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UVODEM
Vazeni pratelé,

prvnim letoSnim cislem naSeho Bioprospectu jiz
vstupujeme do 31 ro¢niku a rovnéz si pfipominame,
Ze mame za sebou jiz 30 let existence nasi spole¢-
nosti. Doufali jsme, Ze tuto udaélost oslavime organi-
zaci jiz osmého mezinarodniho symposia ,BIOTECH",
které pravidelné organizujeme se 3vycarskymi part-
nery. Kdyz v bfeznu minulého roku znenadéni zadto-
¢ila coronavirovd pandemie a bylo evidentni, Ze sym-
posium nebude mozné v cervnu realizovat, odlozili
jsme jej o rok v nadéji, Ze pandemie COVIDU-19 do té
doby odezni. Bohuzel jsme se velmi mylili. Na zacat-
ku tohoto roku bylo ziejmé, Ze jej mlizeme realizovat
pouze ve virtualni formé. Nase plvodni webové stranky
https://www.biotech2020.cz jsme upravili na aktual-
ni situaci, ti. na konani symposia ve virtualni formé
ve dnech 16. — 18. 6. 2021. Na webovych strankach
naleznete nové informace popisujici postup pfi reali-
zaci symposia timto novym pfistupem. V pfipadé Gcasti
na symposiu vénujte témto novym informacim pozor-
nost.

Prvni onemocnéni zplsobené coronaviry bylo proka-
zano v r. 1930 u kufat, u lidi az kolem r. 1960. Jedna-
lo se o coronaviry (229E, OC43, NL63 a HKU1), které
zplsobovaly 10 — 15 % béznych nachlazeni, zejména
v zimé. V r. 2004 byl u ditéte s bronchitidou v Holand-
sku prokdzan kmen NL63 a v r. 2005 u starsiho pa-
cienta s pneumonii v Hongkongu kmen HKU1, ktery
vSak byl zfejmé rozsifen celosvétove.

V listopadu 2002 se ukézalo, ze ne viechny corona-
viry zpUsobuji pouhd nachlazeni, ale mohou zpUsobit
i smrt. Tento kmen byl oznacen jako SARS-CoV-2 zp(-

sobujici ,severe acute respiratory syndrome”. Genom
tohoto viru byl identifikovan o rok pozdéji kanadskou
narodni mikrobiologickou laboratofi. Tento ,smirti-
ci kmen” vykazuje mnoho podobnosti se sou¢asnym
pandemickym COVIDEM-19. Dalsi coronavirus ozna-
¢eny MERS-CoV (Middle East respiratory syndrom)
se vyskytl v Saudské Arabii, Jizni Koreji a pak opét
v Saudské Arabii, zde byli infikovani lidé, ktefi byli
ve styku s velbloudy.

Vakciny proti SARS-CoV-2 byly pfipraveny véemi moz-
nymi postupy (proti virovému proteinu, mRNA a DNA,
inaktivovanému viru i oslabenému viru). Tyto zkuse-
nosti pak byly vyuzity pfi pfipravé vakciny proti COVI-
DU-19. Piiprava vakcin obvykle trva 10 — 15 let, pfed
pandemii COVIDU-19 se uvadi nejkratsi doba pfipravy
vakciny 4 roky. Pandemie COVIDU-19 propukla v bfez-
nu 2020 a za 9 mésicl byly schvéleny 2 vakciny v USA
(Pfizer/BioNTech and Moderna), v Anglii jeSté Astra-
Zeneca/Oxford. Dale 64 vakcin je v klinickém testovani
a z toho 20 jiz ve tieti fazi.

Masivni prooc¢kovani populace se zda byt tim neju-
¢innéjsim zplsobem, jak pandemii zkrotit. Bohuzel ne-
patfime k zemim, které ockuji tak masivné jako USA,
Anglie ¢i Izrael. Musime proto vénovat zvySenou pozor-
nost opatfenim, které brani Sifeni onemocnéni, coz je
ovsem, mimo jiné, spojeno se zvysovanim zadluzeni
naseho statu. Véfime, Ze tuto tézkou situaci zvladneme
a vratime se brzy ke zpUsobu Zivota, ktery mame radi.
\/Sem Vam piejeme pevné zdravi a tésime se na osobni
setkavani co nejdfive.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova

Errata

V Bioprospect, 2020, vol. 30, no. 2. v ¢lanku Mikroorganismy kontaminujici audiovizualni a fotograficke
pamatky kulturniho dédictvi: izolace a identifikace byl chybné uveden seznam autord.

Spravné je kolektiv autort nésleduijici: Brany3ova, T., Demnerova, K. Durovi¢ M, Stiborova, H.
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ODBORNE CLANKY

PROTEOMIKA JAKO HLAVNI NASTROJ PRI HLEDANI
BIOMARKERU RAKOVINY PANKREATU

Martina Hoskova, Tatiana Smirnova

Ustav biochemie a mikrobiologie, Fakulta potravindfské a biochemické technologie, Vysoka $kola chemicko-

-technologickd v Praze; hoskovam@vscht.cz

Uvod

Rakovina pankreatu je vzhledem ke zvy3ujici se ce-
losvétové incidenci a neklesajici mortalité sedmou nej-
Castéjsi pficinou umrti v souvislosti s onkologickymi
onemocnénimi'. S diagnézou se u pacientl jen zfidka
setkavame v dobé, kdy je stale moznost chirurgické
resekce, ktera je bohuzel vzhledem k velmi invazni
a metastatické povaze karcinomu velmi obtizna. Mezi
hlavni pficiny obtizné diagnostiky fadime pfedevsim
pozdni klinické projevy onemocnéni, kdy musi dojit ke
zniceni vice nez 50 % pankreatické tkané, nezli bude
patrny vliv na traveni?*. Projevy jsou navic nespecifické
a fadime mezi né mimo jiné bolesti bficha a zad a také
ubytek hmotnosti*. Vzhledem k uloZeni pankreatu v du-
tiné bfisni je i pfi samotné diagnostice zna¢né omezena
pfistupnost pro zobrazovaci metody®. DuleZitou roli pfi
vcasné diagnostice maji bezpochyby i biomarkery, které
mohou byt vyuZity jiz pfi screeningu populace, avsak
v pfipadé rakoviny pankreatu tomuto vyuZiti brani mala
specifita jediného rutinné pouzivaného biomarkeru
CA19-98. Z téchto dlivodl se v dobé diagnozy pribliz-
né u 80 % pacientd setkavame s karcinomem a dobou
preziti pouhych 6 mésicd’.

Biologicky marker

Biologickym markerem (biomarkerem) rozumime
charakteristiku, ktera je objektivné méfena a hodnoce-
na jako indikator fyziologickych procest, patologickych
procesu nebo lé¢ebné odpovédi na terapeuticky zasahe.
Na poli onkologie se nejcastéji setkavame s biomarke-
ry, které obvykle nejsou piitomny v krevni plazmé, ale
v pfipadé rakovinného bujeni se zde mohou akumulo-
vat (obr. 1).

Rakovina
pankreatu

Plazma s proteinovymi
biomarkery
uvoliiovanymi
nadorovym bujenim

Biomarkery
uvoliiované
nadorem do

krevniho fecisté

Obr. 1: Biomarkery uvoliiované nadorem do krevniho
feciste.

Této skutecnosti se hojné vyuziva jiz pfi screeningu
i u nesymptomatickych pacientd, a to predevsim pfi vy-
Setfeni rakoviny prostaty (PSA), rakoviny tlustého stieva
(kolonoskopie), rakoviny délozniho ¢ipku (Papdv na-
tér), rakoviny prsu (mamogram). Zavedené a léty ové-
fené screeningové testy nam zddraziiuji vyznamny po-
tencial, ktery biomarkery pfi v¢asné diagnostice, ktera je
v souvislosti s rakovinou pankreatu kli¢ova, bezpochy-
by maji®. Cilem je vyvinout jednoduché a neinvazivni
testy, které umozni v¢asnou detekci, monitoruji pribéh
|é¢by a také moznou regresi a recidivitu onemocnéni®.
Obecné mohou panely kombinujici jediny rutinné po-
uzivany biomarker CA19-9 s jinymi novymi biomarke-
ry pfedstavovat idealni strategii pro zlep3eni citlivosti
a specificity CA19-9 a jejich néasledného vyuZiti pfi véas-
né diagnostice, ktera je v tomto pfipadé klicovou™ .

Proteomika jako hlavni nastroj pfi studiu
biomarkeru

Proteomika se zabyva studiem proteind, predevsim
se zaméfuje na jejich slozZeni, strukturu, funkce, ale také
jejich detekci, identifikaci, méfeni koncentrace a jejich
vzajemné interakce™'. Proteiny, které se za danych
podminek vyskytuji v bunce, jsou vzhledem k dynamic-
kym vlastnostem proteomu odrazem jejiho aktuéalniho
fyziologického stavu™ . Diky tomu bylo mozné v pfipa-
dé rakovinného bujeni identifikovat odlisné exprimova-
né proteiny, které nam mohou slouzit jako biomarkery
a vyznamné pomoci pfi véasné diagnostice a progndze
onemocnéni”. Vzhledem k velkému rozvoji proteo-
mickych technik jsou nové identifikované biomarke-
ry vétSinou pravé proteiny™. Prvnim krokem pfi jejich
studiu je separace komplexnich vzorkd. K nasledné de-
tekci jsou vyuzivany metody hmotnostni spektrometrie.
Poslednim krokem pfi analyze je vzhledem k velkému
mnozstvi takto ziskanych dat vyuziti bioinformacnich
technologii®.

Biologické vzorky vhodné ke studiu
biomarkeru

Soucasné pristupy pfi studiu biomarker za pomoci
proteomického profilovani jsou v pfipadé karcinomu
pankreatu zaloZzeny pfedevsim na rozdilné exprimova-
nych proteinech, a to v séru/plazmé, pankreatické sta-
vé a také pfimo v tkani pankreatu? 2.

Koncentrace exprimovanych proteini je nej-
vyssi v tkani pankreatu a je zde i nejvétsi Sance jejich
Uspésné detekce. Takto detekované biomarkery mohou
byt skvélym voditkem pfi screeningu béziné populace.
Mezi proteiny identifikované v tkani nalézame S100
vapnik vazajici protein A6, anexin A4, cyklofilin A, ka-
tepsin D, galektin-1, peroxiredoxin I. Pankreaticka tkan
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je vsak velmi obtizné dostupna a v pfipadé indikace
histologického vy3etieni se zaroveri jedna o zna¢né ne-
pfijemny zékrok pro samotného pacienta?* %,

Vzhledem k tomu, Ze patologické zmény v organismu
je mozné identifikovat jiZz v proteinovém slozeni séra/
/plazmy a diky relativné snadné a levné dostupnosti
tohoto materialy, je sérum z lékaiského hlediska nej-
bohatSim a nejvhodnéjsim informativnim zdrojem.
Dalsi pfednosti je, ze téméf vsechny buriky komuniku-
ji s krvi @ u mnoha z nich dochéazi pfi poskozeni nebo
smrti k uvolfovani jejich obsahu do krevniho fecisté.
Na zakladé toho bylo identifikovano mnozstvi poten-
cialnich biomarker( rakoviny pankreatu i v séru ¢i
plazmé pacient?. Bylo prokéazéno, ze na zakladé sé-
rové hladiny o-fetézce proteinu vézajiciho se na C4b,
je mozné od sebe odlisit pacienty s rakovinou od pa-
cientd s chronickou pankreatitidou?. Dal$imi identi-
fikovanymi jsou proteiny vazajici inzulinové rlstové
faktory IGFBP2 a IGFBP3, které maji schopnost rozlisit
od sebe pacienty v rané fazi rakovinného bujeni od
zdravych kontrol. Kromé toho je diagnostika pomoci
kombinace CA 19-9, IGFBP2 a IGFBP3 vyznamné ucin-
n&jEis.

Zéroven je tfeba zdUraznit, ze sérum/plazma je zéro-
alnich biomarker(;, a to pfedevsim kvtli obrovskému
koncentra¢nimu rozsahu pfitomnych proteinG. Mala
skupina abundantnich protein(i zde pfitomna brani pfi
identifikaci téch, které jsou zastoupeny jen v malém
mnozstvi?’. Z toho dlvodu se pfed samotnou identifi-
kaci setkdvame s fadou separacnich a deplecnich kro-
kd, které jsou casto ztéZujicim krokem celé analyzy.
Kompromisem mezi tézko pfistupnou tkani, a naopak
bézné dostupnym sérem/plazmou je pankreaticka sta-
va?. VyluCovana je pfimo z pankreatu, a je tedy boha-
tym zdrojem specifickych protein(, a to ve vysoké kon-
centraci. Mezi proteiny identifikované v pankreatické
Stavé se fadi napfiklad lipocalin 22%. Takto identifikova-
né proteinové biomarkery Ize vyuzit pfi screeningu vy-
soce rizikovych pacientG podstupujicich endoskopicka
vySetfeni?'.

Velké mnozstvi takto identifikovanych potencialnich
biomarkerd vsak musi ujit dlouhou cestu s velkym
mnozstvi piekazek, nezli bude mozné jejich vyuziti v kli-
nické praxi?. Jejich ispésna validace je nejen finan¢né
a Casové velmi naroc¢na, ale také je zde zapotiebi tzké
spoluprace mezi vyzkumnymi pracovniky a témi v kli-
nické praxi**>'.

Proteomicka analyza

Hmotnostni spektrometrie spolu se separacni-
mi metodami jsou Ustiednimi metodami proteo-
mickych metod. Béhem poslednich let bylo dosaze-
no obrovského pokroku jak v separacnich technikach
a v pfistrojové technice hmotnostni spektrometrie, tak
v nasledné analyze naméfenych dat pomoci bioinfor-
macnich technologii®2. Tento pokrok umoznil identifi-
kovat a kvantifikovat velké mnozstvi kandidatnich bio-
marker( onkologickych onemocnéni. Cilem je objevit
rozdily v proteinovém sloZeni mezi vzorky ziskanymi od
zdravych pacient( a pacientl s rakovinou, ale také najit

rozdily vzhledem ke stadiu onemocnéni, ve kterém se
pacient pravé nachazi®.

