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Metoda pro vyhledavani novych metaboliti s 4-alkyl-L-prolinovou
jednotkou odvozenou z L-tyrosinu

Method for a search of new metabolites with 4-alkyl-L-proline
moiety derived from L-tyrosine

L. Brazdoval?, N. Céspedes®, Z. Kamenik?, S. Kadlgik, J. Janata?, J. Masak®

'Ustav biotechnologie, VSCHT Praha; ?Mikrobiologicky ustav AV CR; ®Pontificia
Universidad Javeriana, Bogota, Colombia

Abstrakt

4-alkyl-L-prolinové derivaty (APD) jsou skupinou mikrobialnich specializovanych
metabolitti, které maji spolecnou APD jednotku, ale rozdilnou finalni strukturu metabolitu
a odlisnou biologickou aktivitu. Tyto metabolity jsou biosyntetizovany Aktinobakteriemi z L-
tyrosinu nebo L-leucinu. Tato prace je zaméfena na metabolity s APD jednotkou odvozenou
Z L-tyrosinu, mezi které se fadi naptiklad linkosamidy (skupina antibiotik),
pyrrolobenzodiazepiny (latky s protinddorovou aktivitou) nebo hormaomycin (bakterialni
signdlni molekula). VSechny tyto metabolity maji ve své struktuie zabudovany APD motiv,
ktery ptispivad k lepSim biologickym vlastnostem a proto by vyhledavani novych APD
metabolitti mohlo byt pfinosem pro sou¢asnou medicinu, kdy je 1é¢ba bakterialnich infekci stale
komplikovanéjsi kvili rezistenci patogennich bakterii k dosud pouzivanym antibiotikim.
Cilené vyhledavani novych APD latek je vSak sloZité, a proto jsme v nasi laboratofi vyvinuli
metodu, kterd vyuziva izotopoveé znacenou L-DOPA (intermedidt biosyntézy APD prekurzor)
pro snadngj$i identifikaci nového APD metabolitu. 3C;, !80-L-DOPA je ptidavana
do produkéniho média a na zakladé porovnani MS spekter ziskanych pro média
s a bez 13C,, 8O-L-DOPA 1ze APD latku odliit od vSech ostatnich metaboliti. Pomoci této
metody byl objeven novy APD metabolit, o kterém lze po analyze biosyntetického genového

klastru fici, Ze je zcela odlisny od dosud znamych metabolita s APD jednotkou.

Abstract

4-alkyl-L-proline derivatives (APD) are a group of microbial specialized metabolites
with a common APD moiety, but diverse final structures of metabolite and different biological
activity. These metabolites are biosynthesized from L-tyrosine or L-leucine by actinobacteria.
This study focuses on metabolites with APD moiety derived from L-tyrosine that are

incorporated into for instance lincosamides (the group of antibiotics), pyrrolobenzodiazepines
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(antitumor agents) and hormaomycin (a bacterial signalling molecule). All of these metabolites
contain the APD motif that contributes to the better biological activity of metabolites. New
APD metabolites can extend the group of clinically used compounds and help us to fight
multidrug-resistant pathogenic bacteria. However, the search for new APD metabolites is
complicated, therefore our laboratory has developed a method for easier detection of new APD
metabolites. The method is based on feeding culture with isotopic labelled L-DOPA
(an intermediate of the biosynthetic pathway of APD precursors). When we compare MS
spectra for extracts of culture with and without $3C;, 80-L-DOPA, then we can detect new APD
metabolites. We have discovered a new APD metabolite by this method. In addition, we have
analyzed the biosynthetic gene cluster of the new APD metabolite. This analysis has shown us
that the new APD metabolite is distinct from known compounds with APD moiety derived from

L-tyrosine (lincosamides, pyrrolobenzodiazepines, hormaomycin).

Klicova slova: Aktinobakterie, specializované metabolity, 4-alkyl-L-prolinové derivaty

Keywords: actinobacteria, specialized metabolites, 4-alkyl-L-proline derivatives

4-alkly-L-prolinové derivaty

4-alkyl-L-prolinové derivaty (dale jen APD) jsou skupinou specializovanych
metabolitli, které jsou produkovany jak plidnimi tak 1 motskymi mikroorganismy. Hlavnimi
producenty téchto specializovanych metabolitd jsou Aktinobakterie zejména pak rod
Streptomyces, ktery produkuje okolo dvou tietin vSech klinicky pouZzivanych antibiotik
(Manteca a Yagiie, 2019). APD prekurzory mohou byt biosyntetizovany z L-tyrosinu (Janata
a kol., 2018) nebo z L-leucinu (Lukat a kol., 2017). Tato studie se zamé&fuje na APD odvozené

Z L-tyrosinu a dale v textu bude popisovana pouze tato skupina latek.

APD prekurzory (Obr. 1) jsou velmi podobné proteinogenni aminokyseling L-prolin, ale
na pozici C4 maji postranni alkylovy fetézec, ktery mizZe byt rizn¢ dlouhy (dvou- nebo tfi-
uhlikaty) a také rGzn€ saturovany (Janata a kol., 2018). Takovyto prekurzor je nasledné
inkorporovan do riznych struktur, které maji rozdilnou biologickou aktivitu. Jedna se naptiklad
0 linkosamidy, skupinu antibiotik (Spizek a kol., 2004), dale jsou to pyrrolobenzodiazepiny,
velka skupina latek s protinadorovymi vlastnostmi (Gerratana, 2012), a v neposledni fad¢ se
k t¢tmto metaboliti fadi i hormaomycin, bakterialni signalni molekula (Zlatopolskiy a kol.,
2004).


https://www.semanticscholar.org/author/A.-Manteca/145883614
https://www.semanticscholar.org/author/P.-Yag%C3%BCe/6231136
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Obr. 1: Struktury APD prekurzori odvozenych z L-tyrosinu: EPL — 4-ethyl-L-prolin, DH-EPL — 4-
ethyliden-L-prolin, PPL — propyl-L-prolin, DH-PPL — 4-propyliden-L-prolin, DH-PPL— 4-propen-1-yl-

L-prolin.

Piedpoklada se, ze APD jednotka je oproti L-prolinové jednotce evolu¢né pokrocilejsi
a produkénimu kmenu dodava jistou evolu¢ni vyhodu. Ukazalo se, Ze linkosamidy
a pyrrolobenzodiazepiny s inkorporovanou APD jednotkou vykazuji lepsi biologickou aktivitu
oproti jejich analogim nesouci pouhy L-prolin (Janata a kol., 2018). Jako jeden z ptikladi l1ze
uvést linkomycin A (APD jednotka — PPL) a celesticetin (L-prolin), kde celesticetin vykazuje
zhruba 25 — 50 % biologickou aktivitu linkomycinu A (Magerlein, 1971). Dalsi vyznamny
rozdil v aktivité 1ze pozorovat u linkomycinu A, ktery ma zabudovany APD s tfiuhlikatym
postrannim fetézcem a linkomycinu B s dvouuhlikatym postrannim fetézcem. Linkomycin B
disponuje pouze 25 % biologickou aktivitou linkomycinu A (Pang a kol., 2015). V piipadé
pyrrolobenzodiazepinli je kromé délky postranniho fetézce APD dilezita také piitomnost
dvojnych vazeb na APD jednotce. Latky s dvojnou vazbou maji vyssi protinadorovou aktivitu
ve srovnani s plné saturovanym APD (Gregson a kol., 2000). Na zaklad¢ pozorovani téchto
dvou skupiny, kdy oba zéastupci maji zcela odlisné biologické cile i zpusoby plsobeni, lze
usoudit, Ze vliv pfitomnosti, délky i saturace postranniho fetézce APD jednotky na biologickou
aktivitu je obecngjsi, a proto by mohla tato skute¢nost mit potencial ve vyuziti v klinické praxi

(Janata a kol., 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0065216408705446#!
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Biosyntéza APD odvozenych z L-tyrosinu

Nejlépe je dosud popséna biosyntetickd draha APD prekurzori odvozenych z L-
tyrosinu, ktera je kodovana az Sesti geny apd1 — apd6 (Janata a kol., 2018). Na Obr. 2 Ize pak
vidét schéma této drahy. V prvnich dvou katalyzovanych krocich biosyntézy je L-tyrosin
pfeménén na L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-DOPA) a nasledné na intermediat 1, ktery podléha
spontanni cyklizaci a vznika dikarboxylova kyselina 2 (Novotna a kol., 2004; Colabroy, 2016;
Jiraskova a kol., 2016). Zde se biosynteticka draha déli a vznika bud’ APD s dvouuhlikatym
(2C) nebo triuhlikatym (3C) postrannim fetézcem. 3C APD vyZaduje jeden krok navic, kdy
intermediat 2 je methylovan pomoci C-methyltransferazy Apd3 na postrannim fetézci za vzniku
intermediatu 3 (Jiraskova akol.,, 2016). Pomoci Apd4 dochazi k odstépeni oxalatu
Z intermedidtu 2 popfipad¢ intermedidtu 3 za vzniku intermedidtu 4, u kterého vSak nebyla
dosud prokazana ptesnd struktura (Jiraskova a kol., 2016; Zhong a kol., 2017). Také potadi
kroka katalyzovanych enzymy Apd3 a Apd4 je stale diskutované (Zhong a kol., 2017; Kamenik
a kol., 2018). V ptipadé APD prekurzoru, které jsou inkorporovany do linkosamidd a PBD, se
ptedpoklada, Ze intermediat 4 je pomoci isomerazy ApdS pfeménén na intermedidt 5, ktery byl
jiz diive navrZen v biosyntéze linkosamidl (Jiraskova a kol., 2016). V dalS§im kroku opét
spolecnym pro vSechny typy APD prekurzori je intermediat 5 popiipad€ intermediat 4
substratem reduktazy Apd6 (Janata a kol., 2018; Steiningerova a kol., 2020), ktera v piipadé
PBD redukuje pouze endocyklickou dvojnou vazbu, kdezto u linkosamidi dochazi k redukci
jak endo- tak exo-cyklické dvojné vazby a vznikd plné saturovany postranni fetézec

(Steiningerova a kol., 2020).

Suplementace produkéniho média 3Cz, 80-L-DOPA

Vyhledavani novych metabolitli s APD jednotkou je zna¢né slozité pokud nezname
strukturu nebo fyzikalni ¢i chemické vlastnosti, proto jsme v nasi laboratofi vyvinuli metodu,
ktera by detekci novych APD latek usnadnila. Tato metoda je zaloZena na znalosti biosyntetické
drahy APD prekurzorii a vyuziva jednoho z intermediatl, ktery je spole¢ny pro vSechny typy
APD prekurzor odvozenych od L-tyrosinu. Jedna se o L-DOPA, kterd je izotopove znacena
13C,, 180-L-DOPA a piidavana do produkéniho média Aktinobakterii nesoucich biosyntetické
genové klastry pro biosyntézu APD prekurzori. Na Obr. 3 je pak znazornéné schéma
biosyntézy APD prekurzori, kde jsou vyznageny zabudované *C, (30 je b&hem biosyntézy
APD eliminovan) pfi obohacovanim 3C;, 80-L-DOPA (Brazdova, 2019). Tato metoda byla

8
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nejprve testovdna na kmeni Streptomyces purpureus, ktery produkuje jiz znamy PBD
tomaymycin (Palanova, 2017). Pii zabudovani izotopové znacenych atomu do celkové
struktury metabolitu Ize pozorovat v MS spektrech (Obr. 4) rozdilny pomér iont 291,1 a 293,1
odpovidajicich tomaymycinu v médiu s a bez obohaceni intermediatem =Cp, ¥O- L-DOPA

(Brazdova, 2019).

NH, NH;
Apd1 HoOC
—_— 2
HO NHO\/\|:> linkomycin A
OH OH HOOC//
L-tyrosin L-DOPA " % PPL
NQ\/\
Apd2 — — Hooc,
HoOoC -
% 5a — PBD:
Apd5 NH T sibiromycin
N
\ S DH-PPL
COOH
HoOC_ A HOOG, Hooc,
NH; B g
o ne- OH N
Ny, enzymaticky 2a NH N\
— Apd3 Apd4 Apd6 = .
HooC —> \ — — ormaomycin
e Hooc, HooC
OH 8
1 NH > 3 4a
HooC
o}
2b
HooC
Apd4 2
PBD:
NH tomaymycin
HoOC, Hooc, ~ = limazepin
% ¥ Apds <:
Apd5 /\‘)\/P DH-EPL
N N
N\ N\ X
\\ HOOC,
4b 5b %
NH ——) linkomycin B

EPL
Obr. 2: Schéma biosyntetické drahy APD prekurzori odvozenych z L-tyrosinu. Prokdzané kroky

biosyntézy jsou oznaceny ¢ernymi Sipkami, hypotetické kroky pak modrymi. 3C APD (PPL — propyl-
L-prolin, DH-PPL — 4-propyliden-L-prolin, DH-PPLy, — 4-propen-1-yl-L-prolin) jsou oznaceny Cervené
a oranzove¢, 2C APD (EPL — 4-ethyl-L-prolin, DH-EPL — 4-ethyliden-L-prolin) jsou zndzornény modfe.

Lze tedy konstatovat, Ze metoda byla u¢inna, a proto jsme se rozhodli aplikovat ji

na ostatni kmeny S biosyntetickym genovym klastrem pro biosyntézu APD prekurzoru,

9
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u kterych prozatim nebyla APD latka popséna. Pomoci této metody byl u kmene C0072
identifikovan novy APD metabolit. Detekce nového metabolitu prob&hla na zakladé porovnani
MS spekter pro extrakty produkéniho média s a bez znacené L-DOPA. Jak 1ze vidét na Obr. 5,

rozdil v pomér ionti 275,1 a 277,1 je vyrazny, z ¢ehoz lze usoudit, ze tento metabolit nese APD

jednotku.

HooC,

e

A
HOOC, HNCB'\/II\Ninkomycin A
B o
Apd6
NMOO% ) PPL

PBD:
sibiromycin
HooC,
HN
ALdZ, ——> hormaomycin
ne- HOOC HO
";"H enzymaticky
OH :
L-tyrosin L-DOPA 2 R H,CO
HOOG, PBD:
7 tomaymycin
limazepin

EPL

Obr. 3: Zjednodusené schéma biosyntézy APD prekurzori s vyznadenymi zabudovanymi atomy **C,

(*80) pii obohacovani produkéniho média intermediatem °Co, 120- L-DOPA .
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Obr. 4: MS spektra pro extrakty produkéniho média S. purpureus DSM 43360 (C0033) s piidavkem
a bez piidavku C,, 80- L-DOPA (pfevzato a upraveno z Brazdova, 2019).

Co072

2751779
1007
1-DOPA #|
76,1828
f 771857
0 ; I
2771848

13¢,,150-L-DOPA 2|

L " el 1 i " [
UUOEG 265 270 275 280 285 200 205 300 308 M7

Obr. 5: MS spektra pro extrakty produkéniho média kmene C0072 bez piidavku a s piidavkem C,,
80- L-DOPA.

Zavér

V nasi laboratofi se podatilo vyvinout novou metodu pro snadnéjsi vyhledavani novych
metaboliti s APD jednotkou odvozenou od L-tyrosinu. Pomoci této metody, ktera je zalozena
na suplementaci produkéniho média izotopové znacenou L-DOPA (BCy, O- L-DOPA), se
podafilo detekovat novou APD latku produkovanou kmenem CO0072. Na zakladé analyzy
genového klastru kodujiciho biosyntézu této APD latky lze konstatovat, Ze se jednd o latku
zcela odliSnou od jiz popsanych APD metabolitii (linkosamidy, PBD, hormaomycin, APD
metabolity odvozené od L-leucinu). V soucasné dob¢ je tato nova latka pfedmétem zkoumani

Z hlediska jeji struktury a biologické funkce.
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Vliv furfuralu na Clostridium beijerinckii NRRL B-598
Influence of furfural on Clostridium beijerinckii NRRL B-598

K. Hefmanova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Cilem prace bylo sledovat vliv furfuralu, jednoho z inhibitor vznikajicich béhem
predupravy lignocelulozové biomasy, jez je vyuzivana jako substrat pro aceton-butanol-
ethanolovou fermentaci, na produkéni kmen Clostridium beijerinckii NRRL B-598. Byla
zjisténa inhibice bunééného ristu i produkce rozpoustédel jiz pti 0,5 - 1 g/l. Pro podrobné;si
sledovani ucinku furfuralu na kulturu byly sledovany zmény v genovych expresich vybranych
gent, jez nepotvrdily zapojeni gentt AKR a SDR do redukce furfuralu na furfurylalkohol, ani
zapojeni gend jiné detoxifikacni drahy furfuralu — gend hmfA a hmfD. Sledovanim zmén
Vv expresi dvou genl zapojenych glykolyzy — genti gap a gapN byla zjisténa jejich souvislost
S bunéénym rastem, v ptipad¢ zastaveni ristu bylo pozorovano utlumeni genu gap, a naopak

zvyseni exprese genu gapN.
Abstract

The aim of this work was to study the effect of furfural, one of the inhibitors formed
during pretreatment of lignocellulosic biomass, which is used as a substrate for acetone-
butanol-ethanol fermentation, on the production strain Clostridium beijerinckii NRRL B-598.
Inhibition of cell growth and solvent production occurred at 0.5 - 1 g/l. To further monitor the
effect of furfural on culture, changes in gene expression of selected genes were monitored,
which didn’t confirm the involvement of AKR and SDR genes in furfural reduction to
furfurylalcohol, nor the involvement of other furfural detoxification pathway genes - hmfA and
hmfD genes. By monitoring the changes in the expression of two genes involved in glycolysis
- the gap and gapN genes, their correlation with cell growth was found.

