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VazZeni Ctenari,

druhé ¢islo naseho ¢asopisu je vénovano nejen prispévkim odoborné prace studentq, ale
také pracovnikil pisobicich v Laboratori metalomiky a nanotechnologii. V prvni ¢asti druhého
¢isla prvniho vydani je vénovan prostor vybranym postgradudlnim studentiim, kteri pripravili
souhrnné publikace na téma souvisejici s jejich disertacnimi pracemi. Uverejnéné vystupy se
tykaji primo problematiky, kterou studenti béhem doktorandské prace resi. Maji pti tom za cil
v ramci své dizertac¢ni prace pripravit nékolik impaktovanych publikaci, na dané téma. Tato
témata se pohybuji napti¢ oblasti molekuldrné biologickych a nanobiotechnologickych aplikaci.

Dale je vtomto Cisle vénovan prostor kratkym souhrnnym ¢lankdm pregradudlnich studenttl,
ktetiv Laboratotri metalomiky a nanotechnologii uskute¢nili samostatny studentsky projekt v
ramci plnéni cild evropského vyzkumného centra SIX. Tito studenti mé€li za ikol se béhem se-
mestru a dal$ich 14ti dnti intenzivni stiZe sezndmit s danou metodickou problematikou, ktera
je vazana na vyuzivani infrastruktury vyzkumného centra SIX.

V posledni, tfeti ¢4sti tohoto ¢isla je vénovana pozornost akci ,,Svétovy den proti rakoviné®
(World Cancer Day - WCD) do které se kazdoro¢né Laborator metalomiky a nanotechnologii
akvivneé zapojuje organizaci sérii prednasek.

Téma letosni série bylo ,,Rakovina a moznosti nanotechnologii®. Abstrakty k témto pfednas-

kam jsou vazany predevs§im na aktivity Ligy proti rakoviné Praha.
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REVIEW

Studium interakce receptoru pro hemaglutinin
Petr Michalek?, Ondrej Zitka*?, René Kizek*P
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Study of interaction of the receptor for the hemagglutinin.

Influenza viruses compared to other viruses are characterized by considerable genetic
variability. From the view of the ability of the virus to infect the host cell the determining
factor is the structure of the surface antigens of the virus and the host cell receptor structure.
To change the preferential binding of the virus to various cell receptors just one amino acid
substitution in the primary structure of hemagglutinin is enough. The cause of this change

in the antigenic properties is either the antigenic shift or antigenic shift. Thereby, new influ-
enza strains with new antigenic type can develop very quickly and a human population is
not capable to immunologically distinguished it with sufficient speed. Yet widely used drugs
are increasingly perceived as controversial, due to their declining benefits and vice versa to
growing negative effects. And despite considerable progress in the research of influenza viruses
and their receptors at the molecular and structural level no sufficiently effective alternative

has not been introduced yet.

Prijato k publikovani: 13. 5. 2014

Klicova slova: hemaglutinin; chripka; 1é¢ba; sialova kyselina;

Uvod

Pandemie chripky HIN1 v roce 1918 méla
celosvétové za nasledek vice nez 50 miliont
amrti, obdobné i chtipka H5N1 vynika mezi
ostatnimi typy chiipky zna¢nou virulenci pro
clovéka. I pres nartstajici pocty ockovanych v
populaci a G¢inné€jsi 1écbu, je sezénni chiipka
stale zodpovédna za vice nez 250000 umrti
roc¢né a desitky milionti onemocnéni dychacich
cest po celém svéte 3. Pismena H a N vnazvech
chtipky odkazuji na subtypy glykoproteinu
hemaglutininu a neuraminidazy, které jsou
pritomny na povrchu viru chipky (RNA virus z
Celedi Orthomyxoviridae)*. Hemaglutinin muize
byt rozdélen do dvou fylogeneticky rozdilnych-
skupin: H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13,
H16 aH3,H4,H7,H10, H14, H155. VSechny tyto
subtypy jsou pienosné mezi ptaky. Clovék je
vnimavy pouze ke tfem subtypum: H1, H2 a
H3° Hemaglutinin umoznuje viru proniknout
do lidské epitelialni bunky plic vazbou na gly-
koproteiny obsahujici kyselinu sialovou. Nizké
pH prosttedi indukuje konformacni zménu
hemaglutininu a umoznuje vazbu k endoso-

malni sténé a uvolnéni virové RNA do buriky 7.
Neuraminidaza odstépuje kyselinu sialovou
od nové vznikajicich virionii a bunécnych gly-
kokonjugati na povrchu viriond a zajistuje tak
uvolnéninové vytvorenych viriont z infikované
bunky?®.

Struktura a funkce hemaglutininu

Hemaglutinin je homotrimer, jehoz kazdy
monomer je syntetizovan jako samostatny po-
lypeptid (HAO), ze kterého vzniknou po pro-
teolytickém stépeni dvé podjednotky (HA1,
HAZ2)8°. HA1 je s HA2 propojen dvéma intramo-
nomernimi disulfidickymi miistky vytvorenymi
béhem skladani HAO v endoplazmatickém reti-
kulu™. Rozstépeni prekurzoru je zdsadninejen
pro aktivaci procesu flize membran, ale i pro
infek¢nost virové Castice!'. Po rozstépeni pro-
teazou se HA struktury zkombinuji za vzniku
metastabilniho trimeru ve tvaru houby. Tato
forma hemaglutininu ma dvé oblasti: kulovitou
¢ast tvorenou z antiparalelnich 3-listti a oblast
kmene sloZenou ze tfi a-Sroubovic, tvoricich

7Nz

spiralu'?. Globularni ¢ast, neboli receptor vaza-
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jici oblast (HA1), obsahuje receptory vazajici se
ke kyseliné sialové, které umoznuji vazbu viru
na kyselinu sialovou na povrchu epitelialnich
bun€k dychacich cest’. K flizi membran dochazi
v endosomech pri kyselém pH, které indukuje
nevratnou reorganizaci HA struktury®.

Patogenita

Schopnost vyvolat pandemii celosvétového
vyznamu maji jen nékteré subtypy chtipky typu
A. Prevazna ¢ast kmenu patii mezi sezénni a
vétSina z nich nevykazuje vysokou virulenci.
Patogenita viru je dina mnoha faktory. Jed-
nim z faktora, které ovliviiuji schopnost viru
vyvolat onemocnéni, je protedzova aktivita.
Vétsina kment chtipky obsahuji pouze argi-
nin jako spojeni mezi HA1 a HA2 a proteazy,
které mohou tuto vazbu rozstépit, jsou vytva-
feny pouze v plicnim sputu''. Nicméné, mnoho
vysoce patogennich kmenu obsahuje v této
strukturie dal$i aminokyseliny, které mohou byt
aktivovany proteazami, které nejsou specifické
pro dychaci cesty (napt. furinové proteazy). V
diisledku toho se mohou tyto vysoce patogenni
kmeny $ifit po celém téle'.

Druhym faktorem je specificita sialové kyseli-
ny receptort pro dany subtyp hemaglutininu.
Hemaglutinin rozpoznava glykany buné¢nych
receptorti obsahujici kyselinu sialovou. Zpusob,
jakym je terminalni kyselina sialova vazana
ke galaktose urcuje druhovou preferenci viru.
Posun ve specifit€ hemaglutininu je pro virus
chripky zasadnim krokem pfi prekonavani
mezidruhovych bariér a adaptaci nanovy druh
hostitele. Napriklad pri adaptaci ptaci formy
viru nalidskou se méni specifita hemaglutininu
k typu vazby, jakym je kyselina sialovd vazana,
z a-2,3 na a-2,6 *15. Pokud se jednd o mozny
prenos infekce z ptakii na lidskou populaci, jevi
se jako prednim uchazecem o roli mezihostitele
pro preskupeni chripkovych virti A prase. Je
totiz jedinym druhem savcii, ktery umoznuje
produktivni replikaci ptac¢ich a lidskych chfip-
kovych vira v disledku pritomnosti receptorit
pro oba typy vira (a-2,3 a 0-2,6). To mtiZe vést
k modifikaci receptoru virti ptaci chripky z
a-2,3 na a-2,6 vazby, ¢imz nabizi potencialni
prostor pro pienos mezi ptikem a ¢lovékem'.
Jak ukazuji nékteré studie 1%, ke zméné¢ pre-

feren¢ni vazby sialové kyseliny stac¢i zameéna
v jedné aminokyseliné v primarni struktute
hemaglitininu.

Virus chripky ma pozoruhodnou schopnost
uniknout obrannym mechanismtim hostitele
tim, Ze méni svlij antigenni charakter, zejména
prostiednictvim zmény aminokyselinovych
zbytki v hemaglutininu, ktery hraje zasadni
rolive vazbé k receptoru hostitelské buriky. Tato
vlastnost, oznacovana jako antigenni drift, je
zpuisobena postupnym hromadénim drobnych
mutaci, obvykle charakteru nukleotidovych
substituci, ve virovém genomu, které vyusti
ve zménu v antigennim misté. Oproti tomu
antigenni shift se vyznacuje vznikem zcela
nového subtypu, disponujicim bud novym sub-
typem samotného hemaglutininu nebo novym
subtypem hemaglutininu i neuraminidazy.
Takto vznikly novy virus je antigenné odlisny
od drive se vyskytujicich chripkovych virti v
lidské populaci®®2t,

Lécba

Aktualné€ je na trhu nékolik typti antivirotik
s u¢innosti proti chfipkovému viru. Prvnim
typem jsou antivirotika blokujici M2 protein,
mezi které patfi amantadin a rimantadin, pi-
sobici na chripku typu A. Druhym jsou inhi-
bitory neuraminidazy, kam patfi oseltamivir
a zanamivir, které jsou uc¢inné na typy A i B.
Obdobneé jako u antibiotické 1é¢by maji i viro-
statika paletu nezadoucich Gc¢inkt a i zde je
znacné riziko vzniku rezistence 2324, Tato fakta
podporuji potfebu vyvinout nové antivirové
1éky cilené na jina mista. Povrchové virové
antigeny, podilejici se na vstupu do bunky,
jsou atraktivnim cilem, protoZe jsou nezbytné
jak pro vstup virové bilkoviny do buriky, tak z
diivodu nutnosti jejich konformacnich zmén,
které zajistuji jejich funkc¢nost a virulenci 2.

Peptidova terapie

Jednim z mechanismu uc¢inku peptidi na
virovou castici je ovlivnéni pomoci sialo-
vou kyselinu mimikujiciho peptidu, ktery
se vaze na HA1 a HAS3, a funguje tak jako
inhibitor vazby hemaglutininu k cilové
burnce 2. Obdobnym mechamismem patrné
fungujiiderivaty antivirovych peptidi (AVPs),
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ziskané z podjednotek HA1a HA2 %’ a FluPep?.
Také Entry blocker (EB), peptid o 20 amino-
kyselinach, odvozeny ze signalni sekvence
fibroblastového ristového faktoru, inhibuje
vazbu viru na bunécné receptory tim, Ze se
specificky vaze na hemaglutinin?®. Dal$im me-
chanismem tc¢inku je inhibice hydrolyzy HAO
na HA1 a HA2, kdy toto rozs§tépeni umoznuje
fi viru a hostitelské buriky?¢. Pokud tedy HAO
neni§tépen za vzniku HA1 a HA2, nemtize dojit
k fazi. Proto chiipkové viry s nerozstépenym
HAO nemohou vyvolat infekci. Mezi molekuly
s timto u¢inkem patii inhibitory proteaz 2°:3°,
derivat lyzinu aminokapronova kyselina3! a
lipoproteinovy komplex plicniho surfaktantu 2.

Extraceluldrni prostiedi

Virus chripky (1) se vaze (2) na kyselinu si-
alovou v glycocalyx plazmatické membrany.
Vazany virus je nasledné endocytovan (3).
Hemaglutinin je barevné oznacen Cerveneg;
neuraminidaza modre. Iontové kanaly a lipidy
virové obalky jsou oznaceny zelené. V pribéhu
zrani endozomu klasa jeho pH a je zahajeno
spojeni (4) virové obalky (zelena) s endosomalni
membranou (Sed4) a uvolnéni virové RNA (5)
(oranzova) a virovych proteinti do cytosolu.
Virova RNA vstupuje (6) do jadra, kde probiha
replikace. Nové vytvorend virova RNA (7) je ex-
portovana do cytosolu a spole¢né se struktural-
nimi proteiny vytvari (8) nové viriony (Obr. 1).

Intracelularni prostiedi

Antisense terapie

Peptidem modifikované morfolino oligomery
(PPMO) tvorijednovlaknovou DNA antisense
sekvenci, ktera snadno vstupuje do bun€k a je
schopna stericky blokovat cRNA 3334, Pouziti
nékterych z i¢innych PPMO vedlo k vyraznému
sniZzeni hladiny mRNA, cRNA a vRNA v napa-
denych burnkach. PPMO tvoriobvykle 20-25bp
velké molekuly a jejich vstup do buné€k je mozno
zefektivnit konjugaci s peptidy bohytymina ar-
ginin (ARP), bez nutnosti dal$ich transfek¢nich
metod a manipulaci. Tyto konjugaty CPP-PMO
(PPMO) jsou ve vodé rozpustné avbunkachav
lidském séru stabilni po dobu né€kolika hodin .

Zavér
Viry chtipky se vy-
znacuji oproti ostat-
nim virdim znac¢nou
proménlivosti gene-
tické informace. Z hle-
diska schopnosti viru
infikovat hostitelskou
burniku je determinuji-
cim ¢initelem struktu-
ra povrchovych anti-
gentl viru a struktura
receptoru hostitelské
bunky. Pro zménu
preferen¢ni vazby viru
na rizné receptory
bunky sta¢i zaménav
jedné aminokyseliné
v primarni struktutre
hemaglutininu. Pfi¢inou zmény antigennich
vlastnostije bud antigenni zvrat nebo antigen-
ni posun. Vznikaji tak nové kmeny chtipky s
novym antigennim typem, ktery neni lidska
populace s dostatecnou rychlosti schopna imu-
nologicky rozeznat. Dosud pouzivana 1éCiva
jsou stale vice vnimana jako kontroverzni,
vzhledem Kk jejich snizujicim se benefitim a
naopak rostoucim negativnim vliviim. A i pres
znacny pokrok ve vyzkumu chiipkovych virit
ajejich receptorti na molekularnia strukturni
urovni, nebyla dosud predstavena dostatecné
efektivni alternativa.

Tato prdce byla financovdna z projektu
PGS23_2013
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Nanopory jako moderni nastroj pro DNA sekvenovani
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Nanopores as a modern tool for DNA sequencing

A nanopore-based devices are extremely sensitive analytical techniques, which uses the
electrophoretic translocation of molecules in solution through a nano-scale pores. The na-
nopores, which mimic the functions of natural ion channels, seems to be the promissing tool
for future fast and low-cost DNA sequencing. However, some difficulties in generating usable

sequence data have to be solved. In this article the nanopores were reviewed. In the first part the
development of nanopore technique was described and the ubiquitous presence of nanopores
in living cells was highlighted. Next, the most important part of the principles of nanopore
analysis was described, and the knowledges about biological and solid-state nanopores were
summarized. Also the pros and cons of both kinds of nanopores and different approaches

designed to circumvent the issues were mentioned.
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Uvod

Iontové kanaly selektivné regulujici transport
biomolekul, iontti, protonu i elektroni jsou
nezbytné pro témeét vSechny bunécné procesy.
Tyto procesy se staly inspiraci pro moderni a
rychle se rozvijejici obor nanopo6rovych analyz.
Elektroforeticka translokace analytu pies por
o rozmeérech v fadu nanometrid (nanopér) a
kontinualni méreni zmén elektrického proudu
prochazejiciho nanopérem v diisledku pri-
chodu analyzovanych molekul je vyuzivana
k analyzam proteint i syntetickych nanoma-
terialid. Hlavnim smérem vyvoje soucasnych
nanopdrovych technologii je sekvenovani DNA.
Nanopory, které by bez potieby amplifikace
a znaceni umoznily po izolaci levné a rychle
sekvenovat dlouhé useky DNA jsou objektem
velkého zajmu a vyzvou pro souc¢asnou védu.

Vznik techniky

Na konci 40. let pouzil Wallace H. Coulter ce-
lofan z krabicky od cigaret perforovany horkou
jehlou k tvorbé pristroje schopného pocitat
buriky!. Coulteruv ¢itac, pracujici na princi-
pu detekce odporovych pulsti, se pozdé€ji stal

zakladnim néstrojem hematologie. Snizeni
rozméru perforace do sub-mikrometrovych
jednotek na konci 70. let umoznilo stejnym
zpusobem detekovat i nékolika nanometrové
¢astice vira?. Ackoliv se obecné predpoklada,
ze mechanismus pouzity v Coulterove citaci
byl inspiraci pro nanopdrové technologie a
ackoliv princip jeho fungovani je stejny?, ve
skutecCnosti ji byly Cisté biologické procesy.
Transmembranové pory o rozmeérech nékoli-
ka nanometrid (nanopéry) se nachazi v kazdé
zivé burce. Patii k nim napriklad draslikové
kanaly hERG, které selektivné propousti ionty
do bunék a udrzuji tak v normalu elektrickou
aktivitu v srde¢nich myocytech*. Komplexy
jadernych p6rt (nuclear pore complex) zajistuji
prenos proteinti a nukleovych kyselin mezi
cytosolem a jadrem®. Proteiny tvorici nanopdr
u bakteriofaga phi29 spojuji kapsidu a kréek®.
Virova nukleova kyselina timto titvarem (tzv.
portal vertexem) prochazi do prokapsidy pti
maturaci viru i opousti virus pri infikaci bun-
ky. Zatimco vétsina uvedenych transportnich
mechanismu je zavisla na napéti a zptisobuje
tedy pouze doc¢asnou prichodnost nanopdrii,
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bakterie produkuji toxiny schopné tvotit trvale
prichodné poéry v lipidovych membranach?. S
védomim ubikvitni pfitomnosti proteinovych
nanopo6rt a jejich funkci v bunikach predpokla-
dali David W. Deamer (University of California)
a George Church (Harvard University), Ze po-
kud by byla molekula DNA nebo RNA elektrofo-
reticky protahnuta pérem vhodného priimeéru,
mohly by jednotlivé nukleobaze modulovat
proud prochazejici pérems8. Vyuziti nanop6ra
v oblasti DNA sekvenovani bylo patentovano
vroce 1998°.

Princip fungovani

Meéteni proudu ionttl prochazejicich kanaly
v biomembranach nebo v umélych lipidovych
vrstvach je dnes v neurobiologii a biofyzice
béznou praxi'®!l. At jiZ proteinovy nanopdr
(biop6r) vlozeny v lipidové membrané nebo
nanopor umeéle vytvoreny v pevném, elektric-
ky izola¢nim materialu oddéluje dvé komory
vyplnéné elektrolytem. Aplikace napéti mezi
komory zptisobi priichod ionti elektrolytu
pérem. V pripadé otevieného a neblokované-
ho nanopoéru je detekovan konstantni stejno-
smérny proud, ktery je pouzit jako reference.
V pripadé pritomnosti elektricky nabitého
analytu v elektrolytu je analyt pfitahovan k
elektrodé o opac¢ném naboji, nez je celkovy
naboj molekuly. Nukleové kyseliny, zaporné
nabité vzhledem k pritomnosti fosfore¢nanu,
jsou pritahovany ke kladné elektrodé (anodé).

T T
LIRS CHRECHI

AMPLIFIER

Obr. 1: Ilustrac¢ni schéma aparatury vyuzivané
k analyzam nukleovych kyselin (A). Zesilovac
aplikuje napéti V_a detekuje zmény proudu pro-
chazejiciho hemolysinem I,. Pfi aplikaci napéti
120 mV a pouziti 1M KCI jako elektrolytu pro-
chazi hemolysinem 120 pA referenc¢ni proud, kte-
1y je pti translokaci ssDNA sniZzen na 15 pA (B).

Priichod nukleové kyseliny nanopérem z cis na
trans stranu membrany zptisobuje vzdy ales-
pon ¢astec¢né rozvinuti jeji tercialni struktury.
Vstup, vystup a prichod jednotlivych molekul
analytu nanopérem zputisobuje pokles poctu
iontt prochazejicich p6érem, tedy celkového
proudu prochazejiciho aparaturou oproti refe-
ren¢nimu proudu a je kontinudlné detekovan
jako soubor odporovych pulzi. Zmény procha-
zejiciho elektrického proudu (doba priichodu
analytu nanopoérem td a priimérna amplituda
odporového pulzu 81) pak naznacuji fyzikalné
chemické vlastnosti prochazejici molekuly jako
je jeji konformace, struktura a naboj. Naopak
frekvence snizovani prochéazejiciho proudu
(doba mezi vznikem dvou odporovych pulzii
8t) signalizuje koncentraci analytu. Tyto zmény
jsou detekovany citlivym zesilovacem bézné
uzivanym v patch-clamp technikach (Obr. 1).
Primér péru musi umoznovat priichod analytu
(prameér dsDNA~2 nm) a soucasn€ i dostatecné-
ho mnozstviiontt elektrolytu, jejichz prichod
je sniZovan prifrezem analyzované molekuly.
Nejmensiionty jsou schopny rozlisit struktury
analytu lisici se velikosti jejich hydrodynamic-
kého poloméru (~0.14 nm pro K* a CI)3. Proto
jsou na nanopoérech zalozené techniky schopné
detekovativelice drobné rozdily v polynukleo-
tidovém retézci, jako je napriklad methylace
CpG oblasti DNA'2, Samotné fyzikalni principy
prichodu nukleovych kyselin pérem nejsou i
pres velky zajem védecké komunity dostatec-
né objasnény. Pravdépodobnym diivodem je
komplikovanost samotného procesu. Nékteré
prace naznacuji, Ze samotna translokace se
sklada ze dvou tisektl, béhem kterych probiha
translokace v nepatrné odliSnych rychlostech™.
Vliv na rychlost transokace ma i samotné slo-
zeni polymeru'.

Rozdéleni nanopori
Biopory

Biologické pory vlozené do lipidovych mem-
bran maji oproti solid-state nanop6raim né-
kolik vyhod. Predevsim se jedna o dokonale
jednotnou proteinovou strukturu, ktera je diky
rentgenové krystalografii znama az rozliSeni
jednotek angstromu. Biologickych nanopdri
je navic celd rada a jejich jiz tak heterogen-
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ni vlastnosti mohou byt cilenou mutagenezi
upravovany'®,

Objektem zajmu Johna Kasianowicze byl
na pocatku 90. let a-hemolysin'®". Jedna se
o vodorozpustny protein (33 kDa) izolovany z
bakterie Staphylococcus aureus. Tento protein
je schopen samovolné oligomerizovat v lipido-
vych membranach a tvorit v nich heptamerni
kanal. Dusledkem vzniku kanalu vmembrané
je ztrata osmotického tlaku v burice a jeji lyza.
Tento kandl je priichodny v neutralnim pH i
privysoké iontové sile roztoku a pii potencialu
120 mV na membrané€ jednim hemolysinovym
kanalem prochazi proud 120 pA*®. Predpokla-
dalo se, Ze tento proud odpovida priichodu
Sirokému 2 nm, coz potvrdil detailni popis
struktury heptamerniho hemolysinu'. Nejdtle-
hemolysinu je konstrikce v misté prechodu
vestibulu v 3-barel, v kterém je vnitini kanalek
$iroky 1.4 nm. Kasianowicz poprvé demonstro-
val elektroforeticky transport ssDNA a sSRNA
hemolysinem v roce 1996'8. Detekované rozdily
v translokaci mezi RNA homopolymery (po-
lyadenylovou a polycytidylovou kyselinou) a
DNA homopolymery (polydeoxyadenylovou
a polydeoxycytidylovou kyselinou) potvrdily
potencialni moznost vyuzit hemolysin jako
soucast sekvenovacich metod nové genera-
ce?21, V soucasné dobé€ se ukazuje, Ze hemoly-
sin neni vhodnym nastrojem pro sekvenovani
DNA a v soucasné dobé€ je spiSe vyuzivan k
jinym ucelim jako napt. detekce uridylace
DNA?2, studium struktury peptida a protei-
na?, detekci ionttl a jejich vazbu do DNA?4%,

Druhou nejvice pouzivanou molekulou tvorici
nanopory k analyzam DNA je porin A (MspA).
Tento extrémneé staly hydrofilni transmembra-
novy protein bakterie Mycobakterium smeg-
matis tvori oktamerni komplexy s kénickou
strukturou?®. Z hlediska struktury je MspA
vyhodnéjsi pro nanoporové aplikace nez he-
molysin. MspA poskytuje siln€jsi prochazejici
proudy, navic zde neptisobi rusivy vliv dlouhé-
ho $3-barelu. Oblast konstrikéni zény, v které
je prochazejici proud nejvice citlivy na zmeé-
ny struktury translokovaného polynukleoti-
du, odpovida zhruba délce dvou nukleotidti

(0,5 nm)?. Vzhledem k negativnimu naboji
uvnitt konstrikce MspA, je vZdy nutné cilenou
mutagenezi nahradit negativné nabyté aspar-
tatové zbytky neutralnim asparaginem?®. Bylo
prokazano, Ze geneticky upraveny MspA je scho-
penrozlisit vSechny nukleotidy v ssDNA, pokud
je jeji priichod zpomalovan tiseky dsDNA%.