Separace proteinii

Vzhledem ke zna¢né komplexnosti biologickych vzor-
kd je vhodné pfed hmotnostni detekci zavedeni se-
paracnich krokd, ¢imz dochazi ke zlepseni schopnosti
identifikace méné abundantnich protein(, které vsak
maji diagnosticky potencidl®'. Ve skute¢nosti tyto pro-
teiny zajmu tvofi pouze 1 % vsech protein{ pfitomnych
v séru/plazmé?**. Mezi zakladni typy separace patfi elek-
troforetické a chromatografické metody a také deplece
abundantnich protein(3> 3¢.

Elektroforetické metody
Dvourozmérna elektroforéza (2-DE) se jiz od svého

zavedeni v roce 1975 stala jednou z nejbéznéjsich me-
tod pfi separaci a analyze proteini' 3. Béhem 2-DE
dochézi nejdfive v gradientu pH k separaci protein( dle
jejich izoelektrického bodu. Takto separované proteiny
jsou nasledné rozdéleny na zakladé své molekulové
hmotnosti v polyakrylamidovém gelu s pfimési dode-
cylsiranu sodného?® .

Mezi hlavni nevyhody 2-DE patii ¢asova naroc¢nost,
omezeny rozsah detekce, Spatnd reprodukovatelnost
a nizka citlivost, kdy dochézi k identifikaci pouze nej-
hojnéji se vyskytujicich protein(“.

Setkdvame se i s problémy pfi analyze velmi kyselych,
nebo naopak zasaditych protein@®. Navzdory témto
nevyhodém je 2-DE velmi c¢asto metodou prvni vol-
by, a to pfedevsim diky moznosti vizualizace velkého
mnozstvi proteini soucasné. Zaroven je tato metoda
schopna porovnat jejich mnozstvi a izoformy, které jsou
dalezité pfi studiu posttransla¢nich modifikaci, a to
v ramci jednoho gelu®’.

Chromatografické metody

Jako alternativni metoda k separaci proteind, vzhle-
dem k nevyhodam 2-DE, se zacala hojné vyuzivat kapa-
linova chromatografie (LC).

Kapalinova chromatografie poskytuje vysokorychlost-
ni, vysoce citlivé rozdéleni s velmi dobrym rozliSenim
proteind. Analyty jsou nejdfive pfivedeny a zadrieny
na koloné, ze které jsou za pomoci vhodné mobilni
faze postupné eluovany®2. U jednorozmérné kapali-
nové chromatografie se nejcastéji vyuziva separace
pomoci reverzni faze, kterd je zaloZzena na hydrofobni
interakci proteint ze vzorku se stacionarni fazi, ktera je
nepolarni. Eluce se provadi mobilni fazi — gradientem
vody s vodou misitelnym organickym rozpoustédlem,
napfiklad acetonitrilem. Chromatografii s reverzni fazi
Ize také pouzit k zakoncentrovani nebo odsoleni vzor-
kd. V pfipadé dvojrozmérné kapalinové chromatografie
jsou proteiny rozdéleny nejdfive pomoci chromatogra-
fické fokusace a nasledné pomoci reverzni faze. Diky
tomu dochazi ke zvySeni rozsahu proteinové frakciona-
ce, ktera dramaticky zvySuje pocet detekovanych pro-
teind s nizkym vyskytem, umoziiuje detekovat jejich
specifické izoformy a posttransla¢ni modifikace. Je zde
také umoznéno piimé spojeni s hmotnostnim spektro-
metrem?> 44 43,
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Deplece proteinii

Deplece abundantnich proteind, které brani iden-
tifikaci biomarker(, je zaloZena na afinité mezi kon-
krétnim proteinem a jeho ligandem. Pro albumin je
vzhledem k jeho nizsim nakladiim nejcastéji vyuzivano
chlorotriazinové barvivo Cibacron blue?. Dal3i moznost
pfedstavuje pouziti imunoafinitni chromatografie za
pouZziti protilatek anti-HSA, které pomahaji i pfi identi-
fikaci protein( na albumin vazanych®. Afinitni chroma-
tografie se vyuziva i pfi depleci IgG. Jako ligand je zde
vyuzivan imobilizovany protein A nebo protein G* %,
V dnesni dobé jsou komer¢né dostupné deplecni kity
pro soucasné odstranéni albuminu a 1gG*. Pfedpokla-
da se, ze pfi depleci 6 az 12 nejhojnéji zastoupenych
proteint dojde k odstranéni pfiblizné 85 % celkového
obsahu pfitomnych proteind*®. Je vsak nutné zdraz-
nit, Ze i presto, ze deplece mlze pomoci pii identifi-
kaci proteinti s nizkym vyskytem, muze pfi ni dochazet
i k jejich nespecifickému odstranéni v pfipadé jejich
vazby na deple¢ni proteiny®'.

Proteomické pristupy vyuzivané
pii identifikaci proteinii

K identifikaci proteind se nejcastéji vyuZivaji dvé za-
kladni strategie (obr. 2).

kosti pfiblizné 500 —2 000 Da jsou nasledné analyzova-
ny pomoci hmotnostni spektrometrie, a to pfedevsim
matrici asistované laserové desorpce/ionizace (MALDI)
a elektrosprejového ionizétoru (ESI). Identifikace pu-
vodnich proteint probiha diky porovnani hmotnostnich
spekter peptidii s proteomickou databazi. Vzhledem
k obrovskému mnoistvi vzniklych fragmentl je touto
metodou mozné identifikovat jen ¢ast pGvodnich pro-
tein( s pokrytim sekvence v rozmezi 50 — 70 %, coz
znamen4, Ze az polovina proteind zlstava nezndmas
Pocate¢ni fragmentace navic znemoziiuje detekci izo-
forem a posttranskripcnich a posttransla¢nich modifi-
kacis* >4,

Top-down

Pii tomto pfistupu je snaha o eliminaci problémd,
které mohou nastat u pfedchoziho pfistupu. Hlavni roz-
dil spocivé v analyze intaktnich protein(. Proteiny jsou
nejdfive separovany z komplexni smési a nasledné
analyzovany pomoci metod hmotnostni spektrometrie.
V tomto pfipadé je mozné identifikovat posttranslacni
modifikace protein(, které jsou vSak zasadni pfi objas-
néni jejich funkce. Timto pfistupem je také zaruceno
100 % pokryti sekvence. Problémem je vSak Uspésnost
separace intaktnich protein®* 52,
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Vzhledem k obtizné diagnostice
rakoviny pankreatu v raném stadiu
onemocnéni je v tomto pfipadé za-
sadni nalézt vhodny screeningovy
test, ktery by mohl pomoci odhalit
onemocnéni v dobé, kdy je stale
moznd chirurgicka resekce a san-
ce na zachranu pacienta je nejvét-
$i. Jednou z mozinosti mulze byt
nalézt vhodny biomarker (panel
biomarkerd) s vysokou senzitivi-
tou a specifitou jiz v brzkém sta-
diu onemocnéni. Velmi nadéjnym

Intenzita

mz

Obr. 2: Srovnani proteomickych pfistupti bottom-up a top-down.

Bottom-up

V pristupech zdola nahoru jsou purifikované proteiny
nebo smés komplexnich proteind nejdfive podrobeny
proteolytickému stépeni. Takto vzniklé peptidy o veli-
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Souhrn

Hoskova M., Smirnova T: Proteomika jako hlavni nastroj pfi hledani biomarkeri rakoviny pankreatu

Proteomické techniky se v poslednich letech staly tstfednim nastrojem pfi hledani kandidatnich biomarker@ rakoviny pankreatu. Nale-
zeni u¢inného screeningového testu zaloZzeného na biomarkerech je Ustfednim zajmem vyzkumu poslednich let. Biomarkery s vysokou
specifitou a senzitivitou by mohly diagnostikovat rakovinu pankreatu jiz v raném stadiu onemocnéni, kdy je stéle k dispozici chirurgicka
resekce, kterd vyznamné zvySuje 3ance pacienta na piefZiti.

Klicova slova: rakovina pankreatu, biomarker, proteomicka analyza, hmotnostni spektrometrie

Summa

Hoskova rlx., Smirnova T: Proteomics as a major tool in the search for biomarkers of pancreatic cancer

In recent years, proteomic techniques have become the central tool in the search for candidate biomarkers of pancreatic cancer. Finding
an effective biomarker-based screening test has been in focus of research in recent years. Biomarkers with high specificity and sensiti-
vity would be able to diagnose pancreatic cancer at an early stage when surgical resection is still available and that could significantly
increase the patient's chances of survival.

Key words: pancreatic cancer, biomarker, proteomic analysis, mass spectrometry
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OOMYCETY - PATOGENY €I BIOKONTROLNI CINIDLA?

Markéta KuliSova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha; kulisovm@vscht.cz

Uvod

Oomycety tvofi rGznorodou skupinu eukaryotnich
mikroorganismi podobnou houbam, kteréa zahrnuje jak
saprofyty, tak patogeny rostlin, hmyzu, korysd, ryb, ob-
ratlovcl a dalSich mikroorganismu. V soucasnosti nalezi
do fise Chromista, podfise SAR, ktera byla ustanovena
v roce 2007, kam spada infrafiSe Stramenopiles, linie
zahrnujici hnédé fasy a rozsivky, které ztratily plastidy.
Mnozstvi saprofytnich oomycet obyva predevsim vodni
a vlhka padni stanovisté. Tito zastupci maji pozitivni vliv
na kolobéh Zzivin v pfirodé prostfednictvim své klicové
role pfi rozkladu a recyklaci organické hmoty. Patogenni
oomycety zpUsobuji ni¢iva onemocnéni fady hostiteld,
u rostlin je rod Phytophthora povazovan za pravdépo-
dobné vibec nejnic¢ivéjsSiho patogena dvoudéloznych
rostlin’. Na druhou stranu by jejich patogenita mohla
byt vyuzita pfi vyvoji biopreparatl potlacujici infekce
zpUsobené fadou nezadoucich organism.

Charakteristika oomycet

Oomycety maji fadu pozoruhodnych biologickych
vlastnosti, které je odlisuji od dalSich eukaryotnich mi-
kroorganism(, zejména hub. Bunécné stény jsou slo-
Zeny pfevainé z (-1,3-glukanovych polymert a celu-
losy, na rozdil od bunécnych stén hub obsahuji malo
chitinu. Geny chitin syntasy jsou nicméné u oomycet-
nich rodi Siroce rozsifené. Pfi aplikaci inhibitoru chitin
syntasy, polyoxinu D, doslo k vyraznému snizeni rdstu
rodu Saprolegnia, coz naznacuje, Ze chitin je minoritni,
nicméné velmi dileZitou slozkou buné¢né stény oomy-
cet. Oomycety jsou béhem vegetativni mycelidlni faze
diploidni, zatimco houby produkuji pfevazné haploidni
stélky. Buriky oomycet Ize morfologicky odlisit od pra-
vych hub podle jejich mitochondrii a hyf. Mitochondrie
se vyznacuji trubkovitymi kristami na rozdil od zplosté-
lych krist hub a oomycetni hyfy jsou vidy bez sept.
K dal$im vlastnostem patfii vakuoly obsahujici fosfory-
lované B-1,3-mykolaminarinové glukany ¢i vyuziti drahy
a-e-diaminopimelové kyseliny pfi syntéze lysinu'2.

Analyzy sekvenci DNA, jako je mitochondridlni
COX-2, ribozomalni DNA velké podjednotky (LSU rDNA)
¢i malé podjednotky (SSU rDNA) potvrdily, Ze oomycety
patii mimo fiSi hub. Oomycety jsou rozdéleny do dvou
podtiid. Saprolegniomycetidae, oznatovany jako ,vod-
ni formy”, zahrnuji fady Eurychasmales, Leptomitales
a Saprolegniales. Druha podtfida, Peronosporomyceti-
dae, se sklada vétsinou z rostlinnych patogent a skla-
da se z fadd Rhipidiales, Pythiales a Peronosporales.
Existence ranych rodd mofskych parazitl v pfevainé
suchozemskych tadech Saprolegniales a Peronospo-
rales vedla evolu¢ni biology k domnénce o migraci
oomycet na sous a do ptdy. Tento pohyb byl zprostied-
kovan prostiednictvim parazitismu na hlisticich nebo
pfechodem z kolonizovanych mofskych fas v ustich
fek na kofeny nebo vyhonky rané pobfeini vege-
tace®.

Patogenni oomycety

Oomycetni druhy patfi mezi nejproblematicté;jsi sku-
piny organism@ pUsobici onemocnéni celé fady hos-
titeld. Maji jedine¢ny molekulérni proces parazitismu,
ktery se lisi od pravych hub, ale morfologicky se po-
doba standardnimu vldknitému nardstu. Kli¢ uspéchu
patogennich oomycet spociva v jejich schopnosti pfi-
zplsobeni pro piekonani rezistence hostitele. Jednou
z hlavnich pfi¢in uspésného siteni je flexibilni systém
rozmnoZovani. Mohou se rozmnoZovat pohlavné, ne-
pohlavné ¢i prostiednictvim mezidruhové hybridiza-
ce, coz jim umoznuje zisk alelické diverzity a snadné
mnoZeni. Tyto skute¢nosti Gsti v rychly narGst danych
populaci mikroorganismd. Velké populace kompen-
zuji nedostatek sexuélni rekombinace a zvysuji vyskyt
spontannich mutantd s lepsimi vlastnostmi. Sekveno-
vani genomu oomycet poskytlo dalsi néhled na jejich
schopnost pfizplsobeni hostiteldm. Oomycetni geno-
my obsahuji velké mnozstvi gent kédujici efektory viru-
lence, které moduluji procesy spojené s interakci s hos-
titelem. Zminované geny jsou typicky spojeny s rychle
se rozvijejicimi oblastmi genomu, zejména v oblastech
obohacenych o repetice a transpozony, které podporuji
duplikaci genomu, jeho pfeskupovani, zvyseni rychlos-
ti mutageneze a umlcovani gent. Tato organizace ge-
nomd, diferencovand rychle a pomalu se rozvijejicimi
oblastmi, vedla k , dvourychlostnimu” modelu genomu.
Stfidani kompartmentd s fidkym a hustym opakovanim
genl podporuje infekci tim, Ze umoznuje rychlé pie-
konani odporu hostitele patogenem a vyvinuti novych
virulentnich faktord. DalSim zajimavym aspektem ge-
nomu oomycet je jeho variace v ploidii, genom muze
existovat jako triploid nebo polyploid. Ukéazalo se, ze
polyploidie tlumi muta¢ni zmény maskovanim Skodli-
vych alel. Diky tomu se pfedpoklada, ze hraje zédsadni
roli v ispéchu patogenni infekce®.