Kli¢ova slova: aceton-butanol-ethanolova fermentace, Clostridium, furfural, biotransformace

furfuralu

Keywords: acetone-butanol-ethanol fermentation, Clostridium, furfural, biotransformation of

furfural
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Uvod

Solventogenni bakterie rodu Clostridium dokaZzou v procesu znamém jako aceton-
butanol-ethanolova fermentace (ABE fermentace) produkovat rozpoustédla — aceton, butanol,
ethanol (Jones a Woods, 1986). Pro tento proces jsou schopné vyuzivat Sirokou skalu substratt
od potravinafskych plodin az po zeméd¢lské odpady, pricemz jednim z nejperspektivnéjSich
obnovitelnych materidlii je lignocelulozova biomasa. Problémem u lignoceluldzy je tvorba
vedlejSich inhibi¢nich produkti vznikajicich béhem jeji nezbytné piedupravy, které snizuji
efektivitu celého procesu. Jednim z vyznamnych inhibitora je furfural, vznikajici z celuldzy a
hemicelul6zy, vyskytujici se bézné v hydrolyzatech v koncentra¢nim rozmezi 0,5-11 g/l (Zhang
a kol., 2012). V posledni dobé¢ je vénovana pozornost biotransforma¢nim draham furfuralu,
jejichz znalost muze byt vyuZzita k modifikaci jednotlivych kmeni klostridii umoznujici jim

odstranéni furanu in situ.
Material a metodika
Mikroorganismus a médium

V praci byl vyuzit kmen Clostridium beijerinckii NRRL B-598. Kmen byl uchovavan

Vv destilované vod¢ ve formé sporové konzervy pii 4° C.

Jako kultivaéni médium bylo vyuZito TYA médium obsahujici nasledujici slozky:
glukoza — 20 g/1, kvasni¢ny extrakt — 2 g/l, trypton — 6 g/l, KH2PO4— 0,5 g/1, octan amonny — 3
g/l, MgS04.7H20 — 0,3 g/l, FeS04.7H20 — 0,01 g/1. pH média bylo pomoci 1 M roztoku NaOH
upraveno na 6,8. Sterilace probéhla v autoklavu pii 121 °C po dobu 20 minut.

Kultivace v kapalném médiu

Pted zaockovanim byla sporova konzerva zahtata po dobu 2 minut na 80 °C a promichéna
na vortexu. Poté byl obsah asepticky pfeveden do Erlenmeyerovy baiky se 100 ml kultiva¢niho

média a kultura byla kultivovana v anaerobni komote po dobu 24 hodin a 37 °C.

Stanoveni nartstu kultury

Celkovy nartist kultury byl stanoven spektrofotometricky pifi 600 nm pomoci

spektrofotometru Varian Cary 50 (Variant Cary, USA).
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Analyza metaboliti a furfuralu

Vzorky byly odstiedény pii 2000 x g po dobu 2 minut a ptefiltrovany pies filtr s velikosti
pori 0,2 um do vialek. Nasledn¢ byly analyzovany na kapalinovych chromatografech Agilent
(Agilent technologies, USA). Pro HPLC byla pouzita kolona Watrex IEX H, refraktometricky
detektor a mobilni fazi byla 5 mM kyselina syrova (prutok 1 ml/min). Pro UHPLC byla pouzita
kolona ZORBAX Eclipse Plus Phenyl-Hexyl, DAD detektor a mobilni fazi byl acetonitril a
0,025 % roztok H3PO4 (prutok 1,5 ml/min). Objem nastiiku byl 20 pl.

Izolace RNA a reverzni transkripce

Vzorky ur¢ené k izolaci RNA byly odstiedény (10000 x g, 2 minuty), pelety byly promyty
destilovanou vodou, resuspendovédny a nafedény na OD = 1 (600 nm). 1 ml této suspenze byl
znovu odstiedén (10000 x g, 2 minuty) a peleta byla uchovavana pti — 70 °C v hlubokomrazicim
boxu pro naslednou izolaci RNA. Pro samotnou izolaci RNA byly vzorky rozmrazeny na ledu
a celkova RNA byla izolovana pomoci komeréniho kitu High Pure RNA Isolation Kit (Roche
Life Science, Svycarsko) dle instrukci vyrobce. Koncentrace RNA byla zméfena na nanodropu.
Nasledna reverzni transkripce byla provedena pomoci kitu Transcriptor First Strand cDNA

Synthesis Kit (Roche LIfe Science, Svycarsko) dle instrukci vyrobce.
RT-gPCR

Vsechny RT-gPCR reakce byly provedeny v cykleru QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher
Scientific, USA) s pouzitim reakéniho premixu 5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus
Tab. I Sekvence vybranych primert (Solis BioDyne, Estonsko). Reakéni smés (20 pl) byla

pfipravena dle instrukci vyrobce s pouZitim primert
(Tab. I) ve vysledné koncentraci 200 nM. Teplotni profil reakce byl zvolen dle instrukci
vyrobce, annealingova teplota byla zvolena jako 61 °C, pii niz RT-qPCR reakce se vSemi
sadami primert probihaly s efektivitou vrozmezi 90-110 % (efektivita byla stanovena
provedenim né€kolika RT-qPCR reakei s riiznymi fedénimi cDNA). Vylouceni kontaminace
Vv reakci bylo ovéfeno provedenim reakci s nt a noRT kontrolou. Relativni zmény v genovych
expresich byly vypocitany pomoci tzv. AACt metody (Schimttgen a Livak, 2008). Jako kontrola

vzdy slozil vzorek bez ptidavku furfuralu odebrany ve stejny cas jako vzorky urcené pro

sledovani zmén v relativni genové expresi s pridavkem furfuralu.

| Gen |  Sekvence forward primeru (5'-3) | Sekvence reverse primeru (5' - 3" |
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AKR AGCCGGATAAAGGTGGATGG CAGCTAAGCGCCATTTGAGC
SDR CAGCTACAAAAGGCGCGGT TTTATTGGACCGGGTGCTACAG
hmfA TACAAGGACAGATGCAGGGC TAGCTCACCTGCACCCTTTG
hmfD GATATGTGGCTCAGGCAGGA GCAGTTGCTTCAGTTTGTCCA
gap TGCTCCACACAGAAAAGGTGA GGAACTCTTTGAGCACCACCA
gapN AGCTTGTGGTCGGAAATCCA CTCTTCCCATGCAAGCCTCA
greA GCAGAAGCGGA CCCTATGAA TCCGTCTGGA ACTGTTACCTC
Vysledky a diskuse

Vliv furfuralu na bunéény ruast a produkci rozpoustédel

Pro sledovani vlivu furfuralu na bunéény rust a produkci rozpoustédel C. beijerinckii

NRRL B-598 byly provedeny vsadkové kultivace s ptidavkem furfuralu v koncentra¢nim

rozmezi 0-3 g/l (koncentra¢ni rozsah byl zvolen na zdkladé experimenti, které zde nejsou

uvedeny, a které prokazaly uplnou inhibici ristu i produkce pti 4 g/l pfidaného furfuralu). Byly

vytvoreny dvé sady, do prvni sady byl inhibitor pfidan pied zacatkem kultivace (v 19. hodiné

kultivace), do druhé sady byl furfural ptidan az k rostouci kultute, aby bylo mozné pozorovat,

zda se vliv furfuralu bude li$it na zakladé€ toho, kdy bude do média ptidan.
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Obr. 2: Vliv p¥idavku furfuralu pred zaditkem kultivace (a) a K rostouci kultufe (v 19.h
kultivace) (b) na celkovou produkci ABE C. beijerinckii NRRL B-598. Jednotlivé kiivky
znazoriuji celkové koncentrace ABE v ¢ase pro rizné pridané koncentrace furfuralu
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Z Obr. 1-(a) a 2-(a) je vidét, ze piidavek furfuralu pied zacatkem kultivace zpisobil
ale spise o prodlouzenou lag fazi, ktera je patrna zejména u vzorku s ptidavkem 2 g/l furfuralu.
U tohoto vzorku bylo i pies pocateéni inhibici dosazeno podobné maximalni optické density i
celkové produkce ABE jako u kontrolniho vzorku, coz je efekt Casto uvadény v literatute (Yao
a kol., 2017). Ptidavek 3 g/l jiz zpusobil Gplnou inhibici bunééného ristu i produkce ABE.
Pridavek furfuralu k jiz rostouci kultuie zptisobil mirnou inhibici bunééného ristu v celém
testovaném koncentra¢nim rozsahu 0-3 g/l (Obr. 1-(b)), vysledné hodnoty optickych densit po
66 hodinach kultivace jsou ale srovnatelné s kontrolnim vzorkem bez ptidavku furfuralu. Co se
ty¢e produkce rozpoustédel, u vzorki s ptidavkem 1 g/l a 2 g/l furfuralu nebyla inhibice
pozorovana, 2 g/l sice zptsobily na kratkou dobu v okamziku pfidani inhibitoru ke kultuie
zastaveni produkce rozpoustédel, poté ale produkce pokracovala (Obr. 2-(b)). Ptidavek 3 g/l
k rostouci kultuie zpisobil Gplnou inhibici produkce rozpoustédel stejné jako jeho ptidavek
pred zac¢atkem kultivace, bunécny riist ale nadale po ptidani inhibitoru pokracoval, coz je efekt
pozorovany i v praci Zhang a Ezeji (2013), ve které 3 g/l furfuralu ptidaného béhem
solventogenni faze zpusobily zastaveni produkce rozpoustédel, bunéény rust C. beijerinckii

NCIMB 8052 ale inhibovan nebyl.
Spoti‘eba furfuralu béhem fermentace

Aby bylo zjisténo, zda je furfural béhem fermentace buitkami spotiebovavan, byly ze
sady s pridavkem furfuralu k rostouci kultufe (19. hodina kultivace) odebrany vzorky k analyze
na UHPLC. Z Obr. 3 je vidét, ze 1 g/l ptidaného furfuralu byl spotfebovan béhem 2 hodin,
témét vSechen furfural byl ve vzorku s 2 g/1 furfuralu spotiebovan po 4 hodinach, 3 g/ furfuralu

byly ve stejnou dobu spottebovany ale jen z 55 %.
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Obr. 3: Spotieba furfuralu béhem fermentace. Jednotlivé kiivky zndzoriuji zmény v mnoZstvi
spotirebovaného furfuralu v ¢ase pro ruzné pridané koncentrace furfuralu
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Vybér genii pro RT-qgPCR

Aby byly blize objasnény pozorované jevy furfuralu na kulturu C. beijerinckii NRRL B-
598, byly vybrany nékteré geny, jejich zmény v expresi byly dale sledovany. Protoze byla
béhem fermentace pozorovana spotieba furfuralu bunkami, byly vybrany geny, jezZ by mohly
byt v odbouravani furfuralu zapojeny. Témito geny byly geny pro AKR (aldo/keto reduktaza)
a SDR (dehydrogenaza/reduktaza s kratkym fetézcem) — enzymy podilejici se dle literatury na
redukci furfuralu na furfurylalkohol. Tyto geny byly vytipovany na zéklad¢ aminokyselinovych
podobnosti jejich produktii s geny popsanymi v literatuie pro Clostridium beijerinckii NCIMB
8052 (Okonkwo a kol., 2019; Zhang a Ezeji, 2013; Zhang a kol., 2015).

Dale byly vybrany dva geny jiné detoxifikacni dréhy furfuralu, jez byla zatim popséna
jen pro aerobni mikroorganismy — geny hmfA (xanthin dehydrogenaza) a hmfD (AMP-vazajici
protein). Homology téchto genti popsanych v literatuie pro Cupriavidus basilensis HMF14
(Koopman a kol., 2010) byly dle aminokyselinovych podobnosti jejich produktii nalezeny i u
kmene C. beijerinckii NRRL B-598.

Aby bylo zjisténo, zda ma furfural vliv na zpomaleni toku centralnim metabolismem,
posledni dva geny vybrané pro sledovani zmén v expresi byly geny zapojené do centralniho
metabolismu — geny gap (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza) a gapN (NADP+ dependentni
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza). Jsou to geny zapojené do glykolyzy, piiCemz
dehydrogenaza kdédovana gapN zaroven produkuje NADPH potiebné pro redukci furfuralu
pomoci AKR a SDR.

Jako referencni gen byl vybran gen greA, jehoZz exprese byla pro zde studovany kmen C.

beijerinckii NRRL B-598 ovéiena jako nejstabilngjsi (Jureckova a kol., 2021).
Zmény v genové expresi vybranych genti

Pro sledovani zmén v relativni expresi vybranych gent byly odebrany dva vzorky, vzorek
ze sady s pridavkem furfuralu pied zacatkem kultivace (odebrany v 18. hodin¢ kultivace) a
vzorek ze sady s pridavkem furfuralu k rostouci kultufe (odebrany ve 21. hodiné kultivace
neboli 2 hodiny po pfidavku furfuralu). V obou vzorcich se jednalo o ptidavek 1 g/l furfuralu.

Vypocitané zmeny v relativnich genovych expresich zobrazuje Tab. II.
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Tab. II: Zmény v relativnich genovych expresich vybranych genti.
Fur_1 vzorek s pridavkem furfuralu pfed zac¢atkem kultivace, Fur_2
vzorek s ptidavkem furfuralu k rostouci kultufe (odebran 2 h po
pridavku furfuralu). Zména gen. exprese u kontroly bez furfuralu =

Gen Fur 1 Fur 2
AKR 0,87 1,02
SDR n.d. n.d.
gap 1,99 1,21
gapN 0,95 0,57

n.d. - zmény V relativni gen. expresi nebylo mozné stanovit

U genu SDR byla pouzitou metodou zjisténa tak nizka exprese u vzorku s ptidavkem
furfuralu i u vzorku bez ptidavku, Ze u tohoto genu nebylo mozné relativni zmény v expresi
stanovit. U genu AKR byla relativni exprese niz$i ¢i srovnatelna s kontrolnim vzorkem bez
furfuralu, coz naznacuje, Ze ani jeden z téchto gent nebyl do biotransformace furfuralu u kmene
C. beijerinckii NRRL B-598 zapojen. Relativni exprese genu gap byla v obou vzorcich vyssi,

naopak exprese genu gapN nizsi nezli u kontrolniho vzorku.

Pro ovéfeni téchto vysledkd byl navrzen dal$i experiment, béhem kterého byly navic
sledovany dva dalsi geny zapojené do jiné biotransformaéni drahy furfuralu — geny hmfA a
hmfD. Byly provedeny vsadkové kultivace s ptidavkem 0-3 g/l furfuralu k rostouci kultuie (ve
22.hodiné kultivace), béhem niz byly zaroven odebrany vzorky pro spektrofotometrické
stanoveni nariistu kultury (Obr. 4) a analyzu na HPLC. Pomoci analyzy na HPLC bylo béhem
tohoto experimentu dokazano, ze furfural je buitkami opravdu redukovan na furfurylalkohol

(vysledky zde neuvedeny).
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3 I furfuralu
E25 I * =e—0gll
] —
s 2 g —e—0,5¢g/l
a)
old 19/
1
29/l
05 3g/l
0 g

0 10 20 30 40 50 60 70

Obr. 4: Vliv pridavku furfuralu K rostouci kultuie (ve 22. h kultivace) na bunéény rist C.
beijerinckii NRRL B-598. Jednotlivé ki'ivky znazoriiuji zmény OD v ¢ase pro rizné piidané
koncentrace furfuralu
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Pro sledovani relativnich zmén v genové expresi byly z tohoto experimentu vybrany dva
vzorky, prvni byl odebran 0,75 h po ptidavku furfuralu, druhy 1,5 h po ptidavku. Relativni
zmény v expresi genu SDR opét nebylo mozné diky velmi nizké expresi ve vzorcich stanovit a
stejné tomu bylo u genu hmfD, coZz naznacuje ze ani jeden z téchto geni opravdu nebyl do
biotransformace furfuralu zapojen. U genii AKR a hmfA byly sice malé zmény v relativnich
expresich pozorovany (Tab. III), vzhledem ale k o¢ekdvanému mnohonasobnému zvySeni
jejich exprese je predpokladano, Ze se ani jedna ze zde vybranych drah degradace furfuralu u
C. beijerinckii NRRL B-598 neucastni. Analyzou na HPLC bylo zjisténo, Ze se furfural
redukuje na furfurylalkohol, do této redukce budou tedy u zde zkoumaného kmene
pravdépodobné zapojeny jiné dehydrogenazy, kterych je v genomu C. beijerinckii NRRL B-
598 mnoho (Patékova a kol., 2019).

Exprese genu gap zapojeném do glykolyzy byla v tomto experimentu u obou vzorkl
utlumena, coz odpovida skute¢nosti, ze furfural po ptidavku na dlouhou dobu zastavil bunécny
rust (Obr. 4). Snizena exprese gap po pridavku furfuralu Gstici v pozastaveni bunééného ristu
byla pozorovana i v praci Liu a kol. (2019). Relativni exprese genu gapN byla v obou vzorcich
naopak zvySena, moznym vysvétlenim je skute¢nost, ze dehydrogenaza kodovana gapN vytvari
“bypass“ v jedné Casti glykolyzy a zaroven produkuje NADPH. Je tedy mozné, Ze v piipade
pozastaveni bunééného rlstu (vyvolaném utlumenim genu gap) byla zapojena tato

dehydrogendza pro produkci nedostatkového NADPH z centralniho metabolismu.

Tab. III: Zmény v relativnich genovych expresich vybranych gend.
Fur_0,75h vzorek odebrany 0,75 h po piidavku furfuralu, Fur_1,5h
vzorek odebrany 1,5 h po piidavku furfuralu. Zména gen. exprese u
kontroly bez furfuralu = 1.