K dalsim proteiniim tvoricim péry vyuzitych
v nanopoérovych technikach patii aerolysin®°,
Cytolysin A bakterii druhu Salmonella typhi
(ClyA)®!, receptor A pro prijem hydroxamatu
zelezitého bakterie E. coli (FhuA)3?, phi29 pro-
tein 3% a SP1 protein3*.

Rychlé alevné genomové sekvenovani pomoci
biologickych nanop6rii ma ovsem i v soucasné
dobé celou fadu vyzev. Modulace proudu ion-
ta bazemi nukleové kyseliny prochazejicimi
konstrikci hemolysinu je ovliviiovina a rusena
oblasti3-barelu (2 nm v priiméru a 5 nm dlou-
ha). Tato oblast je mnohem delsi nez vzdale-
nost jednotlivych bazi (3.4 A) a tudiz modulace
signalu je diisledkem ptitomnosti 10—15 bazi
v této oblasti®s. Dalsi technickou prekazkou
je rychlost translokace nukleové kyseliny he-
molysinem. Za 1 ps prochazi za standartnich
podminek hemolysinem jedna baze a cca 100
iontt, jejichz celkovy naboj se podili na rozli-
Seni jednotlivych bazi. Tato doba je daleko pod
rozliSovaci schopnosti souc¢asnych komercné
dodavanych detektori. Doba translokace 1 ms
a cca 1000 iontud prochazejicich pérem za tuto
dobu by byla potfeba pro spolehlivou analyzu
sekvence jednotlivych bazi®¢. Zvyseni visko-
zity elektrolytu, snizeni teploty nebo cilena
mutageneze s cilem vneseni do péru kladné
nabité aminokyseliny mohou ¢astec¢né snizit
rychlost translokace nukleovych kyselin pérem,
soucasné vsak dochaziik snizeni mobility iontti
apoklesu detekovanych proudii®”*°. V soucasné
dobé se snaha zpomalit priichod nukleové kyse-
liny nanopdérem ubira smérem vlozeni adaptéri
jako je aminocyklodextrin do lumen biopéru
nebo jeho modifikace enzymem jako Klenow
fragment E. coli DNA polymerazy nebo phi29
DNA polymerazou*©-2,

Solid-state nanopory

Alternativou k proteinovym nanop6rim jsou
nanopdry vytvorené litografickymi technikami
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v pevnych substratech. NejCast€ji se pouzivaji
membrany na bazi kfemiku (SiN, Si )N,Si,N,,
SiO,) ale tfeba i skla*® a grafenu*!. Solid-state
nanopdry maji oproti biopérim vyhodu dobré
mechanické, chemické a teplotni stability. Jejich
rozmeéry a tvar mohou byt libovolné ménény, na
druhou stranu, jsou slozité reprodukovatelné,
majivétsikapacitanci a problémy s Sumem?5-48,
Ultra tenké membrany jsou vyrabény technikou
atomic-layer deposition (ALD), ktera umoznuje
deponovat na relativné velké plochy vrstvy
s vynikajici uniformitou a kontrolovat jejich
slozeni*. Iontovym paprskem jako prvni vy-
robil umeély nanopor v kremikové membrané k
analyze DNA tym pod vedenim Golovchenka>°.

Grafen, dvourozmeérny list atomu uhliku, je
z hlediska nanopdrového sekvenovani nadéj-
nym materiilem. Siika jedné grafenové vrstvy
(0,32— 0,52 nm) odpovida vzdalenosti bazi v
polynukleotidovém retézci.

Drndic et al. vyrobil prvni nanop6r v gra-
fenové vrstveéd! a nasledné ho pouzil k ana-
lyze DNA%2. Ackoliv vzhledem k velmi tenké
grafenové vrstvé tento nanopo6r poskytoval
vys$$i proudové signaly nez nanopdry z jinych
materiald, Sum byl naopak nékolikrat vyssi
vzhledem k pritomnosti perforaciv grafenovém
listu. Grafen by navic mohl byt materialem
vyuzitym pro sekvenovani pomoci detekce pric-
né vodivosti®®, kdy jednotlivé baze v nukleové
kyselin€ translokované solid-state nanopérem
vzhledem Kk jejich riznému chemickému slo-
zeni (hustotam elektronil) prispivaji riiznou
meérou k tunelovému proudu mezi elektrodami
umisténymitransverzalné v oblasti nanoporu.

V ptipadé solid-state nanop6ru existuje stej-
ny problém jako u biologickych, prilis rychla
translokace nukleové kyseliny pérem. Bashir
et al. popsal zpomaleni priichodu DNA pérem
vyrobeného z Al,0,>. Pfi ozafeni amorfniho
nevodivého Al,O, paprskem elektronii dochéazi
k zméné jeho struktury na krystalickou, coz
umoznuje v oblasti péru nejen manipulaci s
nabojem, ale i vytvoreni nanoelektrod a re-
dukci Sumu.

Zaveér
I ptes limitujici faktory, které v soucasné dobé
komplikuji pouziti nanopoéru, se jevi, Ze by

nanopory v budoucnosti mohli hrat vyznam-
nou ulohu v diagnostice a DNA sekvenovani.
Pokroky ve zpomaleni translokace DNA na-
nopdrem, vyrobé solid-state nanoporii a jejich
aplikace do Cipu, nové principy detekce jako
napriklad méreni pri¢né vodivosti®®, pouziti
uhlikovych nanotrubicek jako nanopdri® a
pouziti nanofluidickych diod®¢57 jsou prislibem
rychlych a predevsim cenové dostupnych analyz
lidského genomu.
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Effect of antimicrobial peptides

Organisms can produce substances which act as protection against the negative effects
of microorganisms. Many of these substances belong among the peptides and represent an
important mechanism of innate immunity. Peptides having activity against bacteria, fungi,
parasites, viruses and cancer are collectively referred to as antimicrobial peptides (AMPs).

Due to the increasing resistance of pathogenic microorganisms to antibiotic treatment,
AMPs come to the forefront as a suitable alternative. Out of an antimicrobial activity, also
the possible use for the treatment of fungal, parasite and virus diseases are studied. Also
it has a significant potential use for the treatment of cancer, as some AMPs demonstrated
significant antitumor activity.
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Klicova slova: antimikrobialni aktivita, antimikrobidlni peptidy, mechanismus t¢inku, pro-

tinadorova aktivita

Uvod

Bezobratli, rostliny i Zivo¢ichové vykazuji
schopnost produkovat latky na ochranu proti
pusobeni mikroorganismi. Mnohé z téchto
latek patti mezi peptidy a predstavuji dilezity
mechanismus vrozené imunity 2. Peptidy s
aktivitou proti bakteriim, houbam, parazitiim,
viriim a rakovinnym bunkam jsou souhrn-
né oznacovany jako antimikrobidlni peptidy
(AMPs)3. AMPs zaujimaji 4 zakladni struktury,
a to a-helix, B-skladany list, smycku a primou
strukturu. Podle fyzikalné-chemickych vlast-
nosti jsou charakterizovany jako kationtové,
aniontové, hydrofilni a amfipatické 4. Nejbéznéji
jsou AMPs kationtové a amfipatické ve struk-
ture a-helix 5. Velikost se pohybuje v rozmezi
6 — 100 aminokyselin, jejichz slozeni i poradi
je velice proménlivé. Tepelna stabilita téchto
molekul je velmi vysoka, odolavaji teplotam
100 °C po dobu 15 minut®. Tyto latky se dosta-
vaji do popredi zajmu zejména kviili zvysujici
se rezistenci patogennich organismu na kon-
vencni antibiotika. Pravé kvuli zvySujici se
rezistenci patogennich organismil je zajem o
vyuziti AMPs pro farmakologickou aplikaci 78.
Diky existenci skupiny AMPs, které vykazuji

schopnost inhibice nadorovych bunék, jako
dalsi farmaceuticka aplikace pfichazivavahu
vyuziti AMPs jako protinadorovych 1éCiv °. I
pres vyznamné kladné vlastnosti maji AMPs i
vedlejsi ucinky, mezi ty nejvyznamnéjsi patii
hemolyza. Zlepseni vlastnosti AMPs a sniZeni
vedlejsich ucinkt 1ze docilit i vyuzitim nano-
transportéri, které zajisti cilenou dopravu k
mistu i¢inku a také ochranu zdravych tkani®.

AMPs s antimikrobialnim ticinkem

Nejrozsitenéjsi skupinou AMPs jsou peptidy
s antibakteridlnim uc¢inkem. Antibakterialni
efekt je umoznén diky integraci AMPs s mik-
roorganismy na zakladé elektrostatickych sil
pozitivné nabitého aminokyselinového zbytku
s negativné nabitym povrchem buné€k. Ten-
to mechanismus tvori i zaklad selektivity a
citlivosti prokaryotickych a eukaryotickych
buneék, jelikoZ u eukaryotickych bunék jsou
na extracelularni membrané pritomny zejmé-
na neutralné nabité lipidy, jako jsou fosfati-
dylcholin a sfingomyelin. U prokaryotickych
bunék je membrana sloZena zejména z negativ-
né nabitych lipidh jako jsou fosfatidylglycerol
(PG), kardiolipin a obojetné iontovy fosfati-
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dylethanolamin (PE) 12, Po interakci kladné
nabitych oblasti peptidu s negativné nabitym
povrchem bunék dojde k penetraci bunéc-
né membrany. Interakce peptid-membrana
hraje klicovou roli v antimikrobidlni aktivité
peptidl 3. V soucasné dobé existuji 4 obec-
né modely popisujici zptisob antimikrobidlni
¢innosti peptidi, a to prstencovy a kobercovy
model, model sudové skruze a model micelar-
nich agregatti . Nejvétsi cast doposud znamych
AMPs ucinkuje jak proti grampozitivnim, tak
proti gramnegativnim bakteriim 1% jsou vSak
itakové, které plisobi pouze proti grampozitiv-
nim'$'® nebo gramnegativnim .

AMPs s antimykotickym ucinkem
Mykoézy jsou schopné ohrozit zdravi clovéka.
Jejich vysoky vyskyt je spoluzodpovédny za
zdravotni a ekonomické problémy v tropické
oblasti, ale ani celosvétovy dopad neni zane-
dbatelny %°. Vzhledem ke zvySenému vyskytu
plisni a omezenému vybéru antimykotik jsou
AMPs velmi atraktivni variantou, jak proti tém-
to pivodciim bojovat?!. Jako velmi a¢inny proti
nékolika druhtim kvasinek se ukazal synteticky
¢tyrmocny peptid B4010. Kromé toho tento
peptid nevykazuje toxicitu ani hemolytickou
aktivitu u mysi*2. Mezi dalsi peptidy, které vy-
kazuji antimykotickou aktivitu, ale nezptsobuji
hemolyzu, patii napt. bactrocerin-12* a drozo-
mycin 24, AMPs puisobii proti onychomykézam
zpusobenym ptivodci jako jsou Epidermophyton
ssp. a Trichophyton ssp., které postihuji nehtové
ploténky a nehtova ltizka. Zajimava je prirozena
pritomnost peptidi s antimykotickym ticinkem
v lidskych nehtech. Tyto peptidy odpovidajiza
prevenci infekci nehtovych jednotek 2.
AMPs s antiprotozoalnim ui¢inkem
Obdobné jako mykézy i onemocnéni zpuso-
bena parazity jsou velkym problémem zejména
v tropickych oblastech. Tato onemocnéni maji
vyznamny podil na socidlné-ekonomické de-
vastaci téchto oblasti a odrazi se i celosvétové.
AMPs mohou byt pouzity ke kontrole nemoci,
a to jak prilécbé infikovanych hostiteld, tak k
zabranéni prenosu nemoci tim, Ze interferuji
s prvoky primo na hmyzich prenasecich 2°.
Aktivitu proti prvokiim vykazuje phylloseptin

4 a 5 ze sekretu ktize dvou zab druhu Phyllo-
medusa (Phyllomedusa oreades a Phyllomedusa
hypochondrialis)?’. Mezi AMPs s i¢inkem proti
prvokiim rodu Trypanosoma, kteti zptisobujici
africkou trypanozomiazu (spavi nemoc), patti
napt. leucinostatin, alamethicin I, tshushimy-
cin?8, attacin®’, protegrin a ovispirin . Mala-
rie je onemocnéni zptisobené jednobunéénym
parazitem zimnickou tropickou (Plasmodium
falciparum), ktery je prenasSen samickami ko-
mara rodu Anopheles. Aktivitu proti malarii
vykazuji napt. peptidy defensin, stomoxyn,
drosomycin, gambicin, cecropin a magainin 3"
33, Proti ptivodctim leishmaniézy puisobi peptid
DSR 01 a dalsi 34.

AMPs s antivirovym uc¢inkem

Viry mohou napadat jak ZivoCichy vcetné ¢lo-
véka, tak rostliny, nékteré napadaji i bakterie.
Rada virti zptisobuje zdvazn lidsk4 onemocné-
ni, jejichZ 1é¢ba je komplikovana az nemozna.
Ptinapadeniorganismu virem dochazi uvnitr
bunék k replikaci tohoto viru, pripadné dojde
k zaclenéni virové genetické informace do bu-
nécného genomu. AMPs ziskavaji protivirovy
efekt diky blokaci membranovych receptorti
hostitelské buriky nebo vazbou na virion 3536,
Mezi peptidy, které by mohly byt pouzity pii
prevenci nebo 1é¢bé virovych onemocnéni, jako
jsou virus lidské imunodeficience (HIV), herpes
simplex virus (HSV), virus hepatitidy C (HCV),
lidsky cytomegalovirus (HCMYV), patii lacto-
ferricin 353738 melittin 3%4°, Retrocyclin-101,
Protegrin-1 #1, thymopentin 2.

AMPs s proti nadorovymi ucinky
Konvenc¢ni chemoterapeutika vykazuji velké
mnozstvi vedlejsich i¢inkd a ¢asto podporuji
rozvoj lékové rezistence. Nedostatky soucasné
1éCby by mohly vytesit AMPs, jelikoz fada studii
ukazuje i na selektivni cytotoxickou aktivitu
AMPs viici Sirokému spektru nadorovych bu-
nek 43, Potencial vyuziti AMPs v 1é¢bé nado-
rovych onemocnéni je i v oblasti kombinace
peptidii s konven¢nimi chemoterapeutiky 44.
Pro tuto aktivitu byly navrzeny tii mechanis-
my, mezi které pattilyze buné¢né membrany,
aktivace vnéjsich apoptotickych drah a inhibice
angiogeneze *°. Dle soucasnych poznatkt jsou
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Obr. 1: Schéma mechanismu ti¢inku protinddorovych kationtovych peptidii. Udaje uvedené v zavorce

predstavuji priklady peptidii ptisobici danym mechanismem. 1 — Modifikace lysozomalni membrany,

ktera vede k okyselovani intracelularniho prostoru a buné¢né smrti (Kahalalid F). 2 — Amplifikace

proteazomalni aktivity (Magainin IT). 3 — Indukce mitochondrialni drahy pro apoptézu pies uvolnéni

cytochromu c do cytoplasmy nebo pres aktivaci kaspazové kaskady (Lactoferricin B). 4 — Tvorba port

kobercovym modelem (Cecropin). 5 — Zvyseni prijmu Ca?" (Melittin). 6 — Tvorba porti modelem sudové

skruze (Cecropin, Melittin, Lactoferricin B). 7 — Aktivace imunitni modula¢ni drahy indukci nukle-

ovych kyselin a interferonti (Alloferon). 8 — Inhibice genti zapojenych v replikaci DNA (Kahalalid F).

YNz

9 — Zastaveni buné¢ného cyklu v GO, G1 nebo S fazi (AGAP). Prepracovano podle 5.

peptidy s protinadorovou aktivitou amfipa-
tické s hydrofobnimi a kationtovymi zbytky.
Tyto peptidy mohou tvorit pory v membrang,
narusovat bunécné organely (Obr. 1) a tim pu-
sobi diky apoptéze ¢i nekréze bunécnou smrt.
Schopnost peptidii narusovat a cilit nadorové
burnky umoznuje nést biologicky aktivnilatky
primo do nadorti anebo do nadorového krev-
niho fecisté 447,

Mezi peptidy s protinddorovou ticinnosti patii
napt. Cecropin A a B, ktery ptisobi selektivné
cytotoxicky na proliferaci nadorovych bun€k
mocového méchyte, bez negativniho dopa-
du na fibroblasty #°. Selektivni aktivitu proti
solidnim nadortim vykazuje Kahalalid F 5°.

Obdobné magainin II inhibuje proliferaci na-
dorovych bunék mocového méchyre, na které
pusobi cytotoxicky, vici fibroblastiim je bez
efektu 5'. Peptid AGAP inhibuje proliferaci a
indukuje apopt6zu lidskych nadorovych bunék
tlustého streva 2. Alloferon ma sam o sobé
protinddorovou tc¢innost nizsi, nez je tomu u
konvenc¢nich chemoterapeutik, ale vkombinaci
s nimi dochazi k vyraznému zvyseni protina-
dorové aktivity 53. Lactoferricin B zptisobuje u
neuroblastomovych bunék buné¢nou smrt 54,
Merel5 vyrazné potlacuje riist plicniho ade-
nokarcinomu %. CPAP piisobi proti nidoriim
jater 56
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Zaveér

Sirok4 skupina antimikrobidlnich peptidii
predstavuje nové moznosti v 1écbé celé rady
onemocnéni, at uz se jedna o onemocnénibak-
terialniho ptivodu, nebo o onemocnéni zpuso-
bena houbami, parazity, viry. Vyrazny potencial
predstavuje také protinadorova aktivita AMPs.
Protinadorova aktivita je zptisobena fadou
mechanismil, mezi které patfi stejn€ jako u
antibakterialni aktivity naruSeni membrany
buriky, ale také napt. spusténi apoptozy, akti-
vace imunitni drahy, zastavenireplikace DNA a
bunéc¢ného cyklu. Prestoze jsou nékteré AMPs
schopné ptisobit na Sirokou skalu nadorovych
bunék a maji specificky i¢inek na tyto burky,
nebyl doposud objeven peptid, ktery by nevy-
kazoval zadné vedlejsi i¢inky. Jako vhodna
cesta aplikace AMPs se jevi kombinace s dalsimi
1éCivy, pripadné kombinace s nanotransportéry.
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Therapeutical application of antiviral peptides against influenza virus
Influenza spreads around the world in seasonal epidemics and it is caused by a variety of
species and strains of viruses, in any given year some strains can die out while others create
epidemics, while yet another strain can cause a pandemic. The peptides may present the new
generation of antiviral drugs with the broad spectrum of activity. The antiviral effects depend
on their structure as well as the target part of the virus. We showed the manner of action of

peptides on the influenza virus. The entry blocker peptides interact with hemagglutinin and
inhibit the viral fusion. Furthermore the peptides are capable to disrupt viral envelope or block
the viral replication. The perceptivity of therapeutic peptides is supported by wild abilities
of their synthesis, possibility of modifications, synthesis for specific action, minimizing the
emergence of resistance. Clearly, all these studies are promising, and need to be expanded.

Prijato k publikovani: 21. 5. 2014
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Uvod

Soucasti vrozeného a adaptovaného imunit-
niho systému vsech savctl jsou peptidy’, které
vykazuji i¢innou chemickou obranu euka-
ryotickych bunék proti bakteriim, houbam a
virim?. V soucasnosti jsou casto diskutované
peptidy se schopnostiinhibovat virové infekce
jako je HIV, hepatitis, herpes simplex a v ne-
posledni fadé virus chripky®. Mimo prirodni
peptidy vytvorené Zivoc¢iSnymi organismy pro
obranu pred patogeny, je zde velky pokrok v
jejich laboratorni pripravé. A to jak za pomoci
bakteriofagi, tak syntézou umélou, obvykle
na pevném nosici*. Pomoci modernich metod,
napriklad knihovnou fagového displeje (Ph.D.),
1ze sledovat interakce mezi peptidem a virem,
ale i navrhnout vhodné sekvence, které by vy-
kazovaly nejvyssiac¢innost proti danému viru®.
Neméné€ uzitecné jsou také softwarové progra-
my umoznujici provedeni prediktivnich studii,
kterymi je mozné sledovat moznosti protein-
-protein, protein-peptid interakce a lze zazna-
menat zmény konformace ptivodniho proteinu®.
Neméné€ studovanou oblasti antivirovych pep-

tidi je jejich enkapsulace do nanotransportéra
jako jsou liposomy nebo rtizné nanokonstrukty.
Diky tomuto propojenilze na jedné stran€ zvy-
$it jejich selektivitu a i¢cinnost ochranou proti
biodegradaci vorganismu a na stran€ druhé vol-
bou vhodného transportéru lze zamezit jejich
toxicité€ vici okolnim bunkam v organismu’.

Chemické a fyzikalni vlastnosti
peptidu

Primarni struktura peptidu a pripadné z ni
vyplyvajici sekundarni struktura ovliviiuji jeho
vysledny naboj. Z tohoto pohledu 1ze peptidy
rozdélit na anionické, a kationické. Anionic-
ké peptidy vykazuji celkovy naboj v rozmezi
od -1 do — 7 a je u nich bézna posttranslacni
modifikace ptijejich biologické syntéze, ktera
je klicova pro antimikrobialni aktivitu. Ka-
tionické peptidy vykazuji celkovy naboj od
+2 do +9 a amfipatické vlastnosti, které jim
umoznuji reagovat a narusovat lipidové mem-
brany patogennich mikroorganismii®. Zatimco
primarni struktura je u vétSiny peptidii znacné
homologni, u sekundarnich struktur dochazi
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ke zna¢né konformacnivariabilité. Na zdkladé
sekundarni struktury peptidu je 1ze rozdélit
na a-helikalni peptidy tvorici nejpocetnéjsi
skupinu a konformaci p-listu, ktera se vyzna-
¢uje pomérné malym mnozstvim helikalnich
domén organizovanych dle amfipaticity. Mimo
tyto dvé nejpocetnéjsi skupiny se vyskytuji
peptidy s rozvolnénou strukturou, nebo uspo-
radané do smycky. VSechny peptidy vykazuji
schopnost tvorit amfipatickou nebo amfifilni
konformaci, ktera je charakteristicka perio-
dicky se opakujicimi uiseky, ve kterych se st¥i-
daji hydrofobni a hydrofilni domény °. Diky
riznorodé struktute peptida se méni jejich
hydrofobicita, velikost, naboj, amfipatie, ihly
polarnich vazeb tak stejné jako tyto vlastnosti
urcuji jejich mechanismus ucinku a specifitu,

ii) lyze virové &stice
narudenim lipidové
dvojvrstvy

i) inhibice vstupu virov,
Castice do buiiky

Vazba viru k hostetelské
buiice skrze specifické
membrinové receptory

Vstup viru do bufiky

ktera je dana rozdily ve slozeni a struktute
membran sav¢ich bunék a virt ©°.

Interakce viru s peptidy

Interakce peptidu s ¢astici viru nejsou dosud
komplexné prozkoumany, avSak byly obecné
popsany tfi mechanismy: i) peptidy interaguji
se slozkami virové obalky a tim je dosazena
inhibice adheze a invaze ¢astice do hostitelské
buniky, ii) peptidy narusilipidovou dvojvrstvu
virové obalky obdobné jako je tomu u patogen-
nich mikroorganismt a dochazi k lyzi ¢astice,
iii) peptidy inhibuji replikaci virové RNA ¢i
DNA, vétsinou interakci s virovou DNA/RNA
polymerazou, ktera katalyzuje replikaci nuk-
leové kyseliny ' (Obr. 1).