Oomycetni mikroorganismy jsou odpovédné za né-
které z nejnicivéjsich chorob rostlin a tim vedou k vel-
kym ekonomickym ztrdtdm a vaznému poskozeni eko-
systéma. Nejvyraznéjsimi patogennimi rody rostlin jsou
Phytophthora a Pythium. Phytophthora zahrnuje vice
nez Sedesat druht a vétsina z nich jsou patogeny jed-
nodéloznych i dvoudéloznych rostlin. Nejvyznamnéjsim
druhem je Phytophthora infestans, ktera byla hlavnim
diivodem irského hladomoru s vice nez milionem obé-
ti ve Ctyficatych letech 19. stoleti. Tento mikroorganis-
mus zpUsobuje destruktivni pliseri brambor vyznacujici
se ¢ernohnédymi lézemi na listech a stoncich. Kromé
poniceni ¢asti rostlin maze Phytophthora infestans infi-
kovat hlizy, coz usnadriuje migraci patogenu prostied-
nictvim mezinarodniho prodeje hliz*. Pdni rody Phy-
tophthora a Pythium dale plsobi hnédou hnilobu
citrust a kakaovych bob, kofenovou hnilobu lusténin,
plesnivéni sazenic sdji, rajcat, okurek a dalSich. Phy-
tophthora gallica, Pythium indigoferae a Pythium irre-
gulare napadaji také stromy, zejména duby a jabloné®.
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Oomycety plsobi také infekci fady zvifat — savci
(Lagenidium, Pythium), ¢lenovcl (Lagenidium), hlistic
(Myzocytiopsis, Myzocytium, Haptoglossa), ryb (Achlya,
Saprolegnia, Pythium), krabl, humrd a krevet (Hali-
phthorus, Halodaphnea), ptaka (Pythium insidiosum)
a dalsich. Schopnost oomycet plsobit onemocnéni
riznych obratlovc mize spocivat v jejich spole¢ném
souziti po miliony let. A¢koliv se u oomycet vyvinulo
hned nékolik virulentnich faktord majicich vliv na sav-
ce, samotna destruktivni povaha onemocnéni nazna-
Cuje, Ze jsou nedokonalymi parazity a stale se vyvijeji.
Oomycetam chybi v cytoplazmatické membréané ergos-
terol, tudiz jsou rezistentni vici vétsiné antifungélnich
preparatd zaméfenych touto cestou. To skytd vyzvu
pro lékare a veterinafe, protoZe pythidza i lagenidioza
jsou Zivot ohrozujici infekce u viech druhd. Pythidza
je onemocnéni zptsobené mikroorganismem Pythium
insidiosum. \lyskytla se u zjevné zdravych savcd, véetné
kocek, pst, koni, ovci, velbloudd, kockovitych Selem,
medvéd a lidi. Pythiozou byla postizena také fada pta-
kd. Dosud bylo Pythium insidiosum zaznamenano jako
jediny druh odpovédny za vznik této choroby. Nicméné
se jiz objevily ptipady, kdy bylo také Pythium aphani-
dermatum, typicky rostlinny patogen, izolovéano z lidské
tkané. Kromé toho mikroorganismus izolovany v Africe
ze psa s kozni pythidzou vykazoval odlisny fylogenetic-
ky vzorec nez Pythium insidiosum. Tato zjisténi nazna-
Cuji, Zze v ptipadech pythidzy u savc muze byt zapojen
vice nez jeden druh jako ptvodce choroby®. Klinické
projevy onemocnéni zavisi na postizené oblasti hosti-
telského organismu. U lidi se Pythium insidiosum vy-
skytuje u povrchovych infekci (keratitida) a dale maze
pusobit subkutanni, kutanni a arterialni pythidzu. Zvita-
ta jsou postizena zejména subkutanni a stfevni formou.
V pfipadé této choroby se potvrdila netcinnost antifun-
galnich Iékd na oomycetni onemocnéni. Lé¢bou prvni
volby byl po dlouhou dobu chirurgicky zasah nasledo-
vany terapii jodidy. Vysoka mira recidivy u chirurgicky
osetfenych pacientl a toxické vedlejsi ucinky jodid
jsou vsak vyraznymi omezenimi této lé¢by’. V roce 1981
byl zaznamenan posun v technologii terapie. Bilkovin-
né imunogeny extrahované z in vitro kultur Pythium
insidiosum byly schopné lécit nékteré pfipady koriské
pythiozy vyznacujici se kozni infekci. Pozdéji byly tyto
vysledky potvrzeny dalSimi GspéSnymi pokusy lécby
touto cestou a terapie byla rozsifena na injekéni poda-
ni imunogent hostiteldim s kozni a arterialni pythiézou.
Zda se, ze imunoterapie na zékladé podani imunoge-
nd Pythium insidiosum infikovanému hostiteli funguje
jinym zplsobem nez béhem pfirozené infekce. Vizhle-
dem k |é¢ebné mife imunoterapie u lidi a pst pfiblizné
55 % a u koni a skotu 70 — 80 %, je v soucasné dobé
zavedena kombinace chirurgického zakroku, antimyko-
tik (terbinafin) a imunoterapie®.

Biokontrola hlistic

Hlistice (Nematoda) napadaji celou fadu zvifat a rost-
lin, u kterych plsobi zévazna onemocnéni. Mezi vyrazné
zéastupce infikujici ¢lovéka patii roup détsky (Enterobius
vermicularis), Skrkavka détska (Ascaris lumbricoides),
svalovec stoceny (Trichinella spiralis), vlasovec o¢ni

(Loa loa) a dalsi. Vyznamné ztraty v zemédélstvi zpa-
sobuje hadatko fepné (Heterodera schachtii) a pSenic-
né (Anguina tritici)®. Zastupci rodu Myzocytiopsis patfi
mezi prvni popsané parazity hlistic. Obecné vykazuji
velké rozdily v typech spor a metodach infekce. Myzo-
cytiopsis vermicola je jednim ze ti druh(, které produ-
kuji dvoubicikaté zoospory, po jejichZ encystaci se vyviji
sled apikélnich adhezivnich pupent. Tyto cystospory
pfilnou ke kutikule hlistice a zahaji novou infekci. Dalsi
druhy s adhezivnimi sporami jsou Myzocytiopsis humi-
cola a Myzocytiopsis glutinospora. Myzocytiopsis glu-
tinospora je morfologicky srovnatelna s Myzocytiopsis
vermicola, ale vyznacuje se pyriformnimi zoosporami,
které jsou uvolfovany bez pfitomnosti zadriovaciho
vacku. Myzocytiopsis humicola, méa hladké oospo-
ry a pyriformni zoospory. Myzocytiopsis subuliformis
také produkuje adhezivni infek¢ni spory, ale neni u néj
popséno Zadné pohyblivé stadium, vytvafi podlouhlé
zUzené aplanospory™. Pfibuzny rod Haptoglossa zahr-
nuje obligdtné endoparazitické oomycety, které infikuji
hlistice a viiniky. Druhy tohoto rodu jsou pozoruhod-
né diky své infekéni metodé takzvané ,gun cell”. Tento
utvar (Obr. 1), pfipominajici sttedovéké délo, obsahuje
propracovany tubularni systém, ktery funguje na bazi
stiikacky. Komora s rozsifenou sténou obsahuje jehlo-
vity utvar obklopeny nékolika prekryvajicimi se kuzely,
které udrzuji jehlu na misté. Spora se udrzuje pod tla-
kem velkou bazalni vakuolou. Ve chvili, kdy je komora
stimulovéna ke stielbé dotykem hlistice, projektil znici
hostitelskou kutikulu, nebunéc¢nou vrstvu pokryvajici
povrch téla Zivocichd, a vystreli prstovité trubice pfi-
mo na cilovou cytoplazmu. Buné¢na protoplazma poté
proudi na konec trubice, ktera se rozsifuje a vytvafi
ovalné sporidium uvniti hostitele. Blizsi prozkoumani
vrchol@ téchto ,gun cells” ukazuje obecnou pfitom-
nost komplexniho penetracniho zafizeni u celého rodu
Haptoglossa, ale jednotlivé druhy se vyznacuji charak-
teristickym uspofadanim kuzel(i obklopujici jehlu. Cely
proces je velmi rychly a trvd méné nez jednu sekundu.
Tento mechanismus neslouZi pro zniceni kutikuly hlistic
a naslednou invazi a degradaci oomycetami, ale spise
slouZi jako komplexni vstupni zafizeni pro vstup rodu
Haptoglossa do jejich hostiteld. ,Gun cell” je pasivnim
Gtvarem. Pokud je zraly, lezi na substratu a je pfipraven
reagovat na konkrétni podnét ve formé dotyku plujici
hlistice. Ackoli u nékterych druhli (Haptoglossa mira-
bilis) mGze byt vystiel vyvolan tlakem, u jinych druhd
(Haptoglossa dickii) vystiel viibec nereaguje na umélé
podnéty’om.

Obr. 1: Specialni utocné zafizeni oomycetniho rodu
Haptoglossa (Soares a kol., 2018, upraveno)
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Biokontrola komarii

Komafi patii mezi jedny z lékaisky nejvyznamnéjsich
vektorl pfendsejicich parazity a patogeny, které maji
ni¢civé dopady na zdravi ¢lovéka. Onemocnéni jako
horecka dengue, japonska encefalitida, Zluta zimnice,
malarie a chikungunya jsou Sifena prostfednictvim sa-
motnych komard. Kromé osobni ochrany a edukace
skytu nemoci pfenasenych timto hmyzem vymyceni
a kontrola komafich vektord. Syntetické larvicidy jsou
v této otdzce bezpochyby Gcinné, ale byly vyfazeny kvi-
li Skodlivym GéinkGim na ekosystém a necilené orga-
nismy. Metody biologické kontroly poskytuji alternativy
k chemickym pfipravkd@im, avSak kromé problému s re-
zistenci vyvstaly obavy ohledné bezpecnosti pro Zivotni
prostiedi a dlouhodobych G¢inkG béziné pouzivanych
biologickych kontrolnich ¢inidel jako Bacillus thuringi-
ensis israelensis (Bti) na necilené organismy'>". Jednim
z moznych fedeni je vyuZiti druhu Lagenidium gigante-
um, fakultativniho parazita komard. Tato oomyceta byla
popséna jiZ v roce 1935 v Severni Karoliné v USA. Ze-
mépisné rozsifeni druhu je Siroké — Severni Amerika,
Evropa, Afrika, Asie, dokonce i Antarktida. ZpGsobuje
vysokou Umrtnost populaci komard rodd Culex, Man-
soria a Anopheles jak pfi laboratornich experimentech,
tak v malych i velkych terénnich studiich. Suh a Axte-
Il zjistili maximalni virulenci Lagenidium giganteum
vlci Culex quinquefasciatus pfi koncentracich vyssich
nez 150 zoospor/ml vody, kterd méla teplotu mezi 20
a 30 °C. Preziti zoospor, zjisténé jako larvalni mortalita
komar(, bylo nejvyssi pfi 25 °C. Pfi poklesu teploty na
19 °C se snizila imrtnost larev na méné nez 20 % a pfi
17 °C nedoslo jiz k zadné infekci™. Golkar a kol. studo-
vali tuto variabilitu citlivosti mezi riznymi rody Culex
a Anopheles ve vztahu k encystaci zoospor a obrannym
reakcim hostitele. U Anopheles gambiae, i pies pfipo-
jeni vétsiho mnozstvi zoospor na kutikulu nez je v pfi-
rodé béiné, rychla a intenzivni obranna reakce Uspésné
ochrénila 56 % exponovanych vzork( pfed smrti. Tato
imunitni odpovéd byla mnohem rychlejsi nez u Aedes
aegypti a Culex pipens. Ackoli ve srovnani s poctem
zoospor prichycenych na kutikulu Anopheles gam-
biae prochazi kutikulou Aedes aegypti a Culex pipens
zoospor velmi malo, pfiblizné 99 % obou druhi pod-
lehne infekci Lagenidium giganteum™. Dalsi studie,
zaméfujici se na mortalitu larev v souvislosti s jejich
stafim, ukazaly 100% umrtnost velmi mladych larev.
Vlysoka mortalita se vyskytla u larev starych 1 — 2 dny,
stfedni mortalita u larev starych 3 dny a u starsich byla
mortalita nizka. Klesajici Gmrtnost se stafim larvy méze
souviset s neschopnosti zoospor Lagenidium gigante-
um rozpoznat pozdni instary (jednotlivé faze mezi svlé-
kanim kutikuly) jinak vnimavych druhd komarar.