Gen Fur_0,75h Fur_1,5h
AKR 0,79 1,07
SDR n.d. n.d.
gap 0,81 0,36
gapN 1,36 1,18
hmfA 1,25 0,73
hmfD n.d. n.d.

n.d. - zmény v relativni gen. expresi nebylo mozné stanovit
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Zavér

Béhem kultivacnich experimentti byla pozorovana inhibice jak bunécného ristu, tak
produkce rozpoustédel kmene C. beijerinckii NRRL B-598 po piidavku furfuralu do média.
Bylo vylouceno zapojeni gentit AKR a SDR do redukce furfuralu na furfurylalkohol i geni jiné
detoxifikacni drahy furfuralu — hmfA a hmfD. Dale bylo dokazano, ze je furfural buiikami C.
beijerinckii NRRL B-598 redukovan na furfurylalkohol, jen budou v této biotransformaci
zapojeny jiné geny neZ zde sledované. Rovnéz byla pozorovana souvislost bunééného rastu
s geny gap a gapN zapojenymi do centralniho metabolismu, v pfipad¢ pozastaveni bunécného
ristu po ptidavku furfuralu bylo pozorovano utlumeni genu gap zapojené¢ho do glykolyzy, a
naopak zapojeni dehydrogendzy kodované gapN pravdépodobné pro generovani

nedostatkového NADPH z centralniho metabolismu.
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Vyvoj metody pro stanoveni tékavych fenoli v nakuFovanych
sladech a sladinach
Development of a method for the determination of volatile phenols

in smoked malts and worts

R. Jung, M. Karabin
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Nakutované slady, které jsou vyuzivany pii vyrobé alkoholickych napoji (nakufovanych piv
a whisky), jsou vyhledavany pro sva specifickd koufova a uzend aroma, zptisobené piedevsim
tékavymi fenoly a furfuraly. Tyto latky vznikaji termickou degradaci ligninu, konkrétné z p-
kumarylalkoholu (prekurzor fenolil), koniferylalkoholu (prekurzor guajakoli), sinapylalkoholu
(prekurzor syringolil) a termickou degradaci celulozy a hemicelulozy (furfuraly).

V této praci byly markery nakufovéani izolovany z vodného extraktu rozemletého sladu
prostiednictvim HS-SPME a nésledné analyzovany plynovou chromatografii s hmotnostni
detekci. Pro tuto metodu byla stanovena opakovatelnost, vyjadiena relativni smérodatnou
odchylkou, jejiz hodnoty se pohybovaly v rozmezi 2-10 % s vyjimkou ethylguajakolu, jehoz
odchylka pfesahovala 12 %. Nésledné byl pomoci modelu CCD zjistovan vliv parametrt (pH,
teplota a doba izolace) na miru extrakce latek, pfi¢emz bylo prokazano, Ze vliv téchto parametra
na extrakcei je velmi nizky.

U Sesti komer¢né dostupnych sladt bylo zjisténo, ze obsah marker nakufovani je ovlivnén
typem spalovaného materidlu (dfevo, raselina) a technologii nakufovani. U kongresnich sladin,
vyrobenych ze sladii nakufovanych raSelinou, bylo stanoveno, Ze béhem rmutovani pfechazi do
sladin v rozmezi od 10 % rel. do 70 % rel. vSechny tékavé fenoly. Obdobné také u sladin
vyrobenych ze sladi nakufovanych dievem dochdzi k pirechodu vsech tékavych fenoll a to
Vv rozmezi od 10 do 60 % rel. s vyjimkou p-, m-kresolu, ktery v ptipad¢ sladu nakutované¢ho
bukovym dievem ptechazel do sladiny témét uplné (96 %). V piipad¢ furanovych derivatt
(furfural a 4-methylfurfural) bylo potvrzeno, Ze obsah téchto latek se mize béhem rmutovani
zvySovat vlivem Maillardovych reakci. V budoucnu bude metoda aplikovana na stanoveni
tékavych fenolt v meziproduktech vyroby piva a ke zjisténi piitomnosti dalSich markert
nakutfovani v nakufovanych sladech.

Klicova slova: Nakufované slady, t€kavé fenoly, furanové derivaty, HS-SPME, GC-MS,

raselina, dfevo
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Abstract

Smoked malts, which are used for the production of alcoholic beverages (smoked beers and
whiskies), are sought after for their specific smoky and burnt aroma, caused mainly by volatile
phenols and furfurals. These substances are formed by the thermal degradation of lignin,
specifically from p-coumaryl alcohol (precursor of phenols), coniferyl alcohol (precursor of
guaiacols), sinapyl alcohol (precursor of syringols) and the thermal degradation of cellulose
and hemicellulose (furfurals).

In this work, the markers of smoking were isolated from the aqueous extract of ground malt
by HS-SPME and then analyzed by gas chromatography coupled to mass detection.
Repeatability, expressed as relative standard deviation, was determined for this method, with
values ranging from 2 to 10 %, except for ethylguaiacol, whose deviation exceeded 12 %.
Subsequently, the effect of the parameters (pH, temperature and isolation time) on the
extraction rate of the compounds was investigated using the CCD model and it was shown that
the effect of these parameters on the extraction was very low.

For six commercially available malts, the content of markers of smoking was found to be
influenced by the type of burnt material (wood, peat) and the smoking technology. For congress
worts made from peat-smoked malts, it was determined that all volatile phenols are transferred
to the worts during mashing in the range from 10 %rel. to 70 %rel.. Similarly, in the case of
worts made from wood-smoked malts are all volatile phenols transferred between 10 % and 60
%rel.. The only exception was transfer of p-/m-cresol mixture from beechwood-smoked malt
to the wort, which was virtually complete (96 %).

In the case of furan derivatives (furfural and 4-methylfurfural), it was confirmed that their
content could increase during mashing due to the Maillard reactions. In the future, the method
will be applied for the determination of volatile phenols in brewing technology intermediates
and for the detection of other markers of smoking in smoked malts.

Keywords: Smoked malts, volatile phenols, furan derivates, HS-SPME, GC-MS, peat, wood
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Potravinové kontaminanty zfad mikromycet a produkce
mykotoxini témito rody

Micromycete food contaminants and production of mycotoxins by
these genera

M. KuliSova, I. Kolouchova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha
Abstrakt

Mykotoxiny pfitahuji celosvétovou pozornost kviili jejich dopadu na lidské zdravi, bezpe¢nost
potravin a Sirokym ekonomickym ztratdm. Tyto sekundarni metabolity syntetizované fadou
mikroskopickych vlaknitych hub (rody Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria) mohou
kontaminovat Siroké spektrum potravin a krmiv. Ackoliv je identifikovdno vice nez 400
mykotoxinti (Cinar a Onbasi, 2019), vyzkum se zabyvd zejména studiem aflatoxind,
ochratoxinu A, fumonisint, zearalenonu a trichothecenti, vzhledem k jejich nejvétsimu dopadu
na bezpecnost potravin.

Abstract

Mycotoxins attract worldwide attention due to their impact on human health, food safety
and widespread economic losses. These secondary metabolites synthesized by a number
of microscopic filamentous fungi (genera Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria) can
contaminate a wide range of foods and feeds. Although more than 400 mycotoxins have been
identified (Cinar a Onbasi, 2019), the research focuses on aflatoxins, oxhratoxin A, fumonisins,
zearalenone and trichothecenes due to their greatest impact on food safety.

Kli¢ova slova

mikromycety, fungalni kontaminace, potravinaisky primysl, mykotoxiny

Key words

micromycetes, fungal contamination, food industry, mycotoxins
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Mykotoxiny

Mykotoxiny jsou fungalni sekundarni toxické metabolity s Sirokou Skélou chemickych
struktur (Turnera a kol., 2009). Jsou povazovany za druh obranného systému hub proti hmyzu,
dalsim mikroorganismiim a zvifatim (Etzel, 1999). Mykotoxiny mohou kontaminovat
potraviny a zemédé€lské produkty v jakékoli fazi vyroby, zpracovani, ptepravy a skladovani
(Ferrao a kol., 2017). Faktory, které¢ ovliviiuji rist mikromycet a produkci mykotoxint, jsou
teplota, vlhkost vzduchu, nutri¢ni faktory, zemépisna poloha, genetické pozadavky a tada
dalsich (Tola a kol., 2016).

Jedna ctvrtina zemédé€lskych produkti je kazdorocné celosvétové kontaminovéna
mykotoxiny (Tola a kol., 2016). Nejbézn¢jsimi druhy mikromycet, které jsou schopny produkce
mykotoxint, jsou rody Aspergillus, Penicillium, Fusarium a Alternaria. Podle vysledka studii
driibeze a savci mohou mit mykotoxiny karcinogenni, mutagenni, teratogenni, hepatotoxické,
nefrotoxické, imunosupresivni a embryotoxické u€inky (Maia a kol., 2014). Mykotoxikdza
je souhrnny pojem pro toxicitu vyskytujici se po konzumaci produktu kontaminovaného
mykotoxiny (Peraica a kol., 1999). Mykotoxiny zpusobuji rtizné stupné toxicity podle doby
expozice, mnozstvi mykotoxinu, fyziologického stavu a citlivosti organismu lidi a zvifat (Ferra
a kol., 2017).

Mykotoxiny se vyskytuji témet ve vSech druzich krmiv a produktd pro zvifata jako jsou
pSenicné otruby, hrachové slupky, kukufi¢na zrna, mléko, maso a rovnéz v fadé produktt lidské
konzumace jako jsou obiloviny, ovoce, zelenina, kofeni a dalsi (Tola a kol., 2016). Konzumace
téchto produktii vytvaii vazna zdravotni rizika u vSech zvifat a ¢lovéka. Pfijem mykotoxint
prostiednictvim krmiv ¢i potravin zpisobuje spiSe chronickou intoxikaci nez akutni ptiznaky.
Akutni toxicita je pozorovana pii kratkodobé expozici vysokym davkam mykotoxint. Pfiznaky
tohoto druhu toxicity zahrnuji selhani jater a ledvin, hepatitidu, zvraceni ¢i gastrointestinalni
krvaceni. Chronicka toxicita se vyskytuje pti dlouhodobé expozici nizkym davkam mykotoxint
a zplisobuje vazné poskozeni jater, ledvin a imunitniho systému. Kviili tomu hraje dlouhodoba
expozice mykotoxinlim vyraznou roli pfi vzniku rakoviny zminénych organt (Etzel, 1999).
Kromé rizika pro vefejné zdravi zpisobuji mykotoxiny vyznamné ekonomické ztraty
pro potravinaisky prumysl v disledku snizenych vynosti plodin, ztrat piijmt z obchodu a
nemoci hospodarskych zvifat (Abrunhosa a kol., 2016). Metody pouzivané pro stanoveni
obsahu mykotoxinii jsou vysoce u¢inna kapalinova chromatografie (HPLC), tenkovrstva
chromatografie (TLC), plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie (GC-MS),
enzymova imunoanalyza (ELISA) a screeningové metody zaloZené na biosenzorech (Bueno
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a kol., 2015). Detekce je vSak komplikovana kvili omezenim v analytické metodice (Murphy
a kol., 2006). Diky tomu je prevence fungalni kontaminace a syntézy mykotoxinli nezbytna
pro udrzeni bezpecnosti potravin v potravinarském primyslu.
Aflatoxiny

Aflatoxiny jsou skupinou mykotoxinti produkovanych vlédknitymi houbami rodu
Aspergillus (Aspergillus flavus, Aspergillus nomius, Aspergillus parasiticus). V piirod¢ se
aflatoxiny B1, B2, G1 a G2. Zvolené nazvoslovi je zalozeno na barveé, kterou aflatoxiny
vykazuji pod ultrafialovym zéafenim (B — modrd, G — zelend) (Anfossi a kol., 2012). Aflatoxin
a hepatotoxické ucinky (Payne a Brown, 1998). Aflatoxiny kontaminuji zejména kukufici,
bavlnu, s6ju, arasidy a ofechy (Perrone a Gallo, 2017). Pfirozené rozmnoZovani hub produkujici
aflatoxiny je ovlivnéno fadou faktorl, v€etné¢ podminek prostiedi (vysoka teplota, relativni
vlhkost), pfitomnosti oxidu uhli¢itého a kysliku, mechanického poskozeni produktu a dal$ich.
Aspergillus flavus prokazal optimalni rust pii teploté od 29 do 35 °C a maximalni produkce
aflatoxint bylo dosaZeno pii 24 °C. Naopak pfi teplotach pod 13 °C nebo nad 42 °C a relativni
vlhkosti niz8i nez 70 % nebyly aflatoxiny produkovéany vitbec (Campagnollo a kol., 2016).
Tepelné zpracovani, jako je vysokotepelné oSetteni (UHT), pasterizace, a také skladovani
Vv chladu neovliviiuji mnozstvi aflatoxini v potravinach, protoZe jsou tyto latky pomérné
stabilni a odolné (Picinin a kol., 2013).
Ochratoxin A

Ochratoxin A (OTA) patii mezi mykotoxiny produkované prevazné fungalnimi rody
Aspergillus a Penicillium. Produkce probiha za optimalnich podminek prostiedi a pti
skladovani, zejména v tropickych a subtropickych oblastech, jako je vychodni a jizni Evropa
a jizni Amerika (Yeni a kol., 2016). Existuji tfi typy ochratoxinid - A, B, a C. OTA je
nejbéznéjSim a nejvyznamnéj$im pro zdravi lidi a zvirat. Disledkem kontaminace OTA krmiv
a potravin vznikaji obrovské ekonomické ztraty, zejména v zivocisné vyrob¢. Expozice OTA
mize zpusobit rendlni dysfunkci, dal$i wG€inky jsou zejména nefrotoxické, dale pak
karcinogenni, embryotoxické a hepatotoxické. Hlavnimi potravinovymi zdroji OTA jsou
kukufice, pSenice, ryzZe, hroznové vino, lusténiny, kéva, pivo, hrozinky, ofechy, koteni a dalsi
(Leitao, 2019). Prvni detekce ptitomnosti OTA v lidské krvi se datuje na rok 1970 na Balkané.

V reserSi Malir a kol. byly nashromézdény tidaje o obsahu OTA ve vzorcich lidské krve
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zdravych osob a v né€kolika zemich byly nalezeny hodnoty ptekracujici 1,0 g/l (Malir a kol.,
2016).
Fusariové mykotoxiny

Fusariové toxiny jsou sekundarni metabolity syntetizované toxigennimi druhy Fusarium
oxysporum, Fusarium culmorum, Fusarium roseum, Fusarium graminearum a dal§imi
(Caldwell a kol., 1970). Fumonisiny, zearalenon a trichotheceny jsou nejc¢ast¢jSimi skupinami
mykotoxint rodu Fusarium (Ferrigo a kol., 2016). Fusariové mykotoxiny maji Sirokou $kalu
jak akutnich, tak chronickych ucinkii na zdravi ¢lovéka a zvirat. Limity téchto mykotoxint jsou
podle Evropské komise (Natizeni Komise ¢. 1126/2007, Natizeni Komise 576/2006) stanoveny
V nezpracovanych obilovinach, mlecich produktech a produktech z obilovin na 200-1750 pg/kg
pro deoxynivalenol, 20-400 pg/kg pro zearalenon a 200-4000 pg/kg pro soucet fumonisinti B1
a B2.
Fumonisiny

Fumonisiny byly objeveny v roce 1988 v jizni Africe a jsou produkovany rtznymi
fungalni druhy jako jsou Fusarium verticillioides a Fusarium proliferatum ¢i Aspergillus niger
(EFSA, 2005). Nachazi se nejcastéji v kukufici a vyrobcich z ni, ryzi, pivu, fazolich, chiestu
asoje. V soucasné dobé je identifikovano 28 typi fumosint, které jsou rozdéleny do ¢tyi skupin
— fumonisiny A (A1, A2, A3), fumonisiny B (B1, B2, B3), fumonisiny C (C1, C3, C4)
a fumonisiny P (P1, P2, P3). Nejdulezitéjsi je skupina B, kterd zahrnuje fumonisin B1 (FB1),
ktery je podle mezinarodni agentury pro vyzkum rakoviny (IARC) fazen mezi potencialné
karcinogenni latky pro ¢loveka (skupina 2B). Studie dale uvadi, Zze FB1 zplisobuje zvySenou
prevalenci rakoviny jicnu a jater u lidi (Ueno a kol., 1997). Tento mykotoxin ma také toxickeé
ucinky na fadu organt (nervovy a kardiovaskularni systém, jatra, plice, ledviny) u zvirat
(Bertero a kol., 2018).
Zearalenon

Zearalenon (ZEA), znamy jako estrogenni mykotoxin, je metabolitem produkovanym
druhy Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium cerealis, Fusarium equiseti,
Fusarium crookwellense a Fusarium semitectum (Gadzala-Kopciuch a kol., 2011). Hlavnimi
zdroji kontaminace ZEA jsou potraviny na bazi obilovin, jako je kukufice, ¢irok, pSenice, ryze,
jeCmen, oves a také ofechy, soja, sezam (Abia kol., 2013). Na zaklad¢ in vivo studii bylo
zjisténo, ze ZEA naruSuje hormondlni rovnovahu diky své podobnosti s pfirozené¢ se

vyskytujicimi estrogeny. ZEA ma vysokou afinitu k estrogenovym receptoriim, coz zpiisobuje
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poruchy reprodukce a plodnosti u savcii. Jeho ucinky jsou také hepatotoxickée, imunotoxickeé,
karcinogenni a nefrotoxické (Rai a kol., 2018).
Trichotheceny