Obrazek 1: Schéma ptisobeni peptidil v protivirové terapii: i) peptidy interaguji se slozkami virové obal-

ky a tim je dosazena inhibice adheze a invaze ¢astice do hostitelské buriky, ii) peptidy narusi lipidovou

dvojvrstvu virové obalky a dochazi k lyzi ¢dstice, iii) peptidy inhibuji replikaci virové RNA ¢i DNA,

vétsinou interakci s virovou DNA/RNA polymerazou
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Peptidy interagujici se slozkami virové
obalky (blokatory vstupu)

Chtipkovy virus je pleomorfni ¢astice sféric-
kého nebo vlaknitého tvaru. Virova RNA je
ulozZena v helikoidalni kapsid€ a nukleokapsida
je obalenalipidovou membranou, které na svém
povrchu nese dva glykoproteiny hemaglutinin
(HA) a neuramidiazu, zodpovédné za patoge-
nitu viru'?. Plisobeni antivirovych peptidd je
zameéreno na interakci s témito proteiny tim,
Ze je omezena nebo zastavena jejich funkce
a virus tak neni schopen proniknout do hos-
titelské buriky 3. Do této skupiny patii 20-ti
aminokyselinovy peptid, odvozeny od signalni
sekvence rustového faktoru*fibroblastii, ktery
se specificky vaze na chtipkovy HA protein u
vétsiny mutaci chiipkovych virti in vivo i in vitro.
Mimo jiné vykazuje nizkou cytotoxicitou vici
tkanovym burikdm™. Peptid C, H,.CO-ARL-
PRTMVHPKPAQP-NH, s konzervativnisekven-
ci ARLPR, ktery se pfimo vaze na podjednotku
hemaglutininu byl navrzen pomoci knihovny
fagového displeje. Diky strukturni podobnosti
s kyselinou sialovou blokuje vstup viru do hos-
titelské bunky. Dalsi antivirové peptidy patii
do skupiny cyklickych delta defenzind, tzv.
retrocyklind, které jsou tvoreny spojenim N a
C domény dvou peptidii 31°,. Predchozi studie
potvrdily jejich schopnost inhibovat fuzi HIV
viru s hostitelskou burikou a podobnym me-
chanismem pres HA také fiizi viru chripky'®"’.

Peptidy puisobici na virovou obalku

Virova obalka se formuje zbunécné membrany
hostitelskych bunék'® . Obalky chripkového
viru jsou bohaté na sfingolipidy a choleste-
rol?°, ktery jim udava amfipatické vlastnosti
a negativni naboj* vytvarejici elektrostatické
membranové interakce s pozitivné nabitymi
kationickymi antimikrobidlnimi peptidy?>2.
Peptidy nalezici do skupiny katelicidinii jsou
zapojeny do imunitniho systému?* a vykazuji
schopnost primo deaktivovat virovou ¢astici na-
rusenim lipidové dvojvrstvy?®. Prvniizolovany
peptid z této skupiny je lidsky LL-37 peptid?.
Jeho tic¢inky byly studovany na viru zptisobujici
nestovice (VACV), ktery pattido stejné rodiny
jako chtipkovy virus. Mechanismus t¢inku byl
popsan pomoci kobercového modelu?®, kdy se

peptidy nevmezeruji do membrany, ale sefazuji
se paralelné k dvojvrstvé, setrvavaji v kontaktu s
lipidovymi skupinami a pokryvaji okolni oblast.
Orientace peptidii vede k lokalnim porucham ve
stabilité membrany, coz ma za nasledek tvorbu
trhlin, vytékani sloZek cytoplazmy, poruseni
membranového potencidlu a ve vysledku dezin-
tegraci membrany. Dal$im peptidem, u kterého
byly prokazany antivirotické i¢inky je melitin
(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH,),
ktery byl izolovan z jedu vcely evropské (Apis
mellifera)?”-?8. Bylo potvrzeno, zZe jeho primarni
struktura je schopna deformovat lipidovou
dvojvrstvu, vytvaret artificialni pory, coz vede
k protrzeni a lyzi virové ¢astice?. S timto pep-
tidem jsou spojovany dva mechanismy ti¢inku;
a to kobercovy model*® a model toroidniho
poru3t3? ktery je charakteristicky shlukem
peptid na povrchu mikrobidlni membrany
podobneé jako je tomu u kobercového modelu.
Nasledné dochazik postupnému vkladani pep-
tidt do lipidové dvojvrstvy kolmo k mikrobialni
membrané a tim dochazi k jeji deformaci. 3334
. Zcela odliSnym mechanismem se vyznacuji
peptidy, které jsou schopné se koncentrovat
v prostiedi o nizkém pH (pHlip), naptiklad v
misté infikované plicni tkan€. Tyto peptidy jsou
ve vodeé rozpustné membranové peptidy, slabé
reagujici s buné¢nou membranou pfi neutral-
nim pH bez toho aniz by vstoupily do lipidové
dvojvrstvy. Pokud je pH prostiedi nizsi nez 7,
pHlip peptidy vstoupi do membrany a vytvari
stabilni transmembranové a-helix struktury,
které Ize vyuzit jako nosic riiznych 1é¢iv urce-

s ¥z

nych pro inaktivaci virové ¢astice®.

Peptidy, které jsou schopny inhibovat
replikaci virové RNA

Pod virovym obalem se nachazi strukturalni
matrixovy protein M1 obalujici molekulu RNA,
nukleoprotein tvorici kapsidu a virovou RNA
polymerazou, ktera je nezbytna pro virovou
transkripci. Peptidova terapie je v tomto pti-
padé zacilena na interakci s virovou RNA po-
lymerazou, ktera je sloZena ze tii proteinovych
podjednotek PB1,PB2 a PA, kédovanymi tfemi
segmenty virového genomu ¢%7. Polymerazovy
komplex se specificky navaze na 5 -konec geno-
mové RNA, tim se aktivuje k vazbé na Cepicku
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bunécné mRNA. Dochazi ke zméné konforma-
ce genomové RNA do vlasenkové struktury,
¢imz se aktivuje endonukledza polymerazo-
vého komplexu. Endonukleaza $tépi ¢epicku
bunéc¢né mRNA a dojde k vytvoreni aktivniho
transkrip¢niho komplexu 3. Antivirova terapie
je v tomto pripadé zacilena na interakci mezi
virovou polymerazou a peptidem, ktery nava-
zanim na specificky tsek virové polymerazy
zabrani jejimu rozstépeni a tim nedochazi k
transkripci virového genomu. P¥ikladem zmi-
néného zptisobu inhibice je 25 aminokyselinovy
peptid odvozeny z N domény PB1 podjednotky,
kde navazanim na specifické misto trimeru
zpusobi naruseni vazby PA-PB %°. V porovnani
s ostatnimi druhy terapeutik prinasi peptidy,
které inhibuji virus chtipky interakci s virovou
polymerazou, mnoho vyhod v antivirové terapii
v porovnani s ostatnimi druhy 1é¢iv. Oproti
jinym terapeutikiim maji odliSny mechanismus
ucinku a tim vyrazné snizuji pravdépodobnost
ktizové rezistence. Dale maji nepostradatelné
aminokyseliny pro podjednotky PB1,PB2 a PA
velmi konzervativni sekvence u vsech kme-
nu viru chfipky a tim jsou uc¢inné v sirokém
spektru virovych rodti. V neposledni radé je
zde moznost zacilit odlisné interak¢ni mista
v polymerazovém komplexu, napriklad mezi
PA a PB1, tak jako mezi PB1 a PB2. Diky tomu
Ize vytvofit antivirovy ,koktejl®, ktery by mél
znac¢nou uc¢innost proti mutantim viru, které
unikly ptisobeni protilatek*°.

Zaveér

Chtipkové viry pravidelné zpiisobuji kazdo-
ro¢ni epidemii, ktera prochazi napric svétem.
Soucasné terapeutické pristupy maji proti viru
dostatecnou efektivitu, avsak diky ¢astym mu-
tacim chripkového genomu dochazik rezistenci
tohoto viru protijiz nékterym pouzivanym léci-
vim. Peptidova terapie predstavuje novou gene-
raci antivirotik se $irokym spektrem ptisobeni.
Jejich ticinek muiZe byt zacileny i na bakterialni
infekce, které se Casto spousti po oslabeni orga-
nismu vzniklou vir6zou. Antivirové ptisobeni
peptidt zavisi na jejich strukture stejné tak jako
na ciliinhibice virové ¢astice. V tomto prehledu
jsouuvedeny hlavni strategie antivirové terapie
proti viru chripky. Peptidy blokujici vstup do

hostitelské burky interaguji s povrchovym
glykoproteinem hemaglutininem a tim zabrani
vstup virové ¢astice do hostitelské burnky. Dalsi
skupina peptid je schopna narusit lipidovy
obal viru a tim ¢astici lyzovat a inaktivovat.
Nejrozsitrenéjsim modelem pro tyto interakce
je kobercovy model nebo model toroidniho
péru, avsak neni vylouceno, Ze ostatni peptidy
mohou vykazovat dal$i mechanismy uc¢inku
jako je model sudové skruze nebo micelarnich
agregatli. Neméné vyznamnou skupinou jsou
peptidy, které primo inhibuji replikaci viru
a to interakci s virovou RNA polymerazou.
Antivirové peptidy se jevi jako perspektivni
terapeutika nejen proti viru chripky, ale také
i pro ostatni virové onemocnéni, napriklad
HIV, VACV nebo lidského papilomaviru (HPV).
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Use of mass spectrometrytechnique (MALDI-TOF/TOF) forthe characterization
of metallothionein in biological systems

Metallothioneins (MTs) are intracellular, low molecular mass and cysteine-rich proteins
having several interesting biological roles associated with the protection against DNA da-
mage, oxidative stress and apoptosis. Recent developments in the mass spectrometry have
brought clinical proteomics to the forefront of diagnosis and treatment of diseases, offering
reliable, robust, and efficient analytical methods for discovery and monitoring of biomarkers.

MALDI-TOF/TOF mass spectrometry has been proven an effective tool not only for analysis
of MTs in biological samples, but also for the identification of its isoforms in various types of
samples. Importantly, it has been reported that MTs play a role in oncogenesis and prognosis
of cancer, and there is an evidence of possible involvement of these proteins in the develop-
ment of the resistance of cancer cells to anticancer metal-based drugs including cisplatin as
the most used cytostatics. We review MALDI-TOF profiling techniques as tools for the MTs

detection in cancers.
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Biochemistry of Metallothionein
Metallothioneins (MTs) were discovered in
1957 and identified as low-molecular weight
sulfhydryl-rich proteins. MTs belong to a super-
family of intracellular metal-binding proteins,
present in virtually all living organisms, with
features common to the archetypal. MT was first
isolated from horse kidney and characterized
by Margoshes and Vallee'. In this work, we wish
to briefly summarize the current knowledge
regarding the MT forms. All vertebrates exami-
ned contain two or more distinct MT isoforms
designated MT-1 through MT-4. The three-di-
mensional structures of MTs from mamma-
lian that have been determined so far show a
monomeric protein composed of two globular
domains, each encompassing a metal—thiolate
cluster. The metallothionein isoform A (MTA)
is a 64-residue metalloprotein, which contains
essentially the same number of metal-chelating
Cys—Cys and Cys—Xxx—Cys motifs (where Xxx

stands for any amino acid, other than Cys) and
metal ions?3. These cysteine-rich proteins are
localized in cytoplasm and some organelles,
predominantly in mitochondria, where their
presence is sensitively and strictly regulated by
the oxidative state induced by mitochondrial
respiration. Depending on the cell state, but
especially presence of oxidative stress, MTs
are rapidly translocated to the nucleus through
nuclear pore complexes. MT localized in the
nuclei is oxidized there and it is transported
to cytosol; this system is balanced®.

Interaction of metallothionein and
metals

MTs are currently classified into 15 families.
Mammalian MTs are single-chain polypepti-
des of 61 to 68 amino acid residues. There are
no free thiol groups, and divalent metals are
bound by sulfur atoms in thiolate clusters with
a tetrahedral geometry (or trigonal for Cu*).
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The binding affinity varies between metals,
with Cu having the greatest stability constant
(10-10") followed by Cd (10'7—10%) and then
Zn (10%“—10"). As many as 18 different metals
may associate with M T, but only Cu(I), Cd(II),
Pb(I1), Ag(1), Hg(IT) and Bi(II) can displace Zn*.
MT can incorporate up to 7 divalent metal or 12
monovalent Cu atoms per molecule. The Figure
1 shows the photos of 3-dimensional structure
of MT isolated from liver rabbit liver without
and with heavy metal. Cu* binds in multiple
stoichiometry with a minimum of 7 Cu(I)/mol®.
MT has two subunits: the more stable a domain
(C-terminal), which incorporates four divalent
metal atoms, and the more reactive b-domain
(N-terminal), which contains only three °. The
three-dimensional protein structure of this was
reported by both X-ray crystallography and
NMR spectroscopy in the 1990s. Structural
studies have shown that this unusual protein
with 61 amino acids (mammalian MT) can
bind with both essential metals (Zn and Cu)
and toxic metals (Cd and Hg) in two distinct
cluster structures within the molecule. One
cluster is closer to the N-terminal and three
metal atoms are bound to nine cysteines with
three bridging sulfur atoms, while in the second
cluster closer to the C-terminal and four metal
atoms are bound to 11 cysteines with five brid-
ging sulfur atoms”.

Metallothionein physiological
functions

MTs have many important and crucial func-
tions (Figure 2). Expression of MTs is induced
by many factors including physical stress, che-
mical stress and endogenous factors®®. The most
important of them includes detoxification of
essential as well as non-essential heavy metal
ions, such as Cd(II) or Hg(I, IT), homeostasis
and control of Zn(II) and Cu(II) ions and metal
transfer reactions '°. This role is still claimed by
most authors working in the MT field and often
supported by data from species ranging from
fungi to mammals, which could explain the
wide variety of MT isoforms!'. A copper-specific
MT isoform was shown to preferentially bind
12 copper ions in the snail’s taxonomic Helix
pomatia'?. Thus, one of the most important MT
functions consists in cell protection against
free radicals'®. It is clear that MT is induced by
oxidative stress. Free oxygen radicals are asso-
ciated with ubiquitous cell functions, especially
by the mitochondrial electron transport system
and by NADPH oxidase in cells. The danger of
free radicals consists of the ability of damage
to biomolecules, including proteins and poly-
unsaturated fatty acids, major components of
cell biomembranes'™, and protection against
DNA damage'*'5.

Figure 1: Photos of 3-dimensional structure of MT isolated from liver rabbit liver without (A) and with

heavy metal (B). These photos were created by an advanced molecule editor (Avogadro 1.1.1) in our

laboratory
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Regulation of expression of
metallothionein in biological systems

Although the metals, Zn, Cu, Cd, Hg, Au and
Bi all induce MTs, Zn is the primary physio-
logical inducer since, Cu excepted, the other
metals can be regarded as environmental to-
xicants. Interestingly, nontoxic Cu levels do
not induce MT, although it is often bound to
MT in vivo. The binding of Zn to metal tran-
scription factor (MTF-1) allows the protein to
bind to metal response elements (MREs) in the
promoter region which, in turn, initiates MT-
-gene transcription. It has been proposed that
MTF-1 regulates the free zinc concentration
by controlling the expression of MT as well
as that of a Zn-transporter protein, ZnT-1'°,
The binding of Zn to MTs has proven to be a
physiologically relevant. Several studies have
produced strong evidence to support the idea
that MTs function as zinc chaperones for the
regulation of gene expression and activity of
proteins, such as metalloproteins and metal-
-dependent transcription factors'. A hallmark
of the mouse MT-1 and MT-2 genes is their tran-
scriptional induction by Zn and Cd. Essential
for this induction are DNA motifs, termed metal
response elements (MRE), present in multiple
copies in the proximal promoters of MT genes.
MREs were shown to confer response to Zn and
Cd and to oxidative stress'®!°.

Metal

Metal-MTs

Gene / \
regulation Cell

Immune

efficiency Metal

homeostasis

Figure 2: Overview of MT function

—

regulation

Metallothionein and tumor pathology
A number of studies have demonstrated the
presence or enhanced synthesis of MTs in ra-
pidly proliferating normal cells, regenerating
cells and cancer cells?®. MTs have been shown
to protect cells against the cytotoxic effects of
electrophilic anticancer drugs. The enhanced
expression of MT in cells induces the antiapo-
ptotic effects and a lack of MT in MT-null cells
increases the susceptibility to apoptic cell death
after exposure to certain anticancer drugs?®'.
MTs have also been shown to be involved in the
development of resistance to anticancer drug
cisplatin, one of the most widely used chemo-
therapeutic metal-based drugs. The increase in
cellular content of MTs was considered to be a
possible biomarker of resistance to treatment
with cisplatin?’?2, MT overexpression has been
revealed in variety of human tumors. Positive
correlation between MT overexpression and
aggressive biological behaviour as well as poo-
rer prognosis have been found in many of them
(e.g. for carcinomas of urinary and digestive
tract, breast cancers, lung carcinomas, squa-
mous cell carcinomas of oral cavity and larynx
as well as malignant melanoma) 2*26, Knocking
down MT1X by siRNA could sensitize cells
to cisplatin through increased apoptosis of
cancer cells and inhibition of cell proliferation.
The study suggests that inhibitors of MT1X
may have potential the-
rapeutic application in
inducing apoptosis in oral
squamous cell carcinoma.
These findings may help
in the developing better
cancer chemotherapy
strategies?”. Moreover,
MTs might be involved
in the protection against
Helicobacter pyloriindu-
ced-gastric chronic infla-
mmation associated with
gastric carcinogenesis 2.
p53,p21, BAX, c-kit,and
MTs may have different
roles in the pathogenesis of ovarian tumors.
p53 and MTs may be helpful in the typing the
borderline and malignant ovarian tumors?.

MTs
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Different studies have shown that MT has im-
portant functions in hematopoietic cells; these
studies consider also possible role of MTs in
these cells. MT has been reported to be in-
volved in the differentiation and proliferation
of hematopoietic cells®®3!, and prevention of
apoptosis®2. The MT1A, E, X and MT2A iso-
forms have been revealed to play an important
function in prostate cancer. It has been shown
that MT1 and MT2 isoforms may be related to
the proliferative activity of breast, colon and
prostate human cancers®® 34, Five isoforms of
MT were overexpressed in non-small cell lung
cancer; overexpression of the MT1F and MT2A
isoforms predicted patient’s poor prognosis.
Both these isoforms might be involved in pro-
gression of this type of cancer; this fact has
been confirmed by the correlation analysis of
up-regulated MT1F expression, size of primary
tumor and rate of grade of malignancy®. Conne-
ction between zinc and MTs in central nervous
system is still studied. In the central nervous
system, zinc is released along with glutamate
during neurotransmission and, in excess, can
promote neuronal death. Experimental studies
have shown that MT1 and MT2, which che-
late free zinc, can affect seizures and reduce
neuronal death after status epilepticus3. MTs
have role in the pathogenesis of autoimmune
diseases. The expression of MT1 and MT2 and
the concentrations of Zn and Cu in tissues of
the brain, spinal cord and in the liver during
the periods of attacks and remissions in chronic
relapsing experimental autoimmune encepha-
lomyelitis have been estimated to have arole in
the disorders of central nervous system. This
data, obtained by clinical assessment, immuno-
histochemistry and inductively coupled plasma
spectrometry, showed that MT1 and MT2 were
markedly up-regulated in the subarachnoid
regions and perivascular space in astrocytes,
microglia and spinal neurons; copper in the
liver was significantly increased *’.

MALDI-TOF-MS as an analytical
technique for the detection of
Metallothionein

Recent developments in mass spectrometry
have introduced clinical proteomics to the fo-

refront of diseases diagnosis, offering reliable,
robust and efficient analytical method for bio-
marker discovery and monitoring.

Matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF
MS) offers high sample throughput and the fle-
xibility to couple with different off-line sample
fractionation techniques. MALDI-TOF MS is
an extremely sensitive technique that permits
the detection of chemical and biological com-
pounds at abundances below sub-femtomole (<
10— 15 mol). The technique offers soft ionization
potential, a relatively low degree of fragmen-
tation, and uncomplicated spectra comprised
of mostly singly charged ions3®. MALDI-TOF
is a powerful tool for surveying proteins and
peptides comprising the realm for clinical
analysis. MALDI-TOF MS has the potential to
revolutionize cancer diagnostics by facilitating
biomarker discovery, enabling tissue imaging
and quantifying biomarker levels®.

Detection of metallothionein
Andon et al. established a method for the
separation and characterization of rabbit liver
MTs subisoforms by capillary electrophoresis
coupled to electrospray ionization time-of-fli-
ght mass spectrometry (CE-ESI-TOF MS). The
analysis described here revealed the presence
of the apothioneins MT1a, MT1d, and MT1e,
belonging to MT1 sample, and MT2a, MT2b,
and MT2c belonging to MT2. Similar results
were found when MALDI-TOF experiments
were performed; they enable to identify all
the sequenced rabbit liver MTs as apo-MT-
-forms, as in the CE-ESI-TOF MS coupling “°.
Other study verified that the subisoforms of
MT in rabbit liver have a different apparent
molecular mass under different conditions.
This experiment predicted that there probably
exist a stable peptide structure of MT2 using
MALDI-TOF MS to study the subisoforms of
MTs and get their exact primary structure®.
Moreover, two-dimensional gel electrophoresis
(2DGE), MALDI-TOF MS, the peptide mass
fingerprinting (PMF) map, and bioinformatic
analysis used for studying differentially expre-
ssed proteins between multidrug resistant cells
HL-60/DOX and drug sensitive cells HL-60 of
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acute myeloblastic leukemia were potential
methods for identification of proteins in these
cells. The results revealed presence of MTs only
in HL-60 cells 2.

Cancer

MALDI-TOF MS acts as one of the most com-
prehensive and versatile tools for research in
proteomics “3. Wang et al. have shown a simple
and rapid method for identification of MTs
isoforms in cultured human prostate cells
(RWPE-1 cell line) by MALDI-TOF/TOF mass
spectrometry** and they demonstrated that MS
method allows correlation between expression
of isoform-specific proteins and expression of
isoform-specific mRNA by providing informati-
on about expression of MTs isoforms in a rapid
fashion. The lack of publications is well evident
in the area of MALDI analysis of MTs in cancer.
For example, MALDI imaging of cancer tissue
could be very beneficial to confirm hypotheses
about possible connection of MTs with matrix
metalloproteinases, which due to presence of
zinc ions in peripheral tumor tissue .

Anticancer drugs

The MALDI-TOF MS was used for compara-
tive study focused on interactions of cisplatin
and ruthenium arene anticancer complexes
with MTs. The results showed that the novel
ruthenium arene anticancer complexes are
much less reactive with thiol-rich MTs, which
overexpression in the cancer tissues is closely
connected with increased resistance to cispla-
tin. This finding may be helpful to understand
better the distinct pharmacological profile of
ruthenium arene anticancer complexes, such
as reduced toxicity and no cross-resistance
to cisplatin?2. Platinum(II) complexes have
been demonstrated to form covalent bonds
with sulfur-donating ligands (in MTs, GSH
and other sulfur-containing biomolecules) or
coordination bonds with nitrogen-donating
ligands (such as histidine and guanine). Ter-
pyridine platinum(II) (TP-Pt(IT)) complexes
was used as model system. Moreover, it has
been demonstrated that the TP-Pt(IT) complex
formed a covalent bond with the active-site
cysteine residue in two other types of cysteine

protease by using MALDI-TOF MS. This results
showed unequivocally that TP-Pt(IT) complexes
can selectively bind into the active site of most
of cysteine proteases and can be useful in the
design of new platinum(II) compounds with
promising anti-cancer, anti-parasitic or anti-
-viral activities?®.

MALDI-TOF optimization for
metallothionein determination in
cancer cells

In this review, we summarize the different
parameters and materials used in the detection
and identification of MTs in biological samples
(matrixes) by MALDI-TOF MS. Researchers
have discussed the importance of choosing
the matrix, conditions of crystallization of the
matrix and analyte, concentration of matrix,
and the use of matrix additives, for different pro-
teins and peptides elsewhere. The matrix con-
sists of small organic compounds, which show
strong resonance absorption at the applied laser
wavelength. Pulsed laser systems are used to
enable an explosive disintegration of a laser-
-light-excited matrix-analyte volume, and thus
subsequent desorption with ionisation. In the
most of the studies reviewed, 2,5-dihydroxy-
benzoic acid (2,5-DHB) and a-cyano-4-hydro-
xycinnamic acid (CHCA) were the constituents
of matrix used for appropriate determination
of MTs* 4, In few studies published focused
on the determination of MTs in cancer tissues
by MALDI-TOF MS, both 2,5-DHB and CHCA
were used for detection and the samples of MTs
were prepared in TFA and ACN in different
concentrations (509 ACN containing 0.1% TFA
or 309 ACN with 0.19% TFA) for obtain better
signa*’. An increase in the intensity and the
signal-to-noise ratio of peaks (signals) of pep-
tide in MALDI-TOF mass spectra was observed
benefit of the addition of ammonium monoba-
sic phosphate to samples. Combining both of
the approaches, addition of ammonium salts
into the CHCA matrix followed by one post-
-crystallization washing step with ammonium
buffer provided a substantial improvement of
the sensitivity of MALDI-MS detection compa-
red to unwashed sample spots. This method of
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preparation of sample is necessary to improve
quality of spectra obtained and is essential for
successful searching in databases for subna-
nomolar concentrations of protein digests*®.