Jako fakultativni parazit mlze Lagenidium gigan-
teum vegetativné rdst jak patogennim zplsobem na
larvach komar(, tak saprofyticky ve vodnim prostiedi.
UdrZovani této oomycety in vivo je velmi naro¢né, takze
se vyuziva pouze zfidka. BéZna je kultivace in vitro s vy-
uzitim definovanych i komplexnich médii. Pro kultivaci
v malém méfitku se pouZivaji pevnd média, kultivace
ve velkém méfitku (10 — 1000 1) probiha v kapalnych
kulturach na bazi kvasni¢nych extrakt(.

e
vegetativni D
cyklus

Obr. 2: Zivotni cyklus Lagenidium giganteum. Pohyblivé
zoospory (A) adheruji a prochazi kutikulou (B) larvy komara.
Hyfy rostou (C), tvofi septa (D) a nasledné sporangia (E).
Jsou tvoreny vezikuly se zoosporami (F) (nepohlavni cyklus)
nebo oosporami (G) (pohlavni cyklus) (Scholte a kol., 2004,
upraveno)

Reprodukce Lagenidium giganteum je jak nepohlav-
ni (zoospory), tak pohlavni (oospory) (Obr. 2). Pro in-
fekci larev komara jsou lepsi vytvofené zoospory, i kdyz
jejich pouziti skyta fadu uskali. Dvoubicikaté zoospory
nemaji bunéc¢nou sténu, a tudiz jsou velmi kiehké, aby
mohly byt pfimo vyuzZitelné pro hubeni komarG. Dalsi
nevyhodou je velmi kratka trvanlivost, zoospory prezi-
vaji pouze 48 hodin po vyjmuti z infikované larvy. Mezi
dalsi problémy patfi potieba udrzovat mycelium zcela
hydratované ¢i jeho nachylnost k pfemnozeni konta-
minujicich mikroorganism a nedostatek stability
za extrémnich teplot. K prekonani téchto problému
byla vyzkousena fada metod, jednou z nich bylo za-
pouzdieni oomycety do nékolika typd kapsli z alginatu
vapenatého. Tento postup vedl ke snizeni infek¢nosti
vGci larvdm komard a lepsim podminkam pfi sklado-
vani, manipulaci a aplikaci. Tvorba mycelia Lagenidium
giganteum v granulich alginatu vépenatého zlepsila
trvanlivost, ale Gcinnost proti larvdm komarl klesla
0 30 - 40 % po 57 dnech skladovéni. VyuZiti granulatu
skyta vyzvu spojenou se Spatnou toleranci Lagenidium
giganteum k vysychani. Tento mikroorganismus je vel-
mi citlivy na obsah vody ve svém rstovém prostiedi.
Citlivost na suseni a nestabilni skladovani ve vodnych
suspenzich vedla k vyzkumu dalSich alternativ zpraco-
vani. Jednou z nich je invertni (voda-olej) emulzni for-
mulace. Hlavni vyhoda tohoto druhu emulze spociva
v zachyceni vody olejem kolem organismu a zpomaleni
odparovani vody. To je zvlasté vyhodné pro organismy
citlivé k vysuseni. V pfipadé Lagenidium giganteum,
emulze voda-olej zna¢né prodloutzila trvanlivost skla-
dovaéni pii pokojové teploté. Olej od sebe oddéluje ka-
picky vodné faze, coz navic brani prenosu biologickych
kontaminant( mezi kapkami vody. Pfi testovani emulze
voda-olej zahusténé nanocasticemi oxidu kiemicitého
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bylo zaznamenéno jesté vyssi prodlouzeni trvanlivosti
skladovani nez pfi formulaci v podobé granulatu, vodné
suspenze a nezahusténé emulze voda-olej. Po 12 tyd-
nech skladovéni byla u emulznich formulaci obsahuji-
cich oxid kiemicity s pocatec¢ni hustotou bunék 3900
CFU/mg pozorovana infekce vy3si nez 95 %. ZvySeni
pocétec¢ni hustoty bunék muze déle prodlouZzit trvanli-
vost zahusténych emulzi voda-olej™ .

Jako inokulum Ize také vyuzit oospory, pohlavni sta-
dium Lagenidium giganteum. Oospory jsou dormantni
propagule stabilni po dobu nejméné sedmi let, které
jsou odolné viici vysychani a mechanickému odéru. Bo-
huzel vynosy masové produkce oospor z{stavaji fado-
vé nizsi nez u méné stabilniho nepohlavniho mycelia
a také se vyskytuji problémy s aktivaci spor, které zabra-
nily rozsadhlému polnimu testovani. Dalsim negativem
vyuziti oospor pro kontrolu komar( je jejich pomalé
kliceni, které muze trvat az 30 dni, coz je ve vétsiné pfi-
padd mnohem déle nez cely zivotni cyklus komard's".

Prvni komer¢né dostupny produkt na bazi mycelia
Lagenidium giganteum byl prodavany pod znackou
Laginex do roku 1999, kdy byl stdhnut na zadost vyrob-
ce. Byl zvlasté Gcinny vici rodu Culex, druh poutzitych
spor v pfipravku nebyl zminén. Vyuziti tohoto produk-
tu bylo kompatibilni s bakteridlnimi latkami Bti a Ba-
cillus sphaericus pfi uZiti vici Culex quinquefasciatus.
Lagenidium giganteum ma oproti Bti vyhodu v tom, Ze
je schopen recyklace ve stojaté vodé a infekce dalSich
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Laginex 25 s pfipravkem Vectobac-12AS (Bti), sniZzoval
Laginex pocet larev Culex quinquefasciatus o 100 %
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suchu. Polni pokus ve velké méfitku na kalifornskych
ryzovych polich vyuzivajici mycelium pochézejici z 20
nebo 30 litrG kultiva¢niho média na hektar vyustil
v 40 — 90 % infekci larev Culex tarsalis a Anopheles
freeborni'®.
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Myzocytiopsis, Myzocitium a Haptoglossa na hlisticich
by mohl mit v budoucnu vyuziti v prostiedcich napo-
mahajicich 1é¢bé infekci vzniklych touto pocetnou
skupinou organism0. Biokontrola komarQ je primarné
zprostiedkovana prostiednictvim Lagenidium gigante-
um. Tento zastupce ma jakozto fakultativni parazit ko-
mara slibny potencial vyuziti pfi vyvoji novych biopre-
parat(, které by byly Setrnéjsi k Zivotnimu prostiedi.
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Oomycety jsou eukaryotni mikroorganismy nélezici mezi Chromista, z nichz mnohé patfi mezi vysoce nicivé rostlinné a Zivocisné patoge-
ny. Sdileji fadu morfologickych znakd s houbami, ale maji jedine¢né odlisné vlastnosti, které tuto skupinu definuji. Patogenita oomycet
je zajisténa produkci spor, jejich vyvojem a naslednym sifenim. Tohoto mechanismu oomycety vyuzivaji i v pozitivnim slova smyslu pfi
destrukci hlistic a komara. Hlistice jsou plvodci fady onemocnéni lidské populace a jejich vyskyt se negativné podili na ztratach vynost
hospodaiskych plodin. Koméfi figuruji ve vzniku chorob jako vyznamni pfenaseci parazitd a patogend. Vyskyt obou téchto skupin Zivo-
¢ichd je mozné potla¢it pomoci oomycetnich druhd, které by mohly slouzit jako G¢inna latka biopreparata.

Klicova slova: oomycety, patogeny, biokontrola, hlistice, komafi, biopreparaty

Summary

KuliSova M.: Oomycetes - pathogens or biocontrol agents?

Oomycetes are eukaryotic microorganisms belonging to Chromista kingdom, many of them are highly destructive plant and animal
pathogens. They share a number of morphological features with fungi but have unique distinct characteristics that define this group. The
pathogenicity of oomycetes is provided by the production of spores, their development and subsequent dissemination. Oomycetes use
this mechanism also in a beneficial way of destruction of nematodes and mosquitos. Nematodes are cause of many diseases in human
population and their occurrence negatively participates in loss of crop yields. Mosquitos are one of the most medically important vectors
transmitting parasites and pathogens. The presence of both of these groups can be supressed by oomycete species, which could serve
as the active ingredient of biologic products.

Keywords: oomycetes, pathogens, biocontrol, nematodes, mosquitos, biological products

Rocnik 31 9 Bioprospect ¢. 1/2021



ZELENE BIOTECHNOLOGIE PRO PRiIPRAVU

NANOCASTIC KOVU

Anna Miskovska ;
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha, miskovsa@vscht.cz

Uvod

Nanocastice povazujeme za zéakladni stavebni ka-
meny nanotechnologie, jedine¢né technologie schop-
né vyrabét a kontrolovat prvky na molekularni Grovni.
Tyto zajimavé materialy s rozmérem v fadu nanometrd,
jedné miliardtiny metru, si pro své neobvyklé vlastnosti
ziskaly pozornost védecké i komer¢ni sféry. Je pro né
totiz charakteristické odlisné chovani oproti vétsim cel-
kdim téhoz materialu, které je dano praveé jejich malym
rozmérem. Vlysledkem jsou unikéatni chemické, biolo-
gické a fyzikalni vlastnosti (napf. magnetické, optické,
antimikrobialni). Navic jsme schopni tyto vlastnosti do
jisté miry ménit manipulaci s parametry jako jsou ve-
likost, tvar nebo sloZeni nanocastic'. Jedine¢né vlast-
nosti predurcuji nanocastice kovli pro mnoho aplikaci
a v soucasné dobé se s nimi mGzeme setkat napfiklad
v textilnim prdmyslu, potravinéistvi, kosmetice nebo
elektronice* .

JelikoZ zajem o nanocastice kovl v poslednich dese-
tiletich markantné vzrostl, je ddleZity racionalni vybér
metod pro jejich vyrobu ve vétsim méfitku. Proto se
v poslednich letech stavaji velmi popularni metody
biotechnologické, vyuzivajici princip

kych metod (napf. sol-gel procesy, chemickd depo-
zice z plynné faze a dalsi). Vychozimi latkami v pfipa-
dé bottom-up metod jsou stl kovu (napi. AgNO; nebo
HAuCl, pro syntézu nanocastic stfibra, respektive zla-
ta) a redukeni Cinidlo (napf. borohydrét, citrat). Pouziti
chemickych metod déle vyzaduje pfidavani stabilizac-
nich latek. Tento krok neni v pfipadé zelené syntézy
nutny, nebot pfirodni latky plsobi zaroven jako re-
duk¢ni i stabiliza¢ni agens?. Opakem bottom-up metod
jsou pfistupy nazyvané top-down (¢esky shora dold),
mezi které spadaji fyzikalni metody pfipravy nanocastic
(Obr. 1). Vstupnim materidlem pro top-down metody
je vétsi cast pevného materialu, u kterého postupné
dochazi k redukci velikosti az na pozadovany objem
Castice (napfiklad mletim, tepelnou dekompozici, lase-
rovou ablaci nebo chemickym leptanim)’.

Vyuzitim zelenych biotechnologii pro primyslovou vy-
robu nanocastic by byla zavedena 3etrna a udrzitelna
alternativa dosavadnich metod, a proto je tato oblast
intenzivné zkoumana védci z celého svéta. To, jak za-
jem o zelené nanobiotechnologie v poslednim deseti-
leti prudce vzrostl, je mozné si prohlédnout na obrazku 2.

tzv. zelené chemie, které pro synté-
zu nanocastic kovd vyuZivaji pfirodni
suroviny. Zelend syntéza ¢i tzv. bio-
syntéza nanodastic patfi mezi po-
mérné inovativni pfistupy, které
predstavuji slibnou budouci alter-
nativu tradi¢nich postupl pfipravy
nanocastic — fyzikalnich a chemic-
kych, jejichz pouzivani je v mno-
ha ohledech nevyhodné. Fyzikalni |

B,

pevny material

Top-down metody

ﬁﬁ . S °oe
o
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Bottom-up metody

metody jsou nechvalné znamé tim,
zZe pracuji za vysoké teploty a tlaku,
coz vede k vysoké spotiebé energie
a vysokym nakladdim. ObvyklejSim
postupem pfipravy nanodastic jsou
v soucasné dobé metody chemické,

o mechanické mleti
leptani o laserova pyrolyza

o laserova ablace
kondenzace
termolyza

o sol-gel metody
o chemicka redukce kovovych solf

o redukce kovovych soll ozafenim
o biologické (zelené) metody

které jsou ve srovnani s fyzikalnimi
levnéjsi. Avsak i ony maji velkou ne-
vyhodu, kterou je pouzivani toxickych
latek, které Skodi zivotnimu prostredi
a lidskému zdravi* *. Naproti tomu zelené technologie
jsou prételské k Zivotnimu prostiedi, vyzaduji ke svému
uskute¢néni nizsi naklady, a navic mivaji vznikajici nano-
Castice lepsi nékteré klicové vlastnosti jako jsou stabilita
a biokompatibilita®. Mezi dalsi vyhody biologickych me-
tod syntézy nanocastic patii jednoduchost, jelikoz se ob-
vykle jedna o jednokrokovou syntézu, ktera nevyzaduje
zménu teploty ani tlaku oproti normélnim hodnotam*.
Biosyntetizované nanocastice mohou mit mnoho riiz-
nych aplikaci jako jsou napfiklad cilené dorucovani léciv,
¢isténi odpadnich vod, biosenzory ¢i antimikrobialni
latky®.

Veskeré biologické metody syntézy nanocastic pat-
fi mezi tzv. bottom-up (¢esky zdola nahoru) pfistupy,
pii kterych dochéazi ke vzniku nanocastic shromazdo-
vanim atomad, molekul ¢i shlukd kovu do vétsich celkd
(1 = 100 nm). Dale sem fadime také vétsinu chemic-

nanocastice.

Obr. 1: Rozdéleni metod syntézy nanocastic kovii na zakladé principu vzniku

Zelené nanobiotechnologie

Technologické provedeni syntézy nanocastic kovl po-
moci zelenych metod je riizné v zavislosti na vybraném
typu biologického cinitele. Zelenad syntéza nanocastic
kovd maze byt uskute¢iiovana pomoci rozmanité skaly
pfirodnich surovin. Mezi biomateridly pouzivané k ze-
lené syntéze nanocastic kovl patii rostliny, fasy, plisné,
kvasinky, bakterie a viry, které mohou byt pouzity ve
formé celych organismu nebo jejich metabolitti®. Mezi
Casto volené materialy patfi rostliny a rostlinné extrak-
ty2. Pro biosyntézu vsak byla pouZita cela fada dalSich
zdrojt jako jsou bezbunécna rlistova média, bezbunéc-
né vodné extrakty mikroorganismi ¢i jednotlivé izolo-
vané biomolekuly jako jsou vitaminy, pigmenty nebo
enzymy®.