Trichotheceny jsou velkou skupinou fusariovych mykotoxini, i kdyz jsou produkovany
rovnéZz jinymi fungilnimi rody jako jsou Trichoderma, Trichothecium, Stachybotrys,
Verticimonosporium, Cephalosporium, Myrothecium a Cylindrocarpon (Chilaka a kol., 2017).
Trichotheceny jsou dale rozdéleny do Ctyt typa (A-D). Typy A a B jsou nejbéznéji obsazeny
Vv obilovinach. Trichotheceny typu A, jako jsou toxiny T-2 a HT-2, diacetoxyscirpenol,
monoacetoxyscirpenol a neosolaniol jsou syntetizovany pievazné druhy Fusarium
sporotrichioides a Fusarium langsethiae. Trichotheceny typu B, mezi které patii nejtoxi¢téjsi
metabolit z fad trichothecenti deoxynivalenol (DON), jsou produkovany nejéastéji rody
Fusarium graminearum a Fusarium culmorum (Vogelsang a kol., 2019). Mechanismus u¢inku
trichothecentl je zaloZen na inhibici syntézy bilkovin u eukaryot. Tyto mykotoxiny ovliviiuji
peptidyltransferazovy enzym vazici se na ribozomalni podjednotku 60S, coz zptisobuje inhibici
translace proteinu (Sudakin, 2003). Skupina trichotheceni mé vyznamny dopad na produkci
obilovin a obili kviili zdravotnim rizikiim pro lidskou konzumaci, krmeni hospodaiskych zvitat
¢i sladovani. Podle zpravy FDA se ekonomické ztraty spojené s mykotoxiny v USA pohybuji
vV rozmezi od 0,5 milionu USD do vice nez 1,5 miliardy USD. Ztraty jsou zpisobeny z nejvétsi
casti aflatoxiny (kukufice, arasidy), fumonisiny (kukufice) a deoxynivalenolem (pSenice)
(Villafana a kol., 2019). Kontrola téchto mykotoxint je tudiz nezbytna z hlediska zdravi lidi
a zvifat, rovnéZ jako z ekonomickych divodu.
Zavér

Vyskyt mykotoxinli v zeméd¢€lskych produktech, potravindch a krmivech je
celosvétovym problémem, jelikoZz téméf vSechny komodity jsou za vhodnych podminek
nachylné ke kontaminaci. Producenty mykotoxini jsou zejména rody Aspergillus, Penicillium,
Fusarium a Alternaria, i kdyz se schopnost syntézy mykotoxint u jednotlivych druht vyrazné
1i8i. Diraz je kladen zejména na sledovani obsahu aflatoxinti, ochratoxinu A, fumonisint,
zearalenonu a trichothecentl. Uginky téchto mykotoxinti se mohou projevit akutné & chronicky

a zahrnuji zejména hepatotoxicitu, nefrotoxicitu, imunogenicitu, karcinogenezi a mutagenezi.
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Pseudomonas aeruginosa — patogenita a soucasné dostupna lécba
infekci
Pseudomonas aeruginosa — pathogenicity and currently available

treatment of infections

D. Marsik, J. Masak
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Gramnegativni bakterie P. aeruginosa je oportunni patogen zpisobujici onemocnéni u celé
fady hostitelti v¢etné rostlin, hlistic, hmyzu a savci (Diggle a Whiteley, 2020). Konkrétné u
cloveka zplsobuje fadu akutnich chronickych infekei jako pneumonie, meningitis, absces,
infekce kiize, mo€ovych cest, rohovky, kosti a kloubii, mékkych tkani v¢etné diabetické nohy,
bakteriémii a erytém spojivek (Al-Wrafy a kol., 2016). Rizikovymi faktory rozvoje infekce jsou
napiiklad dlouhodoba hospitalizace pacientli zejména na odd¢leni JIP, zavedeni invazivniho
vstupu, uzivani Sirokospektrych antibiotik, pokrocily vek, indikace imunosupresivni 1écby a
vyskyt onemocnéni oslabujici imunitu pacienta (Bassetti a kol., 2018). Ve srovnani s jinymi
patogeny jsou pseudomonadové infekce spojeny s vysokou mirou morbidity a mortality
(Harbarth a kol., 2002; Osmon a kol., 2004) a jejich 1é¢ba je vyznamné omezena rostoucim
vyskytem vysoce rezistentnich kmenil, které znesnadiuji empiricky vybér vhodného
antibiotika. Obecné plati, Ze opozdéné zahdjeni i¢inné 1écby komplikuje pribéh onemocnéni a
prokazatelné zvySuje imrtnost pacienttl. Pfi cilené terapii navic obvykle nemohou byt z ditvodt
rezistence aplikovany antimikrobidlni latky prvni volby pouZivané pfi 1écbé citlivych kmenti
(Horcajada a kol., 2019). Z téchto diivodu je potieba stale hledat nové antimikrobialni latky,
které by byly ucinné pti 1€cbé pseudomonédovych infekei.

Abstract

The gram-negative bacterium P. aeruginosa is an opportunistic pathogen causing disease in a
variety of hosts, including plants, nematodes, insects, and mammals (Diggle and Whiteley,
2020). In humans, it causes a number of acute and chronic infections such as pneumonia,
meningitis, abscess, infections of the skin, urinary tract, cornea, bones and joints, soft tissues
including diabetic foot, bacteremia and conjunctivitis (Al-Wrafy et al., 2016). Risk factors for
the development of infection include, e.g., long-term hospitalization of patients, especially in

the ICU, invasive entry, use of broad-spectrum antibiotics, advanced age, indications for
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immunosuppressive therapy, and the incidence of disease weakening the immune system
(Bassetti et al., 2018). Compared to others pathogens, pseudomonal infections are associated
with high morbidity and mortality (Harbarth a kol., 2002; Osmon a kol., 2004) and their
treatment is significantly limited by the increasing incidence of highly resistant strains, which
make it difficult to empirically select an appropriate antibiotic. In general, delayed initiation of
effective treatment complicates the course of the disease and has been shown to increase patient
mortality. In addition, antimicrobial agents of first choice used in the treatment of susceptible
strains usually cannot be applied due to the resistance (Horcajada et al., 2019). For these
reasons, there is a continuing need for new antimicrobials that would be effective in treating

Pseudomonas infections.

Klic¢ova slova

Pseudomonas aeruginosa, rezistence, antibiotika, terapie
Keywords

Pseudomonas aeruginosa, resistance, antibiotics, therapy

Obecné zasady lécby

Soucésti samotné 1é€by pseudomonadovych infekci by méla byt mimo identifikace
puvodce onemocnéni také jeho typizace zahrnujici stanoveni citlivosti na antibiotika a detekce
mechanismu rezistence kodované mobilnimi genetickymi elementy. Z preventivnich divodi
by mély byt tyto testy provadény rutinné v mistech se zvySenym rizikem vyskytu
multirezistentnich bakterii. Rychla a vCasna analyza bakteridlniho klonu je esencialni pro
zah4ajeni vhodné, efektivni 1écby infekce a vyznamné snizuje riziko imrti. Stanoveni citlivosti
na antibiotika je ale u P. aeruginosa velmi naro¢né, protoZze soucasné¢ muze byt aktivovano
n¢kolik mechanismi rezistence s proménlivou efektivitou, fada nizko exprimovanych systémil
je obtizné detekovatelné, indukovatelné systémy nemusi byt detekovany pied zahdjenim 1€cby
a nékteré pouzivané laboratorni metody mohou generovat vysledky, které by mohli byt chybné
interpretovany jako fale$né citlivé nebo faleSné rezistentni (Bassetti a kol., 2018). U zavaznych
a neodkladnych infekci je proto pfi podezieni na P. aeruginosa vhodné zahajit empirickou
terapii v kombinovaném rezimu jeS$té pied stanovenim antibiotické citlivosti. Benefit
kombinované terapie spociva ve zvySeni pravdépodobnosti vybéru U¢inného antibiotika.

Obecné doporucenou kombinaci je zastupce RB-laktamu s antipseudomonalnim wéinkem

35



Konference - Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2021

(piperacillin/tazobaktam, ceftolozan/tazobaktam, ceftazidim, cefepim nebo karbapenem)
s aminoglykosidem nebo fluorochinolonem (Bassetti a kol., 2018; Driscoll a kol., 2007).
Epidemiologie

Bakterie P. aeruginosa je charakteristickd nozokomialnimi nakazami, u kterych je
identifikovana jako ptvodce v 11-13,8 % ptipadi. Na jednotkach intenzivni péfe dosahuje
prevalence pseudomonadové infekce az 22,6 %. Konkrétné je P. aeruginosa jednim
Z nejcastéjSich pivodct nosokomialni pneumonie HAP (hospital-acquired pneumonia),
pneumonie vazané na zdravotni zatizeni HCAP (healthcare-associated pneumonia) a
ventilatorové pneumonie VAP (ventilator-associated pneumonia). V piipadé komunitni
pneumonie (CAP — community acquired pneumonia), pro kterou je charakteristicky rozvoj
infekce mimo nemocni¢ni prostiedi, je P. aeruginosa vzacny puvodce. Na druhou stranu mira
umrtnosti u t€zké formy CAP asociované s P. aeruginosa dosahuje 50 az 100 % (Cilléniz a
kol., 2016). Mezi dalsi obvyklé nozokomialni nakazy P. aeruginosa patii infekce ran, mist po
chirurgickém vykonu (Driscoll a kol., 2007) nebo mocovych cest (Sorli a kol., 2019)
s mortalitou dosahujici az 20 % (Bassetti a kol., 2018). Zna¢n¢ ohroZenou skupinou jsou
pacienti s popaleninami, u kterych je P. aeruginosa nejc¢astéjsim ptivodcem infekce (Driscoll a
kol., 2007). V piipad¢ infekce krevniho feciste je P. aeruginosa jednou z nejcastéji izolovanych
bakterii ve porovnani s jinymi gramnegativnimi rody (Bassetti a kol., 2018) a u pacientd s
cystickou fibrézou je identifikovana jako hlavni pfic¢ina morbidity a mortality (Oliver a kol.,
2000).
Bakteriémie

Vstup P. aeruginosa do krevniho feCisté je ve 40 % neznamy, ale nejCastéji je
identifikovan jako dychaci uUstroji, mocové cesty, zavedeny centralni Zilni katetr, kize nebo
mekké tkané (Bassetti a kol., 2018). Po izolaci bakterie z krevniho fecisté je nejprve potieba
identifikovat zdroj infekce a nasledn€ zvolit vhodnou empirickou 1é¢bu antibiotiky. V ptipadée
nevhodné zvolené 1é¢by v tivodu terapie byla zaznamendna vyznamné vyssi imrtnost pacientd.
Riziko nevhodné zvolené empirické terapie l1ze snizit podanim kombinované antimikrobialni
1é¢by zahrnujici antibiotika z odlisnych tfid s in vitro aktivitou proti P. aeruginosa. Jakmile
jsou k dispozici vysledky citlivosti, méla by byt lécba v zaveéru upravena na jedno antibiotikum
S nejvyssi in vitro antimikrobialni aktivitou a nejnizsi nachylnosti k vytvoreni rezistence (Micek
a kol., 2005).

Pneumonie

36



Konference - Kvasna chemie a bioinzenyrstvi 2021

Rozvoj pneumonie u ventilovanych pacientl je obvykle zptisoben v diisledku poskozeni
epitelu pfi intubaci (Al-Wrafy a kol., 2016). Terapie se zahajuje pouzitim kombinace 2
antipseudomonadovych antibiotik. Jakmile jsou znamy vysledky testl citlivosti, 1ze pfejit na
monoterapii S vyjimkou pacienti se septickym Sokem nebo u pacientd s vysokym rizikem
umrti. Potencialné vhodnymi antibiotiky pro zavér 1écby jsou antipseudomonalni cefalosporin,
karbapenem nebo R-lactam. Naopak by se v monoterapii nemély pouzivat aminoglykosidy,
které maji pti 1écbé VAP nizkou ucinnost. Adekvatni u€inek aminoglykosidi by z divoda
Spatného prachodu antibiotika do plic vyzadoval vysoké sérové koncentrace, ¢imz se zvysuje
riziko nefrotoxicity nebo ototoxicity. Protoze ale vyskyt kmend P. aeruginosa rezistentnich
k fluorochinoliim piesahuje v Evropé 30 %, mohou byt aminoglykosidy vyuzity empiricky jako
soucast kombinované terapie zavaznych VAP. U komunitni pneumonie by méla byt
antipseudomonadova terapie zahdjena pouze s vysokym podezienim nebo potvrzenim P.
aeruginosa jako puvodce, protoze se lécba od béznych patogenti zpisobujicich toto
onemocnéni kompletné 1isi (Bassetti a kol., 2018).

Infekce mocovych cest

Jedna z nejcastéjSich pficin vzniku infekce mocovych cest je asociovand se zavedenim
permanentniho mocového katetru (Mittal a kol., 2009). Standardni péce spociva v eliminaci
predispozic vzniku infekce v kombinaci s pouzitim jednoho antibiotika, coZ je povazovano za
adekvatni terapii pii absenci septického Soku (Bassetti a kol., 2018). V mnoha ptipadech je
z divodi rezistence P. aeruginosa jedinou terapeutickou moznosti 1é¢ba polymyxiny.
Komeréné dostupnou formou kolistinu pro parenteralni pouziti je prolé¢ivo kolistimetat sodny.
Pouziti kolistinu ale limituje uzké terapeutické okno s nefrotoxicitou jako hlavnim nezadoucim
ucinkem omezujici davku (Sorli a kol., 2019).

Infekce kuZze a mékkych tkani

Terapie infekce kize a mékkych tkani zptisobené P. aeruginosa zavisi pifedev§sim na
zéavaznosti onemocnéni. U benigniho priabehu obvykle postaci antimikrobialni 1écba, v piipadé
zavaznych a Zivot ohrozujicich stavil je potfeba navic chirurgicky odstranit infikovanou tkan
tzv. debridement. Obzvlast' ohrozenou skupinou jsou pacienti s tézkymi popaleninami, u
kterych je P. aeruginosa jednou z nejéastéjsich pii¢in infekce. U vysoce rizikovych pacienti je
zpocatku vhodné pouzit kombinaci B-laktamu a aminoglykosidu. Na zakladé in vitro testi jsou
nasledné obvykle zvoleny antipseuodomonalni B-laktam, karbapenem nebo fluorochinolon
(Bassetti a kol., 2018).

Cysticka fibroza
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Infekce dychacich cest se u pacienti s autosomalné recesivni genetickou poruchou,
cystickou fibrézou, objevuje Casto v raném veéku a navzdory agresivni 1é¢bé je eradikace
bakterie témé&f nemozna a postupné dochazi ke ztraté funkce plic az smrti pacienta (Diggle a
Whiteley, 2020; Doring a kol., 2000; Rossi a kol., 2020). V roce 2012 byla infekce P.
aeruginosa diagnostikovana ptiblizné u 30 % pacienti s CF ve v€ku od 6 do 10 let a u 60 %
pacientl ve véku 18 az 24 let (Bilton a kol., 2020). Pfi¢inou onemocnéni a faktorem podporujici
vznik infekce je mutace genu pro transmembranovy regulator vodivosti CF (CFTR). Naruseny
transport chloridovych ionti pfes membranu epitelidlnich bunék vede k tvorbé
hyperosmolarniho visk6zniho sputa na povrchu dychacich cest, ktery brani funkci mukociliarni
clearance a podporuje iniciaci bakteridlni kolonizace a vznik akutni infekce s prudkou
zanétlivou reakci. Pretrvavajici stimulace imunitniho systému bakteriemi zptisobuje chronicky
zanét plic (Al-Wrafy a kol., 2016; Rossi a kol., 2020).

U pacientt s pocinajici kolonizaci plic P. aeruginosa bylo po agresivni antibiotické 1é¢bé
prokazano snizeni rizika ptechodu do faze chronické infekce a zlepseni funkce plic (Frederiksen
a kol., 1997). Po ptechodu do chronické faze, kterd je definovana opakovanou kultivaci P.
aeruginosa ze sputa po dobu 6 mé&sict, je doporuceno pravidelné uzivat antipseudomonalni
antibiotika v inhalované formé (Driscoll a kol., 2007). U nestabilnich pacientl se zhorSujicim
se stavem je 1écba dopInéna o intravenozné podavané kombinace antibiotik (Doéring a kol.,
2000; Tajovska, 2013;), které jsou voleny na zdkladé aktuélniho mikrobialniho rozboru sputa
(Driscoll a kol., 2007).

Ve srovnani s VAP, u které je inhala¢ni forma podani antibiotika doporucena pouze jako
doplnék intravendzni terapie infekci zpisobenych MDR kmeny P. aeruginosa (Bassetti a kol.,
2018), je naopak snadny zpisob podani antibiotika u chronického zanétu plic asociovaného
s CF nezbytny. Uginnost inhalovanych antibiotik je omezena $§patnou penetraci do mist infekce
a skrz bakteridlni biofilm, inaktivaci uc¢inné latky sputem, vznikem rezistence, zménou
bakteridlniho fenotypu a retenci bakterii v hlenovych zatkach. Registrovanymi antibiotiky
s inhala¢nim podanim pro eradikaci P. aeruginosa jsou Vv soucasnosti tobramycin, aztreonam
(Bilton a kol., 2020) a kolistin (Doéring a kol., 2000). Jedinou skupinou antibiotik s moznosti
peroralni aplikace jsou fluorochinolony, konkrétné ciprofloxacin (Millar a kol., 2020; Zhao a
kol., 2020). Pouziti fluorochinolont je ale vzhledem k obavam z mozné inhibice vyvoje kloubni
chrupavky pozorované v preklinickych studiich kontroverzni u détskych pacienti (Fujitani a

kol., 2017). Z divodd mozné pacientovi intolerance dostupné antibiotické 1é€by nebo jejiho
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nedostatecného ucinku, je u CF stale vysoka poptavka po vyvoji novych antimikrobidlnich latek

(Bilton a kol., 2020) a zdokonaleni jejich formy podani (Ehsan a Clancy, 2015).