Conclussion

Despite impressive scientific, medical and
technological achievements over the past few
decades, cancer is still a leading cause of de-
ath, largely because most cancer patients are
diagnosed when disease is advanced. The early
detection is associated with improved survival
rates. The MALDI-TOE/TOF mass spectrometry
has the potential to revolutionize cancer dia-
gnostics by facilitating biomarker discovery and
quantifying biomarker levels. Also the role in
cancerogenesis and the potential applicability
of MT as a biological marker of disease progress
is in the centre of interest. Large number of
studies have been published demonstrating
benefits of MT in cancer diagnostics. As sum-
marized, MALDI-TOF MS is arapid and simple
method for identification and characterization
of MT isoforms in cancer cells.
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Magnetic micro and nanoparticles for unique sequences barcoding
This review is focused on identification of bacterial species by their antigenes by barcoding
oligonucleotides by application of magnetic micro and nanoparticles. In the first part of this

review is discussed the structures and types of magnetic particles and their synthesis. In
the next and the most important part we described the principle and the existing status of
barcoding system and antigenes markers for identification of organisms such as animals,
plants and microorganisms.

Prijato k publikovani: 2. 6. 2014
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Uvod

Magnetizovatelné mikro a nanocastice jsou
v soucasnosti jednim z nejvyuzivanéjsich na-
stroji moderniho biochemického a molekular-
né biologického vyzkumu. Postupné se jejich
vyuziti dostava i do 1ékarské praxe, kde jsou
v podobé kontrastnich latek vyuzivany pro
zobrazovani pomoci magnetické rezonance! ¢i
cilenému transportu 1é¢iv2. Tyto Castice nalézaji
vyuziti hlavné v separaci a transportu jednot-
livych molekul (nukleové kyseliny, proteiny),
ale i celych bunék. Pro své fyzikalni vlastnosti
a moznosti modifikace povrchu jsou nedilnou
soucasti diagnostiky, kde jsou vyuzivany pro
extrakci biologicky dtilezitych latek z télnich
tekutin®. Magnetizovatelné mikro a nanocastice
predstavuji nové unikatni nastroje pro separaci
anaslednou senzitivni detekci biomolekul DNA,
proteint a metaboliti. V nasledujicich letech I1ze
ocekavat jejich dalsi velmi vyznamny rozvoj*.

Pod nazvem biobarcode assay se ukryva
technologie, kterd je kombinaci imunochemic-
kych reakci a polymerazové retézové reakce
(Obr. 1). Jedna se o metodu ¢asové naro¢nou,
ale na druhou stranu je jeji nespornou vyhodou
vysoka citlivost, ktera je priblizné 100krat vyssi
nez ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay) metody®. Metoda je zaloZzena na send-
vi¢ové imunoreakci‘. Sledovany analyt se vaze
pomoci specifickych protilatek mezi magnetic-
kou partikuli a ¢astici zna¢enou urc¢itou DNA
sekvenci, barkédem DNA. Pro multiplexniana-
lyzu ma kazdy méteny parametr svou vlastni
dvojici partikuli. Vznikly imunokomplex se z
roztoku separuje ptisobenim magnetického
pole. K detekci se vyuziva pro analyt specificka
nukleotidova sekvence uvolnéna z partikuli.
Pro stanoveni bark6dové DNA je mozné vyuziti
béznych metod a modifikaci PCR (polymerase
chain reaction) techniky®. Hebert et al. (2003) je
toho nazoru, Ze taxonomicky systém se hrouti,
aproto je diilezité vénovat se vyvoji identifikace
azarazovanibakterii pomocioligonukleotido-
vych sekvenci”®. Naopak Packer et al. (2009)
tvrdi, Ze nyné€jsi systematika bakteridlnich
druht je bezproblémova®. Nicméné zda se, Ze
zacinajici faze vyvoje pouzivani barkédovani
je velmi efektivni. Vzhledem k velmi Siroké
biodiverzité€ bylo ale zatim zahajeno velmi malo
experimenttl. Rozvoj digitalizace bark6dovani
je tak stdle v pocatcich™®.
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Obr. ¢. 2: Izolace oligonukleotidu pomoci komplementarnich oligonukleotidii na magnetické ¢astici a na ¢astici s barkédovymi oligonukleotidy,
komplementarnimi zdroven na stanovovany oligonukleotid. Magnetickou separaci s naslednou detekci navazani odseparovaného oligonukleotidu
ke komplementarnim olligonukleotidiim pomoci rtiznych metod.
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Spojenim magnetickych nosicti, v podobé mag-
netickych nano (velikost do 100 nm) a mikro
Castic, s biologicky aktivnilatkou Ize dosahnout
unikatnich vlastnosti vzniklych materiali vyu-
zitelnych v biochemii, molekularni a bunéc¢né
biologii, nanobiotechnologii, nanomedicin€ a
jinde'”18. Cilové molekuly je tak mozné separo-
vat i ze slozitych biologickych systémii jako jsou
bunéc¢né suspenze, homogenity ¢i fermentacni
média®. NejcastéjSimi materialy pro pripravu
magnetickych nosict biologicky aktivnich 14-
tek jsou biokompatibilni magnetické oxidy
zeleza - magnetit a maghemit?, s prislusnou
modifikaci s vhodnou afinitou k vazané latce?!.
Unikatni magnetické vlastnosti nanocastic,
spolu s jejich velkym specifickym povrchem
umoznujicim navazat velké mnozstviligandu,
jsou podstatou jejich vyuziti jako efektivnich
nosi¢t pro ucinnou a rychlou imobilizaci a
separaci biologicky aktivnich latek?2.

Modifikace magnetickych ¢astic pro
barkédovani

K detekci organismil prostrednictvim barko-
dovani pomoci magnetickych ¢éstic se bézné
pouziva jako vhodna modifikace magnetickych
¢astic streptavidin, ktery tvori silnou specific-
kou vazbu s biotinem, na ktery je mozné navazat
prislusny, biotinem modifikovany oligonuk-
leotid slouzici k zachyceni komplementarniho
proteinu?3. DalSim vhodnym modifikatorem
povrchu magnetickych ¢astic je zlato, nebo
pouziti zlatych mikro ¢i nano ¢astic. Prislusny
oligonukleotid znaceny thiolovou skupinou
zajisti pevnou vazbu mezi zlatou ¢astici a oli-
gonukleotidem?4. Dalsi moznosti modifikace
magnetickych ¢astic pro vazbu s oligonukleo-
tidy je pouziti 3-aminopropyltrietboxysilane
(APTES) nebo 3-[2-(2-aminoethylamino)-ethy-
lamino]-propyluimethoxysilane (AEEA) tvori-
ci povrchové amino skupiny, které zachycuji
oligonukleotidy?s.

Barkodovani unikatnich sekvenci
Mikrobiologické rozmanitosti a barko-
dovani DNA pro mikrobialni spolecen-
stva

Barko6dovani se pouziva jako ucinny nastroj
pro identifikaci jizznamych druhti a objevovani
druhti novych. Rozpoznavanivzorki vede diky
proteinové rozmanitosti k alternativnimu
postupu identifikace od jednotlivého kmene
az ke konkrétnimu poddruhu organismu?®.
Unikatnimi sekvencemi jsou geny, které se v
haploidnim genomu vyskytuji pouze v jedné
kopiinebo n€kolika malo kopiich. Také to mohou
byt antigeny specifické pro jednotlivé druhy?’
a diky jim a jejich vazby ke komplementarnim
oligonukleotidiim nebo protilatkam Ize tyto
druhy pomociknihoven zaradit?®. Zna¢ny pocet
bakterii neni kultivovatelny, protoZe netvori
kolonie na agarovych zivnych ptidach. Proto je
velkou vyzvou pro mikrobiology vyvijet dalsi
moznosti identifikace bakterii bez jakékoliv
selektivity?, jen diky pouziti specifickych
antigent®°.

Barkédovani unikatnich sekvenci
Klicem barkédovani je separace antigenti
sendvic¢ovou metodou pomoci Castic, na kte-
rych jsou navizany oligonukleotidy. Castice
nesou specifické protilatky. Vtomto pripadé je
protilatka komplementarni ke stanovovanému
druhu bakterie, k jeho specifickému povrchu?*.
K protilatkam na modifikované magnetické
Castici je navazana protilatka, pomoci které
chceme stanovit pritomnost antigenu, ktery je
typicky pro stanovované buriky. Antigen sta-
novované buriky, je zachycen dalsi, specifictéjsi
protilatkou, ktera je navazana na dalsi ¢astici s
oligonukleotidy. Tento magneticky komplex je
odseparovan z roztoku obsahujici prebytecné
Castice s dvouretézcovym oligonukleotidem a
ziskame roztok pouze s komplexem obsahujici
antigen. Denaturaci dvoutetézcovych oligo-
nukleotidi je ziskan komplex s magnetickou
Castici, antigenem a s ¢astici, ktera je pokryta
jiZz jednotetézcovymi oligonukleotidy a oddé-
lené jednotetézcové oligonukleotidy. Komplex
s magnetickou c¢astici, antigenem a Castici s
jednoretézcovym oligonukleotidem je magne-
ticky odseparovan a roztok obsahujici pouze

35



Journal of Metallomics and Nanotechnologies 2014, 2, 32—38

jednotetézcové oligonukleotidy je pouzit pro
detekci®'33. Tyto oligonukleotidy mohou byt
potvrzeny pomoci elektrochemickych metod3,
kolorimetricky®s, gelovou elektroforézou®¢nebo
pomoci DNA microarray®” (Obr. 1).

Na stanovovany oligonukleotid je navazan
oligonukleotid komplementarnik levému konci
stanovovaného oligonukleotidu na modifiko-
vané magnetické ¢astici. Pravy konec stanovo-
vaného oligonukleotidu je zachycen druhym
komplementarnim oligonukleotidem na dalsi
¢astici modifikované barkédy. Vznikly mag-
neticky sendvicovy komplex je odseparovan
z roztoku obsahujici prebytecné nenavazané
¢astice komplementarni k pravému konci oli-
gonukleotidu. Po odstépeni jednotetézcovych
barkdédii z ¢astic dochazi k magnetické separaci
magnetického komplexu®®3°a nasledna detekce
pritomnych barkdédi stejnymi metodami jako
je zminéno vyse (Obr. 2).

Lze tedy poznamenat, Ze metoda je vyuzitel-
na jak pro stanoveni oligonukleotidii, tak pro
jakykoliv dalsi antigen.

Porovnani rutinni identifikace
bakterialnich druhti s barkédovanim

Hlavnim problémem pii konven¢niidentifika-
ci druhi je fenotypova flexibilita a geneticka va-
riabilita znaka, které vedou k identifikaci jinych
druhti organismii, coz smétuje k nepresnym
vysledktim*°. Naopak pouziti metody barkédo-
vani DNA se priidentifikaci druhti ukazalo byt
rychlejsi, presnéjsi, z ekonomického hlediska
vyhodnéjsi a casové nenaroc¢né. Automatizo-
vany proces barkédovani miize klasifikovat
velké pocCty vzorkt ve stejnou dobu, naptiklad
1000 a vice vzorkti za den. Bark6dovani je tedy
podle vseho perspektivni metoda ve srovnani
s tradi¢nimi postupy*’.

Zaveér

Barkédovani DNA poskytuje taxonomicky
vyznam, vysledky v populacni genetice, fy-
logenezi a vypocetni biologii pro zdznam na
zakladé barkédu. Zpocatku bylo barkédovani
DNA navrzeno pro identifikaci zivoc¢ichi, kdy
Hebert et al. (2003) testovali gen k identifikaci
druhii ptakt pomoci barkédovani DNA. Védci
zkouseli gen mitochondrialniho cytochromu

c oxidazy (COI), ktery vykazuje nizsi vnitro-
druhovou variabilitu bazi neZ mimodruhovou
a slouzi globalné€ jako jadro bioidentifikace
zvirat’. Od té doby byla COI sekvence vyuzita
jako indikator u vétsiny zivociSnych kmenti,
véetné obratlovcii*? a bezobratlych*:. V uply-
nulych letech se barkédovani projevilo jako
atraktivni nastroj, ktery pomtze vyresit ta-
xonomické nejasnosti’, ukazat biodiverzitu
a podporit aplikaci ochrany ptirody***°. Da-
tabaze sekvenci DNA se rozrusta o vice nez
100 000 vzorkii za rok. Identifikace organismii
pomoci jejich antigent a protilatek miiZe pro-
bihat stejnym zptisobem jako snimac ¢arového
kédu v supermarketu’®. To znamena, ze musi
byt stale rozvijena digitalizace bark6di DNA.
Tak by mohla byt v budoucnu pro identifikaci
vzorki pouZita jakasi Cteci zatizeni, ktera podle
databaze urci, diky detekované sekvenci DNA,
druh organismu. Prvni etapou tohoto systému
je vytvoreni spojeni identifikace unikatni sek-
vence pomoci barkédovani DNA s digitalizac-
nimi zatrizenimi*®. S rozvojem sekvenovani a
vypocetni techniky maji védci jak z raznych
genomickych center, tak z akademickych obci
standardizované sekvence DNA pro identifikaci
mikroorganismt pomocikratkych sekvenci’.
Mnoho sekvenci, unikatnich pro vybrany druh
mikroorganismu, je evidovano ve verejnych
databazich. Identifikace bakterialnich druhi
pomoci digitalniho bark6dovani DNA je vizi
modernich identifika¢nich technik, a proto
je treba podstupovat vyzkumné kroky, které
pomohou tuto metodu zavést do odveétvi vyza-
dujicich presnou a rychlou identifikaci bakterii
jako je 1ékarska, potravinarska, ekologicka ¢i
environmentalni praxe.
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Doxorubicin: pomoc i hrozba v 1é¢bé rakoviny
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Doxorubicin: help and threat in cancer therapy

This article is focused on reviewing the benefit and limitations of utilization of doxorubicin,
which is one of the most widely used anticancer drug even though it causes severe side effects.
The mechanism of action of common cytostatic drugs is described and special attention is

paid to doxorubicin. Its pathway through the body is highlighted and its toxicity is emphasi-
zed. Finally, strategy of elimination of the negative effects induced by doxorubicin therapy is
mentioned and the most widely approach — the use of liposomes — is summarized.

Prijato k publikovani: 2. 6. 2014
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Uvod

Rakovina patfti celosvétoveé mezi jednu z nej-
zavaznéjsich chorob 21. stoleti. Vétsina imrti
je zapricinéna rakovinou plic, jater, zaludku,
tlustého stieva a prsu. Vznik onemocnéni je
zpuisoben Sirokou $kalou vnéjsich a vnitinich
podminek a vyznamnou roli tu hraji genetické
predispozice, predevs§im u rakoviny prostaty
(13,94%), prsu (7,46%) a kolorekta (6,78%)'.
I presto, Ze této chorobé ro¢né podlehne vice
nez 8 milionu lidi a predpoklada se vroce 2030
nartst azna 13,1 miliont, vznik a mechanismus
této zakerné nemocineni stale zcela objasnén a
mechanismy ptisobeni riiznych druhi cytosta-
tik jsou stale predmétem zkoumani. Vzhledem
k zavazné toxicit€ cytostatik je snaha vyvinout
specifické systémy podavani 1ék1i, které jsou
schopny omezit toxicitu 1éciva a cilené dopravit
1é¢ivo do mista nadoru 2.

Rakovina

Rakovina zahrnuje Sirokou skupinu onemoc-
neéni, jejichz spolecnym rysem je nekontrolova-
ny rust vlastnich bunék, ac¢koli za normalnich
okolnosti jsou buriky schopny svou mutaci de-
tekovat a opravit, nebo v jiném pripadé bunku
donutit k apoptéze. Hlavnim tikolem kazdého
mnohobunécného organismu je zajistit nor-
malni priibéh buné¢ného cyklu. P¥i poskozeni
spravného fungovani buné¢ného cyklu docha-

zi k nekontrolované proliferaci bunék, coz je
jednim z hlavnich charakteristickych znakt
rakoviny 3. Bunécny cyklus je fizen nékolika
kontrolnimi body, tzv. mechanismy zajistujici-
mi bezchybné déleni eukaryotické bunky. Nej-
dilezitéjsi funkci kontrolnich bodu je dohled
nad poskozenim DNA, které detekuji senzorové
mechanismy, a pomocisignalnich mechanismua
je bunécny cyklus zastaven do doby opravy. V
pripadé€ Ze nelze provést opravu dochazi ke
spusténi programované buné¢né smrti (apo-
ptoézy). Bunécny cyklus je v kontrolnich bodech
tizen pomoci cyklinti (A, B, D, E) a jejich ptibuz-
nymi cyklin-dependentnimi kinazami (CDK).
Specifické prechody v bunééném cyklu jsou
tizeny specifickymi CDK. Je-li tato specificnost
udrzovana v nadorovych burikach, selektivni
inhibice téchto kinaz predstavuje potencialni
moznost 1éCby nadorti*.

Cytostatickaléciva a jejich ptisobeni
na lidsky organismus

Chemoterapie patti k zakladnim 1écebnym
postupiim mnoha druht nadort. Klinic-
ka uzitecnost protinadorovych 1é¢iv je do
znacné miry omezena vyvojem nezadoucich
ucinkn a ziskanim rezistence protinadoro-
vych buné€k na tyto léky. Mechanismus to-
xicity protinadorovych 1éCiv neni stale zcela
objasnén %. Obecné je popsano nékolik zaklad-
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nich mechanismi ptisobeni: 1) interkalace do
DNA, coz ma za nasledek inhibici syntézy mak-
romolekul, 2) vznik volnych radikald, coz vede
k poskozeni DNA nebo peroxidacilipidd, 3) al-
kylace DNA, 4) DNA cross-linking, 5) interakce
s membranovymi proteiny, coz vede k redukci
DOX a tvorbé ROS, 6) poskozeni DNA vlivem
inhibice topoisomerazy II, 7) indukce apoptozy
v zavislosti na inhibici topoisometazy I1 7. Dale
je diilezité se zminit o tzv. tumor supresorovém
proteinu p53, ktery je jednim z nejdulezitéj-
$ich ovladacti buné¢ného cyklu u normalni i
rakovinové buriky. V pripadé vyskytu nebez-
peci zahajuje riizné kaskady apoptozy a tim
dochazi k odumreni poskozené buriky . Asi
60 % nadoru obsahuje mutovany typ p53, coz
zpusobuje jeho zvysenou stabilitu nebo ztratu
aktivity. Ztrata aktivity normalniho typu p53
je hlavnim prediktorem absence odpovédi na
radioterapii a chemoterapii u riiznych typi
nadort *°. Preneoplastické bunky maji silnou
tendenci eliminovat funk¢nost proteinu p53,
coz naznacuje, ze nadorové bunky mohou eli-
minovat apoptickou smrt buriky . Dalsi tfidou
geni ovliviujici potencialni vznik rakoviny jsou
onkogeny stimulujici bunécny riist'?. Veskeré
vyse popsané zmény na genetické irovni mohou
vyustit az v nddorové bujeni a jsou vysledkem
nahromadéni chyb béhem mitézy. Je velmi di-
lezité si uvédomit, ze jedina genetickd zména
nestacik podpore maligniho nadoru .

K nejbéznéjsim cytostatikiim patii dvé sku-
piny 1éCiv, jedna skupina zahrnuje 1é¢iva na
bazi platiny, jejichZ nejvyznamnéjsimi zastupci
jsou cisplatina, oxaliplatina a karboplatina.
Hlavnim cilovym mistem ptisobeni téchto 1é¢iv
je DNA. Druhou velmi vyznamnou skupinu
tvoriantracyklinova antibiotika. Existuje vice
nez 2000 derivatd antracyklind, ale i presto je
stale nejpouzivanéj$im léCivem z této skupiny
doxorubicin (DOX). Hlavnim mechanismem
pusobeni DOX je interkalace do DNA. Struk-
turni modifikace zptisobené interkalaci mohou
vést k funkénim zménam, napt. inhibice tran-
skripce, replikace a opravnych mechanismii
DNA 15, DOX ma vysokou schopnost pronik-
nout do tkani a zaroven zustat v jadie bunky
a to jak diky svym lipofilnim vlastnostem a
DNA interkalaci. Je zajimavé, Ze i pfes vysokou

penetrac¢ni schopnost nemtize DOX prechazet
pres hematoencefalitickou bariéru do mozku.
Byla provedena fada studii, které se zamétuji na
vyuziti DOX jak samostatné, tak v kombinaci
s dalsimi terapeutiky. VétSina téchto studii
popisuje distribuc¢ni poloc¢as DOX v rozsahu
3 — 5 minut, naopak terminalni polocas se po-
hybuje kolem 24 — 36 hodin. Hodnoty stabilni
distribuce jsou vrozmezi500 az 8001/m?1°. Jako
vétSina 1€k, DOX vstupuje do buriky pasivni
difuzia obvykle se hromadivintracelularnim
prostoru v koncentraci 10 — 500 x vys$s$i nez v
extracelularnim prostoru. V jadie se nachazi
asi 50x vice DOX neZ v cytoplasmé (340 nM),
nebo-li jedna molekula je interkalovana mezi
kazdou patou bazi na retézci DNA''8, Volny
intracelularni DOX (2% z celkového poda-
ného 1éku) je stejnomérné distribuovan mezi
ostatni organely (Golgiho aparat, lysozomy
a mitochondrie) 1. Vétsina studii se priklani
k faktu, Ze se DOX nejvice hromadi v jatrech
v dasledku biotransformace, nelze v§ak opo-
menout vysokou koncentraci v kostni dreni
a bilych krvinkach, kde je na hladina stale
200 — 500x vys$si nez v plasmé. Plasmova
clearence zprostredkovana jatry se pohybuje
v rozmezi 324 — 809 ml/min/m?. Polovina
1é¢iva je vyluCovana zluc¢i obvykle 5 — 7 dni od
pocatku 1écby. Pouze 2 — 15 % léciva je vylou-
¢eno moci po delsi ¢asové periodé, z toho cca
3 9% v mocitvori doxorubicinol. Do 24 hodin je
10 — 20% vylouceno stolici a 50 9% do 150 hodin.

Toxicita doxorubicinu (DOX)
Pouzivani antracyklinti je zatiZzeno celou ra-
dou vedlejsich uc¢inkt jako je nevolnost, zazivaci
potize, ztrata vlasti a poruchy na neurologic-
kém systému 2°. Bohuzel DOX neni specificky
zaméren jen na nadorovou tkan, ale ovliviiuje
rust i jinych typt bunék v téle, coz ma za na-
sledek poruseni spravného fungovani imunit-
niho systému ?'. Nejvyssi riziko predstavuje
kardiotoxicita, ktera je hlavnim divodem
omezeni podavané davky DOX. DOX je odpo-
védny za strukturni zmény kardiomyocyti v
srdci. Geny za to odpovédné nesou oznaceni
BNP a ANP. Pri zvySené expresi téchto gent
dochazi k srdec¢ni hypertrofii. Molekularni
mechanismus této akce zvysuje tvorbu vol-



Konec¢na et al.

nych radikald. Literatura popisuje nejcastéjsi
4 mechanismy vzniku reaktivnich kyslikovych
radikalt (ROS): 1) vznikem semichinonu,
2) aktivace NAD(P)H oxidoreduktazy, 3) neen-
zymatické mechanismy, 4) produkty meta-
bolismu DOX. Blizi-li se zivotni akumulace
DOX 500 mg/m? plochy téla je riziko kardio-
myopatie vyrazne zvyseno a k akutnimu selhani
srdce dochazi az u 20 % pacienti 2.

Azu 40 % pacientti se v priibéhu 1éCby projevi
poruchy jater. Vlivem metabolické a detoxifi-
kacni aktivity jater dochazi k akumulaci DOX
v jatrech. Pti vyssich davkach DOX je vlivem
metabolismu v jatrech zvysena produkce ROS
zpusobujicich poskozeni DNA, peroxidaci lipi-
dd, sniZenivitaminu E a pokles redukovaného
glutathionu. Dale miZe dochazet k aktivaci
IKB kinazy, ktera fosforyluje inhibitory IKK a
tim aktivuje jaderny faktor kB, ktery zptisobi
uvolnéni prozanétlivych cyklinti spoustéjicich
apoptoézu. Toxicita DOX je dale odpovédna za
snizovanihladiny anorganického fosfatu (ADP,
ATP, AMP), které mize vyustit az k patolo-
gickym staviim v hepatocytech. Tento proces
je jednou z hlavnich pti¢in neustalé svalové
a psychické inavy. DOX pitisobi toxicky také
na ledviny, kde zptisobuje tzv. nefrotoxicitu a
proteinurii, vlivem poruseni glomerularnich
podocytii 2. K nefropatii dochazi pti naruseni
normalniho fungovani mitochondrii. To zpu-
sobi, zZe hladina triglyceridi, superoxidaz a
syntéza citratu je zvySena, zatimco je snizeno
mnozstvi vitaminu E a antioxidantti. Nasled-
kem je opét zmeéna struktury nefronti. Na rozdil
od jater, schopnost regenerace ledvin je vyrazné
nizsi, pokud jiz doslo k poskozeni glomerultl.
Poskozeni glomerulti zptisobuje glomerularni
1éze, zanét, tubularni dilataci a také ovliviiuje
kapilarni propustnost %°. U nékterych pacientnl,
vtézkych pripadech, mizZe dochazet k zivazné
infekciv tlustém a slepém streveé, které mohou
byt fatalni.