V soucasné dobé existuje na téma zelenych nanobio-
technologii mnoho odbornych studii a snaha o naleze-
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Obr. 2: Pocet publikaci v indexovanych casopisech
obsahujicich klicova slova ,biogenic nanoparticles,
biomolecules, funghi, bacteria and algae-derived na-
noparticles” (Cesky preklad: biogenni nanocastice, na-
nocastice pfipravené pomoci biomolekul, mikromycet,
bakterii, fas) nalezena v nazvu, abstraktu a kli¢ovych slovech
¢lankd publikovanych v letech 2010 az 2019. (upravené podle
Rana, et al. 2020)

ni ,idedlniho” postupu pfipravy roste. V nasledujicich
kapitolach budou popsani hlavni biocinitelé uzivani pro
pfipravu nanocastic kovli a postup jakym je biosyntézy
pomoci jednotlivych z nich dosazeno.

loté a odehrava se v fadech nékolika minut'. Vznikajici
nanocastice lze snadno detekovat vizuelné vyraznou
zménou barvy reakéni smési. MnoZstvi a morfologie
(tvar, distribuce velikosti) vznikajicich nanocastic jsou
znacné ovlivnény reakénimi podminkami. Majoritni vliv
ma zdroj, ze kterého je pfipravovan extrakt. Jednotlivé
rostlinné extrakty se totiz mohou vyznamné lisit v ob-
sahu a kombinaci reduk¢nich a stabiliza¢nich biomo-
lekul™. Dale také ovliviiuji mnozZstvi a charakteristiku
nanocastic zvoleny pomér koncentraci vychozich latek
(rostlinny extrakt : roztok kovové soli), teplota, reakéni
doba a hodnota pH reakce'. Experimentalné byla pro-
vedena Uspésnd syntéza nanocastic pomoci extraktl
z mnoha rostlin a jejich ¢asti, patfi mezi né napfiklad
znamé rostliny jako jsou Camellia sinensis (¢ajovnik
¢insky), Aloe vera (aloe prava), Vitis vinifera (réva vin-
nd) ¢i Allium sativum (¢esnek sety)'.

Dal3i z mozZnosti je zelend syntéza za pouZiti celych Zi-
jicich rostlin, nékdy nazyvanych jako ,biotovarny”. Diky
schopnosti biosorpce, akumulace a redukce iontd kova
jsou rostliny pouzivany v mnoha aplikacich jako jsou
napfiklad fytoremediace (pfedevsim zbavovani pady
kontaminant( jako jsou olovo, kadmium, nikl a dal-
$i). Pravé podrobné zkoumani rostlinné bioakumulace
kovi vedlo k odhaleni faktu, ze kovy nékdy byvaji rost-
linnou biomasou ukladény v podobé nanocastic®. V ta-
kovych pfipadech hovofime o intracelularni biosyntéze
nanocastic. Abychom dosahli tohoto typu syntézy, je
zapotiebi obohatit Zivnou pldu rostliny o rozpustnou

Biosyntéza nanocastic
pomaoci rostlin a rostlinnych
extraktu

Pouziti rostlin pro syntézu nano-
¢astic kovh patfi mezi velmi nadéjné E
sméry zelenych nanobiotechnologii.
Obecné muze byt biosyntéza nano-
Castic zprostiedkovana pomoci celé
zijici rostliny (in vivo) nebo rostlinné-
ho extraktu (ex vivo).

Pouziti rostlinnych extraktl je mi-
mofadné praktické feSeni, které
byva casto upfednostiiovano z du-
vodu jednoduchosti procesu, krat-
kého casu reakce a vysoké ucinnos-

’

A <~

koloidni roztok obsahujici
nanocastice

suseni

(& & &)

extrakce

6 .
ik drt, prasek g

redukce velikosti
napf. drceni

biosyntéza filtrace

Y
L B4

roztok kovové extrakt

soli

ti. Schopnost rostlinnych extraktd
redukovat ionty kovl a stabilizovat
vznikajici nanocastice je zapfi¢inéna
pfitomnosti velkého mnozstvi rozli¢nych aktivnich me-
tabolitt (napf. fenold, karboxylovych kyselin, aldehydd,
amidd, proteind a dalSich). Pro jejich extrakci mohou
byt pouzZity prakticky veSkeré casti rostlin véetné se-
men, kofend, kvétl nebo plodi™. Velmi perspektivnim
smérem je pfiprava extraktu z agroodpadt jako jsou
napfiklad slupky, skofapky nebo kokosova vldkna, které
vznikaji pfi masovém zpracovavani riiznych &asti rostlin
a mnohdy nemaji zadna dalsi uplatnénié. Technologie
pfipravy extraktu s obsahem aktivnich molekul schop-
nych katalyzovat syntézu nanocastic je jednoducha
a zahrnuje extrakci namletych, ususenych (v nékterych
pfipadech pfedem omytych) ¢asti rostlin do vhodného
polarniho nebo nepolarniho rozpoustédla — nejcastéji
horké vody nebo vodou fedéného roztoku ethanolu/
methanolu (Obr. 3)".

Samotna reakce probiha smichanim rostlinného ex-
traktu s vodnym roztokem kovové soli pfi pokojové tep-

Obr. 3: Obvykly postup pfipravy rostlinného extraktu a nasledné biosyntézy
nanocastic kovil.

formu danych kovovych iont('. Pfestoze se samotné
provedeni nezdé nijak obtizné je preferovana syntéza
pomoci rostlinnych extraktt, kde odpadaji obtizné do-
konc¢ovaci (tzv. down-stream) procesy nutné k izolaci
nanocastic z rostlinnych pletiv> °. Jinou z moZnosti je
extracelularni syntéza nanocastic pomoci Zijicich rost-
lin. Tento postup neni zdaleka tolik prozkouman, avsak
bylo zjisténo, Ze kofenové exudaty (enzymy, fenoly,
polysacharidy a dalsi), jez jsou rostlinou produkovany
do jejiho okoli, jsou schopné redukce kovovych iontd
za vzniku nanocaéstic. Poprvé tento postup publikovali
Raju s kolegy”, ktefi vlozili sazenice podzemnice olej-
né do roztoku obsahujiciho ionty zlata (Au*) a synte-
tizovali tak zlaté nanocastice o Uzké distribuci velikosti
4 — 9 nm. Ve studii vznikaly rovnéz intracelularni nano-
Castice zlata, které byly rostlinou akumulovany majorit-
né v kofenovém systému. Po dalsSim vyzkumu by pou-
ziti Zijicich rostlin pro extracelularni biosyntézu mohlo
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predstavovat dalsi z variant nendkladné, udrzitelné, jed-
noduché a 3etrné piipravy nanocastic, které by mohly
byt vyuZivany napfiklad jako antibakterialni ¢inidla pro
boj s rostlinnymi patogeny® .

Mezi Zijici rostliny, které byly pouzity pro uspésnou
syntézu nanocastic kovl patfi napiiklad Medicago sati-
va (tolice vojtéska), Vigna radiata (mungo fazole), Ara-
chis hypogaea (podzemnice olejnd), Brassica juncea
(brukev olejnd) nebo Phaseolus vulgaris (fazol obec-

ny)s e,

Biosyntéza nanocastic
pomoci mikroorganismii

Schopnost mikroorganismd  vyluCovat obrovské
mnozstvi reduktas z nich déla idealni volbu pro pro-
dukci nanocastic specifické velikosti a tvaru. Navic roz-
manitost mikrobialni fiSe, co do po¢tu moznych pro-
ducentli, nam davd moznost syntetizovat nanocastice
riznorodych vlastnosti®. Mikroorganismy syntetizuji
nanocastice ze dvou nami poznanych dvodd. Prvnim
a CastéjSim z nich je ochrana pted toxickym ptsobenim
iontl tézkych kov(, které inhibuji funkci metaloenzymi
a iniciuji vznik reaktivnich kyslikovych ¢astic. Existuji
rizné mechanismy, jakymi mikroorganismy detoxikuji
tézké kovy a patfi mezi né napiiklad vylouceni z buri-
ky pomoci transportérli nebo enzymaticka detoxikace
pomoci redoxnich enzymd. Dalsim ddvodem mize
byt ziskdvani energie, protoze nékteré mikroorganis-
my (napf. anaerobni bakterie rodu Shewanella) jsou
schopny vyuzZivat ionty kovl jako akceptory elektron(™.

Podobné jako je tomu pfi pouzivani rostlin, i pomo-
ci mikroorganismt mazZe syntéza nanocastic probihat
uvniti i vné bunék. Z technologického hlediska je pre-
ferovana syntéza extracelularni, protoze postradéd na-
kladné a slozité dokoncovaci operace nutné k rozruse-
ni bunéénych obald (sonikace) a oddéleni nanocastic
od buné¢nych komponent (ndsobné centrifugace)?.
Intracelulérni biosyntéza ma vsak také velkou vyhodu.
Ve vétsiné piipadd pfi ni totiz vznikaji nanocastice kovt
s velmi tzkou distribuci velikosti, coz je pro nékteré ap-
likace nanocastic velmi dlezité?'.

Pfi extracelularni syntéze jsou obvykle mikroorganis-
my nejprve kultivovany za optimélnich rlstovych pod-
minek (teplota, pH, rGistové médium a dalsi) po dobu
1 — 2 dnli. Poté je biomasa oddélena od média (odstie-
déni/filtrace) a nasleduji dvé rizné moznosti. Jednou
z nich je, Ze se takto ziskany supernatant/filtrat smicha
s roztokem soli kovu, ¢imz se zapo¢ne biosyntéza na-
nocastic — nelze vsak vyloucit vliv slozek rlistového mé-
dia. Druhou casto pouzivanou moznosti je pak pfiprava
nanocastic pomoci bezbunécnych vodnych extraktd.
V takovém pfipadé jsou vySe popsanym zplsobem
ziskané buriky inkubovéany po urcitou dobu ve sterilni
vodé. Ze vzniklé suspenze je poté opét oddélena bio-
masa a teprve vznikly bezbunéény vodny extrakt je smi-
chan s roztokem kovovych iont(™ 0.

Intracelularni biosyntéza probiha inkubaci suspenze
narostlych bunék s roztokem soli kovu po dobu néko-
lika minut az dni. Pro minimalizaci vlivu slozek kulti-
va¢niho média byva nejprve kultivovana biomasa za
vhodnych rlstovych podminek, nasledné jsou buriky
sklizeny a promyty sterilni vodou a az poté inkubovany
s roztokem kovové soli™.

Velmi nadéjnym smérem je vyuzivani vedlejsich, od-
padnich produktl jiz zavedené mikrobialni produkce.
Jako piiklad Ize uvést syntézu nanodastic stfibra po-
moci odpadniho supernatantu vznikajiciho pfi vyrobé

enzymu arginasy pomoci bakterie Bacillus lichenifor-
mis M09. Biosyntéza probihala inkubaci bezbuné¢ného
supernatantu se sterilnim roztokem dusi¢nanu stfibrné-
ho pfi pokojové teploté po dobu 36 hodin. Nasledovala
izolace nanocastic odstfedénim a promyti destilovanou
vodou. Bylo zjisténo, Ze takto Ize ziskévat sférické nano-
Castice stfibra o velikosti 10 — 30 nm?2.

Mezi mikroorganismy schopné biosyntézy nanocas-
tic kov( fadime bakterie, mikromycety, nékteré fasy
a viry. Z prokaryot byly pro syntézu nanocastic pouZity
napfiklad rody Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus,
Escherichia, Rhodopseudomonas, Shewanella, zéstup-
ci Celedi aktinobakterii, a také fotosyntetizujici proka-
ryota (sinice) napf. rod Spirulina™ ?*. Mezi ¢asto volené
zéstupce mikromycet patfi rody Fusarium, Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma, Verticillium, Saccharomyces
a Schizosaccharomyces*?. Ze skupiny mikroskopic-
kych fas byly pro experimentalni syntézu nanocastic
kovli pouzity fasy zelené, cervené i hnédé. Biosyntéza
nanocastic byla uspésné zprostfedkovana také pomoci
makroskopickych fas napf. rodd Ulva, Chondrus nebo
Sargasum - ty vSak nefadime mezi mikroorganis-
my?. Posledni z mikroorganismd, které jsou zkouma-
ny v souvislosti s mozZnosti biotechnologické produkce
nanocastic kovi jsou viry, které se od predeslych orga-
nismu razantné lisi svou stavbou — jedna se totiz o ne-
bunééné struktury. Tato oblast je pomérné nova a pied
zavedenim tohoto postupu do praxe bude vyzadovat
delsi intenzivni vyzkum. V zasadé se k experimentalni
syntéze nanocastic vyuzivaji fytopatogenni viry a bakte-
riofagy, které nejsou schopny infikovat Zivocisné buriky,
jako je konkrétné napf. virus tabakové mozaiky nebo
bakteriofag M 132627,

Vyhody a nevyhody pouziti jednotlivych
biocCiniteli

Biosyntéza nanocastic kovd pomoci biologickych ma-
teriald ma své vyhody, ale také sva uskali napf. v po-
dobé proveditelnosti v primyslovém meéfitku, nizké
opakovatelnosti ¢i mozného bezpecnostniho rizika. Na-
sledujici text je vénovan piehlednému vyctu zédkladnich
vyhod a nevyhod perspektivnich biocinitelll pouZiva-
nych pro zelenou syntézu nanocastic kovd.

Rostlinné extrakty

VWhody:

¢ Pouzivani vodnych rozpoustédel.

¢ Biokompatibilita rostlinnych extrakt (vhodné pro pifi-
pravu nanocastic pro biomedicinské tcely).

e Jednoduchy, rychly proces probihajici za atmosféric-
kého tlaku a pokojové teploty (nizkonékladové).

e Vhodny postup pro produkci ve velkém méfitku?®.

* Nepatogenita ve srovnani s nékterymi mikroorganis-
my?°.

e Bez ¢asové naro¢ného procesu vedoucimu k piipravé
mikrobialni kultury™.