Zavér

Vysoka mira morbidity a stale rostouci vyskyt multirezistentnich kloni P. aeruginosa
V nemocni¢nim prostiedi, jsou hlavnimi divody pro nepfetrzity screening novych
antimikrobialnich latek u€¢innych v terapii pseudomonddovych infekci. Z preventivnich divoda
je navic velmi dualezit¢ v mistech se zvySenym rizikem vyskytu rezistentnich kloni P.
aeruginosa pravidelné provadét mikrobiologicky rozbor izolati. U zivot ohrozujicich infekci
S podezienim na P. aeruginosa je vhodné zahdjit terapii empiricky v kombinovaném rezimu
jesté pred stanovenim antibiotické citlivosti. Kombinovany rezim by se vSak mél vyuzivat

zejména pro snizeni rizika pouziti nevhodné antimikrobidlni 1é¢by, protoze u adekvatni

v

monoterapii (Deconinck a kol., 2017; Tang a kol., 2018). Vyjimkou je konsensualni prohlaseni
o lécbeé CF, kdy je doporucena kombinovana antipseudomonalni terapie pro lécbu stfedné
tézkych az t€zkych exacerbaci a z divodu sniZeni rizika rozvoje bakterialni rezistence (Doring
a kol., 2000).
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Vliv reak¢nich podminek na syntézu nanocastic stfibra
The influence of reaction conditions on the synthesis of silver
nanoparticles

A. Miskovska, A. Cejkova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt

Nanocastice kovu pritahuji pozornost védecké i komercni sféry diky svym unikatnim
chemickym, fyzikdlnim a biologickym vlastnostem. Zminéné vlastnosti zavisi na typu
nanocastic (Ag, Au, Cu...), velikosti a jejich tvaru, které 1ze do zna¢né miry ovlivnit vybérem
metody syntézy a vhodnym nastavenim reakénich podminek. Jednim ze zajimavych ptistupti
pro syntézu nanocastic kovii je pouZiti rostlinnych extraktli. V tomto ptipadé¢ lze prib¢eh syntézy
ovlivnit §irokou skéalou parametrii — piivod extraktu, typ kovového prekurzoru, reakéni teplota,
doba reakce, hodnota pH, tlak, pfistup zafeni a dalSich. Tato prace se zabyva syntézou
nanocastic stiibra pomoci extraktu z letorosta Vitis vinifera a sledovanim vlivu hodnoty pH
reakéni smési na morfologii vznikajicich nanoc¢astic. Pozorovani probihalo v rozmezi hodnot
pH 3,5-9,0 za neménnych zbyvajicich parametri syntézy. Charakterizace vznikajicich
nanocastic probihala pomoci UV-Vis absorp¢ni analyzy a transmisni elektronové mikroskopie
(TEM). Bylo zjisténo, ze manipulaci s hodnotou pH prostfedi lze pti syntéze pomoci extraktu
V. vinifera racionalné manipulovat s velikosti vznikajicich nanocastic sttibra.

Abstract

Metal nanoparticles attract the attention of the scientific and commercial spheres due to
their unique chemical, physical, and biological properties. These properties depend on the type
of nanoparticles (Ag, Au, Cu...), their size, and their shape. The morphology of nanoparticles
could be influenced to a large extent by the choice of the synthesis method and by the
appropriate setting of the reaction conditions. One of the interesting approaches for the
synthesis of metal nanoparticles is the use of plant extracts. In this case, the course of the
synthesis can be influenced by a wide range of parameters — the origin of the extract, the type
of metal precursor, the reaction temperature, the reaction time, pH value, pressure, access to the
radiation source and others. This work deals with the synthesis of silver nanoparticles using an
extract from Vitis vinifera plant and monitoring the effect of the pH value of the reaction
mixture on the morphology of the resulting nanoparticles. The observations occurred in the

range of pH values 3.5-9.0 when the remaining synthesis parameters stayed unchanged.
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Characterization of the resulting nanoparticles was performed using UV-Vis absorption
analysis and transmission electron microscopy (TEM). It has been found that by manipulating
the pH of the mixture, the size of the resulting silver nanoparticles can be rationally
manipulated.

Klic¢ova slova

Stiibro, nanocastice, rostlinné extrakt, reakéni podminky, pH

Keywords

Silver, nanoparticles, plant extract, reaction conditions, pH

Uvod

Stiibro patii mezi jedny nejvice zkoumanych a nejvice komercializovanych
nanomateriali poslednich let. Pozornost obchodni sféry si stiibrné nanomaterialy ziskaly svymi
vlastnostmi jako jsou vodivost nebo katalyticka a antibakterialni aktivita (Marciniak a kol.,
2020). Narast aplikaci téchto materiald vede k zamysleni nad tim, jakym zpisobem jsou
a v budoucnu budou vyrabény. Jednim z mnoha moznych postupli pro piipravu nanocastic
stiibra je syntéza pomoci rostlinnych extraktd. Tento typ syntézy je mnohymi povazovan za
velmi perspektivni, diky n¢kolika vyhodam jako je rychlost syntézy, jednoduchost provedeni,
snadny scale-up a velmi snadnd manipulace s reakénimi podminkami (napf. ve srovnani
S mikrobidlni syntézou). Pravé snadna manipulace s reakénimi podminkami je zasadni vyhodou
pouziti rostlinnych extraktl, jelikoz zménou urcitych parametri syntézy mizeme do znacné
miry ovlivnit velikost a tvar vznikajicich nanoc¢astic a s tim souvisejici vlastnosti, které ¢ini
nanocastice tak zajimavé pro jednotlivé aplikace. Mezi hlavni parametry syntézy, které
ovlivituji morfologii nanocastic patfi ptivod a koncentrace rostlinného extraktu, koncentrace
prekurzoru kovu, pomér a potadi pfidavani jednotlivych vychozich latek, teplota, hodnota pH,
reak¢ni doba, nebo napiiklad ptistup zareni (Mittal a kol., 2013; Borase a kol., 2014). Obvykly
postup piipravy nanocéstic kovii pomoci rostlinnych extraktl je jednoduchy a zahrnuje
smichani prekurzoru kovu s extraktem z dané rostliny pii pokojové teploté (Mittal a kol., 2013).
Mechanismus syntézy spocivd v redukci kovovych ionti pomoci biomolekul piitomnych
Vv extraktu a nasledné stabilizaci, taktéz pomoci biomolekul (Borase a kol., 2014).

V této praci jsme se zaméfili na piipravu nanocastic stiibra pomoci extraktu z Vitis
vinifera a na sledovani vlivu zmény hodnoty pH na velikost vznikajicich ¢astic. Pravé pH
reakéni smési je dilezitym parametrem rostlinné biosyntézy nanocastic a mnoha studiemi bylo
potvrzeno, ze ma vliv jak na rychlost reakce, tak na velikost, tvar a stabilitu vznikajicich

nanocastic (Borase a kol., 2014). To je dano zvySenou tvorbou nukleaénich center spolu
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s rostoucim pH. Zaroven je hodnotou pH ovlivnéna aktivita biomolekul podilejicich se na
redukci a stabilizaci nanocastic (Vijayaraghavan a Ashokkumar, 2017). Pii zvySeném pH
dochazi k ionizaci funk¢nich skupin biomolekul extraktu a ty jsou tak pfistupné pro reakei,
proto zvySeni pH vede k syntéze mensSich a stabilnéjSich nanocastic. Naopak snizeni pH reak¢ni
smési vede ke vzniku vétSich ¢astic, kdy proces agregace pievlada nad nukleaci (Borase a kol.,

2014).
Material a metodika
Extrakce letorostu V. vinifera

Nejprve byly ususené zdievnatélé letorosty Vitis vinifera homogenizovany pomoci
laboratorniho mixéru. Nasledné byly homogenizované letorosty extrahovany do 40% ethanolu
(150 g letorostii na 600 ml rozpoustédla). Smés byla ponechdna v temnu pfi laboratorni teploté

po dobu 24 hodin. Nésledné byl vytvoreny extrakt zfiltrovan ptes filtr o velikost porti 0,22 pm.
Syntéza nanocastic stiibra

Nanocastice stiibra byly pfipravovany smichanim 10 % v/v extraktu z letorostl
V. vinifera s destilovanou vodou a 10mM roztokem dusi¢nanu stiibrného (AgNO3) tak, aby
jeho vysledné koncentrace v reakéni smési ¢inila 1 mM. Potadi pfidavani vychozich latek bylo
nasledujici: rostlinny extrakt, destilovana voda, prekurzor kovu. Bezprostfedné po smichani
jednotlivych reagentti bylo u vybranych vzorkl upraveno pH na hodnoty v rozmezi 3,5-9,0.
Hodnota pH byla upravovéana pomoci ptidavku ptislusné kyseliny a baze (10% kyselina octova
respektive 1% hydroxid sodny). Reakce probihala pti laboratorni teploté, normalnim tlaku
a v temnu po dobu 1 tydne. Po uplynuti 1 tydne byla u vzorki proméfena absorpce v UV-Vis
oblasti zafeni pomoci readru TECAN. Vybrané vzorky byly dale charakterizovany pomoci

transmisni elektronové mikroskopie uskute¢iované v Centralnich laboratofich VSCHT Praha.
Vysledky a diskuze

Efekt pH na syntézu nanocastic stiibra pomoci extraktu V. vinifera bylo mozné spatfit
pouhym okem, kdy pti zvySovani pH bylo do nékolika minut moZzné pozorovat zménu barvy
smesi ze svétle hnédé na tmave zluto-hnédou. Co se tyka vzorku, u kterého neprob&hla uprava
pH, zde bylo moZzné zaznamenat mirnou zménu barvy az v fadu n¢kolika dni. U posledniho
vzorku, kde doslo k okyseleni, nebyla ani po tydnu zaznamenina zména zabarveni reakcni
smési. Dale byla u vSech vzorkli zméfena absorpce v UV-Vis oblasti (Obr. 1). Pfitomnost

absorp¢niho pasu pozorovatelnd u vzorkil se zvySenym pH a u vzorku bez upravy pH je
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charakteristicka pro vyskyt nanocastic stiibra (Mittal a kol., 2013). Naopak u vzorku se
snizenym pH nebyla absorpce v charakteristickych vlnovych délkéch viibec pozorovana. Tento
vysledek muize byt spojen s velmi nizkou aktivitou bioaktivnich molekul extraktu, které byly
v diasledku nizké hodnoty pH deionizovany a nedochézelo tak ziejmé viibec k redukci ionth
stiibra a vzniku nanocastic. S podobnymi vysledky se muzeme setkat také v literatuie.
Naptiklad ve studii, kde byl pro syntézu nanocastic stiibra pouzity extrakt z Phoenix
dactylifera L., pti pH 3 obdobn¢ nedochazelo ke vzniku nanocastic stéibra (Aitenneite a kol.,
2016). Z analyzy absorpce v UV-Vis bylo dale potvrzeno, ze se zvySujici se hodnotou pH
dochézi k syntéze menSich castic. To vyplyva z mirného posunu absorpcniho maxima do
nizsich vinovych délek se zvysujicim se pH (Amax(pH 6) = 430 nm, Amax(pH 8) = 420 nm). Pro
nanocastice stiibra je totiz typické, ze vrchol peaku odpovida jejich velikosti, kdy u malych

Castic lezi v nizsich vlnovych délkach a naopak (Mukherji a kol., 2018).

3.5

——K 10 % extraktu

3 —K 1ImM AgNO3
bez Upravy pH
25 —pH 3,5
pH 6
pH 8
2 ——pHO

290 340 390 440 490 540 590 640 690
A (nm)

Obr. 1 Efekt pH na absorpci jednotlivych vzorku stfibrnych nanocastic v UV-Vis oblasti

Déle byly vybrané vzorky (pH 6 a pH 8) pozorovany pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (Obr. 2). Také pomoci této charakterizaéni techniky bylo potvrzeno, Ze pti vyssi
hodnoté pH vznikaly nanocastice s vétSim primérem. Zatimco pii pH 8 méla vétSina ¢astic
pramér v rozmezi 4-16 nm pii pH 6 lezel primér vétSiny nanocastic v rozmezi 12-30 nm. Tvar

syntetizovanych nanocastic byl v obou vzorcich sféricky.
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Obr. 2 TEM obraz nanocastic stiibra pfipravenych pfi riznych hodnotach pH reakéni smési —
vlevo pH 6, vpravo pH 8

Zavér

Prace byla zaméfena na studium vlivu zmény reakénich podminek na vyslednou
morfologii nanocastic stfibra pfipravovanych pomoci rostlinného extraktu. Jako sledovany
proménlivy parametr byla zvolena hodnota pH, pficemz ostatni podminky biosyntézy byly pfi
veskerych experimentech zachovany neménné. Vysledky ukazaly, ze tpravou hodnoty pH lze
kontrolované manipulovat s velikosti vznikajicich nanocastic. Zatimco pii zvySovani hodnot
nanocastic vibec nedochazelo. Jev souvisi se stupném ionizace biomolekul extraktu, které se

ucastni redukce a stabilizace nanoc¢astic pouze v ionizované formé.
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Role stirevniho mikrobiomu v onemocnéni
Gut microbiota and its role in diseases
T. T. M. Neuyenova® 2, M. Kuzma?, I. Kolouchova!

'Ustav biotechnologie, VSCHT Praha,
’Mikrobiologicky ustav AV CR

Abstrakt

Stievni mikroflora (mikrobiom, mikrobiota) se G¢astni obousmérné komunikace mezi
sttevem a mozkem a podili se na spravném fungovani riiznych procest v lidském organismu.
Mikroorganismy sidlici ve stfevé (patogenni a ptiznivé bakterie, viry ¢i archea) by mély byt v
rovnovaze a vytvaret fungujici mikroekosystém. Pokud se zastoupeni, mnozstvi a pomér téchto
mikroorganisml zméni, dochazi ke vzniku dysbiosy, kterd mize vést ke zvySené permeabilité
sttevni a hematoencefalické bariéry. Mikrobidlni produkty tak mohou piechdzet ze stteva do

krve a do organi, a tak ovliviiovat jejich funkce.

Abstract

The intestinal microflora (microbiome, microbiota) participates in the bidirectional
communication between the gut and the brain and contributes to the proper functioning of many
processes in the human body. Intestinal microorganisms (pathogenic and beneficial bacteria,
viruses, or archaea) should be in balance and create a functioning microecosystem. If the
representation, amount, and proportion of these microorganisms change, it causes a
phenomenon named dysbiosis, which can lead to increased intestinal and blood-brain barrier
permeability. Microbial products can penetrate from the gut to the blood and other organs,

influencing their function.
Klicova slova: strevni mikrobiom, dysbiosa, obezita, Alzheimerova choroba, neurodegenerace
Keywords: gut microbiome, dysbiosis, obesity, Alzheimer’s disease, neurodegeneration

Stirevni mikroflora

Mikrobiota je spoleCenstvi mikroorganismii (bakterie, archea, viry, nckteré
jednobunécné eukaryoty) zijici v ur¢itém prosttedi. Mikrobiomem je oznacovan soubor vSech
mikroorganismi a jejich genii (D’Argenio a Salvatore, 2015). Lidské stfevni mikrobiota se
skladd z 10 mikroorganismi, a jedna se predeviim o bakterie z kmene Bacteroidetes a

Firmicutes (Obr. 1) (Shin a kol., 2015; Dhar a Mohanty, 2020). Mikrofléra ziskava od hostitele
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vyzivu, a naopak se podili na riznych fyziologickych procesech, (traveni, ochrana pied
patogeny) (Dhar a Mohanty, 2020). Stfevni mikroflora ma schopnost kédovat proteiny
vykonavajici dalezité role v lidském téle, jako jsou enzymy potiebné k traveni nestravitelnych
slozek potravy ¢i k syntéze vitamint. V dasledku toho jsou v lidském téle pfitomny dva
genomy, jeden zdédény po rodi¢ich a druhy patfici mikrobiomu. Zdédény genom je viceméné
stabilni po cely zivot, zatimco genom mikrobiomu je proménlivy (D’Argenio a Salvatore,
2015).

Mikrobialni kolonizace nastavd béhem narozeni a v pribéhu raného détstvi se
dynamicky méni v zavislosti na stravé (Koenig a kol., 2011). Slozeni mikrobiomu byva u
dospélych jedinct takika stabilni, zna¢né rozdily byly ale zaznamendny u starSich osob
(Claesson a kol., 2011). Tyto odlisnosti jsou spojovany napiiklad s rozvojem riznych
gastrointestinalnich a metabolickych chorob jako je chronicky stfevni zanét, obezita, diabetes
¢i insulinova rezistence (Vogt a kol., 2017).

Dysbiosu 1ze definovat jako stav charakterizovany kvantitativnimi a kvalitativnimi
zménami ve slozeni stfevniho mikrobiomu, které mohou negativné ovlivnit stav hostitelského
organismu. Kvantitativni zmény spocivaji v mensim zastoupeni prospé$nych mikroorganismu
a kvalitativni v jejich nizsi diverzité (Hawrelak a Myers, 2004). Dysbiosa miize byt zptisobena
antibiotiky, nebo také stravovacim stylem (koufeni, alkohol) dale stresem ¢i genetikou (Sharma
a kol., 2021). Pfi naruseni rovnovahy v mikrobiomu muze vznikajici dysbiosa pfispivat
k zanétu, a to z dusledku snizeni protizanétlivych bakteridlnich populaci (Lactobacillus,
Bifidobacterium), nadbyte¢né produkce toxickych latek nebo zvySenou permeabilitou
hematoencefalické a stfevni bariéry, kterd mize vést k penetraci mikrobialnich produkti ze
stfeva do krve a do mozku (Brown, 2019; Friedland a Chapman, 2017; Mayer a Tillisch, 2011).

Studium mikrobiomu a jeho interakci s hostitelem, zejména s ohledem na moZny podil
na etiologii a patogenezi celé fady onemocnéni je predmétem velkého védeckého zajmu.
V letech 2013-2017 bylo studiu stfevni mikrobioty vénovano pies 12 tisic publikaci, coz
piedstavuje vice nez 80 % celkovych publikaci o tomto tématu za poslednich 40 let (od roku
1977) (Cani, 2018). Obnoveni slozeni stfevniho mikrobiomu by mohlo vyznamné zpomalit
kuptikladu progresi neurodegenerace, a to vlivem potlaceni zanétlivych reakci a sniZeni tvorby

amyloidnich plaki (Sochocka a kol., 2019).
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Obr. 1: Relativni zastoupeni bakterialnich kmend v lidském stfevé (Bacteroidetes 65,4 %;
Firmicutes 24,4 %: Proteobacteria 4,5 %; Actinobacteria 2,2 %; Verrucomicrobia 0,7 %:;
ostatni 2,8 %). Upraveno podle Shin a kol., 2015.