Liposomy jako nanotransportéry
pro prenos doxorubicinu

Vzhledem k zavazné toxicité cytostatik je
snaha vyvinout specifické systémy podavani
1ékii, které jsou schopny omezit toxicitu 1é¢iva a
cilené dopravit 1é¢ivo do mista nadoru. Pouziti

téchto systémti se stale testuje a zlepSuje, aby
se zvysila selektivita a celkovy ucinek 1éku.
Nejvétsi pozornost je dnes vénovana polymer-
nim nosic¢iim, jako jsou liposomy, hydrogely a
nanocastice. Po¢ate¢ni vyvoj liposomalniho
doxorubicinu ukéazal velikou nad€ji v nové ére
modernilécby, ale také nékteré kritické nedo-
statky. Liposomy vykazovaly rychlé odboura-
vani z ob€hového systému prostrednictvim
retikuloendotelialniho systému 2. Prvni studie
vysvétluji kratky obéhovy cas slozenim a veli-
kosti ¢astic. Postupem c¢asu byly liposomy for-
mulovany tak, aby bylo 1é¢ivo 1épe zapouzdieno
a setrvavalo déle v obéhovém systému a tim se
zvysila jeho ticinnost 2°. Povrch liposomu se pro-
to brzy potahl polyethylenglykolem (PEG) a tim
se vyrazné prodlouzil ¢as cirkulace 1éCiva v téle.
Liposom potazeny PEG se nakonec stal znamy
jako ,,stealth®, z nichZ jedna skupina byla na
trh uvadéna s doxorubicinem 2. Doxorubicin
je zapouzdreny ve vnitfnim prostoru, v gelové
fazi obsahujici 10000 az 15000 pevné balenych
molekul. Primér téchto liposomti musi byt
dostatecné maly, aby byl zajistén jejich prostup
pres sténu krevnich cév v nadoru ?°. Studie na
zvirecich modelech zkoumajici farmakologické
vlastnostiliposomt potazenych PEG ukazaly na
inhibici ristu nadort, zlepseni celkového stavu
organismu a zlepSeni kvality Zivota ve srovnani
s pravidelnou 1é¢bou volnym DOX. Jednou z
hlavnich farmakologickych schopnostiléku je
potlaceni antiapoptickych cest a zesileni apop-
tické aktivity. Distribuc¢niobjem je 31, coz je hod-
nota srovnatelna s hodnotou objemu plasmy.
Rychlost clearence je 33,6 ml/1, narozdil od vol-
ného DOX, ktery vykazuje hodnotu v rozsahu
24 — 73 1/hod/m? 28, Liposomy bez PEG maji
hydrofilni povrch a ten vyrazné snizuje vazbu
liposomu na slozky plazmy. Je duilezité si uve-
domit, Ze 95 % DOX nachazejiciho se v plazmé
je stale uzavieno v liposomu, coz znamena, ze
neni biologicky dostupny. DOX zapouzdieny
v liposomu s PEG ma diky své malé velikosti
(100 nm) velky potencial byt velmi selektivni
k nadoru. Zapouzdireny DOX v liposomu se
hromadiv misté nadoru vice nez samotny DOX.
Neékteré studie vsak poukazujina 4 — 48x vyssi
prostup do jater a kiiZe po pocatecni injekci,
proto tyto castice nejsou jesté stale idealni.
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V jiné praci byly provedeny experimenty na
potkanech, s implantovanym sarkomem, které
ukazuji ze liposomalni DOX s PEG dukladné
pronikl do mozku a zaroven byl Setrny k okol-
ni mozkové tkani, coz je dikazem podstatné
vyhody nad pouZzitim volného DOX %.

Zaveér

Doxorubicin je Siroce vyuZzivané cytostatické
1éc¢ivo aplikované pro Sirokou skalu nadorovych
onemocnéni. I presto, Ze se toto 1é¢ivo v klinické
praxi vyuziva jiz déle nez 30 let, ptiCiny jeho
negativniho efektu podilejiciho se na vzniku
kardiotoxicity nebyly stale zcela objasnény. Z
tohoto diivodu je diilezité vyvinout specifické
systémy podavani 1ékt, které by byly schopny
omezit toxicitu léciva a popripadé cilen€ do-
pravit 1é¢ivo do mista nadoru. Jako nejslibnéjsi
nanotransportér pro prenos lé¢iv se prozatim
jevi liposom. Mezi dalsi latky vyuzité pro po-
dobné ucely mizZeme radit riizné nanocastice
a hydrogely.
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Risks associated with exposure to estrogens and substances with estrogenic
activity and their elimination from water environment.

Estrogenic pollutants are a heterogeneous group of substances, contaminating the water
environment. This group includes endogenous estrogens, naturally producing by organisms,
exogenous estrogens that are contaminating the environment as a consequence of metabolical

degradation and subsequent excretion and also other substances with estrogenic activity that
have broad spectrum of industrial utilization. This work summarizes physiological molecular-
-biological nature of action estrogenic substances, and the pathological effect on the organism,
leading to plenty health complications, such as endocrine disruption or tumorigenesis. There
are also discussed possible ways of degradation of these substances from waste water that

are contaminated by substances with estrogenic potential.
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Uvod

Slouceniny vykazujici estrogenni aktivitu
(nebo také endokrinni disruptory, anglicky
endocrinne disrupting chemicals — EDC) se bézné
vyskytujivodpadnich, aleipovrchovych vodach.
Jedna se o rozsahlou skupinu latek prirodniho,
ale i antropogenniho pavodu (exogenni
polutanty). EPA (Environmental Protection
Agency — Utad pro ochranu Zivotniho prostiedi)
definuje polutanty s estrogenni aktivitou jako
latky, které interferuji se syntézou, sekreci,
transportem, vazbou, i¢inkem nebo rozkladem
prirozenych hormont, jez v téle zodpovidaji za
homeostazu, reprodukci, vyvoj nebo chovani .
Diky neustale se zvysujicim hladindm téchto
latek predevsim ve vodnich ekosystémech jsou
EDC stfedobodem zajmu mnoha vyzkumnych
skupin?. S neustalym rozvojem hospodarskych
a prumyslovych odvétvi je do prostredi
vypousténa cela skala estrogennich polutantti.
Dulezitym producentem jsou také velkochovy
hospodarskych zvitat, v jejichz exkrementech

jsou vylucovany hlavné prirodni estrogeny 3 ¢i
zeny, jejichz moc obsahuje nezmetabolizované
¢i metabolizované, avSak stile estrogenné
aktivni residua kontraceptiv, jejich spottreba
se kazdoroc¢né rapidné zvysuje *> SlouCeniny s
estrogenni aktivitou maji strukturni rysy velmi
podobné estrogennim hormonim a v diisledku
toho jsou schopné je imitovat °.

Prirodni estrogeny jsou diilezité v mnoha
fyziologickych procesech naptiklad ptiiniciaci
transkripce ¢i signalizaci v rozlicnych bunéc-
nych mechanismech. Mezi nejvyznamné;jsi patii
regulace produkce jaternich proteinii, koagu-
lacnich faktorii (antitrombinu, plasminogenu),
lipoprotein triglyceridu (HDL), kortisolu, feo-
melaninu a dalSich ”.

Utinek téchto latek v Zivém organismu je
iniciovan interakci ligandi (estrogenti ¢i jim
podobnych latek) s jadernym receptorovym
systémem (estrogenni receptory o a f — znac-
né€ homologni). Vysledny ligand-receptorovy
komplex interaguje s nukleotidovou sekvenci
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Translokace
—_— s

ding domain — LBD) estrogen-
niho receptoru. Podobné jako
velka ¢ast proteinti tvorenych de
novo, i proteiny formujici estro-
genni receptory podléhaji post
transla¢nim modifikacim — fos-
forylaci, acetylaci, ubikvitinaci
apod., cozovliviuje jejich vysled-
nou aktivitu a stabilitu . Takto
pozmeénény protein muiZe spous-
tét transkripci dals$imi moznymi
mechanismy, mimo jizzminénou
klasickou genomickou cestu, za-
vislou na vazbé ligandu. Mezi né
radimei) tethering, ptikterém se
misto homodimeru estrogennich
receptori tvori heterodimer s ji-

Transkripce

Obr. 1: Receptor (ER) je po kontaktu s ligandem (E2) disociovan z
multiproteinového komplexu s heat shock proteiny (HSP 90). Po
vytvoreni homodimeru dochazi k translokaci do jadra a interakcim
s koregulatory (korepresory - KoR a koaktivatory - KoA) transkrip-
ce. Ta vede k vytvoreni vazby s estrogen responsivnim elementem
(ERE), ktery spousti transkripci mRNA. Nasledna translace dava za

vznik novému proteinu. Volné prepracovano z 8

oznacovanou jako estrogen response element
(ERE). Tim je zahajena transkripce DNA 3.
Obecné schéma aktivace transkripce ligaci
17B-estradiolu (E,) je zndzornéno na Obr. 1.

Ackoliv jsou estrogeny pro kazdy zivy orga-
nismus nezbytné, nadmérna expozice ¢i vy-
staveni organismu syntetickym estrogennim
polutantiim muze vést k rozvoji nezadoucich
zdravotnich ucinki °.

Polutanty s estrogenni aktivitou
Mezi endogenni estrogeny patti zenské po-
hlavni hormony 17p-estradiol, estron a estriol.
Ostatni latky s endokrinni aktivitou, které
nejsou prirozenou soucasti endokrinniho systé-
mu, se oznacuji jak exogenni estrogeny 8. Podle
puavodu je miizeme rozdé€lit na xenoestrogeny,
fytoestrogeny, mykoestrogeny a metaloestro-
geny, kde podezrelym z estrogenni aktivity je
predevsim kadmium, av§ak mechanismy tucin-
ku jsou stale neobjasnény '°. VSechny zminéné
substance maji schopnost tvorit vazbu ligand-
-receptor s ligand-vazajici doménou (ligand bin-

nym transkrip¢nim faktorem *2
aii) ligand-independentni geno-
micky mechanismus, kdy jsou
estrogenni receptory schopny
aktivovat transkripci po fos-
forylaci, iniciované proteiny z
rodiny kinaz 3.

Ikdyz jsou genomické mecha-
nismy latek s estrogenni aktivi-
tou jiz pomérné dobie zmapovany existuji jesté
non-genomické mechanismy, které zustavaji
stale ne zcela objasnény .

Pri nadmérné expozici organismu mohou
estrogeny ligovat také jiné proteiny nez estro-
genni receptory, a to hlavné strukturné velmi
podobné GPER (na G-protein vazané recepto-
ry). Jako nejpravdépodobnéjsi mechanismus
non-genomického ptisobeni estrogennich latek
se jevinasledna iniciace signaliza¢nich kaskad
skrze sekundarni aktivatory, jako je napriklad
cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat) .

Timto mechanismem miize byt jednak akti-
vovana transkripce jinymi transkrip¢nimi fak-
tory (jako nasledek fosforylace epidermalniho
rustového faktoru — EGFR vlivem matrixovych
metaloproteiniz — MMP a interakci s MAPK
— mitogenem aktivovanymi proteinkinazami
¢i PIBK/Akt - fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
3-kin4dzami) nebo muiZe byt pozorovana rychla
fyziologicka odpovéd bunky bez genomického
efektu jako napriklad tvorba oxidu dusnatého
(NO) s naslednym neptiznivym dopadem na
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tkan — napft. rozvoj zanétlivého lozZiska s pro-
lifera¢nim potencialem .

Z obrazku je patrna riiznorodost latek, z niz
také vyplyva jejich rozdilna schopnost potencio-
vat nezadouci u¢inky. Vstup a ptijem estrogent

Me

muZe byt urcen na zakladeé estrogenni-
ho ekvivalentu (EQ). Ten je roven sou-
¢tu koncentraci (EC) latek vynasobeny
jejich estrogenni potenci (EP), ktera se
bézné vztahuje na standard 17B-estra-
diolu ¢i syntetického diethylstilbestrolu

a je vyjadren jako:

EQ= X (EC,x EP)

Pticemz, ¢im nizsi je estrogenni ekvi-

valent (EQ), tim vyssi je schopnost sub-
stance aktivovat nezadouci estrogenni

odpoved 6.

Mezi aktualné nejzavaznéjsi problémy
zpusobené pritomnostilatek s estrogen-
ni aktivitou ve vodnim prostredi patii
disrupce endokrinniho systému a jejich
vliv na rozvoj malignich novotvaru.

Obr. 2: Strukturni vzorce riznych latek s estrogenni aktivi-
tou. (A) 17B-estradiol (E2), patfici do skupiny endogennich
estrogenu. (B) Diethylstilbestrol (DES) ze skupiny syntetic-
kych estrogenti, obsazeny v kontraceptivech. (C) Genistein
a (D) equol ze skupiny fytoestrogent. (E) 1,1,1-trichlor-2,2-
-bis(4-chlorfenyl)ethan (DDT), zakazany pesticid, ktery vsak
stale perzistuje v prostredi. (F) Bisphenol A (BPA), pouzivany

pri vyrobé polykarbonatt

Estrogennilatky ve vodnim prostre-
di a ekologickarizika s nimi spojena

Estrogenni polutanty netcinkuji akutnimi
mechanismy, nybrz chronickou toxicitou pri
dlouhodobé expozici, pricemz hormonalné
ucinné byvaji jiz pti velmi nizkych davkach.
Tyto latky mohou navic ovliviiovat nejen kon-
krétni jedince vystavené jejich piisobeni, ale
také cela spoleCenstva, a to kvuli vyraznym
bioakumula¢nim schopnostem'”. Na Obr. 2
jsou strukturné znazornény zastupci latek s

N7

estrogenni aktivitou pattici do riiznych skupin.

Endokrinni disrupce

Celaradalatek kontaminujicich vodni
prostredi vykazuje potencial negativ-
né ovliviiovat funkce a pohlavni vyvoj
organismu imitovanim ¢i antagonis-
mem efektl hormonti nebo narusovat
mechanismy jejich prirodni syntézy
18, Nizké koncentrace endokrinné di-
sruptivnich latek nemusi zptisobovat skodlivé
efekty Zivoc¢ichtim nejnizsich trofickych trovni,
avSak u predatord, které je lovi, mohou byt
vazna poskozeni neuroendokrinniho systému
pozoroviana 1. Uéinky na endokrinni systém
jedincil jsou natolik rozmanité a zavazné, Ze
se projevujiinadrovni populaci a ekosystému.
Piisobeni endokrinnich disruptori v prostredi
je tedy velmi dtilezitym problémem z hlediska
zachovani stability ekosystému 2°.

Hlavnimi projevy estrogenni aktivity jsou
poruchy pohlavni diferenciace a nasledné po-
hlavniho dimorfismu. Pti sledovani sexualniho
dimorfismu jsou pozorovany zmény ve vyvoji
primarnich i sekundarnich pohlavnich znak.
Popsané formy poruch sexualniho dimorfis-
mu jsou — imposex, intersex a superfemale 2.
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Imposexem je oznacovan jev, kdy se u samice
vyvinuly samiciisamci pohlavniorgany a samci
prerostly ptivodni (neporusené) samici, nebo
obracené. Jev byl jiz pozorovan u vice nez 160
zivoc¢isnych druh. Intersexem je nazyvan jev,
kdy jsou samici organy modifikovany smérem k
samc¢im, nebo obracené, ale ne kompletné. Su-
perfemale se vyznacuje abnormalni az patolo-
gickou velikosti samicich pohlavnich organi 2.
Tyto poruchy mohou zpuisobit sterilitu jedinct
s fatalnimi nasledky pro cely ekosystém, jako
je vymizeni celych populaci.

Poruchy pohlavniho dimorfismu jsou tizce
spojené s vitelogeninem (VTG), coZ je samici
protein — prekurzor vaje¢ného zloutku 2. Vite-
logeneze je tedy zjednodusené proces syntézy
estrogenti (pfedevsim E,). Vytvoreny estradiol
je uvolnovan do krve a transportovan do jater,
kde navazanim na jaderny receptor spousti
transkripci VTG. Ten vstupuje do krve a putuje
do vaje¢niki, kde je transformovan na vajec¢né
proteiny, které slouzi jako zasoba Zivin pro vy-
vijejici se plod. Ackoliv gen pro tvorbu VTG je
pritomen iu samcipopulace, hladina proteinu
je u nich diky velmi nizké hladiné estradiolu
v plazmeé prakticky zanedbateln4, avsak diky
pusobeni latek s estrogenni aktivitou se tato
hladina vyznamné zvysuje 4.

Nejvice zasazené jsou taxonomické skupiny
korysu, ryb a obzvlasté obojzivelnik, kvili zvy-
Sené sensitivité zplisobené schopnostitransder-
malniho pfenosu %. Pokud jsou estrogennim
polutantiim vystaveny larvy obojzZivelnik,
dochazik predcasné metamorfoze, kdy vznikaji
extrémné mali jedinci, neschopni Zivit se vétsi
potravou a s nizkymi energetickymi rezervami,
které vedou k neodvratnému tthynu. Pozorova-
ny jsou také casté malformace koncetin, zpu-
sobené abnormalnim, urychlenym vyvojem 2.

Efekt na proliferaci bunék

Dalsim rizikem spojenym s latkami s estro-
genni aktivitou je rozvoj nadorového bujeni.
Estrogennim latkam je prisuzovano spojeni s
mnoha typy rakovin, jako nadory vaje¢niki 77,
délohy %8, kolorektalnim karcinomem ?°, rako-
vinou endometria 3° ¢i karcinomy prsu 8.

Karcinom prsu je nejcastéjsi malignitou u Zen
a jeho incidence v rozvinutych zemich svéta

stale stoup4. Mortalita v Ceské republice je ve
srovnani se staty zapadni Evropy ¢i Severni
Ameriky stale vysoka. Avsak diky zavedeni
radného mamografického screeningu a sys-
témové adjuvantni 1écby je ale kazdym rokem
snizovana.

Tumory prsu jsou v souc¢asné dobé€ povazova-
ny za genetickou aberaci somatickych bunék,
kterou ziskavaji mnohocetnymi mutacemi v
pribéhu své klonalni expanze a vysledkem je
nekontrolovany invazivni a metastaticky rtst.
Ptes pokroky v genetickém vyzkumu, objeveni
onkogent, tumor supresorovych genti, hormo-
nalnich a rastovych faktort a jejich tlohy v
rizeni proliferace normalni a nadorové tkané
zustava pri¢ina tohoto onemocnéni nejasna.
Karcinom prsu je velmi heterogenni onemoc-
néni a da se predpokladat, ze pri¢ina nebude
jedna3!. Jiz dfive bylo ukazano, Ze estrogeny
mohou potenciovat rozvoj nadorii. Vroce 1932
Lacassagne experimentalné prokazal indukci
nadort mlé¢nych zZlaz kocek po podani es-
tradiol benzoati. O devét let pozdéji Noble a
Collip prokazali spojeni mezi riistem nadort
mlécnych zlaz krys a estrogeny. Po vloZeni pod-
koZnich pelet s estrogeny doslo k rychlému
rozvoji nadorového bujeni 2.

Od roku 1970, kdy byla provedena izolace
bunécné linie MCF-7, odvozené od duktalniho
estrogen receptor pozitivniho adenokarcinomu
prsu 33 bylo provedeno mnoho experimentu,
prokazujicich potencial estrogennich latek ak-
tivovat nekontrolovanou proliferaci a odhaluji-
cich mechanismy tohoto fenoménu.

Bylo dokazano, Ze estrogeny po vazbé s recep-
tory v bunce aktivuji hormon-responzivni geny,
které mohou obsahovat mutace, které vedou k
over-expresi proto-onkogent ¢i down-regulaci
tumor supresoru. Vtakovém pripadé nastavav
tkani nekontrolované bunécné déleni — nador
2, K tomuto datu jiz bylo popsano velké mnoz-
stvi mutaci v genech, zapojenych v signalnich
kaskadach ristovych faktori a bunécného
cyklu jako je p53, fos, myc, myb, cdc25a, A2,
stk15, GATA-3, FOXA-1 ¢i notoricky znamych
tumor supresorti BRCA-1 a BRCA-28.

Postupem ¢asu bylo zjisténo, Ze nejen vazbou
s receptory jsou estrogeny schopné spoustét
nadorové procesy, ale Ze z hlediska chemické-
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Obr. 3: Metabolicka cesta biotransformace estronu (E1) a estradiolu (E2) pomoci
17B-hydroxysteroid oxidoreduktazy (HSD1781). Metabolity vznikajici aktivitou en-
zymu z rodiny Cytochromii P450 tvori adukty s DNA, dal$i transformaci pomoci ka-

techol-O-methyltransferazy (COMT) vznikaji predevsim methoxy-estradioly, které

mohou mit jak pozitivni, tak i negativni vliv na kardiovaskularni systém. Metabolity

mohou byt aktivné eliminovany pomoci sulfatac¢nich (SUTs) a glukuronidacnich en-

zymu (UGTs). Volné prepracovano dle 34

ho mohou estrogeny ¢i spise jejich metabolity
iniciovat kancerogenezi. Estrogeny jsou v téle
hydroxylovany jaternimi enzymy z rodiny cy-
tochromi P450 (CYP) 2B1, 1A a 3A. Hydroxy-
lované derivaty (2- a 4-OH) jsou dale prevadény
na metoxy metabolity vlivem katechol-O-metyl-
trasferazy (COMT) na 2- a 4-metoxy derivaty
(Obr. 3).

Pravé 2- a 4-hydroxy derivaty estrogenti jsou
schopné poskozovat DNA tvorbou depurinuji-
cich aduktn, stejné jako endokrinni disrupto-
ry ze skupiny polyaromatickych uhlovodikni.
Obzvlasté elektrofilni katechol estrogen-3-,
4-chinony generuji ptiinterakci s DNA kritické
mutace, vedoucik rozvoji nadorti *. Toto zjisté-
nivedlo k identifikaci specifickych antioxidan-
tl, které mohou blokovat formaci aduktti diky
jejich chemickym a biochemickym vlastnostem.
Dva z nich N-acetylcystein a resveratrol jsou v
nynéjsi dobé detailné zkoumany jako kandidati
schopni preventivné branit organismus pred
rakovinou nejen prsu .

Zvyseuvedeného je ziejmé, Ze estrogenni lat-
ky hraji zasadni roli pti tumorigenezi. Ackoliv
byly zakladni mechanismy uc¢inku téchto latek
jiZ popsany, stale jesté existuji otazky, které
bude nutno zodpovédét. Syntetické estrogeny
podléhaji metabolické degradacijen velmi téz-
ce.Jak interaguji nezmetabolizované estrogenni

Moznosti eliminace estrogennich
polutantii z vodniho prostredi

Ackoliv 1ze oznacit estrogenni polutanty diky
nizkym koncentracim ve vodach za stopové
znecisténi, jsou z odpadnich vod konven¢nimi
Cistirenskymi procesy odstranovany jen velmi
neuspokojive ¥7.

Eliminace estrogenti z odpadnich vod Ize fesit
konven¢nimi postupy, ale tyto procesy mohou
mit fadu nevyhod, jako jsou vysoké naklady,
¢asove naro¢né postupy nebo vznik toxickych
derivatti. Mezi potencionalné vyuzitelné meto-
dy pro odstranéni estrogennich polutantti z vod
se aktualné radi hlavné sorpce a biodegradace.

Sorpce

Vzhledem k hydrofobnosti latek s estrogen-
nim potencialem se predpoklada, ze vyraznym
faktorem piisniZovani koncentrace ve vodach
muize byt sorpce na suspendované latky nebo
na sedimenty. Obecné plati, Ze ¢im jsou che-
mické latky hydrofobnéjsi, tim vétsi mnozstvi
se kumuluje v pevné fazi 8.

Jako adsorbér s vysokym degrada¢nim po-
tencialem bylo zkoumano predevsim aktivni
uhli, které vynika nizkymi vyrobniminaklady
avysokou mechanickou a chemickou odolnosti.
Vyhodou je také jeho jednoducha degradace.
NejcCastéji je testovano ve forme granuli ¢i pras-
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ku 3%, Problémem vs$ak miiZou byt rozdilné
fyzikalné-chemické vlastnosti EDCs a také
pritomnost jinych hydrofobnich chemikalii
ve vodach, které mohou zabirat vazebna mista
estrogentim. Rozdilné vysledky byly také po-
zorovany prizméné sorpcnich podminek (pH,
teplota, salinita). Pti protonaci molekuly (u vét-
$iny estrogenti pH > 10.4) dochazi k rapidnimu
zefektivnéni sorpce, diky zvyseni elektrosta-
tickych interakci, avsak takto vysoké pH je na
druhou stranu nevyhodné pro dalsi Cistirenské
procesy .. Dobré vysledky byly dosazeny také
s pouzitim uhlikovych nanocastic, predevsim
fullerenti a uhlikovych nanotrubic. Uhlikové
nanomaterialy vykazuji vysokou adsorpc¢ni ka-
pacitu avsak vyrobni cena je ve vétSiné pripada
pro environmentalni aplikace, vyZaduji velké
mnozstvi materialu stale vysoka 4>43,

Z toho davodu je nutné hledat efektivnéjsi
sorp¢ni materialy, které mohou slouzit jako
vyborna platforma pro primarni eliminaci
estrogennich polutantd pred dals$imi Cistiren-
skymi procesy.