Nevyhody:

¢ Naro¢na reprodukce piipravy monodisperznich na-
nocastic s definovanou morfologii povrchu. Déno
raznym fytochemickym sloZenim rostlin z jiné oblas-
ti, péstovanych v jiném obdobi (pro nékteré aplikace
nanocastic vSak nejsou tyto parametry zasadni)'* 28,

Bakterie

VWhody:

e Snadné pfizplsobeni extrémnim podminkdm (moz-
nost do jisté miry ménit podminky réstu)?.
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e Levna kultivace.

o \/ysoka ristova rychlost.

 Snadné genetické manipulace ve srovnani s eukaryo-
ty3°.

Nevyhody:

e Ve srovnani s rostlinnou biosyntézou zdlouhavé pfi-
pravné operace (tzv. up-stream)™.

e Bezpecnostni riziko (patogenita nékterych zastup-
ch)?.

Plisné a kvasinky

Whody:

¢ Jednodussi scale-up a down-stream procesy ve srov-
néni s jinymi mikroorganismy.

o \lysokd sekrece extracelularnich enzym@ a dalSich
protein*

¢ \elkéd plocha povrchu pfistupného reakci diky pfitom-
nosti mycelii*.

Nevyhody:

o Stejné jako v piipadé biosyntézy pomoci bakterii.

e Pomalejsi rlst ve srovnani s prokaryoty.

Rasy

Whody:

o Netoxické organismy.

e ZvySena schopnost bioakumulace a redukce kovii2.

Nevyhody:

e Obtizny scale-up bioprocesu — nutnost pouziti fotobi-
oreaktor(i*2
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Souhrn

Miskovska A.: Zelené biotechnologie pro pfipravu nanocastic kovi

S markantnim rozvojem nanotechnologii nabyva na diilezitosti racionalni vybér metod pro vyrobu nano¢astic v primyslovém méfitku.
Pozornost se v sou¢asné dobé upira na vyzkum metod biotechnologickych, vyuzivajicich princip tzv. zelené chemie, které pro syntézu
nanodastic kovid vyuZivaji pfirodni materialy jako napf. mikroorganismy nebo rostliny. Tyto zelené metody by mohly v budoucnu nahradit
konven¢ni postupy pfipravy nanocastic (fyzikalni a chemické), které jsou v mnoha ohledech nevyhodné. Tento piehled stru¢né shrnuje
biotechnologické postupy pfipravy nano¢astic kovi pomoci piirodnich surovin a obsahuje vycet hlavnich vyhod a nevyhod pouZiti jed-
notlivych z nich.

Klicova slova: nanocastice, nanobiotechnologie, biosyntéza

Summary

Miskovska A.: Green biotechnology for the preparation of metal nanoparticles

With the significant development of nanotechnology, a rational choice of methods for the production of nanoparticles on an industrial
scale is gaining in importance. Currently, attention is focused on research into biotechnological methods, using the principle of so-called
green chemistry, which use natural materials such as microorganisms or plants for the synthesis of metal nanoparticles. These green
methods could be a future alternative to conventional approaches to the preparation of nanoparticles (physical and chemical), which are
disadvantageous in many aspects. This review briefly summarizes the biotechnological methods for metal nanoparticle synthesis using

biomaterials and lists the main advantages and disadvantages of using each of them.

Keywords: nanoparticles, nanobiotechnology, biosynthesis

ROZLISENi PERGAMENU PODLE JEJICH ZVIiRECiHO PUVODU
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Uvod

Pergameny patii mezi cenné historické objekty, které
se do nedavné doby pouzivaly k zapisovani rozli¢nych
informaci. Do vynalezu papiru byl pergamen nejvyuzi-
vanéjsim médiem. Jsou vyrabény ze zvitecich klzi, nej-
Castéji se vyuziva kize z ovce, kozy nebo telete. Roz-
liSeni zvifeciho plvodu je nutné pro jejich spravnou
konzervaci a mé zna¢nou vypovédni hodnotu o Zivoté
v minulosti pro kunsthistoriky.

Hlavni slozkou pergament je kolagen, ktery mze byt
spolu s DNA analytem, podle kterého by bylo mozné
odlisit jednotlivé zvifeci druhy. Nej¢astéjsi metodou,
kterou je pergamen zkouman, jsou rizné mikrosko-
pické metody, ale pravé analyza DNA a proteomicka
analyza kolagenu by mohla pfinést stejné uspokojivé,
nebo spise i lepsi vysledky jako mikroskopické metody.

Vyroba a druhy pergamenu

Pergamen je oznaceni pro kizi, ktera je zbavena
chlupt a je zpracovana z obou stran. K jeho vyro-
bé se pouziva nejastéji ov¢i, kozi a teleci kdze', ale
neni vzacné poutziti ani kdize dandi, jiné zvéfiny ¢i kize
z exotickych zvifat jako jsou antilopy, gazely nebo
pstrosiZ.

Prvni kozené psaci materialy se objevovaly jiz zhru-
ba v obdobi 2500 pi. n. |, ale pergamen v pravém slo-
va smyslu se zacal vyrabét v feckém mésté Pergamon
v oblasti Malé Asie aZ ve 2. stoleti pf. n. |.> Pergamen
ovsem mohl zacit konkurovat dfive pouzivanému pa-
pyru az okolo 4. stoleti nastupem fimského cisafe
Konstantina 1.* Pergamen mél oproti papyru fadu vy-
hod, byl mnohem pevnéjsi, bylo mozné na néj psat
z obou stran a oproti papyru mél vysokou mechanic-
kou odolnost pfi uZivani a v evropskych klimatickych
podminkach byl trvanlivéjsi°.

Nejprve bylo nutné ziskanou cerstvou kizi, pokud
nebyla zpracovana ihned, konzervovat, coz bylo mozné
bud susenim nebo nasolovanim®. Pokud byla kdze kon-
zervovana, prvni krok pfi vyrobé pergamenu bylo vloze-
ni do studené vody, kdy kiize zmékla a byly z ni odstra-
nény rdzné necistoty (krev, rozpustné sole pouzité pfi
konzervaci, nevlaknité bilkoviny atd.)”. Naslednym kro-
kem bylo louzZeni ve vapenné vodé po dobu nékolika
tydn(, a poté se odstranily zbytky masa a podkozni bla-

ny z rubové strany klze a kofinky, pokozka a pigmenty
z licové strany. V této fazi se holina, takto mechanicky
zpracovana klze, zamokra brousila a vypirala ve vodé
pro odstranéni ptebytku vapna®. V pfipadé ovc¢i kize
byl pouzity jiny proces z divodu, aby se neposkodila
vlna. U ov¢i kliZze byla nanasena vrstva vapenné pasty
na rubovou stranu. Alkélie se dostaly skrz kazi k chlu-
povym kofinkdim, které se uvolnily z kiize a po dal$im
zpracovani se chlupy prodavaly na vinu. Kdize se nasled-
né ponofila do vapna a byla rozdélena na dvé vrstvy.
Rubova strana se zpracovavala na pergamen a licova
strana se cinila rostlinnymi tfislovinami®. Pro odstrané-
ni dalSich bilkovin se pouzivaly enzymy z psiho nebo
holubiho trusu. Holina déle byla za mokra vypinana na
dievény ram, na kterém dochazelo k suseni. Bylo dtile-
zité pergamen pravidelné dotahovat a dale se napnuty
brousil a upravoval do finalni podoby’.

Dva zékladni typy psacich pergament, které se roze-
znavaly, byly pergamen stfedoevropského typu a per-
gamen italského typu. Stfedoevropsky typ byl vyrabén
hlavné z teleci kaze alkalickym zptGsobem a dalo se na
néj psat z obou stran. Na rozdil od italského typu, kte-
ry byl zpracovavan enzymaticky, pro psani bylo pouzi-
vana jen rubova strana, protoZze nebyly odstrafiovany
kofeny chlupt v chlupovych kanalcich kdze.? Dalsi typy
historickych psacich pergamen jsou byzantsky perga-
men, tzv. ,vellum”, transparentni pergamen a barevné
pergameny. Byzantsky pergamen byl vysoce leskly, tato
vlastnost byla dlsledkem pouZiti vajecného bilku, pse-
ni¢ného Skrobu a Inéného seminka a nasledného les-
téni. Tato Uprava usnadiiovala pfijem inkoustl a barev
Nellum” byl pergamen ziskavany z telecich kizi, pou-
zivaly se i kize jesté nenarozenych telat (tzv. délozni
pergamen). Byl to velice jemny material, presto prekva-
pivé pevny. Nevyhodou byl jeho maly rozmér®. Trans-
parentni pergamen byl nerovhomérné neprihledny
pergamenovy list osetfeny vaje¢nym bilkem, arabskou
gumou a dalSimi latkami, které véazaly vodu. Tento per-
gamen neusychal napinén na dfevéném ramu, ale byl
susen pod tlakem?. Barevné pergameny se vyskytovaly
pfedevsim v byzantské fiSi a pro barveni byly pouzity
nejraznéjsi barvy (purpury, malachit ¢i indigo). Velice
cenénymi pergameny jsou purpurou obarvené perga-
meny popsané zlatym inkoustem (tzv. chrysografie)'.
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Analytické metody pouzivané k urceni
zvireciho druhu pergamenu

Hlavni slozkou pergamenu je kolagen, ktery je za-
kladni stavebni slozkou pojivovych tkani. Existuje celd
fada typl kolagenu, ale nejcastéjsi je kolagen typu I.
Tento typ je tvofen tzv. tropokolagenem, coz je trimerni
pravotociva struktura, ktera se sklada ze tfi levotocivych
o-helixd. Dva z téchto fetézcl jsou identické (znace-
nych al) a jeden odlisny (znaceného a2). Sekvence
obou typt fetézcl si jsou velmi podobné mezi jednot-
livymi ZivociSnymi druhy. Mezi savci je tato podobnost
vic nez 90% a vétsi podobnost je u a1 fetézce nez u a2
fetézce™. Srovnani podobnosti sekvenci v kolagenu
typu I u savci je okolo 99 %®.

Jedny z analytickych metod, které se pouZzivaji k iden-
tifikaci zviteciho pivodu pergamend, jsou optické me-
tody. Na makroskopické trovni jsou strany pergamenu
odlisné, na licové strané jsou viditelné vlasové folikuly,
zatimco na rubové strané je pergamen vice homogen-
ni%. V mikroskopickém meéfitku pergamen obsahuje
hlavné kolagenova vlakna typu I, ktera jsou orientovana
rovnobézné s povrchem a organizovand v kolagenové
siti. Pro zvifeci druhy jsou charakteristické vzory vlaso-
vych folikul a obsah tuku v kdzi, které ovliviiuji vzhled
a strukturu povrchu®. Postupné osetieni zvifeci kiize bé-
hem vyroby pergamenu a degradace povrchu v priibéhu
c¢asu vsak ztéZuji ur¢eni druhu, proto je potiebné vyvi-
nout spolehlivé metody vedouci ke spravné identifikaci
druh@®. Optické metody maji vyhodu v tom, Ze jsou to
neinvazivni metody a nevyZaduji prakticky Zadnou pied-
chozi pfipravu vzorku. V roce 2019 byla navrzena nova
metoda identifikace zvifeciho druhu pergamenu kom-
binujici spektrofotmetrii a statistiku. Diky své struktufe
je pergamen schopny rozptylovat a absorbovat svétlo,
takZe Ize sledovat difuzni odraz, propustnost a absorp-
ci zafeni. Absorp¢ni a rozptylové vlastnosti byly méfeny
v Sirokém spektralnim rozsahu (UV-VIS-NIR) za pouziti
standardniho fotospektrometrického zafizeni. Shromaz-
déna optickd data byla analyzovdna pomoci statistické
metody analyza hlavnich komponent (PCA). Tato meto-
da maze vést k presné identifikaci druhd, a to i u bliz-
ce pfibuznych druht (koza vs. ovce), jejichz kolagenové
proteiny se odlisuji jen v nékolika aminokyselinach™.

Pro analyzu pergament se dosud vyuZivalo dvou
zpUsobt pripravy vzorkl. Prvni zplsob je pouziti ma-
lého kousku pergamenu (cca 0,3x0,3 cm), tedy jde
o destruktivni vzorkovani. Druhy zpUsob je nedestruk-
tivni a jedna se o triboelektrickou extrakci. Pfi tomto
vzorkovani dochazi k extrakci na PVC polymer v pevné
fazi. Gumové polymery z PVC jsou obecné pfijimany
jako neinvazivni opatfeni pro odstrafiovani necistot.
Navic tato technika ma vyhodu v konzervaci proteino-
vého vzorku za pokojové teploty bez dalSich pozadavk
na skladovani. Pfi porovnani nasledné analyzy vzorkd
vytvofenych destruktivné a nedestruktivné, tak optima-
lizace metodiky triboelektrické extrakce umoznila ziskat
stejné, ne-li lepsi vysledky, nez pfi poutziti skute¢ného
fragmentu pergamenu'.

Jedna z destruktivnich metod, které maiji za cil urdit
zviteci druh pergamenu, tak je analyza ancient DNA
(aDNA). Extrakci a sekvenovanim DNA muzeme iden-
tifikovat jednak druh, ale i pohlavi pouzitého jedince
a analyzou malych rozdild v genetickém kédu mézeme
ur¢it moznou variantu plemene’™. Vyzkum aDNA za-
loZeny na polymerazové fetézové reakci (PCR) ma
viak své nedostatky, zejména pokud jde o kontami-
nujici DNA. Nejvétsim problémem je, Ze PCR reakce
upfednostiiuje delsi a méné poskozené fetézce, tedy

upfednostiiuje kontaminaci pfed endogenni DNA, coz
znemoziuje identifikaci®. Lepsi vysledky pfinasi sekve-
novani nové generace (NGS), které pracuje s kratSimi
fragmenty, generuje o mnoho vice dat, vykazuje vyssi
citlivost a je méné nachylné k chimérickym artefak-
tdm, které mohou vzniknout v PCR®. NGS oproti tra-
di¢nimu PCR umoziiuje analyzu heterogennich vzorkd,
protoze soucasné poskytuje informaci pro vice nez 10
miliont nahodné vybranych molekul nukleové kyseliny
ve vzorku?'.