Osa sti‘evo-mozek

Obousmérna komunikace mezi centralnim nervovym systémem a gastrointestinalnim
traktem je zajiSténa prostfednictvim cytokinovych, imunologickych, hormonalnich a
neuronalnich signald (Sochocka a kol., 2019). Mikroorganismy pfispivaji ke zdravi hostitele
prostiednictvim biosyntézy vitamint, esencidlnich aminokyselin, a také vytvafenim dilezitych
metabolickych produktl z nestravitelnych slozek stravy (Béckhed a kol., 2005). Bakterialni
kmeny mohou produkovat riizné neuroaktivni molekuly jako je kyselina kynurenova ¢i
neurotransmitery (katecholaminy, serotonin, kyselina y-aminomaselna, histamin, acetylcholin)
(Strawitz, 2018; Sochocka a kol., 2019).

Kli¢ovou signalni molekulou v této ose zastava serotonin, ktery je syntetizovan
Z tryptofanu. Mikroorganismy maji schopnost podporovat biosyntézu serotoninu a regulovat
permeabilitu  hematoencefalické bariéry, ¢imZz je modulovana distribuce tohoto
neurotransmiteru v centralni nervové soustavé (Mastrokolias a kol., 2016).

Grampozitivni stfevni bakterie mohou produkovat mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(butyrat, propionat a acetat, SCFA) (Shin a kol., 2015). Tyto latky plsobi nejen jako hlavni
zdroj energie pro buriky stievniho epitelu, které mohou posilovat slizni¢ni bariéru (Topping a
Clifton, 2001), ale maji také regula¢ni ucinky pii zanétu tlustého stieva (Wilson a kol., 2020)

dale reguluji hladinu lipidd v séru, prochazeji hematoencefalickou bariérou a pisobi

Osa stievo-plice
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Endotoxiny a mikrobidlni metabolity pienasené krvi mohou ovlivnit zdravi plic. Zanét
Vv plicich mize naopak mit vliv na strukturu stievni mikroflory (Dumas a kol., 2018). Zatimco
ve stievech prevladaji Bacteroidetes a Firmicutes, v plicich dominuji Bacteroidetes, Firmicutes
a Proteobacteria (Zhang a kol., 2020).

N¢kolik studii prokézalo, ze respiracni infekce jsou spojeny se zménou sloZeni sttevni
mikrobioty (Groves a kol., 2020). Ptikladem miiZe byt onemocnéni covid-19, které se ve vétsiné
ptipadt projevi zdvaznymi klinickymi symptomy (pneumonie, syndrom akutni dechové tisn¢)
u starSich pacientli s oslabenou imunitou. U tohoto onemocnéni nejspis§ existuje vzajemna
komunikace mezi plicemi a stfevni mikroflérou, ktera by mohla ovlivnit vysledny klinicky

projev (Dhar a Mohanty, 2020).

Obezita

V poslednich letech vzrostla prevalence metabolického syndromu, a to zejména obezity
sttevni mikrobiotu. Jelikoz se stievni mikroflora podili na regulaci energetického metabolismu
hostitele, hraje proto vyznamnou roli v patofyziologii obezity (Ley a kol., 2006) a diabetu
(Wang a kol., 2012).

Pii zkoumani bakterialnich taxont podilejicich se na vyvoji obezity, byl zjiStén zvyseny
vyskyt kmene Firmicutes na ukor Bacteroidetes. Kdyz obézni jedinci podstoupili dietu po dobu
jednoho roku s omezenym piijmem kalorii, doslo k nardstu Bacteroidetes a normalizaci poméru
Firmicutes/Bacteroidetes, soucasn¢ se ztratou hmotnosti (de Wit a kol., 2012; Hildebrat a kol.,
2009). Firmicutes jsou u¢inngjsi pii ziskavani energie z potravy a podporuji vice vstfebavani
kalorii nez Bacteroidetes, a proto mtize zpuisobovat nasledné ptibyvani na vaze (Krajmalnik-
Brown a kol., 2012).

Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni charakterizované
pritomnosti senilnich plakii (extracelularni peptidové agregaty amyloidu beta) a
neurofibrilarnich klubek (agregovany tau protein). Pokud neni AD zplsobena mutacemi
Vv genech, jednd se o sporadickou formu. Obecné se tato forma projevuje u starSich lidi (>65 let)
a je vysledkem souhry mezi genetickym pozadim a riznymi faktory, v¢etné zivotniho stylu,
urovné stresu, chronickych onemocnéni (kardiovaskuldrni onemocnéni, obezita, diabetes

mellitus) a zivotniho prostiedi (Panegyres a Chen, 2013).
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Piedpoklada se, ze AD uzce souvisi s nerovnovahou stievni mikrofléry (Sochocka a
kol., 2019). Dysbiosa u jedinci s Alzheimerovou chorobou byla charakterizovana poklesem
kmene Firmicutes, zvySenim Bacteroidetes a snizenim piitomnosti rodu Bifidobacterium (Vogt
a kol., 2017). Rody Lactobacillus (kmen Firmicutes) a Bifidobacterium (kmen Actinobacteria)
mohou metabolizovat glutaméat za vzniku hlavniho inhibi¢niho neurotransmiteru — kyseliny y-
aminomaselné¢ (GABA). Zmény ve stfevni mikroflofe mohou narusit endogenni produkci
GABA, ktera souvisi s poruchami kognitivnich funkci, AD, uzkosti, depresi; anebo také
produkci SCFA. Nizsi hladiny SCFA mohou negativné ovlivnit glukézovou a energetickou
homeostazu v mozku, imunitni odpovédi a ptipadné i fungovani centralniho i periferniho
nervového systému (Pistollato a kol. 2016).

Neurodegenerativni poruchy jsou ¢asto spojeny s odchylkami v metabolickych drahach
souvisejicich se syntézou neurotransmiterli, s oxidacnim stresem anebo také s
mitochondridlnimi funkcemi, a proto 1ze analyzou metabolomu monitorovat zmény u mnoha

biochemickych drah a objevit tak biomarkery specifické pro AD (Peng a kol., 2014).

Zavér

Vysledky vyzkumu mikrobiomu a jeho interakce s hostitelskym organismem ukazuji na
vyznamnou roli, kterou hraje ve fyziologické funkci organti, fungovani imunitniho systému
nebo pfi vyvoji celé fady onemocnéni. Naruseni sloZzeni stfevni mikroflory miize vést ke vzniku
mnoha chronickych chorob od gastrointestinalnich zanétlivych onemocnéni, ptfes obezitu a
diabetes az po neurologickd, kardiovaskularni a respiracni onemocnéni. V soucasné dobé je
proto znaéné Usili zaméfeno na pochopeni molekularnich interakcich mikrobiom-hostitel s

cilem najit nové terapeutické metody.
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Antimikrobni ucinky pigmenti houby Monascus
Antimicrobial effects of Monascus fungus pigments

M. Plechata, M. Husakova, P. Patakova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt cesky

V této praci byly zkoumany antimikrobni u¢inky pigmentt tvofenych houbami rodu Monascus.
Tyto sekundarni metabolity byly ziskany etanolovou extrakci mycelia hub Monascus, po
kultivaci hub za riznych podminek. Antimikrobni aktivita extraktli obsahujici pigmenty byla
zkoumana v souvislosti s vlivem na kli¢eni spor a rast sporotvornych bakterii rodu Bacillus a
Clostridium. Po pouzZiti kyselych a neutralnich extrakti mycelia Monascus purpureus DBM
4360, u kterych byla zjisténa navic i pfitomnost citrininu, byla pozorovana c¢astec¢na inhibice
klic¢eni spor a ristu bunék v ptipadé Clostridium beijerinckii a Bacillus subtilis.

Abstrakt anglicky

In this work, the antimicrobial effects of pigments produced by fungi of the genus Monascus
were investigated. These secondary metabolites were obtained by ethanol extraction of
Monascus fungal mycelia, after cultivating the fungi under various conditions. The
antimicrobial activity of the extracts containing pigments was investigated in connection with
the effect on the spore germination and growth of spore-forming bacteria of the genus Bacillus
and Clostridium. Partial inhibition of spore germination and cell growth was observed in
Clostridium beijerinckii and Bacillus subtilis after the use of acidic and neutral extracts of

mycelium Monascus purpureus DBM 4360, in which the presence of citrinin was detected.

Klicova slova ¢esky Monascus- pigmenty-antimikrobni ucinky-kli¢eni-spory-bakterie-
citrinin

Klic¢ova slova anglicky Monascus- pigments- antimicrobial activity- germination- spores-
bacteria- citrinin

1. Uvod

Houby rodu Monascus jsou vlaknité houby, které jiz ptes tisic let nachazeji rozlicné
vyuziti hlavné diky produkci sekundarnich metabolitd (Chen a kol., 2015, Jizlova a kol., 1996,

Patakova, 2013). Za své jméno vdééi francouzskému botanikovi Philipe Edouard L. Van
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Tieghem, ktery roku 1884 pojmenoval zastupce z oddéleni vieckovytrusnych hub Monascus
(Van Tieghem, 1884). Z Asie byl rod Monascus rozsifen takika do celého svéta, hlavné diky
kultivaci v riznych laboratofich. Asijské zemé jsou znamé produkci tzv. cervené fermentované
ryze, coz je oznaceni pro ryzi kultivovanou houbami rodu Monascus. Pravé diky své barvé je
tato houba pouzivana pro produkci pigmentu (zlutych, oranzovych a ¢ervenych). Tyto pigmenty
jsou netoxické, maji syté zbarveni a nachazeji uplatnéni jak v potravinarstvi, tak v textilnim
pramyslu. Biologicka aktivita téchto pigmentt byla predmétem mnohych studii. Jak se ukazalo
tyto pigmenty maji mimo jiné antioxida¢ni a antimikrobni u¢inky (Kim a kol., 2006, Kim a
Rhyu, 2008, Srianta a kol., 2017, Tan a kol., 2018, Vendruscolo a kol., 2014). Houby rodu
Monascus produkuji i mnohé jiné metabolity napf. cholesterol snizujici monakoliny, znamé téz
jako lovastatiny, anebo mykotoxin citrinin (Blanc a kol., 1995, Tsukahara a kol., 2009).
Charakteristika rodu Monascus

Houby rodu Monascus jsou aerobni saprofytické vlaknité houby, s teplotnim optimem
30-35 °C. Vyzaduji nizkou vodni aktivitu substratu, jsou tedy slabé xerofilni, jsou schopné
heterofermentativniho kvaseni a produkce etanolu i v aerobnich podminkach (De Carvalho a
kol., 2006, Patakova, 2013). Rozmnozuji se pohlavné i nepohlavné. Pifi nepohlavnim
rozmnozovani jsou tvofeny jednobunécné asexudlni spory (konidie), pohlavni rozmnozovani
probiha prostfednictvim askospor, které jsou umistény ve vieckach (kleisthoteciich) (Carels a
Shepherd, 1975, Mohan, 2007). V literatufe jsou nejCastéji zminky o druzich Monascus
purpureus Went, M. ruber van Tieghem, a M. pilosus K Sato pravé diky produkei jiz zmifiované
Cervené ryze (Hawksworth a Pitt, 1983, Panda a kol., 2010).

Z metaboliti produkovanych témito houbami mizeme zminit napiiklad pigmenty,
flavonoidy, mastné kyseliny, vitaminy, enzymy, antioxidanty, y-aminomaselnou kyselinu
a monakoliny (Aniya a kol., 2000, Lee a Pan, 2012, Lee a kol., 2006). Néktefi zastupci rodu
Monascus produkuji také mykotoxin citrinin. Jednd se o znamy nefrotoxin, hepatotoxin,
a karcinogen, u kterého byla zjisténa také antimikrobni aktivita (Blanc a kol., 1995, Vesela a
kol., 1983). Biosyntéza pigmentl, monakolinli a citrininu je oznaovana jako polyketidova
syntéza, kterd je ovlivnéna podminkami prostfedi, enzymovym vybaveni daného druhu
a genetickou predispozici (Chen a kol., 2017, Kim a Ku, 2018).

Antimikrobni aktivita pigmenti

Velké mnozstvi studii bylo provedeno v souvislosti s antimikrobnimi u¢inky pigment

produkovanymi houbami rodu Monascus. Napi. studie Sun a kol. 2012 prokazala jistou

antiviralni aktivitu oranzovych v pfipadé infekce virem hepatitidy C (Sun a kol., 2012).
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Antibakterialni aktivita byla zkouména na fadé gramnegativnich ale 1 grampozitivnich bakterii.
Nejcastéji byva zkoumdna antibakteridlni aktivita oranzovych a Cervenych pigment vici
gramnegativni E. coli (Guo-Ping a kol., 2016, Qunyi, 1997, Vendruscolo a kol., 2014).
Antibakterialni aktivita byla prokazana i na grampozitivnich bakteriich rodu Bacillus nebo vici
Staphylococcus aureus (Mao a kol., 2006, Qunyi, 1997, Ungureanu a Ferdes, 2010,
Vendruscolo a kol., 2014, Xu, 2011).
2. Material a metody
SloZeni médii

Pro submerzni kultivaci Monascus purpureus DBM 4360 byly vyuzity tfi kultivacni
média (A, N, P) obsahujici 40 g/l glukézy, 4 g/l KH2POs, 0,5 g/l KCI, 0,5 g/l MgS0a4.7H20,
0,01 g/l ZnS04.7H.0, 0,01 g/l FeS04.7H20. Pro médium A bylo zdrojem dusiku 5 g/l
(NH4)2SO4 a hodnota pH byla upravena na 5,5; médium N obsahovalo 6,44 g/l NaNO3
a hodnota pH byla upravena na 6,5; médium P obsahovalo 8,84 g/l peptonu a hodnota pH byla
upravena na 2,5.
Slozeni médii bylo navrzeno podle pfedchozich experimenti v laboratofi (Patrovsky a kol.,

2019).

Média pro kultivaci Bacillus subtilis DBM 3006 byla nasledujici: LB médium slozené
z 5 g/l kvasni¢ného extraktu, 10 g/l tryptonu a 10 g NaCl .

Ke kultivaci bakterii Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 bylo vybrano RCM agar,
ktery byl pfipraveny podle ndvodu vyrobce a P2 médium, jehoZ sloZeni ukazuje Tabulka I.

Roztok 1 byl sterilovan tepelné (121 °C, 20 minut), roztoky 2,3,4 byly sterilovany filtraci.

Tabulka I. SloZeni kultivaéniho média P2

Chemikalie MnoZstvi [g/l]
Roztok 1 glukoza 40
kvasni¢ny extrakt 1
KH2PO4 0,5
Roztok 2 K2HPO4 0,5
octan amonny 4
MgS0O4.7H20 2
Roztok 3 MnSO04.7H20 0,1
FeS0O4.7H20 0,1
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NaCl 0,1

4-aminobenzoova kyselina 0,1

Roztok 4 tiamin 0,1
biotin 0,001

Pozorovani antimikrobnich acinki
Clostridium beijerinckii NCIMB 8052

Prvni série pokusii byla zaméfena na uc¢inky kyselych extrakti z mycelia Monascus
purpureus DBM 4360, které byly ziskany po kultivace ve tiech médiich (A, N, P). Média se
lisila zdrojem dusiku a pocate¢ni hodnotou pH. Pro extrakci byl pouzit 75% etanol s upravenou
hodnotou pH na hodnotu 2. Byly vybrany 4 extrakty pro pozorovani antimikrobnich G¢ink
pomoci agarové difuzni metody a pro stanoveni ucinkli na tepelné aktivované spory
C. beijerinckii.

Dale byla provedena série pokusti provedenych s neutrdlnimi extrakty z mycelia
Monascus purpureus DBM 4360. Do zkumavek k 5 ml kultivaéniho P2 média byl dan 1%
ptidavek extraktu (A, N, P) ¢i extrakéniho ¢inidla pro slepy pokus. Inokulum (tepelné
aktivované spory, nebo vegetativni buniky) bylo ofkovano v mnozstvi 500 pl. Kultivace
probihala v anaerobni komote pii 37 °C po 24 hodin. Kazdy pokus byl proveden ve tfech
paralelnich provedenich. Byla zmétena OD hodnota (pti 600 nm) po kultivaci v jednotlivych
zkumavkach.

Bacillus subtilis DBM 3006

Na prvni sérii pokust byly pouzity neutralni etanolové extrakty z mycelia Monascus
purpureus DBM 4360, kultivovaného v kapalnych médiich. K 5 ml LB média byl do zkumavek
pfidan 1% piidavek extrakti (A, N, P) ¢i extrakéniho Cinidla pro slepy pokus. Zkumavky byly
ptes noc inkubovany v termostatu (37 °C) a poté bylo pipetovano 1% inokulum (tepelné
aktivované spory nebo vegetativni buiiky). Kultivace probihala na tiepackach (48 hodin, 37 °C,
100 rpm), kazdy pokus byl provadén ve tfech paralelach. Byly zméfeny OD hodnoty (pfi
600 nm).