Biodegradace

Jako perspektivni nastroj schopny efektivni
biodegradace se jevi predevsim houby bilé hni-
loby, produkujici velké mnozstvi extracelular-
nich enzymu (mangan peroxiddza —MnP,lignin
peroxidaza — LiP nebo laktaza — Lac), ucast-
nicich se biodegradacnich procesti EDCs 4.

Popsana byla i degradace nonylfenolu né-
kolika bakterialnimi kulturami, a to prede-
v$im Sphingomonas xenophaga, Sphingomonas
cloacae a Sphingobium amense. Tyty bakterie
metabolizuji aromatickou ¢ast molekuly na
odpovidajici C9 alkoholy *°. U bakterii izolo-
vanych z aktivovaného kalu COV (predevsim
Sphingomonas sp., Pseudomonas paucimobilis)
byla identifikovana schopnost biodegradace
bisfenolu A. Za aerobnich podminek degraduji
BPA na 4-hydroxybenzoovou kyselinu a 4-hyd-
roxyacetofenon “6. Kritick4 je pravdépodobné
pritomnost enzymti z rodiny cytochromi P450,
nicméné degradacni produkty mohou vykazo-
vat toxické ¢i endokrinné disruptivnivlastnosti,
a proto jsou stale hledany vhodné mikroorga-
nismy, jako tieba zelené tasy Chlorella fusca,
Chlorococcum sp. ¢i Scenedesmus sp., u kterych

byl degradacni potencial také identifikovan 4.
Bohuzel, antropogenni slouceniny maji casto
substituenty a strukturalni vlastnosti, které se
lisi od ptirodnich produktti ¢ a mikroorgani-
smy nemusi mit vyvinuty enzymy, které jsou
schopny tyto chemické struktury odstranit.
Pro eliminacilatek s estrogennimi vlastnost-
mi bude nutné vyvinout vicekrokovy systém,
slozeny z jejich adsorpce a nasledné degradace
pomoci mikroorganismii. Potencionalné mo-
hou byt pouzity i dal$i metody jako napriklad
fotodegradace, nicméné u té byla prokazana jen
nizka schopnost eliminace a doposud o pouziti
této metody neexistuje prili§ mnoho informaci.

Zaveér

Estrogenni polutanty tvori velmi heterogen-
ni skupinu latek. Neustalé zvySovani jejich
koncentraci v prostiedi vede k ekologickym
problémuiim, kterym je nyni lidstvo nuceno
Celit. Nezadouci efekt na ekosystém, zptisobeny
feminizaci populace organismi, obyvajicich
vodni prostiredi mizZe v budoucnosti vést k vy-
mirani druht na celé trofické tirovni. Neméné
problematicky je také vliv estrogennich latek
na rozvoj malignich novotvarit. Pfi zvySeném
prijmu téchto latek z pitné vody dochazik na-
rustu incidence nadorovych onemocnéni. Proto
je nutné rozvijet Cistirenské procesy, které mo-
hou estrogeny z odpadnich vod eliminovat. Z
fyzikalné-chemické povahy téchto latek bude
vyvoj novych Cistirenskych metod problema-
ticky a nyni neni zcela jasné, které procesy
budou pro toto vyuzity. A¢koliv nékteré z nich
vykazuji relativné dobré vysledky, heterogeni-
ta téchto kontaminantti zdsadné komplikuje
celou situaci.
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Electrochemical study of flavonoids in wine

Many studies have already proven the positive effects of flavonoids on organisms.
There are many plants which content important amounts of these secondary me-
tabolites in their bodies, one of those being certainly vine (Vitis vinifera). The con-

sumption of wine products is very popular all over the world and it is also connected
with the health beneficial effects that it provides. Red wines content more flavonoids
then other white or rosé varieties. It is mainly the consequence of the winemaking
process during which the grape skin is either removed of left to release its secondary
metabolite content, in case of the red and partially the rosé varieties .

Prijato k publikovani: 20.6.2014
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Uvod

Vinna réva (Vitis vinifera) patii mezi nejdé-
le péstované a jednoznacné nejpopularnéjsi
kulturni plodiny na svété. Jeji oblibenost je
spojena predevsim s vyrobou a konzumaci
vina, ale v mensi mife i s pfimou konzumaci
hroznu diky obsahu vitaminu C, E, fenoliim a
karotenoidiim'. Spotfeba vina celosvétove rok
od roku roste, at uz tento trend pripisujeme
védecky prokiazanému pozitivnimu vlivu jeho
konzumace nalidsky organismus nebo stale se
rozvijejici ekonomice. Dle Ceského statistické-
ho titadu se v Ceské republice v roce 2004 vypilo
16,5 litrti vina na osobu, kdezto vroce 2012 se
jeho objem zvedl na 19,8 litrti 2. Hrozny obecné
obsahuji mnoho kvalitnich fenolickych latek
majicich pozitivni vliv na lidsky organismus.
Mezi nejznaméjsi patti anthokyany, flavono-
ly a stilbeny, jez zaroven hraji roli v kone¢né
kvalité vina 3.

Obecna charakteristika flavonoidu

Flavonoidy jsou rostlinné pigmenty, neboli
produkty sekundarniho metabolismu, které je
mozno najit ve vice nez 6000 rostlinach 4, kde
plnirtiznorodé funkce. Ve vychodnim Oregonu
v USA se podarilo uskutec¢nit nalez flavonol

a flavonu ve fosiliich z obdobi miocénu, tzn.
pred 25 - 17 miliony let. Lze tak usuzovat, Ze
schopnost syntézy flavont je velice starobylym
znakem pochazejicim z doby, kdy rostliny za-
Caly osidlovat sous °.

Diky ochranné funkcilze vétSinu flavonoidi
klasifikovat jako fytoalexiny °. Po ozafeni prud-
kym svétlem nebo UV se za¢nou syntetizovat
anthokyany, flavony a isoflavonoidy. P#i ptiso-
beni patogenti pak isoflavony a flavanoly. An-
thokyany chrani pfed chladem a nedostatkem
fosforu, malo dusiku kompenzuji flavonoidy a
isoflavonoidy. Obsah kyseliny fenolové se zvysi
pri pofezani a pri nedostatku Zeleza. Dalsi vy-
znamnou funkci flavonoidii je zatraktivnéni
rostliny pro opylovace, jsou semennymi vektory
a signalizaci mezi rostlinami “. Flavonoidy se
syntetizuji z aminokyseliny fenylalaninu pres
fenylpropanoidovou drahu za ticasti t¥i molekul
malonyl-CoA. V prvnim kroku je nezbytna pti-
tomnost chalkon syntazy, ktera zavisi na enzy-
matické aktivité a transkripci. Dale ji ovliviiuji i
okolnivlivy, jako mnozstvi slune¢niho zatfeni’.

Vznika tak bud primo nebo dal$imi reakcemi
zakladni flavonoid flavanon, z néhoz se diferen-
cuje Sest podskupin (Tab. 1), jez Ize klasifikovat
dle stupné oxidace 58,
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SKUPINA PRIKLAD ZDROJ]

Lilek,
Anthoky- Kyanidin, ostruzina,
anidy Pelargonidin, bortivka,
Peonidin cerny rybiz
Katechin, Cokolada,
Flavanoly Epikatechin, zeleny caj,
Epigallo- fazole, tresné
katechin
Hesperidin, Pomerancovy,
Flavanony Naringenin, grepovy,
Eriodictyol citronovy dzus
Quercertin, Cibule, jablka,
Flavonoly Kaempferol, | kapusta, porek
Myricetin
Flavony Apigenin, Pazitka, celer,
Luteolin paprika
Genistein,
Isoflavony Daidzein, Séja
Glycitein

Tab. 1: Prehled zakladnich skupin flavonoidii
(ptrepracovano podle °)

Role flavonoidu v organismech
Anthokyany lze najit napti¢ celym rostlin-
nym spektrem. Patii mezi nejvétsi skupinu
rostlinnych pigmentii rozpustnou ve vodé.
Jejich barva zavisi na pH, v kyselém prostredi
bude Cervena, v zasaditém zase modra 1,
Role anthokyani v rostliné je velice rozmanita,
chrani pred slune¢nimi paprsky, UV zafenim a
patogeny. Interakci s volnymi radikaly snizuji
oxidativni stres a svoji pigmentaci pomahaji
lakat opylovace a semenné prenasece 6. Dale
se vyuzivaji jako indikatory odriidové pravosti
vina 3. Také jejich pritomnost v lidské vyziveé
prinasi mnoho vyhod, jako napriklad antioxi-
dacni vlastnosti, ochranu nervové soustavy,
prevenci proti kardiovaskularnimu onemoc-
néni a vzniku nékterych druhii rakoviny nebo
redukci vzniku cukrovky °. V rostlinné bun-

ce jsou veskeré anthokyany sousttfedény do
vakuoly, kde se mohou bud volné pohybovat,
nebo jsou soucasti tonoplastu 2. Pokud se za-
meérime na hrozny, pak na trovni celych bobuli
se akumuluji ve slupce, vyjimecné u nékterych
variet i v duzniné 3. Kone¢né mnozstvi antho-
kyanu ve viné tak zalezi na zpisobu macerace
a na jeji délce, protoze k vylouhovani je zapo-
tiebi rozrusit pevnou buné¢nou sténu a tono-
plast, ¢imz je umoznéno pigmentim prejit do
roztoku'. Starnutim vina se ovSem obsah
anthokyant snizuje a predpoklada se, ze in-
terakci s kyselinou hroznovou vznika pigment
vitisin'®. I pres slozitou syntézu v rostlinné burice
je vstrebavani anthokyant v téle Zivocichil veli-
cerychlym procesem. Svého maxima v krevnim
obéhu dosahuji po 15 az 20 minutach po kon-
zumaci, coZ dokazuje absorpci jejich glykosidii
burnikamiZaludec¢ni stény, narozdil od ostatnich
flavonoid, které jsou vstrebavany predevsim
v tenkém streve %17 Nicméné jejich realné vy-
uziti je velice malé, protoze vice nez 99% je
vylouceno v nezménéné forme z t€la moci 8.

Flavanoly, jako bezbarvé rostlinné pigmenty
jsou pritomny ve vétsin€ vyssich rostlin'®, jme-
novité Ize uvést napt. rod Camellia (Cajovnik),
Theobroma (kakaovnik) a Vitis vinifera (réva
vinna) %. Svymi funkcemi se velice podobaji an-
thokyantim. Vykazuji pozitivni vliv v prevenci
kardiovaskularniho onemocnéni 2.

Flavanony jsou bezbarvé nebo svétle zluté
pigmenty??, jsou nejhojnéji zastoupené fenoly
v citrusech, kde zptisobuji hotkou chut téch-
to plodii. Kromé vyse zminénych spolec¢nych
vlastnosti pro flavonoidy (antioxidac¢ni aktivita,
ochrana kardiovaskularniho systému, proti-
zanétlivy uc¢inek) 23, byl pozorovan pozitivni
vliv herperidinu a naringeninu na zpomaleni
rozvoje nadoru 24

Flavonoly jsou to zluté kopigmenty anthokya-
nu, které pomahaji stabilizovat jeho vyslednou
barvu 7?2, Jejich obsah roste s dobou vystaveni
slune¢nimu zareni ?°. Flavonol isoquercitrin se
jevijakoidealni kandidat na ochranu nervového
systému. Poruchy nervového systému mohou
vést k Parkinsonoveé chorobé 2.

Flavony je mozno charakterizovat jako zluta,
v tucich nerozpustna rostlinna barviva, ktera
jsou pritomna ve vice nez 70 riiznych rodech.
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Vyskytuji se v celé rostliné, na rozdil od jejich
glykosidi, u kterych formace zavisi predevsim
na svétle, proto se nachazeji hlavné v listech,
méneé v podzemnich ¢astech 1625,

Isoflavony jsou bezbarvy druh flavonoidd, je-
jichz vyskyt a i¢inky jsou nejlépe prozkoumany
u séji (Glycine sp.) ?’, kde maji za kol indukovat
geny vyvolavajici tvorbu hlizek rodem Bradyrhi-
zobium ?8. Lze je zaradit mezi fytoestrogeny pro
jejich estrogenni nebo Casté€jsi antiestrogenni
ucinky. Tyto pigmenty se ukazaly jako dobra
alternativa nejen pro symptomy béhem meno-
pauzy, ale také jako ochrana kardiovaskularni-
ho systému %°. Pro 1é¢bu osteoporozy lze taktéz
vyuzit syntetického ipriflavonu postradajiciho
estrogenni aktivitu 3°.

Zaveér

Flavonoidy, nebo bioflavonoidy jsou znamé
zejména pro své antioxidacni ptisobeni a po-
skytuji ochranu lidskému organismu proti vol-
nym radikaliim. Nejcastéji je problematika
prospésnosti flavonoidd zminovana u vina,
kde jsou obsazZeny ve vyssich koncentracich.
Cerven4 vina obecné obsahuji v priiméru vice
flavonoidt nez vina bila ¢i rizova. Koncentrace
téchto latek je u Cervenych vin nékolikanasobné
vy$si nez v bilych vinech. Vyssi obsahy flavo-
noidd v ¢erveném viné z né€j délaji vino zdravi
prospésnéjsi, konzumace vina je pak pozitivni
zejména pro osoby se srde¢nimi obtizeminebo
priregeneraci cév.

Tato prdce byla financovdna ze zdrojii SIX
CZ.1.05/2.1.00/03.0072.

The authors declare they have no potential
conflicts of interests concerning drugs, pro-
ducts, services or another research outputs in
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Electrochemical analysis of resveratrol in wine
Previously, it has been proved that resveratrol exhibits beneficial effect towards human
health, maily due to its antioxidant attributes. Naturally, resveratrol occurs in its trans- form

and is contained in plenty of plants, but the highest levels were determined in grapevine (Vitis
vinifera L.). Thus, a wine contains negligible amounts of this attractive substance and con-
sumption of a wine in appropriate quantity provides advantageous effects on the human body.

Prijato k publikovani: 20. 6. 2014

Klicova slova: polyfenoly; resveratrol; vinna réva;

Uvod

Cetné epidemiologické studie provedené v
mnoha zemich naznacuji, Ze strava bohata
na antioxidanty zpomaluje proces starnuti a
snizuje riziko rtznych civiliza¢nich a jinych
onemocnéni, naptriklad kardiovaskularnich
chorob, rakoviny, revmatoidni artritidy,
onemocnéni plic, Sedého zakalu, Parkin-
sonovy nebo Alzheimerovy choroby nebo
aterosklerozy 2. Predpoklada se, Ze slouceni-
nami, které jsou ve velké mire zodpovédné za
tyto ochranné ucinky, jsou polyfenoly, mezi
které se radi i resveratrol. Jejich aktivita se
projevuje schopnosti redukovat reaktivni formy
kysliku (ROS — reactive oxygen species) jako
jsou hydroxyly, peroxidové radikaly a dalsi 3.
Tyto diskutované slouceniny inhibuji aktivitu
enzymu a tvori komplexy s kovy, které kataly-
zuji oxidacni reakce. Jak ukazuje klinicky vy-
zkum, biologicka dostupnost téchto prirozené
se vyskytujicich sloucenin je oproti lékovym
formam zdravotné vyrazné prinosné;jsi *. Nej-
vice studované zdroje prirodnich antioxidantti
jsou ovoce, zelenina, obiloviny, jahody, vino,
Caj, cibule, olivovy olej a aromatické rostliny °.

Polyfenoly v bobulovém ovoci
Bobulové ovoce, jako naptiklad bortvky (Va-

ccinium myrtillus), ostruziny (Rubus fruticosus),

Cerny rybiz (Ribes nigrum), kanadské boruvky

(Vaccinium corymbosum), arénie (Aronia mela-
nocarpa), brusinky (Vaccinium macrocarpon),
maliny (Rubus idaeus), jahody (Fragaria vesca)
a hroznové vino (Vitis vinifera), jsou mimo-
radné€ bohatym zdrojem biologicky aktivnich
latek, zejména fenolickych sloucenin 7. Jejich
koncentrace je obvykle vyssi v epidermis a v
tkani bezprostfedné pod ni, nez ve stredni
¢asti plodu”.

Réva vinna (Vitis vinifera L.) hromadi v pri-
béhu zrani velka mnozstvi riznych fenolickych
sloucenin v epidermalni tkani, zatimco jejich
prekurzory a meziprodukty jsou pfitomné v
celém plodu. Také je charakteristicka syntézou
velmi vysokého poctu flavonoidii, které jsou
odpovédné za barvu, chut a nutri¢cni hodnotu
plodii. Kromeé toho flavonoidy ovliviiuji kvalitu
vina a jeho uchovavani 8. Obsah fenolickych
latek v bobulich je dan mnoha faktory, jako
je druh, odrtida, zptisoby a podminky pésto-
vani, region, klimatické faktory, zralost, doba
sklizn€, agrotechnické zpracovani, poskliziiové
upravy, doba a podminky skladovani .

Resveratrol (3,5,4 - trans — trihydroxystilben),
jehoz strukturni vzorec je znazornén na Obr.
1, je latka produkovana rostlinami zejména v
priibéhu mykotické infekce a pti neptiznivych
podminkach prostredi, jako je napriklad UV
zareni, a nizké teploty °. Je vytvaren konstitu-
tivné nebo se hromadi jako fytoalexin u né-
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kolika rostlinnych druht °. Bobule hromadi
stilbeny v exokarpu jako cis- a trans- izomery
resveratrolu. 1. Obé formy (cis- i trans-) mohou
byt vazany na molekuly glukézy. V hroznech je
nejhojnéjsi glykosilatova forma 2.

OH

Obrazek 1: Strukturni vzorec resveratrolu

Nejvyssi hladiny prirozené se vyskytujiciho
resveratrolu se nachazi v kofenech kridlatky
zdrojem resveratrolu jsou v§ak pravdépodobné
hrozny révy vinné (Vitis vinifera), respektive je-
jich slupky 3. Malé mnozZstvi trans-resveratrolu
bylo nalezeno také v bortivkach, brusinkach,
Cerveném rybizu a jahodach .

Resveratrol se stal nejvice studovanou fe-
nolovou slou¢eninou ve viné€ kvuli svym pii-
znivym vlastnostem na lidsky organismus.
Chranineurony a astrocyty u neurologickych
aneurogenerativnich onemocnéni, jako je epi-
lepsie a mrtvice, Alzheimerova a Parkinsonova
choroba 4. Ma také kardioprotektivni, anti-
oxidacni, antidiabetické, antikancerogenni, a
neuroprotektivni ucinky.

Dvéma hlavnimi metabolity resveratrolu jsou
resveratrol-4 -sulfat (RES-S) (Obr. 2A) a re-
sveratrol-3-O-B-D-glukuronid (RES-G) (Obr.
2B). Oba maji zakladni strukturni podobnost
s resveratrolem, jejich uc¢inky na proliferaci
bunék vSak nebyly dostate¢né prozkoumany 5.

OH
g
OH
3
)”/"o

4

Obrazek 2:
Strukturni vzorce (A) resveratrol-4-sulfatu a
(B) resveratrol-3-O-B-D-glukuronidu

Enzym resveratrol syntaza katalyzuje tvorbu
resveratrolu z jedné molekuly hydroxycinna-
moyl-CoA a tfech molekul malonyl CoA. Hrozny
obsahuji v mezokarpu i exokarpu navic jesté
kyselinu galovou, chlorogenovou, vinnou, ka-
vovou, ferulovou a také estery glukozy kyseliny
p-kumarové a ferulové. Vrostlinach mohou tyto
estery glukozy slouzit jako aktivované mezipro-
dukty pribiosyntéze dalsich fenolickych latek *°.

Zaveér

Obecné plati, Ze mnozstviresveratrolu byvau
Cervenych vin vys$sinez u vin bilych. Z toho také
usuzujeme, ze cervené vino je pro zdravi pro-
spé€snéjsi. Zaroven je dokazano, Ze resveratrol
se vyskytuje mnohem vice ve slupkach bobuli
nezv duziné. Rtizova vina se vyrabi z Cervenych
odrud tak, Ze slupky po drceni odstranime po
nékolika malo dnech, jesté nez zac¢nou kvasit.
Z toho tedy miiZeme odvodit, Ze mnozstvi re-
sveratrolu u rtizové odridy je mensi, protoze
most poté kvasi jiz bez slupek a nestihne se z
nich tak vyloucit takové mnozstvi latek jako u
¢ervenych vin.
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Optimization of multiplex PCR

Multiplex PCR is one of the many variants routinely performed by polymerase
chain reaction (PCR). Its advantage is especially rapid detection of a large number
of products in one reaction using multiple primer sets. Optimization of the multiplex

PCR protocol is important also for genes of metallothionein isoforms, so that we can
carry out the amplification of more than one DNA sequence. Necessary part of this
proces is the adjustments in temperature during the reaction steps and also inter-
vention with the changes in the concentration of individual reagents and different

combinations or the amount of each primer.

Prijato k publikovani: 20.6.2014

Klicova slova: metalothionein, multiplex PCR, protokol multiplex PCR

Uvod

Multiplex PCR je jednou z mnoha variant
rutinné provadéné polymerazové retézové re-
akce (PCR). Jeji prednosti je predevsim rychla
detekce velkého poctu produktiivjedné reakci
za pouziti nékolika sad primerii. A¢koliv prin-
cip reakce samotné se nelisi od standardniho
protokolu PCR, spravné a efektivni pouziti
metody v§ak vyZaduje jeji diikladné planovani.

Predmétem nasi prace byla optimalizace
protokolu multiplex PCR pro geny isoforem
metalothioneinu, tak abychom mohli provadét
amplifikaci vice nez jedné sekvence DNA.

Polymerazova retézova reakce
Polymerazova retézova reakce (PCR) byla
vyvinuta v roce 1983 doktorem Kary B. Mulli-
sem, v biotechnologické firmé Cetus Corpora-
tion (Emeryvill, Kalifornie, USA). V roce 1993
byla Kary B. Mullisovi udélena Nobelova cena
za chemii za tento diilezity objev, ktery zpu-
sobil naprostou revoluci na poli molekularni
biologie . Metoda je diky svému charakteru
velmi $iroce uplatnitelnd v mnoha védeckych
disciplinach, napft. ve forenzni medicin€, krimi-
nalistice, biotechnolickych aplikacich, prental-
nidiagnostice, a stala se rutinni procedurouiv

mnoha dal$ich odvétvich. Jeji vyuziti je mozné
pravé diky citlivosti a presnosti, kdy dokaze
odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku 2.
Zakladnim principem metody je zmnozeni
nukleovych kyselin nebo jejich ¢asti. Celou
metodu Ize rozdélit do nékolika dil¢ich krokti.
Prvnim z nich je denaturace. V tomto kroku
se DNA po dobu 30 sekund zahftiva na teplo-
tu 94-98°C, nebot pri této teploté dochazi k
rozvolnéni DNA dvousroubovice vlivem po-
rusenivodikovych mustki®. Vzniknou tak dveé
samostatna vlakna DNA, zvana templatova,
na ktera mohou v dalsim kroku (annealing)
nasednout primery, coz jsou kratké useky
DNA o velikosti oligonukleotida (nejcastéji
18-25 bp), které jsou komplementarni k tem-
platové DNA. Teplota je nasledné sniZena na
50-65°C, dle teploty tani konkrétnich primerti *.
Aby PCR spravné probé€hla, je potteba pro kaz-
dou reakci navrhnout specifické primery, nebot
tyto primery jsou navrhovany vzdy pro urcity
usek vtemplatové DNA. Kdyby totiz nasedaly i
na jiné useky, nebyla by amplifikace efektivni,
jinak feceno vznikaly by nespecifické produkty.
V dalsim kroku (elongace, neboli prodluzovani)
se pak od primeru F (foward) nebo R (reverse)
zaclina syntetizovat komplementarni vlakno
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(od 3“konce primeru). Poté nasleduje posledni
krok — terminace — kdy dochazi k pripadné-
mu dosyntetizovani nukleotidii na templatova
vlakna. Takto jsme z templatové DNA ziskali
2 molekuly DNA, které se daji v dalsim cyklu
rozlozit znovu na templatovou DNA a cely cy-
klus se zopakuje. Timto nam po opakovanych
cyklech vznikaji produkty, slouzici zaroven jako
templaty pro dalsi cyklus. Teoreticky vytézek
se po 30-35 cyklech muize pohybovat kolem
1 miliardy molekul DNA 5.