Dal$i moznosti ureni zvifeciho plvodu pergamenu
nabizi proteomika. Rozdily v kolagenu mezi jednotli-
vymi zivocisnymi druhy byly studovény v ramci zooar-
cheologického projektu ZooMS, ktery byl zaméfen na
analyzu kolagenu obsazeného v kostech?2. Vzhledem
k tomu, Ze kost je nejbéznéjsSim archeologickym naéle-
zem, hledala se jina molekula k analyze nez aDNA, je-
jiz analyza je drahéd a nezarucuje Uspésnou identifikaci
zivocisného druhu. Oproti aDNA je kolagen hojnéji za-
stoupeny, je to stabilnéjsi analyt a jeho analyza je pod-
statné levnéjsi. Nejpodstatnéjsi vyhodou je, Ze princip
ZooMS je minimalné destruktivni, protoze pro analyzu
je potieba pouhych nékolik miligrama kosti. Vzorky byly
nejdiive demineralizovany 0,6M HCl po dobu 18 hodin,
a pak 18 hodin stépeny trypsinem a analyzovany hmot-
nostni spektrometrii MALDI-TOF s pouzitim kyseliny
a-kyano-4-hydroxyskoficové jako matrice. Bylo zjisté-
no, ze actkoli jsou sekvence kolagenovych fetézcl velmi
konzervativni, tak prostfednictvim proteomické analyzy
a pouzitim neuronové sité, do které bylo zaclenéno 32
zivocisnych druhd, se v archeologickych nalezech kosti
podafilo Uspésné identifikovat zvifeci druhy. Na zakladé
téchto vysledk bychom radi aplikovali podobny postup
i pro rozliseni zvifecich druh@ u pergament. Na histo-
rickych vzorcich pergamenu se jiz Kirby et al. (2013) po-
kouseli urcit zvifeci druh, ovsem pouzivali metodu hmot-
nostni spektrometrie spojujici ionizaci pomoci matrice
a prtletovy analyzator (MALDI-TOF) a porovnavali vzorek
pergamenu s databazi vytvofenou z kolagenu obsaze-
ného v kostech®. Vzorky obsahujici kolagen se vyzna-
Cuji ve spektru charakteristickymi piky, jejichz poloha je
unikatni pro jednotlivé zvifeci druhy. Porovnani vzorkd
s databazi kolageni znamého pGvodu tvoii zaklad pro
identifikaci. Princip pfifazeni vrchol( kolagenovych pep-
tidd a tim odvozeni druhu je pfimocary, ale je potieba
prekonat fadu problémd. Posttransla¢ni modifikace
peptidd mohou posunout oc¢ekavanou polohu vrchold
ve spektrech. Je pravdépodobné, ze i zplsob pfipravy
vzorku ma vliv na vysledné spektrum. Z téchto ddvodu
je pfimé poutziti sekvenénich dat pro identifikaci druht
pomoci MS dosud nefesitelné, ale je mozné pouzit sta-
tisticky software, ktery toto porovnavani zjednodusi+?.
Zavér

Ureni zvifeciho pGvodu pergamenu je klicové pro
spravnou konzervaci a ma znacnou informativni hod-
notu pro kunsthistoriky. Tento ¢lanek ptedstavuje roz-
dilné analytické metody, kterymi je moziné identifiko-
vat zivocisny ptvod pergamenu. Nejméné invazivnimi
metodami jsou jednoznacné optické metody vzhledem
k tomu, Ze je poutzit nijak neupraveny pergamen. Déle
jsou v ¢lanku uvedeny dva mozné zpisoby pfipravy
vzorkd pro analyzu DNA a proteomickou analyzu. Diky
modernéjsi metodé sekvenovani (NGS) neni nutné,
aby vzorek byl tak homogenni jako v pfipadé PCR.
Co se tyka proteomického pfistupu, tak v soucasné
dobé se nejvice pouzivda hmotnostné spektrometricka
metoda MALDI-TOF.
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Zubova A.: RozliSeni pergamenii podle jejich zvifeciho piivodu

Pergameny jsou cennymi historickymi objekty, které byly po nékolik tisicileti az do nedavné doby pouzivany k zapisu nejrozli¢néjsich
informaci. Jsou vyrobeny ze zvitecich klzi, coz je stabilni materidl, ale pokud neni vhodné skladovan, dochazi k jeho degradaci, a to vede
k nenahraditelné ztraté kulturniho bohatstvi. Hlavni slozkou je kolagen, ktery patfi mezi velmi konzervativni bilkoviny. Uréeni zvifeciho
plvodu pergamenu je nutné pro jejich spravnou konzervaci a méa znaénou informativni hodnotu pro kunsthistoriky. Uréeni zvifeciho
druhu pergamenu je mozné rGznymi analytickymi metodami, které jsou popsény v tento ¢lanku.

Klicova slova: pergamen, zvifeci plivod, kolagen, aDNA, optické metody, analyza DNA, hmotnostni spektrometrie

Summary

Zubova A.: Differentiation of parchments according to their animal origin

Parchments are valuable historical objects that have been used for several millennia until recently to record a variety of information. They
are made of animal skins, which is a stable material, but if not stored properly, it degrades, leading to an irreplaceable loss of cultural
wealth. The main ingredient is collagen, which is a very conservative protein. Determination of the animal origin of parchments is ne-
cessary for their proper conservation and has considerable informative value for art historians. The determination of the animal species
origin of parchment is possible by various analytical methods, which are described in this article.

Keywords: parchment, animal origin, collagen, aDNA, optical methods, analysis of DNA, mass spectrometry

ROD Pseudomonas JAKO PRODUCENT SEKUONDI\RNiCH
METABOLITU A CHITINOLYTICKYCH ENZYMU POTENCIALNE
VYUZITELNYCH JAKO ZAKLAD BIOPESTICIDU

Jifi Mach', Martin Halecky?, Tereza Hnatkova?
'Ustav biotechnologie, VSCHT v Praze, Ceskd zemédélska univerzita v Praze; 2Ustav biotechnologie, VSCHT v Praze;
3Ceskd zemédélska univerzita v Praze, Dekonta, a. s. v Dretovicich; jiri.mach@vscht.cz

Uvod

Stéle nekondici narGst lidské populace souvisi se zvy-
Sujicimi se naroky na mnozstvi vyprodukovanych plodin.
Vlynosy z obhospodarovanych poli jsou velmi zavislé na
schopnosti rostlin branit se proti vsudypfitomnym skdd-
ctim. Jedna se predevsim o mikroorganismy (bakterie,
plisné), hmyz ¢&i Zivocichy (napi. hadatka)'. Rostliny
maji obranné mechanismy, kterymi se prfed zminénymi
$kidci bréani. V nékterych pfipadech dochazi k piekona-

ni téchto pfirozenych bariér, coz vede k narudeni zivo-
taschopnosti hospodafsky vyznamnych plodin2. Clovék
zamérné zvysSuje rostlinnou obranyschopnost pouziva-
nim chemickych postfikd, které maji negativni vliv na
zZivotni prostfedi. Kumuluji se v tukové tkani zZivocich,
a také narusuji nékteré fyziologicky vyznamné funkce
zasazeného organismu. Jedna se pfedevsim o organo-
fosfaty (Roundup®©), chlororganické slouceniny (v mi-
nulosti pouzivané DDT), karbamaty a mnoho dalSich?.
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V poslednich letech dochazi ke sniZovani aplikovaného
mnozstvi téchto latek a do popiedi zajmu se dostévaji
biopesticidy, jejichz souc¢asti mohou byt napi. enzymy
¢i sekundarni metabolity“. Efektivita Gcinku téchto latek
zavisi na znalosti mechanismu interakce mezi patoge-
nem a rostlinnym hostitelem, ktery se snaZi ochranit
pfed vniknutim konkrétniho Skddce. Pro pochopeni
této problematiky je nezbytné znat i proces inaktiva-
ce patogenniho organismu pouZitou biologicky aktivni
molekulou. Existuje cela fada zplsob, pomoci kterych
je moiné doséhnout G¢inného zneskodnéni plvodcd
onemocnéni hospodafskych plodin. Kromé biologicky
aktivnich latek muazZe rostlinného parazita zahubit jiny
parazit. Popsany vztah se oznacuje pojmem ,hyper-
parazitismus”, ktery je typicky pro bakterii Bdellovib-
rio bacteriovorus schopnou parazitovat napfi. bakterii
Agrobacterium tumefaciens nebo Pseudomonas syrin-
gae pv. glycinea®.

Vyznamnou roli zde hraji mikrobidlni producenti,
predevsim pidni mikroorganismy. Jedna se pfedevsim
o rody Bacillus, Pseudomonas ¢i Trichoderma. Jimi vy-
produkované biologicky aktivni latky (napf. chitinoly-
tické enzymy nebo proteazy) se v polnim hospodaistvi
uplatiiuji jako tzv. ,biokontrolni agents”, antagonisté
rostlinnych patogent ¢i ochrana sklizené (a uskladné-
né) urody pred pfipadnou hnilobou ¢i jinou chorobou®.
Chitinolytické enzymy zajistuji rozklad bunécnych stén
hub ¢i exoskeletl (pfedevsim) hmyzu, coz negativné
ovliviiuje Zivotaschopnost téchto fytopatogend. Maji
tedy antifungalni a insekticidni vlastnosti, které jsou
velmi duleZité pro vytvoreni G¢inné ochranné bariéry
odolné vici témto skadcim’.

Jednim z modernich zplisobt ochrany rostlin pred
rostlinnymi patogeny je proces Gpravy jejich genetické-
ho materialu. Geny, kodujici chitinolytické enzymy, jsou
vloZeny do vektoru. Po ligaci je vznikly rekombinantni
geneticky material vnesen do cytoplasmy akceptorové,
prokaryotické bunky procesem elektroporace. Nejcas-
téji je vyuzita tumor-indukujici, gramnegativni bakterie
druhu Agrobacterium tumefaciens béiné napadajici
vyssi rostliny. Tento biologicky Cinitel je posléze kulti-
vovan na pevném selektivnim médiu (pfitomnost an-
tibiotika). K transgennim bakteriim je pfidan rostlinny
fragment. Vytvorené geneticky modifikovaného, nedife-
rencovaného pletivo (tzv. kaulus) je pfemisténo a dale
kultivovano za vzniku vzrostlé GMO rostliny. VySe po-
psanym zpUGsobem byla vytvofena napi. Bt-kukufice®.

Vyprodukovany biopesticidni preparat, jehoZ soucasti
byly chitinolytické enzymy, byl aplikovan na populaci
komafich larev druhu Aedes aegypti. Pfitomnost bio-
logicky aktivnich molekul méla negativni vliv na Zivo-
taschopnost larev, coz se projevilo snizenim lokélniho
vyskytu tohoto vyznamného pfenase¢e mnohych one-
mocnéni, zejména horecky Dengue ¢i Zluté zimnice®.

Rod Pseudomonas jako producent
biologicky aktivnich molekul

Studovany bakteridlni rod produkuje celou
fadu sekundarnich metabolit(, které jej mohou v né-
kterych pfipadech zvyhodriovat pfed konkurenty. Vét-
Sina téchto produktd ma antibakterialni, fungicidni ci
insekticidni ucinky. Mezi nejznamé;jsi antibiotika patfi
2,4-diacetylfloroglucinol (DAPG), pyoluteorin, pyrrolni-
trin ¢i fenazin™. Aplikaci suspenze DAPG-produkujicich
bakterii na hospodaisky vyznamné plodiny je moiné
dosahnout vyssiho vynosu z dané zemédélské plochy,
jelikoz DAPG ma antifytopatogenni ucinky a chrani rost-

linu pfed napadenim skidcem. Mechanismus Gcinku
tohoto metabolitu spocivéa v naruseni tii klicovych déja,
a to konkrétné buné¢né homeostaze, integrity cyto-
plasmatické membréany a ochranného systému elimi-
nujiciho volné kyslikové radikaly". Fenazinova bakteri-
cidni barviva se uplatnuji téz i jako akceptory elektrond
za anaerobnich podminek (znamo u bakterie druhu
Pseudomonas aeruginosa)'. Tvorba téchto latek je
ovsem mozna pouze v pfipadé dosazeni prahové kon-
centrace autoinduktord tvofenych jedinci resistentniho
biofilmu®™. Fluorescentni zastupci rodu Pseudomonas
produkuji fluoreskujici Zlutozelend ¢ modra barviva
(pyoverdin, fluorescein, pyocyanin). Tyto pigmenty
maji baktericidni ucinky, coz je ddvod jejich poten-
cialniho vyuziti jako soucast biopesticidd. Nékteré tyto
pigmenty (napi. pyoverdin) naleZi téz do heterogenni
skupiny organickych molekul o velikosti 500 — 1500 Da
odbornou obci nazyvanou jako siderofory®. Jejich funk-
ce spociva v tvorbé komplexu s ionty Zeleza, coZz ma za
nasledek snizeni lokalniho mnozZstvi tohoto nutrientu
v pladé. Tento deficit negativné ovliviiuje Zivotaschop-
nost nékterych ptdnich, mnohdy fytopatogennich, bak-
terii'’®. Vzniklé komplexy jsou pfijaty bakterialni bunkou,
coz ma za nasledek zvySeni koncentrace iontd zeleza
v intracelularnim prostiedi (produkce siderofor(i nasta-
va v pfipadé dosazeni limitni koncentrace iontl Zeleza
uvnitf buriky). Pro transport této komplexni slouceniny
z mimobuné¢ného prostiedi do bunécného interiéru
jsou velice dulezité povrchové, membranové TonB de-
pendentni receptory”. Tato chelatacni ¢inidla jsou kla-
sifikovana do tfi skupin. Jedna se konkrétné o hydroxa-
maty, katecholaty a a-hydroxykarboxylaty'. Podobnou
komplexotvornou vlastnosti disponuje dalsi biologicky
aktivni metabolit znamy jako krochelin A tvofici téz
komplexni slouceniny se Zelezitymi ionty™.