3. Vysledky

Zvolené kyselé¢ extrakty Monascus purpureus, vyuzité v agarové difuzni metodé pro

pozorovani antimikrobnich G¢inkt, dokazaly pouze ¢aste¢né inhibovat kli¢eni spor Clostridium

beijerinckii. Pro experimenty s neutralnimi extrakty Monascus purpureus piidavanymi do

kultivaéniho média v 1 obj. %, byla zjiSténa Castecna inhibice kli¢eni spor a ¢aste¢nd inhibice

rastu vegetativnich buné¢k Clostridium beijerinckii a také caste¢na inhibice kliceni spor
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a ¢aste¢na inhibice /limitace ristu vegetativnich bunék Bacillus subtilis. V extraktech z mycelia
M. purpureus byly pomoci UHPLC stanoveny zluté a oranzové pigmenty a mykotoxin citrinin

shrnuto v tabulce II.

Tabulka 1l. Koncentrace zZlutych a oranzovych pigmentl a citrininu v ziskanych extraktech
M. purpureus DBM 4360; kvantifika¢ni limit byl 0,1 mg/1

Submerzni kultivace probihala ve tmé¢ na tfepackach (100 rpm, 30 °C), extrakce (1 hod.,
75% etanol, tfepacky 100 rpm)

EC Médi Den Koncentrace mg/I
CAUm - oxtrakce . Monasci Rubropunktat Monaskorubr Citrini
Ankaflavin i i 0
A 10 101,0 179,3 380,3 405,1 -
‘; N 10 64,4 137,8 157,7 122,8 1,6
o P 7 65,5 137,6 157,0 122,3 -
14 41,0 66,6 85,4 113,0 -
= A 14 8,6 166,3 219,0 132,4 1,4
Té N 14 153,3 333,4 291,6 278,1 4,9
5 p 14 1235 3225 192,0 106,6 0,9
Zavér

Pomoci UHPLC bylo stanoveno mnozstvi pigmentl a citrininu v ziskanych extraktech
z mycelia M. purpureus DBM 4360. Antimikrobni aktivita ziskanych extraktli byla testovana
Vv souvislosti se sporotvornymi bakteriemi a jejich sporami. Prvni pokusy s kyselymi extrakty
M. purpureus DBM 4360 obsahujici pigmenty 1 citrinin ukdzaly pouze ¢aste¢nou inhibici
kli¢eni spor C. beijerinckii NCIMB 8052. Pro vylouceni vlivu nizké hodnoty pH na kli¢eni spor
byly dale vyuzivany neutralni extrakty. Neutralni etanolové extrakty M. purpureus DBM 4360
(smé&s pigmentt a citrininu), opét dokézaly ¢astecné inhibovat kli¢eni spor a rlst vegetativnich
bunék v piipadé C. beijerinckii NCIMB 8052. Pro kultivaci B. subtilis DBM 3006, bychom
mohli hovoftit spiSe o limitaci kliceni spor a ristu vegetativnich bun€k. Pro dosazeni tplné
inhibice kli¢eni spor a riistu bakterii by bylo vhodné zvolit koncentrovanéjsi extrakty, ¢i zvazit

vy$$i procentudlni piidavky vyuzitych extraktd.
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V potravinaiském primyslu jsou spory sporotvornych bakterii velkym problémem
(nejznamé;jsi tzv. klobasovy jed botulotoxin tvotreny C. botulinum). K zamezeni kli¢eni spor
V potravinach, byvaji tyto potraviny tzv. vysolovany, do masa jsou navic pfidavany dusitany
(E249) pro stabilizaci barvy. Nase pokusy poukazaly na jistou moznost nahrazeni dusitani
a dusi¢nanti v masném prumyslu pravé nami zkoumanymi extrakty obsahujici pigmenty hub
Monascus. Pigmenty hub Monascus jsou netoxické, a navic maji mnoho benefitnich vlastnosti
na lidské zdravi. Hlidanym parametrem pii vyuziti extraktti hub Monascus v potravinaistvi by

musela byt pfitomnost citrininu.
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Vliv polyfenolovych extrakti na zastupce mikroorganismu
gastrointestinalniho traktu

Effect of polyphenol extracts on the representatives of

gastrointestinal tract microoganisms

M. Rollova, O. Mat’atkova
Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt ¢esky

Tato prace se zabyva vlivem trech biologicky aktivnich latek (trans-resveratrolem, extraktem z
letorostu Vitis vinifera a komercnim piipravkem Regrapex-R-forte) na oportunné patogenni
(Citrobacter freundii DBM 3127, Escherichia coli DBM 3125) a probioticky druh bakterii
(Lactobacillus acidophilus LA-5), kde tyto vybrani zastupci tizce souvisi s lidskym travicim
traktem. Na zakladé koncentraci trans-resveratrolu, byla pro suspenzni populace
mikroorganismu stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC80) jednotlivych biologicky
aktivnich latek. V této praci se podatilo prokazat inhibi¢ni ucinek polyfenolovych sloucenin, se
zamé&fenim na trans-resveratrol, na zastupce oportunné patogennich mikroorganismi, E. coli
DBM 3125 a C. freundii DBM 3127, a zaroven posileni rastu probiotického kmenu L.
acidophilus LA-5.

Abstrakt anglicky

This study deals with the effect of three biologically active substances (trans-resveratrol, extract
from Vitis vinifera canes and commercial product Regrapex-R-forte) on opportunistic
pathogens (Citrobacter freundii DBM 3127, Escherichia coli DBM 3125) and probiotic
bacteria (Lactobacillus acidophilus LA-5) closely related to the human digestive tract. Based
on trans-resveratrol concentrations in biologically active substances, minimal inhibitory
concentrations (MIC80) were determined for populations of microorganisms. In this work,
polyphenolic compounds, focusing on trans-resveratrol, proved to inhibit the growth of
opportunistic pathogenic microorganisms, E coli DBM 3125 and C. freundii DBM 3127, while
enhancing the growth of the probiotic strain L. acidophilus LA-5.

Klic¢ova slova Cesky
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stievni mikroflora, polyfenoly, trans-resveratrol, Vitis vinifera
Kli¢ova slova anglicky

gut microbiota, polyphenols, trans-resveratrol, Vitis vinifera

Uvod

Lidské sttevo obsahuje velké mnozstvi bakteridlnich druhti, které jsou souc¢asti mnoha
zivotng dilezitych procest lidského téla. Mikrobiom stiev mize byt ovlivnén riznymi faktory,
vnitinimi 1 vnéj§imi. Jednim z nejpodstatnéjSich faktort je dieta, kterd mé zasadni vliv na
druhové a funk¢ni zastoupeni mikroorganismi v lidském zazivacim traktu.

Biologicka aktivita polyfenolovych latek obsazenych v potravé a dopliicich stravy muize
modulovat slozeni mikroorganismii vyskytujicich se v travicim traktu, a to jak z hlediska jejich
zastoupeni vramci stiev, tak 1 pusobeni jednotlivych druht. Vztah polyfenold a
mikroorganisml stfevni mikroflory je komplikovany a obousmérny — enzymatickd aktivita
stfevnich mikrooganismil je zasadni pro jejich absorpci do téla (Selma a kol., 2009), na druhou
stranu polyfenoly maji vyznamnou biologickou aktivitu, a tedy mohou ovliviiovat sloZeni a
¢innost mikroorganismi (Tsao, 2010).

V poslednich letech jsou polyfenolové slouceniny predmétem rostouciho védeckého
zajmu, zejména diky jejich vyznamné roli v lidské stravé a jejich rozmanitosti potencidlnich
priznivych ucinkt, pfedevsim v podobé doplnku stravy. V soucasné dobé je vénovana velka
pozornost studiu 1é€ebnych ucinkii spojenych s rostlinami ¢i rostlinnymi extrakty. VyuZzivaji se

jak extrakty z rostlin, tak extrakty i z jednotlivych rostlinnych ¢asti.

Material a metody
Pouzité mikroorganismy

V ramci experimentalni prace byly pouzity dva oportunné patogenni druhy bakterii a
jeden probioticky druh bakterie. Oportunné patogenni bakterie Citrobacter freundii DBM 3127
a Escherichia coli DBM 3125 pochazi ze sbirky Ustavu biochemie a mikrobiologie, VSCHT
Praha. Pouzita probioticka bakterie Lactobacillus acidophilus LA-5 pochazi ze sbirky Ustavu
mléka a tuktl, VSCHT Praha. Viechny pouzité mikroorganismy byly uchovavany v podobé

kryokonzerv v 50% glycerolu pii teploté -70 °C v hlubokomrazicim boxu.
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SloZeni kultiva¢nich médii a roztoki
Slozeni kultiva¢niho LB média pro oportunni patogeny: trypton 10 g, chlorid sodny 10

g a kvasnicny extrakt 5 g v 1 | destilované vody.

Slozeni kultivacniho MRS média pro druh probiotické bakterie: D-gluk6za bezvoda 20
g, bakterialni pepton 10 g, masovy extrakt 10 g, kvasni¢ny extrakt 5 g, octan sodny 5 g,
dihydrogenfosfore¢nan draselny 2 g, citrat amonny 2 g, heptahydrat siranu hote¢natého 0,2 g,

monohydrat siranu manganatého 0,05 g, Tween 80 1 ml v 1 1 destilované vody.

MRS médium bylo upraveno na hodnotu pH = 6,5; pH LB média bylo upraveno na
hodnotu pH = 7. Dané hodnoty pH kultiva¢nich médii byly upraveny pomoci 1M roztoku
hydroxidu sodného, resp. 25% kyseliny sirové. LB médium, MRS médium byly doplnény
destilovanou vodou na pozadovany objem a nasledné sterilovany v autoklavu pfi teploté 121
°C a tlaku 101,5 kPa po dobu 20 minut. Po sterilizaci byl do MRS média dodatecné ptidan
roztok glukoézy (sterilovany oddélen¢), tak aby jeji vyslednd koncentrace v MRS médiu ¢inila

20 g/l.

Zasobni roztok komeréné dostupného potravinového dopliku Regrapexu-R-forte
obsahuje extrakt z hroznu Vitis vinifera a extrakt z kofene Polygonum cuspidatum. U tohoto

preparatu, je deklarovano mnozstvi 9 % trans-resveratrolu.

Pouzity roztok extraktu ze zimnich fezd letorosti Vitis vinifera byl pfipraven
v laboratofi na Ustavu Biotechnologie, VSCHT Praha. Zimni fezy letorosti Vitis vinifera,

obsahujici 730 mg/l trans-resveratrolu, byly ziskany z vinice Grébovka na Praze 2.

Roztoky vsech tii biologicky aktivnich latek, tedy Regrapexu R-forte, extraktu
z letorosti Vitis vinifera a ¢istého trans-resveratrolu byly pfipraveny extrakci, rozpusténim ¢i

ziedénim ve 40% ethanolu.

Kultivace

Pro pre-kultivaci byly kryokultury bakterii zaockovany do 250 ml Erlenmeyerovych
banék se 100 ml sterilniho média. Oportunné patogenni bakterie Escherichia coli DBM 3125,
Citrobacter freundii DBM 3127 byly zaockovany z kryokonzervy do 100 ml sterilniho LB
média. Probioticky druh bakterie z rodu Lactobacillus (Lactobacillus acidophilus LA-5) byl

zaoCkovan z kryokonzervy do 100 ml sterilniho MRS média. Pre-kultivace vSech tfi zastupct
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bakterii probihala na orbitalni tfepacce pti 150 min'! a teploté 37 C po dobu 24 h.

Vysledné koncentrace trans-resveratrolu pro jednotlivé biologicky aktivni latky, uréené
pro kultivaci v pristroji Bioscreen C a stanoveni minimalnich inhibi¢nich koncentraci
suspenznich bungk, byly 1, 5, 20, 50, 70, 90, 120 a 150 mg/l. Kultivace za G¢elem stanoveni
suspenzniho ristu pro E. coli DBM 3125, C. freundii DBM 3127 a L. acidophilus LA-5

probihala v mikrokultiva¢nim zatfizeni Bioscreen C pii teploté 37 C po dobu 24 h.

Sledovani suspenzniho ristu v pritomnosti biologicky aktivni latky a stanoveni MIC80
Po 24hodinové kultivaci mikroorganismii bylo inokulum odstfedéno (10 min, 10 °C,
9000 g) a nasledné byla pomoci komplexniho média upravena jeho optickd densita (OD) na
hodnotu OD600 = 0,100 + 0,015. Do kazdé jamky mikrotitracni desticky (Honeycomb, UK)
bylo pipetovano 30 pl takto upravené suspenze inokula. Roztoky biologicky aktivnich latek
byly pfidavany v takovém mnozstvi, aby v jednotlivych jamkach bylo dosazeno pozadované
koncentrace trans-resveratrolu. Koncentrace rozpoustédla (40% ethanol) v jamce pfitom
nesméla piekroCit 3 %, aby nedoSlo k ovlivnéni ristu bun€k (inhibici) samotnym
rozpoustédlem. Tato koncetrace byla pro vSechny mikroorganismy soucasti kontrolnich
experimentl a pii jeji aplikaci nebylo pozorovano ovlivnéni ristu. Jamky byly poté sterilnim
komplexnim médiem doplnény na poZadovany findlni objem 320 pl. VSechny experimenty
probihaly v péti paralelach. Ziskané vysledky byly zndzornény graficky jako zavislosti hodnoty
optické density OD600 na Case, vyjadiujici rastové kiivky mikroorganismi. V porovnani s
kontrolnim vzorkem, neobsahujicim sledované biologicky aktivni latky, byla ur€ena minimalni
inhibi¢ni koncentrace pro jednotlivé mikroorganismy (MICS80), tj. nejniz8i koncentrace, pfi
které dochazi po 24 hodinach k inhibici ristu mikroorganismu o vice nez o 80 % (vztaZzeno ke

kontrole) (Andrews, 2010; Bébéar a Robertson, 1996).

Vysledky

V této praci byly z jednotlivych rastovych kiivek (obr. 1-3) stanoveny minimalni
inhibi¢ni koncentrace komeréné dostuplného dopliku stravy Regrapexu-R-forte, laboratorné
piipraveného extraktu ze zimnich letorostt Vitis vinifera (vztaZzeny na obsah trans-resveratrolu)
a Cistého trans-resveratrolu pro suspenzni burnky vybranych zastupct mikroorganismti (Tab. I).
V ptipadé mikroorganismu L. acidophilus LA-5 se nepodafilo urcit MIC80 pii pouziti
Regrapexu-R-forte ani pii aplikaci nejvyssi koncentrace 150 mg/l trans-resveratrolu. U bakterii
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E. coli DBM 3125 byla stanovena MIC80 Regrapexu-R-forte 120 mg/l trans-resveratrolu.
Nejnizsi minimalni inhibi¢ni koncentrace MIC80 pro Regrapex-R-forte byla stanovena u C.
freundii DBM 3127 a to 90 mg/l trans-resveratrolu. MIC80 ¢istého trans-resveratrolu nebyla
ur¢ena v ramci sledovaného koncentracniho rozpéti u zadného ze sledovanych
mikroorganismu. Pii aplikaci extraktu z letorostu Vitis vinifera byl zaznamenan vyrazny vliv
na suspenzni bunky vsech bakterii. U vsech vybranych zastupct bakterii byla uréena MI1C80
pro jednotlivé antimikrobialni agens. U bakterie C. freundii DBM 3127 extrakt Vitis vinifera

inhiboval rast nad 80 % jiz pti koncentraci 10 mg/l trans-resveratrolu.

Citrobacter freundifDBM 3127 Escherichia coliDBM 3125 Lactobacillus acidophilus LA-5
25
E , v 20 ————— ===Control
8 06 2 15 f/’_ ==Trans-resveratrol 1 mg/L
2 ] L0 / / B ﬁ T raNS-re Sveratrol 5 mg/l
s O , 1.0 ——Trans-resveratrol 20 mg/L
8 04 X —— 0.5 L ——Trans-resveratrol 50 mg/L
E 2| ; L Trans-resveratrol 70 mg/L
3 X = 0,0 5 s 7 % P P P Trans-resveratrol 90 mg/L
% \ , - = = = 5 05 Trans-resveratrol 120 maiL
g -0, o Trans-resveratrol 150 mg/L
- ¢as [h] Zas (]

Obr. 1 Vliv extraktu komer¢né dostupného Regrapex-R-forte na bakterialni rast C.freundii
DBM 3127, E. coli DBM 3125 a L. acidophilus LA-5 v suspenzi; kultivace po dobu 24 hodin,
pii 37 ° C, 150 min™, mikrokultiva¢ni zatizeni Bioscreen C.

Trans-resveratrol
_Trans-resveratrol Trans-resveratrol r L :
L Cltrohae e A DEM 3127 [Escherichia coli DBM 3125 . Lactobacillus acidophiltis LA-5
1, 1,6 :
S 09 PN R
14
[.\; 20 f S —— s ontrol
16 e T 1 mg/L
// Trans-resveratrol 5 mg/L
12 £ =Trans-resveratrol 20 mgiL
08 T 50 mgil
- // Trans-resveratrol 70 mg/L
< 04 - —Trans-resveratrol 90 mg/l
= | e T 120 mg'L
g‘ o 5 10 15 20 25 L] 5 10 15 20 25 0.0 ] 5 10 15 20 25 Trans-resveratrol 150 mg/L
éas [h] ¢as [h] 2as [h)

Obr. 2 Vliv ¢istého trans-resveratrolu na bakterialni rast C.freundii DBM 3127, E. coli DBM
3125 a L. acidophilus LA-5 v suspenzi; kultivace po dobu 24 hodin, pti 37 ° C, 150 min™,
mikrokultiva¢ni zafizeni Bioscreen C.