Kromeé standardniho protokolu PCR se v
prubéhu let objevilo mnozstvi jeho variant.
Jedny z nejvice pouzivanych metod jsou PCR
vrealném case (real-time PCR, qPCR) ¢, kdy za
pritomnosti sondy mizeme sledovat prirdst-
ky pozadovaného produku reakce, reverzné
transkripéni PCR (reverse transcription PCR,
RT-PCR) 7, slouzici jako velice citlivy a vykon-
ny nastroj pro detekci a kvantifikaci exprese
mRNA, Touchdown PCR (TD-PCR) 8, ktera
diky temperovani vede ke sniZeni nespecifické
amplifikace, Nested PCR s vyuzitim dvou sad
primerti a mnoho dalsich.

Multiplex PCR

Je modifikace PCR, ve které amplifikujeme
dvé ¢i vice sekvenci DNA. Tato PCR se sklada
ze stejnych krokti jako konven¢ni PCR, kromé
toho, Ze je v kazdé reakci pouzito nékolik sad
primerti. Mnohocetna PCR vyzaduje méné ¢asu
a usili pri amplifikaci n€kolika cilovych tiseki
neZz pri uniplex PCR. Prestoze multiplex PCR
poskytuje potencialni tisporu ¢asu, protoze
umoznuje soucasné detekci nékolika cil, k
ziskani v§ech produkti je potieba vyznamné
optimalizace pro dosazZeni stejné ti¢innosti a
citlivosti. Proto musi byt dodrzovana opatie-
ni pfi navrhovani primeri, aby nedochazelo
k negativnim interakcim, a je tfeba peclivé
stanovit nejlepsi pomér koncentraci jednotli-
vych primerti a reagencii®. Primery, které jsou
pouzity pri multiplex PCR, nesmi byt vzajemné
komplementarni, mély by mit podobnou teplotu
hybridizace a délka produkti namnozZenych
vybranymi primery by méla byt odlisitelna
pri separaci na elektroforéze. Nicméné velké
rozdily ve velikostech produktii nejsou Zadou-

NrXs

krats$ich useku a delsi fragmenty se nemusi
amplifikovat viibec. Poprvé tuto metodu po-
psal Chamberlain vroce 1988. Poté se metoda
uspésné aplikovala pti testovani delect, ¢i jinych
riznych mutaci DNA °, dale pak u RT-PCR "
avyuziti nasla také pri odhalovani infek¢nich
nemoci zptuisobenych viry >3, bakteriemi * a
parazity *°.

Metalothionein

Metalothioneiny tvori skupinu intracelu-
larnich proteinii bohatych na cystein o nizké
molekulové hmotnosti, objevenou roku 1957 v
koriské sleziné 1, jejichz exprese a indukce je
spojovana s ochranou proti poskozeni DNA, oxi-
dativnimu stresu a apoptdze. Mnoho vyzkumii
vSak doklada vysledky o tom, Ze miiZeme po-
zorovat zvySenou expresi MT v mnoha typech
tumori, napriklad prsu, tlustého stieva, ledvin,
jater, plic, nosohltanu, vaje¢nikii, prostaty, slin-
né zlazy, varlat, stitné zlazy a mocového mé-
chyte 7. Vyskyt byl zaznamenan jak u bakterii,
tak u kvasinek, hub, rostlin a zvirat a jedna se
intracelularnich proteini v eukaryotickych
burikach. Skladaji se z 61-62 aminokyselin a
dvou globularnich domén. 20 cysteintivkazdé
molekule je schopno vazat sedm zine¢natych
nebo kademnatych iont1, pripadné az 12 iontt
meédi. U savct jsou znamy 4 izoformy. MT-1 a
MT-2 se nachaziu savci ve vSech tkanich, s nej-
indukovana vnéjsimi faktory, jakymi jsou prave
tézké kovy a oxidativni stres. Rychlost prrepisu
téchto gent je velmi zvysena pfi oxidativnim
stresu, zanétu a za pritomnosti zinku nebo
kadmia. MT zde pracuje jako velmi vykonny
zhasec hydroxylovych radikall a je schopen
nahradit funkci superoxiddismutazy 8. MT-3 a
MT-4 jsou omezeny na urcita mista, kdy MT-3 je
exprimovan prevazné v mozku a nervové tkani
a MT-4 v epitelialnich bunkach pokozky 2°,

Zaveér

Navrzeni a optimalizace multiplex PCR proto-
kolu pro geny riiznych forem metalothioneinu,
kdy je vytvorena vhodna kombinace primerti a
také zmeéna koncentraci jednotlivych reagencii
PCR Kkitu, je vhodna pro paralelni detekci Ctyr
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isoforem metalothioneinu. Diky tomu se usnad-
ni prace, usetti cas (opakovani PCR) a finan¢ni
prostiedky (mnozZstvi PCR kitu na kazdou
reakci). Zaroven dochazi ke zvyseni efektivity
procesu, nebot omezime chybu lidského fak-
toru z hlediska uspésné detekce danych gent
pro ruzné isoformy metalothioneinu béhem

jediné reakce.

Optimalizace Multiplex PCR

The authors declare they have no potential
conflicts of interests concerning drugs, pro-
ducts, services or another research outputs in
this study.

The Editorial Board declares that the ma-
nuscript met the ICMJE ,uniform reguire-
ments“ for biomedical papers.

Protokol Multiplex PCR

Krok 1: V¥bér sekvence primeru

Obsah GC = 30-60%

20 bp nebo delsi

Gelova separace amplifikovanych produkti

—>

Krok 3: PCR pro individualni lokusy
Amplifikace viech jednotlivich genti za
stejnych podminek

Prizplisobit pouze podminky cyklovani

Krok 2: Ovéieni nasedini primeru

Krok 4: Multiplex PCR, ekvimolarni

A)  Viechny produkty jsou slabé

a)  Zvyseni casu extenze

b)  SniZeni teploty extenze na 62-68°C
¢)  SniZeni teploty annealingu po 2°C
d)  Prizpusobit Tag polymerizu

e) Kombinace viech

C) Dlouhé produkty jsou slabé

a) Zvyseni Casu extenze

b) Zvyieni teploty annealingu a/nebo elongace

¢) Zvyeni mnoZstvi primeru pro slaby lokus

d) SniZeni koncentrace pufiru na 0,7-0,8x, ale
dodrzet koncentraci MgCl, 1.5-2mM

e) Kombinace viech

Kazdy s kazdym primer mix ¢
Programem BLAST 0.1-0.4 pM kazdého primeru

Pouzit program z kroku 3
Krok 5:

B) Kritké produkty jsou slabé

a)  Zvysit koncentraci pufru z 1x na 1.4-2x

b)  SniZeni teploty annealingu nebo/a elongace
¢)  Zvysit mnozstvi primeru pro slaby lokus
d)  Kombinace viech

D) Nespecifické produkty

a) Dlouhé: zvysit koncentraci pufru 1.4-2x

b) Kratky: snizit koncentraci pufru 0,7-0,9x

¢) Zvysit postupné tepltou annealingu

d) Snizit mnozstvi vzorku a enzymu

e) Zvysit MgCl, 3, 6,9 a 12 mM, ale
koncentrace dNTP dodrzet na 200 uM

f) Kombinace viech

E) Zadna z vy$e uvedenych moznosti

a)  PouZiti BSA (0,1-0,8 pg/ul)

b)  PouZiti 5% DMSO nebo glycerol

¢)  Zkontrolovat, zda nedochazi k interakcim
mezi primery navzajem

d)  Zménit roztoky, pouzit erstvé ANTP

Obrazek 1: Protokol optimalizace multiplex PCR.
Upraveno podle *

Tato prdce byla financovdna ze zdrojii SIX
CZ.1.05/2.1.00/03.0072.
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Identification of microorganisms using MALDI-TOF MS

One of the possible usages of MALDI-TOF MS is identification of microorganisms. It is
highly accurate and faster than other methods and suitable for a large area of microorganisms.
But unfortunately cannot reliably differentiate some closely related species. Often, it is

possible to detect pathogenic organisms and use their accurate determination for monitoring
environment, food processing or clinical diagnostics. Data obtained from mass spectra are
compared with library of microorganisms and result of this was agreement or disagreement

of microorganisms with specific spectrum.

Prijato k publikovani: 20.6.2014

Klic¢ova slova: identifikace bakterii, MALDI-TOF MS, mikroorganismy

Uvod

Identifikace mikroorganismii pomoci metody
MALDI-TOF MS (hmotnostni spektrometrie s
laserovou desorpci aionizaci za Gi¢asti matrice
s pruletovym analyzatorem: Matrix—Assisted
Laser Desorption/Ionization Time of Flight
mass spectrometry) je vysoce piresnd, aplikova-
telna pro Siroké spektrum mikroorganismii a
mnohem rychlejsi ve srovnani s tradicnimi me-
todami . Dosavadniznalosti a vysledky pokusti
provedenych pomoci MALDI-TOF MS dokazuji
schopnost rozlisit bakterie ¢i jiné mikroorgani-
smy na rodové, druhové a ¢asto i na kmenové
arovni?3. Jejich presné stanoveni muize slouzit
pro monitoring Zivotniho prostiedi, zpracovani
potravin, ochranu verejného zdravi ¢i klinickou
diagnostiku, kde je dulezité zjisténi pritomnosti
patogennich organismu +7.

Hmotnostni spektrometrie

Na pocatku hmotnostni spektrometrie stal
J. J. Thomson, ktery zacilil proud castic ioni-
zovaného neonu pres magnetické a elektrické
pole, umisténim fotografické desky v proudu
iontd neonu zmétil jejich odchylku. Pozoroval
dvé svételné stopy na fotografické desce, pro
které navrhl dvé odlisné odchylky parabol.

Thomson dosel k zavéru, Ze neonovy plyn byl
slozen z atomu s riznym nukleonovym ¢islem
(**Ne a 22Ne)?. Teoretické zaklady hmotnost-
ni spektrometrie polozil J. J. Thomson roku
1913°. O nékolik let pozdé€ji F. W. Aston sestrojil
prvni moderni hmotnostni spektrometr, ktery
je zaloZen na separaci iont1 v silném magnetic-
kém poli permanentniho magnetu tzv. mag-
netického selektoru’. Pomoci hmotnostniho
spektrometru identifikoval 212 z 287 prirozené
se vyskytujicich izotop1i, za coz ziskal v roce
1922 Nobelovu cenu za chemii .

MALDI TOF-MS

Na Obr. 1 je uvedeno jednoduché schéma
MALDI-TOF. Na krystaly matrice se vzorkem
je aplikovano laserové zateni, které zptisobi
desorpci molekul matrice spolu s molekula-
mi vzorku a zaroven dojde k ionizaci molekul
vzorku predanim H* od molekul matrice. Poté
je aplikovano extrak¢ni napéti mezi MALDI
desticku a vstupni §té€rbinu priiletového analy-
zatoru, ¢cimz dojde k extrakci nabitych molekul
podle zvolené polarity napéti a k jejich analyze
v pruletovém hmotnostnim analyzatoru. V za-
vislosti na dobé€ letu molekul analyzatorem k
detektoru se vypocitd pomér m/z.
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Detektor

Detektor je schopen zachytit dopa-
— dajici ionty, ze kterych vypocitava
hmotnost kazdého iontu, ktery na
néj dopadne. Velka cast detektorti je
zaloZena na prevodu iontii na elekt-
ricky signal pomoci scintila¢ni vrst-
vy, ktera pri dopadu ionta vydava
svételné zareni. Tento typ zafeni je
| preveden na elektricky proud a dale

Obr. 1: Schéma MALDI-TOF hmotnostniho
spektrometru

TOF analyzdtor

Zakladnim principem TOF analyzatoru je
extrakce iontd a métreni doby jejich letu. Ionty se
pomocivloZeného napéti na extrakéni mrizku
urychli (extrahuji) elektrickym polem a ziskaji
rychlost v zavislosti na jejich hmotnosti m a
velikosti naboje z. Ziskand kineticka energie je
primo imérna naboji iontt a nepfimo imérna
jejich hmotnosti. Vysledkem je rozdilna rych-
lostiontd s riznym pomeérem m,/z, a proto takto
urychlené ionty dopadnou na detektor v rozdil-
ném case, pokud urazi stejnou vzdalenost 72

Ionizace

Proces matrici zprostiedkované laserové ioni-
zace ,,matrix assisted laser desorption ioniza-
tion“ (MALDI) vyuziva ke své funkci matrici,
schopnou transformovat energii laseru na ioni-
zaci a predat ji analytu. V pripadé MALDI do-
chazik podobnym desorp¢énim procestim jako
v pripadé LDI (laserem indukovana ionizace).
Energie, kter4 je potfebna pro desorpci, zavisi
na sublimacni energii daného vzorku a chemic-
kych reakcich probihajicich v kondenzované
fazi tésné pred expanzi plazmového oblacku.
Pfijednom ,,stieleni® se vytvorifadové nékolik
tisicionti. V pritbéhu MALDI ,,mikroexploze“
dochazinejen k desorp¢nim jeviim podobnym
LDI, ale také k chemickym a fotony indukova-
nym reakcim. Nejcastéji se vyuzivaji dusikové
nebo Nd-YAG lasery emitujici UV zareni >3,

DETEXTOR | zesilen. Detektory rozdélujeme na
elektronovy, fotonasobic¢ a Farada-
yovu klec 2.
Matrice

Vybér matrice je dilezitym faktorem analyzy.
Vhodné matrice pro UV lasery jsou aromatické
karboxylové kyseliny, vétSinou derivaty kyseli-
ny benzoové rozpusténé nejcastéji ve vodném
roztoku acetonitrilu, ethanolu nebo methano-
lu. Roztok se navic ¢asto okyseluje kyselinou
trifluoroctovou. Nejpouzivanéjsi matrice jsou
kyselina o-kyano-4-hydroxyskoticova (HCCA),
3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoticova (sinapova,
SA), 2,5-dihydroxybenzoova (gentisova, DHB),
4-hydroxy-3-methoxyskoticova (ferulova, FA).
Matrice odlisné krystalizuji a ionizuji latky.
DHB (viz Obr. 2) se pouziva jako univerzalni
matrice, je vhodna pro stanoveni vysokomo-
lekularnich latek, dobte ionizuje peptidy, pro-
teiny, lipidy, nukleové kyseliny a sacharidy 2.

O

HO
OH

OH

Obr. 2: Vzorec DHB (2,5 - dihydroxybenzoova
kyselina)

Zaveér

Hmotnostni spektrometrie je mimo celé fady
svého vyuziti velmi ¢asto vyuzivana pro identi-
fikaci mikroorganismi 2. Tato prace shrnuje
vlastni popis analytické metody, a to predevsim
v souvislosti s vlastni detekci mikroorganismii.
Vyhodnocena data ziskana z hmotnostnich
spekter a nasledujici porovnani s knihovnou
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hmotnostnich spekter mikroorganismi v pro-
gramu MALDI Biotyper slouzi k identifikaci
mikroorganismii na irovni rodu, druhu a ¢asto
i kmenu *°. Vysledkem porovnani muze byt
shoda nebo neshoda s hmotnostnimi spektry
vzorku's. Program Biotyper vyhodnocuje
vysledky pomoci tzv. skére (nejvyssi mozna
hodnota je 3), které je dale barevné oznaceno
Cervenou (Zadna shoda), zZlutou (¢astec¢na sho-
da) a zelenou (plna shoda) barvou . Pri¢iny
neshody vysledki s knihovnou mohou ¢asto
souviset naptiklad s kontaminacivzork? s jiny-
mi mikroorganismy nebo nespravnou kultivaci
mikroorganismii V.
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CZ.1.05/2.1.00/03.0072.
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Studium vlivu neplatinovych cytostatik

na polymerazovou retézovou reakci
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Influence study of non-platinum cytotoxic drugs on polymerase chain reaction

The tumor is a cellular process, whose essence is the change of the genetic information and
regulatory processes in the cell. Consequently, occurs to the uncontrolled multiplication of
cells. Cytostatics, especially anthracycline antibiotics are currently widely used for example
in the treatment of breast cancer or prostate cancer, which are nowadays the most frequent

cancers. The influence of non-platinum cytotoxic drug doxorubicin on polymerase chain re-
action can be studied using fluorescent labelling of amplicons. Due to numerous side-effects
of doxorubicin, it is important to know its mechanism of influence on living cells. Polymerase
chain reaction can serve as a suitable model of replication in living cells.

Prijato k publikovani: 20.6.2014

Klicovaslova: antracykliny, cytostatika, doxorubicin, nddorové bujeni, polymerazova retézova

reakce

Uvod

Polymerazova fetézova reakce (PCR), objeve-
navroce 1983, slouzi k amplifikaci specifickych
¢asti nukleovych kyselin. K jejimu provedeni
postacuje velmi malé mnozstvi vzorku, diky
¢emuz se pouziva zejména v 1ékarské diagnos-
tice nebo kriminalistice!. Probiha v opako-
vanych cyklech, sloZzenych z nékolika ¢asti*3.
Prvniznich je denaturace, kdy se DNA po dobu
30 sekund zahtiva na teplotu 94-98 °C. Pri této
teploté dochazi k rozvolnéni DNA dvousrou-
bovice vlivem poruseni vodikovych mustku'.
Vzniknou tak dvé samostatna viakna DNA, zva-
na templatova, na kterda mohou v dalsim kroku
(annealing) nasednout primery, tj. kratké tse-
ky druhého vlakna. Pti annealingu se teplota
snizi na 50-65 °C, presna hodnota urcena dle
teploty tani konkrétnich primerii?. Pro kazdou
konkrétni aplikaci PCR je tfeba navrhnout
dvojici specifickych primera, protozZe je nut-
no zajistit, aby oba primery nasedly pti stejné
teploté€ jen na komplementarni sekvenciv tem-
platové DNA. Samotnému prodluZovani tiseku
se rika elongace. ProtoZe vSak podle jednoho
templatového vlakna vznikne jen jedna kopie,

je nutno zajistit fetézové hromadéni produktu.
To se provadi opakovanymi cykly denaturace,
nasedani primeru a extenze primeru. Vzniklé
produkty slouzi zaroven jako templaty pro dalsi
reakeéni cykluss.

K obdobnému déji, zvanému replikace, do-
chazi v zivych bunkach pti jejich mnozeni.
PCR tak miiZe slouzit jako modelova reakce
pro studium vlivu rtiznych latek na replikaci
DNA v burikach. To miize byt dilezité zejména
pri osvétleni mechanismu ti¢inku protinado-
rovych 1éciv.

Nadorové bujeni je bunécny proces, jehoz
podstatou je zména genetické informace a
regulacnich procesu v burice, v disledku Ce-
hoz dochazi k nekontrolovanému zmnozeni
bunék. Nador muze vzniknout z jakékoliv
zivé bunky, vyjma téch bunék, které nevratné
ztratily schopnost délit se®. Nadorové bujeni
muze postihnout kohokoliv, nékteré faktory
viak jeho vznik usnadmiuji. Rikame jim faktory
rizikové . Nejvétsi podil na samotném vzniku
bujeni maji pak faktory vné;jsi, jako napriklad
vyzivovy faktor, kouteni, alkohol a nizka pohy-
bova aktivita. Pouze 10 % tvori faktor dédi¢né
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predispozice. Rakovinné burnky oproti normal-
nim maji zvySenou schopnost proliferace, odol-
nost ainvazivnost °. Klasifikace typu rakoviny
se za poslednich 30 let velmi zleps$ila. Nyni se
nove objevené druhy klasifikuji do novych, ¢i
do jiz existujicich t¥id™.

Rozdily ve zptisobech transkripce tvori
vétSinu biologické diverzity lidskych bunék a
nadoru. V kazdé bunce transduk¢ni signaly a
regulacnisystémy pienasejiinformace o identité
jednotlivych bunék v ramci jejich zivotniho
poslani. Tim jsou kontrolovany hladiny
exprese vSech genti v genomu'?. Napriklad
postup Kklasifikace typu leukemie se tvori na
zakladé sledovani genové exprese pomoci DNA
mikrocipd, které jsou popsany jako vzorovy
pripad priaplikovanilidem s akutnileukemii.
Touto procedurou se automaticky urci rozdil
mezi akutni myeloidni a akutnilymfoblastickou
leukemii, bez predchozich vysetieni. Vysledky
podobnych vyzkum?i ukazuji moznost pouziti
genové exprese nejen ke klasifikaci leukemie,
aleirtznych dalsich typii rakoviny, nezavisle na
predchozich biologickych znalostech 3. Jednou
z cest 1éCby nadorového bujeni je 1é¢ba pomoci
cytostatik.

Protinadorova léciva neboli cytostatika, jsou
latky, které poskozuji, zpomaluji nebo zastavuji
rist bunék. Mohou poskozovat DNA, inhibovat
syntézu DNA nebo znemoziovat replikaci bu-
nék 6. Nejvice ptisobi na rychle se délici bunky,
jako jsou pravé nadorové burky, vlasové foliku-
ly nebo buriky sliznic. Kviili ptisobeni na zdravé
buriky ma mnoho cytostatik radu vedlejsich
ucink’. Mezi nejznaméjsi patii poruchy travici
soustavy, zptisobené zastavenim ristu bunék
sliznice, padanivlast, poruchy krvetvorby nebo
nervové soustavy 8 Cytostatika Ize zaradit do
nékolika skupin, dle slozeni a mechanismu
jejich i¢inku a fadi se mezi né napriklad inhi-
bitory topoizomerazy, hormony, radioizotopy
nebo interkala¢ni cytostatika.

K nejcastéji pouzivanym cytostatikiim pa-
tri antracyklinova antibiotika. Vyuzivaji se
napriklad pri 1é¢bé zhoubnych nadori prsu
nebo prostaty, které patii mezi nejcastéjsi na-
dorova onemocnéni’. Vykazuji ¢astou kardio-
toxicitu, zptisobenou kumulaci latky v téle
pri opakovaném podani. Kardiotoxicita pak

snadno prechazi v srde¢ni selhani s nutnosti
transplantace srdce'®. Stale Castéjsi se proto
stava vyuzivaniliposomalnich cytostatik, ktera
diky obaleniléc¢iva liposomalni vrstvou dispo-
nuji sniZzenou kardiotoxicitou samotného léku
azaroven zvySenim celkového kumulativniho
mnozstvi latky, které je té€lo jesté schopno pti-
jmout. U¢inek liposomalnich a neliposomélnich
forem je stejny %°.

PrestoZze prvnim izolovanym antracyklino-
vym antibiotikem byl idarubicin, pravdépo-
dobné nejznaméjsim antracyklinovym antibio-
tikem z hlediska lé¢by nadorovych onemocnéni
je doxorubicin (14-hydroxyl-daunorubicin).
Doxorubicin vznika hydroxylaci prirodni-
ho produktu daunorubicinu izolovaného z
bakterie Streptomyces peucetius''. Pouziva se
v 1é¢bé karcinomu prsu'?, neuroblastomu’s,
akutni myeloidni leukémie, akutni lymfoidni
leukémie', Hodkingského a non-Hodkingské-
ho lymfomu'®, nadorti moc¢ového meéchyre'®,
ktize'” nebo vajecniki’.

Mechanismus ti¢inku doxorubicin je zalozZen
na interkalaci mezi pary bazi DNA, ktera tak
nemtiZe byt rozpletena a nedochazi k repli-
kaci buriky. Struktura DNA je nekovalentné
poskozena, interkalované molekuly doxoru-
bicinu odvijeji dvousroubovici a prodluzuji
tak obrysovou délku DNA (Obr. 1). Zménéna
struktura ¢asto nemuize byt rozpoznana pro-
teiny, které maji s DNA reagovat®. Miize tak
dochazet také k mutacim, posouvajicim Cteci
ramec genetického kédu?. Mezi dalsi mecha-
nismy uc¢inku patfiinhibice topoizomerazy?!,
produkce volnych radikald, které poskozuji
DNA a zptsobuji lipoperoxidaci membran?2,
alkylace 23 a crosslinking DNA 24

Zavér

Nadorové bujeni je bunécny proces, jehoz
podstatou je zména genetické informace a re-
gulac¢nich procesu v burice, v diisledku ¢ehoz
dochazik nekontrolovanému zmnoZeni bun€k.
Cytostatika, zejména pak antracyklinova anti-
biotika jsou v soucasné dobé Siroce vyuzivana
napriklad pti 1é¢bé zhoubnych nadort prsu
nebo prostaty, fadicich se mezi nejcastéjsi na-
dorova onemocnéni.
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Obrazek 1: Interkalace doxorubicinu do
dvousroubovice DNA
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Rakovina a moznosti nanotechnologii
Ondrej Zitka, Vojtéch Adam, René Kizek

Rakovina, znama také jako maligni neoplazma, je podle patologie Sirokou skupinou
(az 200 typt1)) onemocnéni. Malignita se v té€le muze $itit skrz lymfaticky obéh nebo skrz krev-
ni fecisté. V takovém pripadé ale nelze mluvit o benigni neoplazmé nebo nadorech. Ty jsou
jako ty maligni. Pro rozvoje onkologického onemocnéné puisobi nejriiznéjsi faktory: chemické
(mutageny vétsinou organického ptivodu), zareni (ionizujici a neionizujici zdroje UV, gamma
paprsky), fyzikalni ¢astice (vlaknité materidly, azbest, praskovy Co a Ni), hormonalni (obzvlasté
v hormon dependentnich tkanich), infek¢ni (HPV, EBV, herpesviry) dédi¢nost a rada dalsich.
Rakovina je podle WHO (World health organization) nejc¢astéjsi pricina imrti a je zodpovédna
za vice jak 8 miliond imrti za rok. Az 30% umrti Ize zabranit, pokud by se zlepsila naptiklad
vCasna diagnostika.