Neéktefi zastupci rodu Pseudomonas, obyvajici rhizo-
sféru vyssich rostlin, maji pozitivni vliv na jejich vitalitu,
jelikoz rostliny chrani pied patogeny, a zaroven usnad-
nuji rostliné pfijmout zelezo v podobé jiz zminéného
chelatu. Téz produkuji vyznamné biologicky aktivni lat-
ky patfici mezi fytohormony, které ovliviuji fyziologicky
auxin(, a to indol-3-octova kyselina ovliviiujici prabéh
biosyntetickych drah nebo fotosyntézy, rlist postrannich
kofen( ¢i samotnou cytokinezi21

Enzymovy aparat vySe definovaného rodu Pseudo-
monas je experimentalné vyuzivan v enviromentalnich
technologiich jako zaklad potencialniho biopesticidni-
ho preparatu. Znamym pfiikladem je nepatogenni druh
P. gessardii, ktery neni cytotoxicky a nema tedy negativ-
ni vliv na biocendzy, jez se nachazi v okoli obhospoda-
fovaného tGzemi. Navic produkuje celou fadu sekundar-
nich metabolit(, které chrani hospodaiské plodiny pfed
patogeny. Nejvyznamné;jsi biologicky aktivni molekulou
je 2,4-diacetylfloroglucinol majici antifytopatogenni
ucinky. Vynos ze zemédélské plochy, na kterou byl ten-
to mikroorganismus aplikovan, je podstatné vyssi nez
vynos z neoSetifeného pole™. Diky témto prospéSnym
vlastnostem se zacina experimentovat s aplikaci téch-
to mikroorganism@ na obhospodafované zemédélské
plochy, za ucelem zvySeni kvality a vynosu z daného
pole.

Chitinolytické enzymy jako zaklad
biopesticidu

Do popfedi zajma se chitinolytické enzymy dosta-
vaji pfedevsim pro svoji schopnost tG¢inné degradace
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chitinu. Tento strukturni homolog celulézy je druhym
nejzastoupenéjsim biopolymerem na nasi planeté, je-
hoz odhadované roc¢ni vyprodukované mnoizstvi cini
10 — 10" tun?2. V podobé této organické slouceniny
se dusik nejcastéji dostava do pudy, jejiz soucasti je
tzv. edafon (ptdni biotické spolecenstvi), ktery zajistuje
jeho degradaci. Je béZnou soucasti exoskeletu ¢lenovct
(napf. korysi a hmyz), bunécnych stén hub ¢i nékterych
zéstupc fas. Chitinolytické enzymy Ize tedy poutzit proti
vyznamné casti fytopatogen(®.

Zékladni stavebni jednotkou tohoto homopolysacha-
ridu je N-acetyl-D-glukosamin, jehoz jednotlivé mo-
nomery jsou spojeny kovalentni B-1,4 glykosidickou
vazbou. Vznik této vazby zajistuje chitinsyntaza?. Ten-
to polymer existuje ve tiech zékladnich krystalickych
formach (a-, B-, y-) lisicich se strukturou polymerni-
ho fetézce, coz se navenek projevuje odliSnymi me-
chanickymi vlastnostmi této latky. a-forma je tvofena
dvéma antiparalelnimi mikrofibrily, které jsou spojeny
velmi silnymi intermolekularnimi vodikovymi vazbami,
kdeZto struktura B-formy je tvofena paralelnimi fetézci.
Treti krystalicka podoba toho polysacharidu disponuje
strukturnimi prvky, které jsou soucasti dvou predeslych

typl‘:l24_

Produkce chitinolytickych enzymii

Oproti vySe uvedenym sekundarnim metabolitim
jsou chitinolytické enzymy jiz produkovéany ve vétSim
méfitku. Produkci enzym@ v prdmyslovém méfitku
pfedchézi studium bioprocesu v laboratornich pod-
minkach, za uc¢elem nastaveni optimalnich kultivacnich
podminek. Nasledny scale-up neboli pfevedeni produk-
ce do vétsiho, v tomto piipadé primyslového, méfitka
¢asto doprovazi nepfedvidatelné komplikace v podobé
odlisného chovani biologického cinitele, které je zplso-
beno provedenou zménou podoby biotechnologického
procesu®.

Mikrobialni produkce biologicky aktivnich molekul
predstavuje pomérné sloZity proces, jehoz fyzikalni pod-
minky musi byt v pribéhu kultivace regulovany a udr-
zovany na pfedem definované hodnoté. DileZitymi pa-
rametry jsou zejména teplota, pH, slozeni média, doba
kultivace a mnozstvi rozpusténého kysliku (klicové pro
aerobni mikroorganismy). Pfitomnost specifického in-
duktoru ve vsadce je téz zasadni pro tvorbu induko-
vatelnych biokatalyzator(, na rozdil od konstitutivnich
enzymd, které jsou syntetizovany neustale nehledé na
slozeni kultivatniho média?. Nizkonékladové odpadni
produkty (slama, pefi, exoskelety krevet, mlato ¢i ligno-
celulosové zbytky) jsou ¢asto vyuzivany v podobé lev-
ného substratu tedy jako zdroje uhliku, energie a nékdy
téZ i dusiku. Jejich biodegradace je zprostiedkovéna
biologickym cinitelem. Takto komplexni nutrienty jsou
oviem obtiznégji utilizovatelné oproti jednodussim lat-
kdm napf. jednoduchym sacharidéim ¢i mocoviné, coz
muzZe negativné ovlivnit délku procesu?”. Praskova ci
koloidni forma chitinu je sice drazsi, ale v laboratornich
podminkach béiné pouzivana ke studiu produkce chi-
tin degradujicich enzym(. Pro préimyslovou produkci
by byl ekonomicky pfijatelnéjsi odpadni produkt z mof-
skych zivocichd (pfedevsim z exoskeletu kory3()?. Tato
levna varianta je rovnocennou alternativou drazsich fo-
rem chitinu. NiZ$i cena této suroviny by pozitivné ovliv-
nila celkovou ekonomickou bilanci daného biotechno-
logického procesu.

Submerzni kultivace chitin-produkujicich mikroorga-
nismd v mechanicky ¢i pneumaticky michaném bio-

reaktoru je nejcastéji provozovana v pramyslu i piesto,
ze vznikajici produkt ma pomérné nizkou koncentraci
ve vsadce po ukonceni bioprocesu. Jednim z nejdulezi-
téjSich parametrd, ktery je nutné nekompromisné udr-
Zovat na pfedem definované hodnoté, je koncentrace
rozpusténého kysliku v médiu. V pfipadé jeho znacné-
ho poklesu dochazi ke snizeni produktivity z dlivodu za-
poceti sporula¢niho procesu (sporulujici druhy), béhem
kterého dochazi k tvorbé rigidnich Gtvar( schopnych
pieZit nepfiznivé podminky . Za ucelem zvyseni vytéz-
nosti bioprocesu je mozné pouzit kontinualné pracuijici,
mechanicky michany bioreaktor s externim recyklem
biomasy. Do vsadky se vraci pouze biomasa membra-
novou filtraci oddélena od média. Soudasti vznikajiciho
permeatu jsou extracelularni chitinazy. Nevyhodou to-
hoto uspofadani je mechanické naméahani bunék pfi
prachodu armaturami a skrz ¢erpadlo, a také moznost
vzniku kyslikového deficitu v potrubi. Imobilizace bio-
logického ¢initele na pevném nosici je téz vhodna ke
kontinualni kultivaci. V takovémto uspofadani jsou mi-
kroorganismy odolnéjsi vici katabolické represi. Sloze-
ni média ovliviiuje vytéznost procesu. Nejvhodné;jsim
zdrojem dusiku je siran amonny. Pfitomnost druhého
zdroje uhliku (galaktdza ¢i sSkrob) ma pozitivni vliv na
produktivitu. Chitinasovou aktivitu dané vsadky je moz-
né navysit pfidavkem roztoku manganatych ¢i médna-
tych iontd. Tyto enzymy jsou relativné stabilni pfi poko-
jové teploté a v rozsahu hodnot pH od mirné kyselych
po mirné bazické. Podstatou downstream processingu
je izolace vyprodukovanych enzymdi, aniz by doslo k je-
jich deaktivaci. Chromatografické metody (gelova per-
meacni a afinitni) jsou vhodnymi néstroji pro purifikaci
tohoto biokatalyzatoru®. Pfi produkci chitinas vznikaji
odpadni produkty, napf. N-acetyl-B-D-glukosamin, kte-
ry mizZe byt dale utilizovan druhem Mucor circinelloi-
des za vzniku bioetanolu ¢asto vyuZivaného jako biopa-
livo '. Pfikladem aplikace chitinas na konkrétni plodi-
nu je ochrana baviniku pfed no¢nim motylem druhu
Helicoverpa armigera®. Soucasti domény Archea jsou
extrémofilni zéstupci, ktefi produkuji termostabilni chi-
tindzy majici vyznamny potencial pro budouci vyzkum
a naslednou aplikaci.

Zaver

Studium pldnich mikroorganism ¢i biologicky aktiv-
nich, v pfirodé rozlozitelnych latek schopnych ochranit
hospodaisky vyznamné plodiny pred skddci ¢i jejich
posklizihiovém znehodnoceni, je jednim z hlavnich pi-
lith modernich environmentalné orientovanych pfistu-
pl v (intenzivnim) zemédélstvi zaloZenych na preven-
ci znedisténi zivotniho prostiedi. Nezbytnou vlastnosti
studovanych antagonistl rostlinnych patogent (sou-
¢ast biopesticidniho preparatu) musi byt nulova toxi-
cita v(¢i ostatnim organismim obyvajicich prostiedi,
v némi byl pouizit pfisludny preparat. Tento ekologic-
ky pfivétivy produkt je vhodné konstruovat jako smés
biologicky aktivnich molekul, diky kterym ma zminéné,
unikatni vlastnosti a komplexni Gcinek. Jedna se ze-
jména o antibiotika (2,4-diacetylfloroglucinol), enzymy
(chitinolytické enzymy ¢i protedzy) nebo pigmenty
(siderofory). Tyto molekuly negativné ovliviuji Zivo-
taschopnost fytopatogent, a proto je jejich pfitomnost
v preparatu vyzadovana. Aplikace zdravotné a ekologic-
ky nezdvadnych biopesticid( je z legislativniho hledis-
ka snazsi nez pfiprava a nasledné péstovani geneticky
upravenych rostlin, nemluvé o aplikaci standardnich
pesticidd s naslednym feSenim nebezpecnych externa-
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lit takto pojaté ochrany rostlin. Nékteré staty nepovazuji
genetické manipulace rostlin za zcela bezpe¢né, a pro-
to omezuiji ¢i pfimo zakazuji péstovani takto modifiko-
vanych organismd. Evropska unie v souc¢asnosti upira
smérem k rozsiteni biopesticid(i velké usili. Schvalovani
a aplikaci téchto pfipravkd je ovsem nezbytné zasadit
do standardizovaného legislativniho ramce, ktery se
nyni tvofi. UspéSnost nasazeni biopesticid(i bude vel-
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Mach J., Halecky M., Hnatkova T.: Rod Pseudomonas jako producent chitinolytickych enzymii a sekundarnich metabolitii
potencialné vyuiZitelnych jako zaklad biopesticidi

Studium aplikace ekologicky nezavadnych biopesticidd obsahujicich biologicky aktivni latky je zadsadni pro omezeni aplikace chemickych
postiikd. Biopesticidy maji antifytopatogenni Gcinky. Jejich hlavni slozkou jsou intaktni buiiky mikroorganism@ nebo pouze biologicky
aktivni latky. Vyznamnou roli zde zastavaji gramnegativni, nesporulujici, pohyblivé a ty¢inkovité bakterie patfici do rodu Pseudomonas.
Jejich vyznam pro potencialni poutziti jako biopesticidu spo¢iva v jejich produkci rozmanité smési biologicky aktivnich latek (antibiotika,
barviva a enzymy). Do popfiedi zajmi se dostavaji chitinolytické enzymy katalyzujici biodegradaci chitinu, jenz je soucasti buné¢nych stén
¢i exoskeletd mnoha fytopatogennich organismd. Jejich schopnost Gi¢inné inaktivovat rostlinné skidce, je jednim z diivodu jejich stu-
dia. Pouzitim téchto pfipravkd na obhospodaiované pole je mozné docilit vyssich vynosa. V pfistich nékolika desetileti bude uspésnost
zavedeni tohoto procesu do praxe kli¢ova pro nasyceni stéle rostouci lidské populace ne v3ak za cenu rostouci kontaminace Zivotniho
prostiedi.

Klicova slova: biopesticid, Pseudomonas gessardii, chitinolytické enzymy, cytotoxicita, biodegradace, enzymova aktivita, ochrana rostlin

Summary

Mach J., Halecky M., Hnatkova T.: Genus Pseudomonas as a producer of chitinolytic enzymes and secondary metabolites po-
tentially useful as a basis for biopesticides

The study of the application of environmentally friendly biopesticides containing biologically active substances is essential to limit the
application of chemical sprays. Biopesticides have antiphytopathogenic effects. Their main component are intact cells of microorganisms
or only biologically active substances. A gram-negative, non-sporulating, motile and rod-shaped bacteria belonging to the genus Pseudo-
monas play an important role here. Their significance for potential use as a biopesticide consists in their production of a various mixture
of biologically active substances (antibiotics, dyes and enzymes). Chitinolytic enzymes catalyzing the biodegradation of chitin, which is
part of the cell walls or exoskeletons of many phytopathogenic organisms, are gaining prominence. Their ability to effectively inactivate
plant pests is one of the reasons for their study. By using these products on the cultivated field, it is possible to achieve higher yields. In
the next few decades, the success of putting this process into practice will be crucial to saturating the ever-growing human population,
but not at the cost of growing environmental contamination.

Keywords: biopesticide, Pseudomonas gessardii, chitinolytic enzymes, cytotoxicity, biodegradation, enzyme activity, plant protection
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