Extrakt z letorost Vitis vinifera Extrakt z letorosta Vitis vinifera Extrakt z letorosta Vitis vinifera
Citrobacter freundiiDBM 3127 Escherichia coliDBM 3125 Lactobacillus acidophilus LA-5
E 18 18 18
1.6 16 16
8 14 14 14
T 12 1,2 12
EE 1.0 10 10 == Control
o 08 0,8 08 e Trans-re sveratrol 5 mgiL
0,6 06 g,a ——Trans-resveratrol 10 mg/L
E 0:4 04 0:4 ===Trans-re sveratrol 20 mg/L
0,2 0,2 0,2 e Trans-re sveratrol 30 mg/L
A
% _gg 5 10 15 25 g'g 5 1 15 0w gg _g'g 1 T 15 20 25
04 04 04
&as [h) das [h) ¢éas [h)

Obr. 3 Vliv laboratorné pfipraveného extraktu z letorostt Vitis Vinifera na bakterialni rast
C.freundii DBM 3127, E. coli DBM 3125 a L. acidophilus LA-5 v suspenzi; kultivace po
dobu 24 hodin, pti 37 ° C, 150 min™, mikrokultivaéni zafizeni Bioscreen C.
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Tab. | Stanoveni MIC80 komer¢niho extraktu Regrapex-R-forte, trans-resveratrolu a

laboratorné ptipraveného extraktu z letorostu Vitis Vinifera (vztazeno na trans-resveratrol) pro
suspenzni rast, C. freundii DBM 3127, E. coli DBM 3125 a L. acidophilus LA-5.

MIC80 [mg/L] Mikroorganismy

‘t'mn s-:l e{;‘lf e(:::ra;;: Citrobacter freundii Escherichia coli Lactobacillus acidophiius
DBM 3127 DBM 3125 LA-5

20 120 >150
>150 >150 >150
10 20 20

Zavér

V této studii bylo prokazano, ze laboratorné pripraveny extrakt z letorostd Vitis vinifera a¢inné
inhiboval rist oportunné patogennich bakterialnich kmenti (C. freundii DBM 3127 a E. coli
DBM 3125) a méa podobné antimikrobidlni vlastnosti proti vybranym oportunnim bakteridlnim
patogenim jako komer¢né dostupny dopln€k stravy, ktery byl obohacen o obsah
certifikovaného mnozstvi komplexu trans-resveratrolu. Oba polyfenolové extrakty byly
schopny ovlivnit rust vybranych mikroorganismui. Regrapex-R-forte a extrakt z letorosta Vitis

vinifera byly z hlediska antimikrobialni aktivity mnohem G¢inng&jsi nez Cisty trans-resveratrol.
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Mikroorganismy a oxidativni stres — pisobeni na bunky a
mechanismy adaptace

Microorganisms and oxidative damage — effects on cells and
defence mechanisms

E. Timkina, O. Matatkova, 1. Kolouchova

Ustav biotechnologie, VSCHT Praha

Abstrakt ¢esky
Mikroorganismy jsou rliznou mérou ovlivnény pusobenim oxidativniho stresu, ktery

muze byt vyvolan reaktivnimi formami kysliku, dusiku nebo chloru. Oxidativni stres vyvolava
napiiklad vysoka intenzita UV zéfeni ¢i radionuklidy, nizka aktivita vody nebo prostiedi
makrofagl. Vysoka intenzita ionizujiciho zafeni zpisobuje cetnd poskozeni molekul DNA a
RNA, ale pfedevsim vyvolava hydrolyzu molekul vody za vzniku hydroxylovych radikalt
(OHe), superoxidovych aniontli (O2") a peroxidu vodiku (H202). Tyto ¢astecn¢ redukované
reaktivni formy kysliku (ROS) poskozuji rozmanité biologické molekuly a zpisobuji bunénou
smrt. Radiorezistentni mikroorganismy disponuji mechanismy detoxifikace ROS, které
umoziuji zachovani zivotaschopnosti 1 ve vysoce neptiznivych zivotnich podminkéch. Jedna
se napiiklad o zvySeni vnitrobunééného poméru Mn:Fe za i€elem sniZeni intenzity Fentonovy
reakce, produkci enzymatickych ¢i neenzymatickych antioxidant...
Abstrakt anglicky

The life of many microorganisms is affected by the presence of reactive forms of oxygen,
nitrogen, or chlorine, which cause oxidative stress. Oxidative stress can affect cells in an
environment hostile to bacteria, for example, in the presence of high levels of UV radiation or
radionuclides, low water activity, or macrophages. lonizing radiation causes numerous damages
to DNA and RNA molecules at high intensity, but mainly it causes hydrolysis of water
molecules to form hydroxyl radicals (OH ¢), superoxide anions (O * -) and hydrogen peroxide
(H20>). These partially reduced reactive oxygen species (ROS) damage a variety of biological
molecules and cause cell death. Radioresistant microorganisms have developed mechanisms of
detoxification of ROS and thus maintaining viability. These include increasing the intracellular
Mn: Fe ratio to reduce the intensity of the Fenton reaction, the production of enzymatic or non-
enzymatic antioxidants, and so on.
Klic¢ova slova:

Oxidativni stres, reaktivni formy kysliku, ionizujici zafeni, Fentonova reakce, karotenoidy
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Key words
Oxidative stress, reactive oxygen species, ionizing radiation, Fenton reaction, carotenoids

Uvod

Rozmanité ekosystémy, vcetné vysoce extrémnich lokalit, vyskytujici se na Zemi jsou
obyvany mnozstvim eukaryotnich a prokaryotnich mikroorganismit Mezi extrémni podminky
pro zivot mikroorganismi se fadi vysoky tlak a salinita, extrémné vysoké nebo nizké pH,
extrémné nizké ¢i vysoké teploty, nizka aktivita vody a intenzivni UV nebo ionizujici zafeni.
V takovychto extrémnich podminkach lze nalézt prekvapivé Siroké spektrum extrémofilnich
mikroorganismi. Mezi nejzajimavéjsi mikroorganismy schopné zit v prostiedi ionizujiciho
zéfeni patii bacteria a archea. VétSina radiorezistentnich mikroorganismii ma zvySenou
odolnost 1 na n¢které dalsi abiotické faktory, naptiklad vysoké teploty nebo vysychéani. Takové
mikroorganismy patii do skupiny polyextremofilti (Pavlopoulou, Savva et al. 2016).

Casteénd redukované reaktivni formy kysliku (ROS), v&etné superoxidovych aniontd (O2
* ), peroxidu vodiku (H20.) a hydroxylovych radikali (OH ¢), které mohou poskodit bunky a
zpusobit jejich smrt, vznikaji také piijmutim elektront molekulou kysliku (Oz). Velké mnozstvi
zejména ROS, reaktivnich forem dusiku (RNS) a reaktivni druhy chloru (RCS) vznika
v extrémnich typech prostedi. Oxidac¢ni stres doprovazi Zivot mikroorganismill v rozmanitych
lokalitach. V literatuie jsou popsany vysoce odolné izolaty ziskané z poustni ptdy,
vysokohorskych jezer, lidskych fagocyth ¢i barelli s radioaktivnim odpadem. Ve vyse
popsanych extrémnich lokalitich jsou schopné Zzit a prospivat pouze specifické
mikroorganismy. UV zéfeni, rozpady radionuklidl, vysychani ¢i obranné mechanismy
imunitniho systému clovéka maji podobné dopady na vitalitu bakteridlnich bun€k a jsou
aktivovany i podobné mechanismy ochrany bun¢k (Gordon and Read 2002, Pavlopoulou,
Savva et al. 2016, Rasuk, Ferrer et al. 2017).

Zndmym lidskym patogenem je fakultativné intracelularni bakterie Mycobacterium
tuberculosis, ktera vyvinula Siroké spektrum mechanismu pro pieziti a replikaci uvnitf fagocytt
hostitele. Fagocyty bojuji proti infekci zvySenim oxida¢niho stresu, hlavné pies generaci
reaktivnich forem kysliku a dusiku, které maji za cil poskodit biomakromolekuly. Podobné
pusobi i ionizujici zafeni. Ukazuje se, Ze mutantni kmeny M. tuberculosis, deficientni na
antioxida¢ni enzymy, vykazuji mnohondsobné¢ nizsi virulenci, neZ kmeny s aktivnim systémem

detoxifikace (Gordon and Read 2002, Ng, Cox et al. 2004).
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Odolné mikroorganismy k ptisobeni stresovych faktorii se nalézaji i v mistech s vysokou
zatézi radionuklidy. Jedna se napiiklad o prostfedi jadernych reaktori a mist spojenych se
shromazd’ovanim s nimi spojenych odpadi. Jednim z takovych mist je Savannah River Site
(USA), kde v soucasné dob¢ probiha skladovani a zpracovani radioaktivnich odpadd. Prace
Phillips a kol, 2002, popisuje izolaci bakteridlniho izolatu &islo SRS302167 ze vzorku
odebran¢ho z nddoby s radioaktivnimi odpady ve zminéné lokalité. Geneticka analyza ukéazala
nejbliz8i schodu s rodem Kineococcus z kmene Actinobacteria, nasledné novy izolat byl
pojmenovan Kineococcus radiodurans. Bakteridlni kolonie mély na Zivném agaru zluté
zabarveni a ukazaly shodnou odolnost vii¢i piisobeni gama zateni a vysychani jako znamy
vysoce odolny druh Deinococcus radiodurans (Phillips, Wiegel et al. 2002).

Zastupci Celedé Geodermatophilaceae se Casto nalézaji v extrémné suchém prostiedi,
napiiklad ptida z pousté Sahara (Chad) nebo vapenec, do kterého dokonce vriistaji a pisobi jako
endolithy. Do celedé¢ spadaji rody vysoce odolné¢ vici UV zéfeni Geodermatophilus a
Modestobacter. Kolonizace kamentl je umoznéna adaptaci na stresové podminky, mezi které
patii: vysoké davky ionizujiciho zafeni (UV), vysychani, vysoké koncentrace soli nebo tézkych
kovi. Izolaty z rodit Geodermatophilus a Modestobacter ukazuji extrémni odolnost vii¢i gama
zafeni, UV zafeni a vysychani. G. obscurus a M. multiseptatus nevykazovaly Zadnou ztratu
zivotaschopnosti bun¢k po plisobeni davek gama zéateni az 3 kGy, u G. obscurus byla
pozorovana odolnost vii¢i davkam UV zéfeni az 3500 kJ m™ a piitomnosti az 10% roztoku
H>0: v kultivaénim médiu. Vysychani po dobu 60 dni zptisobovalo pokles zivotaschopnosti
populace, ale 1 presto 10 — 20 % bunék zlstalo zivotaschopnych (Ortega-Morales, Gaylarde et
al. 2005, Gtari, Essoussi et al. 2012).

Dopady pisobeni ionizujiciho zareni

lonizujici zateni je typ energie uvolnény atomy ve formé elektromagnetickych vin (gama
zateni, UV) nebo castic (neutront, beta ¢i alfa ¢astice). Dopady ptisobeni ionizujiciho zateni
na bunky lze rozd¢lit na pfimé a nepiimé (Obr. 1). Ptimy vliv radioaktivity spoc¢iva v interakci
nabité Castice, jako alfa a beta cdstice, nebo kvantu energie s hmotou (jadrem atomu nebo
elektronovym obalem, v¢etné atomul v biologickych molekulach). Pti této interakci dochézi
k ionizaci nebo excitaci atomu, v dusledku ¢ehoz vznikd v samotné biomolekule vysoce
reaktivni radikal. Podobnym zpiisobem mize dochézet naptiklad k poSkozeni cukr-fosfatové
kostry molekul DNA nebo poskozeni purinti ¢i pirimidini, coZ vede k naruSeni struktury DNA

(naptiklad vznik dimerti pyrimidind plUsobenim UVC zafeni). Pfimym mechanismem je
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zpusobeno piiblizné 20 % cytotoxickych dopadii ionizujiciho zafeni na bunku (Luig, Kellerer
et al. 2011, Close, Nelson et al. 2013, Halliwell and Gutteridge 2015).

Nepiimé ptsobeni radioaktivity na buniku nastava po pohlceni gama nebo rentgenového
zéateni. Pohlcenim ionizujiciho zafeni v tomto ptipadé dochazi k radiolyze molekul H2O, coz
vede ke vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS). Vzhledem k velkému obsahu vody v zivych
buiikach, se jedna o hlavni zdroj radikalt. Jde o hydroxylovy radikal (OHe), superoxidovy anion
(027) a peroxid vodiku (H202). Sekundarnim zdrojem hydroxylovych radikalt je Fentonova
reakce, které se ucastni zeleznaté ionty a peroxid vodiku (Daly 2009, Halliwell and Gutteridge
2015).

Nepiimé plisobeni Piimé plisoben{

l

<«<— Hydrolyza H,O Fentonova reakce
« + ~
e — T ‘
Po3kozeni DNA (SSB, i 1 40 kréat vice DSB a SSB

DSB), RNA a lipida

Poskozeni proteinti

Obrazek 1. Mechanismus ptisobeni ionizujiciho zafeni na bakterialni buiiky.

ROS maji kratkou dobu Zivotnosti a poSkozuji vSechny typy biomolekul. V piipade
bakterii se ukazuje, Ze na zachovani vitality bunék ma nejvétsi vliv poSkozeni proteind
plisobenim ROS. V piitomnosti ionizujiciho zareni v buiikach nachylnych a odolnych vznika
stejné mnozstvi jedno ¢i dvou fetézcovych zlomi DNA, vSak v odolnych buiikach Ize sledovat
fadov€é niz§i miru oxidace proteind. Z toho lze odvodit, Ze ochrana proteinii umoznuje u
odolnych mikroorganismi zajisténi pohotové opravy poSkozeni DNA a tim zachovani vitality
bun¢k (Rich, Allen et al. 2000, Daly, Gaidamakova et al. 2007).

Mechanismy adaptace
Ptimé plisobeni ionizujiciho zafeni vyvolava vznik Cetnych zlomt DNA. Usnadnéni

opravy DNA je zprostfedkovavano DNA vazebnymi proteiny podobnymi eukaryotickym
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histonim, které umoznuji spravné umisténi ¢asti poskozené DNA pro bezchybnou opravu
(Hashimoto, Imhoff et al. 2003, Ghosh and Grove 2004, Pavlopoulou, Savva et al. 2016).
Samotné mechanismy opravy poskozené DNA jsou obdobné jak u odolnych, tak nachylnych
mikroorganismu (Sghaier, Ghedira et al. 2008).

Zachovani vitality vyzaduje udrzeni integrity DNA, proto ma vétSina mikroorganismi
k dispozici dostatetnou enzymatickou vybavu pro pohotovou opravu poskozené DNA.
Pozoruhodné jenom malé mnozstvi kultivovatelnych mikroorganismi je schopno piezit
pusobeni ionizujiciho zéaifeni. Enzymaticka oprava DNA, at’ uz nativnimi nebo klonovanymi
enzymy, po ozafovani v bunikdch radiorezistentnich mikroorganismi mize fungovat Iépe diky
ochrané proteinti pred oxidaci. Tato ochrana mize byt zprostfedkovavana jak molekulami
enzymatické povahy, tak i jinymi latkami neenzymatické povahy (Gutman, Fuchs et al. 1994,
Daly, Gaidamakova et al. 2007).

Z antioxidantt enzymatické povahy lze zminit thioredoxin reduktazu (trxB), proteiny
podobné glutaredoxinu (glp), gluthation-vazajici proteiny (gsiB), superoxid dismutazu (SodA),
katalazu (katE) a jiné (Pavlopoulou, Savva et al. 2016). Mezi antioxidanty neenzymatické
povahy fadime karotenoidni barviva, které produkuji mnohé mikroorganismy odolné na
ionizujici zafeni. Jedna se napiiklad o bacterioruberin z Rubrobacter radiotolerans a
deinoxanthin z D. radiodurans (Saito, Terato et al. 1994, Park, Ahn et al. 2020). Ukazuje se, ze
cilend mutageneze gend pro syntézu karotenoidi u D. radiodurans vede ke vzniku malo
odolnych bezbarvych kolonii, kdezto nativni kolonie jsou Cervené zbarvené a vyznacuji se
vysokou odolnosti na rozmanité stresové podminky (Tian, Xu et al. 2007). Mikroorganismy, na
které v zivotnim prostifedi plisobi vysoké davky UV zéfeni, naptiklad ve vysokohorskych
jezerech nebo v mofi, ¢asto produkuji bezbarvé latky s maximem absorbance v UV spektru.
Tyto vlastnosti ma velkéd skupina latek ze skupiny mikosporinim podobnych aminokyselin,
které se ¢asto izoluji z cyanobakterii, znamym producentem je naptiklad Lyngbya sp. (Rastogi
and Incharoensakdi 2014)

Diilezitym mechanismem ochrany bun¢k je pfedchazeni oxidace proteinti. Sekundarnim
zdrojem hydroxylovych radikalti v buiikach je Fentonova reakce, které se castni Zeleznaté
ionty. Ukazuje se, ze bakterialni izolaty s vysokym vnitrobunéénym pomérem Mn:Fe vykazuji
extrémné vysokou odolnost pfed oxidaci proteinli zpsobenou ionizujicim zafenim, kdezto
hypersenzitivni bakterialni izolaty maji nizky pomér Mn:Fe. Analyza miry karbonylace
proteinil ukazala, Ze akumulace manganatych iontl v buiikach zabraniuje oxidaci proteind, ale

neovliviiuje miru tvorby dvou fetézcovych zlomit DNA. Tyto pfedpoklady vedly ke vzniku
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hypotézy, ze bunky bohaté na mangan mohou Iépe pfedchazet vzniku ROS prostfednictvim
Fentonove reakce (Daly, Gaidamakova et al. 2004, Daly 2009).
Zavér

Oxidativni stres piisobi na mikroorganismy v rozmanitych lokalitdich. Velké mnozstvi
reaktivnich forem kysliku mize vznikat ptisobenim imunitniho systému, nizkou aktivitou vody
nebo po pohlcenim ionizujiciho zafeni. lonizujici zafeni plsobi na bunky piimo nebo
prostiednictvim tvorby hydroxylovych radikalti. Odolné mikroorganismy vyvinuly ucinné
obrany jsou zachovani funk¢nosti enzymatické vybavy pomoci antioxidanti a zamezeni

oxidace proteint snizenim intracelularniho mnozstvi Zeleznatych iontu.
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