U rakoviny jsou diskutovany dopady jak socidlni tak ekonomické. V ramci vyskytu tohoto
onemocnéni v Ceské republice 1ze ¥ici, ze kazdy étvrty ¢lovék je postizen. To znamen4, Ze vy-
skyt rakoviny zasahuje ze socidlniho hlediska kazdou rodinu.Onkologickd onemocnéni maji
negativni dopad nejen na lidskou psychiku, ale také predstavuji ekonomickou zatéz spojenou
s diagnostikou a 1é¢bou onemocnéni. Na druhou stranu jsou zde ale i pozitivni ekonomické
aspekty jako je vznik novych pracovnich mist ve zdravotnictvi, ve védé a zejména stimulace
farmaceutického priimyslu. Vyvoj novych 1é¢iv pro onkologii patti pritom ve farmacii k oblastem
s nejvyssim vyskytem finan¢nich investic. Otazkou je, zda mohou nova léCiva vyvinuta na bazi
nanotechnologie a bionanotechnologie jiz nyni konkurovat klasickym 1é¢iviim. Ruku v ruce s
vyvojem lécby musi ale jit i diagnostika, diky které jsou nové pripady onemocnéni odhalovany.

V ramci konference k prilezitosti World Cancer Day (WCD), zazné€lo né€kolik prezentaci, které
byly zaméteny na podstatu rakoviny a jejiho vzniku, a na nové diagnostické metody, které by
mohli mit potencial v personalizované medicin€. Také byla zaméiena pozornost na nové nano-
technologické materialy pouzitelné pro diagnostiku a také na testovani novych nanokonstruktt
pro cilenou lécbu.

Podékovani
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Human papilloma virus (HPV)

Human papillomaviruses (HPVs) are small circular, double-stranded DNA viruses infecting
epithelial tissues. HPV is a virus from the papillomavirus family that affects human skin and
the moist membranes that line the body, such as the throat, mouth, feet, fingers, nails, anus
and cervix. The HPV 16 and 18 strains, which are known to cause nearly all cases of cervical
cancer, also raise the risk of developing oropharyngeal (throat) cancer. HPV gains access to
basal cells through microabrassions or by infecting the transformation zone, an abrupt tran-
sition from a columnar to a squamous epithelium *. Infected cells actively express the early
genes E1,E2, E4 and E5. Viral oncoproteins E6 and E7 are expressed in limited amounts due
to transcriptional repression exerted by E2. Infected basal cells migrate to the lumen as they
differentiate; differentiated epithelial cells express the late capside genes L1 and L2. (Fig. 1).
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Fig. 1: Genomic organization of the human papillomavirus type 16. ORFs deduced
from the DNA sequence are designated E1 to E7, and L1 and L2. The non-coding region
(NCR, also known as a long control region) is also shown. A, and A, indicate early and
late polyadenylation sites 2
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Hepatitis viruses that cause cancer

Hepatitis B virus (HBV), a member of the
hepadnavirus group, double-stranded DNA
viruses which replicate, unusually, by reverse
transcription. Hepatitis B virus is endemic in
the human population and hyperendemic in
many parts of the world. A number of variants
of this virus have been described. Hepatitis C
virus (HCV), is an enveloped single-stranded
RNA virus which appears to be distantly related
to flaviviruses. Several genotypes have been
identified. Infection with this more recently
identified virus is common in many countries.
Hepatitis C virus is associated with chronicliver
disease and also with primary liver cancer in
some countries.

Epstein-barr virus (EBV)

The Epstein—Barr virus (EBV), also called
human herpesvirus 4 (HHV-4), is a virus of the
herpes family, double-stranded DNA virus, and
is one of the most common viruses in humans.
It is best known as the cause of infectious mo-
nonucleosis (glandular fever). It is also associ-
ated with particular forms of cancer, such as
Hodgkin‘s lymphoma, Burkitt‘s lymphoma,
nasopharyngeal carcinoma. Infection with EBV
occurs by the oral transfer of saliva and genital
secretions. EBV infects B cells of the immune
system and epithelial cells. Once the virus'‘s
initial lytic infection is brought under control,
EBV latently persists in the individual‘s B cells
for the rest of the individual‘s life.

Rous sarcoma virus (RSV)

The RSV is an avian sarcoma leukosis virus.
As soon as RSV infects a cell, its reverse trans-
criptase synthesizes DNA copies of its genome.
These enter the nucleus of the cell and insert
themselves randomly throughout the DNA of
the host’s chromosomes. Normal gene trans-
cription within the nucleus now produces an
RSV messenger RNA (mRNA) that reenters the
cytoplasm. Some copies of this mRNA are then
translated by the normal machinery (e.g., ribo-
somes) of the host cell into protein products.
Other copies of the RNA become incorporated
into new virus particles. The Rous sarcoma

virus has only 4 genes : gag, which encodes the
capsid protein; pol, which encodes the reverse
transcriptase; env, which encodes the envelope
protein; src, which encodes a tyrosine kinase,
an enzyme that attaches phosphate groups to
Tyr residues on a variety of host cell proteins.
What makes RSV oncogenic? The answer is src.
The expression of this gene in some way — still
only dimly understood — is able to transform
cells in culture.
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The main role of antisense oligonucleotides (ASOs) is down-regulation of the expression of
target molecule, due to formation of a duplex with its encoding mRNA
(Fig. 1). Although a great potential of ASOs has been already described, there is still big
problem with transport into cell . Hence, the aim of our study was transfection of MCF-7
cells using cationic liposomes, loaded with ASOs against estrogen receptor alpha (ERa) and
determination of disparities in cell proliferation and chemosensitivization
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Obrazek 1: Obecné schéma efektu antisense oligonukleotidu, blokujiciho translaci cilového
proteinu

Vysledky a diskuse

Zvysledktivyplyva, Ze enkapsulace do liposo-
mu zefektiviiuje prostup ASOs do MCF-7 bunék.
Navic bylo ukazano, ze ASOs ERa maji velky
potencial puisobit antiproliferativné, sniZovat
expresi gentl i hladinu oxida¢niho stresu. Dal-
$im benefitem plynoucim z aplikace ASOs ERa
je, ze jsou schopny chemosensitizovat nador
diky snizeni hladiny GSH, metalothioneinu a
genu Nf-kB1, tvotici resistenci proti béZnym
cytostatiktim.

Zaveér

Nami ptripravené liposomy mohou slouzit
jako vhodny transportérovy systém, vyuzitelny
pro antisense aplikace. Z vysledkti vyplyva, Ze
transfekce probiha jiz u nizkych koncentraci
ASOs (1 pM).

Podékovani
Prdce byla financné podpotena projektem Liga
proti rakoviné Praha 16002/2013-981.

The authors declare they have no potential
conflicts of interests concerning drugs, pro-
ducts, services or another research outputs in
this study.

The Editorial Board declares that the ma-
nuscript met the ICMJE ,uniform reguire-
ments® for biomedical papers.

Literatura
1. Skoblov M. Y.: Molecular Biology, 43,917 (2009).



74 SCIENTIFIC ABSTRACTS

@@ Clanek je volné
Siritelny pod licenci

Creative Commons

(BY-NC-ND). Musi vSak byt uveden autor a
dokument nelze ménit a pouzivat pro komercni

ucely.




SCIENTIFIC ABSTRACTS 75

Apoferritinovy transportér 1éCiv
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Apoferritin is protein, which can be prepared by removing of iron oxides and/or hydroxides
from ferritin. That leads to formation of cavity that can be employed for encapsulation of va-
rious types of compounds. The exist two possible different mechanisms of encapsulation: i)
utilization of natural channels in protein structure or ii) disassociation of protein structure
through pH changes. Disassociated fragments are than mixed with required cargo and via
increased pH, the structure self-assembles. Unencapsulated cargo is mostly removed by using
dialysis. Thus prepared complex can be used for target delivery towards a tumor site, where
a cargo is released due to decreased pH. Moreover, one large advantage is the possibility of

apoferritin surface modification (Fig. 1).

Thermotherapy
therapy

Chemotherapy

P Streptavidin ™ Biotin

. magnetic nanoparticle

Obrazek 1: Obecné schéma moznosti vyuziti apoferritinu k cilené 1écbé

Vysledky a diskuse

Bylo ukazano, Ze povrch apoferritinu Ize mo-
difikovat pomoci biotinu a protilatky. Vazba
biotin streptavidin byla vyuzita pro pripojeni
paramagnetického oxidu zelezitého. To 1ze vy-
uzit pro purifikaci a samoziejmé pro transport

pomoci magnetického pole. Transportér 1ze
takto vyuzit ke kombinované 1éCbé€ a termote-
rapii. Magnetické vlastnosti l1ze navic vyuzit i
pro zobrazeni mista nadoru.



Zaveér

Byli jsme tspésni v pripravé apoferritinu s
doxorubicinem a platinovymi lé¢ivy. Vytvorili
jsme také komplex s navdzanou superparamag-
netickou latkou pro cileny transport.
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Separation techniques are nowadays indispensable tool in cancer research. They can serve
for identification of cancer cells, evaluation of novel biomarkers and for development and
characterization of new chemotherapeutic.

These techniques are currently often utilized for separation of cancer cells in microfluidic
devices, enabling effective separation of healthy and cancerous cells. In field of identificati-
on and detection of novel biomarkers plays an emerging role particularly mass detection,
hyphenated with liquid chromatography or capillary electrophoresis. There is necessary to
emphasize the importance of database systems, which enable management of a large amount
of data, provided by using of these approaches. In identification of new potential biomarkers,
gel electrophoresis is often employed for separation of proteins in samples before mass spect-
rometry analyses (2D-PAGE/MS), which enabled identification of nowadays commonly used
biomarkers as estrogen receptor in ER+ breast carcinomas or haptoglobin Hp2 in hepatocellular
carcinomas. Smaller molecules as amino acids may also provide crucial information about
health status. Broadly discussed sarcosine seems to be very promising in field of diagnosis
and prognosis of prostate carcinomas. Robust and sensitive analyses for quantification of
this molecule may be performed on ion-exchange liquid chromatography with post-column
derivatization with ninhydrin and VIS detection. The urinary samples are simply evaporated
and resuspended prior to analyses. This makes from sarcosine analysis relatively rapid and
moreover, without painful procedures like transrectal sonography or biopsy.

The application of separation methods in the pharmaceutical research is also very impor-
tant, not only for identification of novel usable pharmaceutics, but also for monitoring of
interactions between drugs and biologically active molecules.

Zaver The Editorial Board declares that the ma-
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tencialni praktické uplatnéni jesté vice vzroste

s rozvojem konceptu lab-on-chip.
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Etoposide, etoposide phosphate or VP-16 is a cytotoxic agent (anticancer drug) which acts
as a topoisomerase Il inhibitor. It can show activity against a wide range of cancers including
testicular, small cell lung, Hodgkin’s and non-Hodgkin’s lymphoma, AIDS-related Kaposi’s
sarcoma and acute myelogenous leukemia . The present work aims to improve a better way of
cancer treatment using a complex of etoposide (ETO), multiwall Carbon Nanotube (MWCN),
antisense Oligonucleotide and magnetic particle (MAN) (Fig. 1).
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Fig. 1: Expected diagram of the target complex

Results and discussion

Different concentrations (1; 5; 10 and 15 mM)
of Etoposide were used to interact with MWCN
(1 mg.mL?"). Subsequently, ds DNA and mag-
netic particle were successfully attached to
this complex. The entire complex was further
used for triple hybridization with antisense
oligonucleotide, complementary to estrogen
receptor of estrogen receptor positive breast
carcinoma cells that is still one of the leading
causes of cancer-related death in woman
worldwide. Using electrochemical methods,
entire complex was characterized to comprise
15 mM etoposide (in case of 15 mM concent-

ration of etoposide used for conjugation) and it
was shown that recovery of conjugation is with
no or minimal losses of chemotherapeutics and
all etoposide molecules are conjugated to car-
bon nanotubes inner and outer surface. Entire
complex offers simple and reproducible way of
binding of etoposide and its simple purification
due to presence of paramagnetic nanoparticle.
Future aim is application of complex towards
MCF-7 (ductal invasive estrogen receptor posi-
tive breast carcinoma cell line) and observation
of antiproliferative effect, real-time expression
of chosen genes, blotting analyses of protein
expression and electrochemical microarray.



Conclusion

We proposed the novel complex that can po-
ssible attack the cancer cells by two different
ways: i) through inhibition of topoisomerase IT
via etoposide presence that can lead to alterati-
on of DNA synthesis and triggers apoptosis, ii)
through presence of antisense oligonucleotide
against estrogen receptor alpha. This portion
can effectively down-regulate the target ER
protein that is responsible for proliferative attri-
butes of MCF-7 cells and often causes chemore-
sistance of tumorous cells. Carbon nanotubes
(MWCN) can help in cell penetration and su-
ccessful transfection.
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Quantum dots (QDs) are small semiconductor nanoparticles with excellent optical and
electronic properties. QDs exhibit high quantum yield with narrow and size tunable spectra.
Quantum dots can be employed in different applications and currently they are often utilized
as fluorescence labels in bioassays. Quantum dots can establish a bond with specific biomo-
lecules, like antibodies, enzymes or oligonucleotides. These enable specific targeting with
a sensitive optical detection. Quantum dots show also great potential for immunosensing.
Since they are more stable than organic fluorophores, their application allows multiplex
immunoassays and/or fluorescence resonance energy transfer (FRET). In contrast to func-
tionalization with ligands, bioconjugation of QDs is more complicated, restricted with a size
of the molecule used for conjugation [1].

For the targeted therapy to the tumour tissue, the active targeting by receptor-specific ligands
(folic acid, carbohydrates, proteins, or peptides) can is the most advantageous. The aim is
the maximal cumulation in target location and reduction of the interaction with non-target
biomolecules. The fast growing tumour is nourished through pathological angiogenesis.
This phenomenon results in enhanced permeability and retention effect (EPR) that enables
passive targeting [2]. In can be useful in accumulation of PEGylated Ag,S quantum dots in
tumorous site. PEGylated Ag,S quantum dots seem to be promising fluorescence nanoprobe
forinvivoimaging, due to a high accumulation in mice model. Instead of the tumor, the quan-
tum dots were detected in reticulo-endothelial system especially in liver and spleen. Blood
circulation of this complex was 3.66 hours [3]. For the better distribution, the quantum dots
were coated by silica and PEGylated. Intriguingly, this coating did not provide quenching
of fluorescence. After their application into the tail vein of mouse, it was possible to detect
the highest concentration in the liver, low fluorescence of quantum dots was also detected
in spleen and lungs [4]. For the targeted delivery of quantum dots, it is also possible to use
anaerobic bacteria Bifidobacterium bifidum. It was observed, that the bacteria culture accu-
mulate in solid tumours, the reason is probably hypoxic microenvironment of solid tumors.
The vascular cut off size is between 1.2 and 2 pm, which is enough for this bacteria. Moreover;
the modification with folic acid improved the tumor targeting [5].

Quantum dots are nanoparticles with very good fluorescence properties and could be used
in the drug distribution studies and the tumor detection and in vivo imaging.
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Figure 1: Quantum dots fluorescence (various sizes - various emission maxima) in body of laboratory

rat. Scans were obtained in different angles (0°, 90°, 180°, 270° and 360° respectively). For detection

was employed Multimodal Animal Rotation System, Rochester, USA).
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Metallothionein (MT) is alow mass cysteine-rich protein that occurs in all organisms through
evolution. MT fundamentally affects homeostasis of ions of the metals that are bound into
its structure. Moreover, its important of maintaining of intracellular redox equilibrium and

regulates broad spectrum of highly important

genes. Currently, MT is studied as potential

biomarker of malignant diseases (mainly prostate cancer, spinocellular carcinomas and other).
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Obrazek 1: Obecné schéma funkci metalothioneinu v organizmu

Vysledky a diskuse

MT vyskytujicise vorganizmu je rozdélen do
4 skupin (I. — IV.), pficemz . t¥ida zahrnuje 10
isoforem (u lidi nejcastéji MT-1A, MT-2A). Iso-
formy MT-1 a MT-2 jsou obvykle exprimovany
v lidském organismu ve velmi nizkych kon-
centracich. Zvysena exprese MT v nadorovych
burikach pravdépodobné souvisi s proliferaci
nadorovych bunék, vys$si intenzitou jejich me-
tabolismu a invazivitou nadoru’. Diskutovano
je také spojeni mezi zvySenou expresi MT, in-
vazivitou nadoru a funkci matrixovych metalo-
proteinas (MMP), které jsou zinek-dependentni

proteasy schopné degradovat extracelularni
matrix v okoli nadoru a tim ptispivat k jeho
zrychlenému ruastu a k tvorbé metastaz. Bylo
dokazano, Ze MT je schopen aktivovat MMP#
a Ze muZe potlacovat imunitni odpovéd v na-
doru®. U nadorového bujeni ma MT pravdé-
podobneé funkci prenasece a zasobniku zinku,
ktery potrebuji rozmnozujici se buriky pro nove
exprimované enzymy ¢i pro regulacni proteiny
10, PrizvysSené koncentraci apo-MT miiZe tento
protein vyvazat Zn z tumor-supresorového
proteinu p53. Tim se vyrazné zhorsuje schop-
nost navazat se na DNA a spustit signaly pro



apoptézu . Skutecnost, ze MT chrani buriku
proti potencidlnim skodlivym latkam, muiZe
vyrazné snizit efektivitu protinadorové 1éCby
cytostatiky 2.

Zaveér

Nazakladé uverejnénych studii se zda,ze MT
je vhodnym markerem onkologickych onemoc-
nénia proto je vhodné se vlastnostmi, chovanim
a stanovenim tohoto proteinu v souvislosti s
rakovinou dale zabyvat.
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Over the life of the organism with continuous regeneration of most cell populations, in
which the daughter cells arise from cells of the parent cell division and redundant, damaged
orold cells are sequestered by initiating programmed cell death. This process is accompanied
by a small, but relative to the total number of cells of the organism numerically significant
probability of mutations in DNA (10-5 to 10-10 per cell per generation). Only in very low
percentage occurs in the cell combinations of mutations in critical genes, which causes the
failure of control mechanisms of cell proliferation or apoptosis. Subsequent division follows
the modified progenitor cells lacking an adequate response to external and internal control
mechanisms, causes the development of a clone of cells with malignant potential.

Diagnostika nadorovych
onemocnéni

Jednou z moznosti, jak snizit pocet umrti
pacientu trpicich nddorovym onemocnénim,
je onemocnénivcasné diagnostikovat. Pro dia-
gnostické tucely je mozné vyuzit fadu postupti
a technik zalozZenych na rtiznych principech.

Zobrazovaci rentgenové metody

Rentgenové zareni je mozné vyuzit pro snim-
kovani hrudniku, skeletu, jednotlivych organa
a také mékkych tkani, kde nachazi uplatnéni
dnes nejpouzivanéjsi zobrazovaci rentgenova
metoda zvana vypoctova tomografie (computed
tomography) *.

Zobrazovaci nerentgenové metody
Tyto metody vyuzivaji riiznych fyzikalné-
-chemickych principii pro zobrazeni mékkych
tkani. Jednim z béznych zastupcu technik této
oblasti je sonografie, ktera vyuziva ultrazvuku
odrazeného od tkani. Robustnéjsi zobrazova-
ci technikou je magneticka rezonance, ktera
je pouzivana pro zobrazeni vnitinich organt
pomoci silného magnetického pole a elektro-
magnetického vinéni s vysokou frekvenci.
Pozitronova emisni tomografie je moderni
zobrazovaci technikou pouzivanou v 1ékarské
praxi od pocatku devadesatych let minulého

stoleti. Pacientovi je pred vySetifenim podano
radiofarmakum s velmi kratkym polo¢asem
rozpadu, které je schopno pti svém rozpadu
produkovat pozitrony. Pozitron se kratce po
svém vzniku anihiluje s elektronem. Tato re-
akce produkuje dva fotony, které jsou snimany
pomoci koinciden¢niho detektoru.

Endoskopie

Je to metoda umoznujici prohlédnuti vniti-
nich télesnych dutin nebo dutych organi. V
dnesni dobé se pro tento cel vyuziva tii typt
endoskopti a to endoskopicka zrcatka, rigidni
endoskopy a flexibilni endoskopy, které jiz vy-

uzivaji opticka vlakna a studené svétlo .

Nadorové markery

Biochemické markery v onkologii jsou mo-
lekuly, jejichz hladina je v krvi, moci nebo té-
lesnych tkani zvySena Ci sniZena u pacientti s
nadorovym onemocnénim oproti obvyklému
mnozstviu zdravé populace. Nadorovy marker
mizZe byt produkovan niddorem samotnym,
okolni zdravou tkani v reakci na pritomnost
nadoru nebo metastazami 2.

Jsou razné typy molekularnich nadorovych
markert zahrnujici DNA, mRNA, proteiny,
antigeny, hormony, které jsme schopni kvanti-
tativné nebo kvalitativné detekovat vhodnymi



metodami. Pro detekci nadorovych markerti se
v dnesni dobé pouziva immunohistochemie,
kvantitativniimunologické testy, polymerazo-
va retézova reakce (PCR), western a northern
blot, microarrays (genomické a proteomické)
a hmotnostni spektrometrie.

Zaveér

Klinicky vyzkum se dnes opira o fadu mo-
dernim technologii, postupii a pristupti, které
jsou na strané jedné precizni a robustni, na
strané druhé vyzaduji Skolenou obsluhu, jejich
potizeniisamotny provoz je financn€ naroc¢ny.
Proto je v této oblasti stale znacny vyvoj, kdy
jsou hledany nové postupy a pristupy. V této
oblasti se zdaji byt zajimavé metody zalezené
na sledovani elektrochemickych déji, které
jsou velmi dobte miniaturizovatelné a jejich
provoz ani obsluha nevyZaduje velké finan¢ni a
Casové investice, kde se jevi jako slibna detekce
proteinu metalothioneinu 3.
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Laboratory reports

Laborator metalomiky a nanotechnologii se jiz tradi¢né zapojila do kazdoroc¢ni celonarodni
vetejné sbirky ,,Cesky den proti rakoviné“ organizované Ligou proti rakoviné Praha. Abychom
zvysili povédomi o tématu leto$ni sbirky, prob€hla na nasem pracovisti dne 14.5.2014 vetejna
prednaska s ndzvem Zhoubné nadory plic — téma ,Ceského dne proti rakoviné“, vedena Ond-
fejem Zitkou. Tato prednaska byla tematicky zaméfena na zakladni problematiku zhoubnych
nadoru pridusnice, pridusek a plic, rizikové faktory, které je vyvolavaji, a zejména pak na jejich
prevenci. Diskutovana byla zejména hlavni pri¢ina nador plic v podobé at uz pasivniho nebo
aktivniho koureni cigaretovych vyrobkt. Alarmujici je, Ze vysoky podil kurakt se vyskytuje
bohuzel i u nemocni¢niho personalu a je nutno si pfiznat, Ze i nase rady védeckych pracovniki
nejsou vyjimkou.

Nase laboratoft je opakované finan¢né€ podporovana neziskovou organizaci Liga proti rakoviné
Praha pro zabezpeceni zakladniho vyzkumu v oblasti nadorovych onemocnéni. To nas zavazuje,
abychom kromé odbornych vystupti se do ¢innosti organizace zapojili i formou popularizacni a
vyukovou. A proto se vramci dobrovolnické ¢innosti nasi pracovnici zapojuji i do organizovani
samotné sbirky.

V tomto roce jsme v arealu nebo tésném okoli Mendelovy univerzity v Brné zridili ¢tyti sta-
novisté, na kterych nasi pracovnici prodavali sbirkové kyticky. Na stanovistich nechybé€ly ani
tematické bannery ¢i plakaty s tématy akce roku 2014. Nasim pracovnikiim se tak nakonec po-
darilo vybrat skoro 20 tisic korun Ceskych. Lze tedy konstatovat, Ze z penéz, které jsme od LPR
obdrzeli na vyzkum, jsme skoro 8% vratili zpé€t do fondu. Pracovniktim Laboratore metalomiky
ananotechnologii, ale také v§em, kteti na fond Ligy proti rakoviné prisp€li anebo do konce zari
2014 ptispé€ji formou zaslani DMS, dékujeme.

Podékovani
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Fotograficka priloha
Obr. 1: Plakat k akei sbirky ,,Cesky den proti rakoving*, fotografie z prednasky na podporu dne
celonarodni sbirky.
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