Yap1p bez problémov, Yapip sa v
jadre hromadi (Kuge a kol., 1998; Azevedo a kol.,
2007). Cim viac ROS je pritomnych v bunke kvasinky,
tym viac molekul proteinu Yap1 sa oxiduje ateda aj
hromadi v jadre bunky. Nasledne tym viac génov pre
antioxidanty sa prepisuje, ¢im sa vytvori velké mnoz-
stvo antioxidantov, ktoré efektivne detoxifikuju ROS.
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Obr. 2. Reaktivne formy kyslika v bunke kvasinky, ich vzdjomné premeny a mechanizmy detoxifikacie
(Perrone a kol., 2008).
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Obr. 3. Transport regulacného proteinuYap1 medzi jadrom a cytoplazmou pri normalnych a stresovych podmienkach
(u modelovej pekdrenskej kvasinky Saccharomyces cerevisiae).

ZAver

KedzZe antioxidagné obranné mechanizmy kvasiniek su
zodpovedné za ich odolnost vocéi reaktivnym formam
kyslika, vynara sa otazka, ¢i by nebolo mozné vyuzit
tieto poznatky na boj proti patogénnym kvasinkam. Ak
by sme doké&zali navrhnut' inhibitory proteinov zapoje-
nych do mechanizmov obrany kvasinkovych buniek vo i
ROS, teoreticky by sa mohla zvysit u€innost usmrcova-
nia patogénnych kvasiniek pri fagocytéze. Podporenim
nespecifickej imunitnej odpovede by sa mohlo zabranit
Sireniu infekcie v organizme pacienta a urychlit lieCba
mykotického ochorenia.

Abstract

Some yeast species are oportunne pathogens, because they
can cause diseases. Phagocytosis is among the first defence
mechanisms, which are activated in the infected host. Reacti-
ve oxygen species (ROS) produced by immune cells during
phagocytosis are toxic for yeast cells, but some yeast can
overcome their toxic effects. Yeast cell has effective defence
mechanisms consisting of antioxidant enzymes and tiol redox
systems, which detoxificate ROS. The main regulator of adap-
tive oxidative stress response in yeast is Yapl protein, which
activates transcription of antioxidant genes in stress condi-
tions. Collecting information about antioxidant defence sys-
tems in fungal pathogens is an important part of the basic
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research, because inhibitors of these systems could be used
to combat yeast pathogens in the future.
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rubriky

DIDAKTIKA PREDMETU

navrhy na spbsob vykladu uciva,
interpretovanie skusenosti z vyu€ovania,
organizovanie exkurzii, praktickych cviceni
a pod.

ZAUJIMAVOSTI VEDY

odborné vedeckeé ¢lanky, najnovsie vedecké

objavy, nové odborné publikacie a pod.

NOVE UCEBNICE
nové ucebnice z bioldgie, ekoldgie, chémie

INFORMUJEME A PREDSTAVUJEME
rozlicné aktualne informacie z r6znych
podujati v oblasti Skolstva, informacie

z MS SR, z vedeckych institucii, $tudijné
smery, odbory univerzit v SR, vedecké
pracoviska, uplatfiovanie absolventov

NAPISALI STE NAM
namety, otazky Citatelov

OLYMPIADY A MIMOSKOLSKE AKTIVITY
informacie o biologickych a chemickych
olympiadach, podnety na samostatnu

a zaujmovu pracu Ziakov mimo
vyuc€ovacieho procesu

RECENZIE
posudenie novych publikacii z odborov

OSOBNOSTI A VYROCIA
profil osobnosti z chemickych
a biologickych vied, jubilea

NAZORY A POLEMIKY
diskusie z koreSpondencie Citatelov

NAPADY A POSTREHY

rozlicné namety pouzitelné vo vyucovani,
pripomienky k u¢ebniciam, moznosti
pouzivania alternativnych ucebnic, inych
pombcok, demonstrovanie pokusov a pod.

PRECITALI SME ZA VAS
upozornenie na zaujimave clanky, knihy,
weby

Casopis Bioldgia, ekoldgia, chémia vychadza $tvrtroéne
a je bezplatne pristupny na strdnkach http://bech.truni.sk/.

[ [a]

pokyny pre prispievatelov

Prispevky musia byt dodané v elektronickej verzii
na CD alebo mailom na adresu bech@truni.sk

a jedna képia v tlagenej podobe.

Prispevky piste v textovom editore s vystupom
vo formate .rtf, .doc alebo .odt.

Autori na konci prispevku uvedu celé meno, priezvisko
a titul, adresu pracoviska, pracovné zaradenie
a na konci prispevku sa podpiSu.

Vedeckeé Studie a odborné prispevky by mali mat
rozsah 5 az 8 normostran (jedna normostrana
zodpoveda 30 riadkom po 60 znakov vratane medzier).
Prispevky informaéného charakteru by nemali

byt dihSie ako 3 normostrany.

Zoznam literatury je potrebné obmedzit len na najnutnejsi
rozsah a pramene citovat podla normy STN ISO 690.
Privitame dodanie obrazového materialu v dobrej kvalite.
Prispevky su recenzované.

Nevyziadané rukopisy nevraciame.
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