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ABSTRAKT

Bakterie rodu Lactobacillus jsou jiz dlouhou dobu vyuzivany v pramyslové vyrobé potravin
a jsou znadmy svymi piiznivymi u€inky na zdravi lidi a zvifat. Laktobacily jsou vSeobecné
povazovany za bezpecné¢ mikroorganismy (GRAS — Generally Recognized As Safe), které

jsou schopny ptezit a kolonizovat stfevni trakt.

Vzhledem k potfebam primyslu a moznostem bakterii rodu Lactobacillus vzrostl béhem
nekolika let zajem o jejich genetické modifikace. Pokrok v genovych technologiich umoznil
meénit jejich vlastnosti zavedenim novych gent nebo zménou jejich metabolické funkce. To
je mozné diky objeviim zaloZenym na manipulaci s DNA, moznosti zmény genetické vyba-
venosti organismu nebo uspofadanim jeho genomu. K t€émto acellim jsou vyuzivany zéklad-
ni metody genetického inZenyrstvi - hybridizace a elektroforéza nukleovych kyselin, Stépeni
a klonovani DNA a polymerazova tetézova reakce (PCR).

Geneticky modifikované bakterie rodu Lactobacillus jsou vyuzivany v mnoha oborech.
V potravinarském primyslu mohou byt ndpomocné pii ziskdvani rekombinantnich enzymt,
ve zdravotnictvi pokracuji vyzkumy zaméfené na vyuziti laktobacili pro vyrobu oralnich
oCkovacich latek, které by v budoucnu mohly nahradit stavajici ockovaci vakciny podavané

injekéni formou.
Kli¢ova slova:

Lactobacillus, genetické inzenyrstvi, geneticky modifikované bakterie



ABSTRACT

The bacteria of the Lactobacillus genus have been used in industrial food production for
a long time and is known for its beneficial effects on human and animal health. Lactobacilli
are generally considered to be safe microorganisms (GRAS — Generally Recognized As
Safe), which are able to survive and colonize the intestinal tract. In relation to the industry’s
needs and Lactobacillus capabilities the considerable interest in their genetic modification

has increased significantly over the years.

The progress in gene technology has enabled to change their modifications by introducing
new genes or by changing their metabolic functions. This is possible thanks to the discover-
ies based on the DNA manipulation, the possibilities of the organism genetic quality changes
or its genome arrangement. For these purposes there are used the following basic methods
of genetic engineering - hybridization and nucleic acid electrophoresis, DNA cleavage and

cloning and PCR polymerase chain reaction.

Gene-modified bacteria of the Lactobacillus genus are subsequently used in many branches.
In the food industry it may be helpful in recombinant enzymes obtaining. In the healthcare,
there have been continuing researches focusing on the Lactobacillus utilization for the oral
vaccines production, which in the future could become a substitution for existing vaccines

applied by injectable form.

Keywords:

Lactobacillus, genetic engineering, genetically modified bacteria
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UvVOD

Rod Lactobacillus je nejobsahlejsi v ramci skupiny bakterii mlééného kvaseni. Laktobacily
patii k velmi dilezitym obyvatelim stievniho traktu Clovéka a zvitat. Zastavaji vyznamnou
ulohu v potravinaiskych biotechnologiich a ovliviiuji kvalitu naseho lidského zivota, zejmé-
na svymi fermenta¢nimi a probiotickymi vlastnostmi. Podstatnou roli hraji také v procesu

ekologie.

Ptesnd identifikace laktobacilli, je zatim velmi obtizn4 a nepiesna, jelikoz jsou si velmi po-
dobné ve fenotypovych vlastnostech. Pro jejich pfesnou charakterizaci a identifikaci jsou
zapotiebi metody genotypické, metody pokrocilé molekularni biologie. Diky témto identifi-

kacim je moZno laktobacily vyuzivat i1 v genetickém inZenyrstvi.

Prosttednictvim technologie rekombinantni DNA se genetické inZenyrstvi ukazalo daleZitym
oborem ve vyvoji biologickych procesii. Genetické inzenyrstvi zabyvajici se molekuldrnim
klonovéanim, technologii rekombinantni DNA ¢1 bunéénymi manipulacemi piedstavuji bu-
douci perspektivy pro pramyslové, zemédélské aplikace a zpracovani potravin. Jsme
schopni ziskat nové generace organismil, které budou odolné viici stresu, chorobam ¢i po-
skytovat stabiln€jsi vynosy. Rekombinantni mikroorganismy mohou byt vyuZity pii vyvoji

novych vakcin ¢i nedostatkovych enzymiti.

Je jen otdzkou, jak Clovek bude schopen spravné zhodnotit piinosy a nebezpeci, které nam

genetické inzenyrstvi nabizi.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA RODU LACTOBACILLUS

1.1 Bakterie mlééného kvaseni

Rod Lactobacillus je nejvetsi v ramci skupiny bakterii mlécného kvaseni Citajici okolo

214 druht a poddruhti [1].

Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) jsou geneticky rtiznoroda skupina mikroorganismt zahr-
nujici grampozitivni, aerotolerantni nebo aerobni nesporulujici ty¢inky ¢i koky, pfirozené se
vyskytuji v médiich bohatych na organické produkty. BMK mutzeme rozdélit podle optimal-
ni teploty rlstu na mezofilni — optimum ristu 25-30 °C a termofilni — optimum ristu

40-45°C. K dalsim znakim patfi tolerance nizkého pH 4,0-4,5 [2].

Biochemicky se BMK vyskytuji jako homofermentativni a heterofermentativni. Homofer-
mentativni druhy BMK (napt. Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus a nékteré rody
Lactobacillus) metabolizuji jeden mol gluk6ézy na dva moly kyseliny mlé€né, jako jediny
produkt metabolismu cukrii. Heterofermentativni druhy (napt.Leuconostoc) prevadéji jeden
mol glukézy na jeden mol kyseliny mlééné a celou fadu dalSich produktl jako je kyselina
jantarova, mravenci, octova, etanol a CO, Ke skupin¢ BMK jsou Casto fazeny irody Bifi-
dobacterium, Gardnerella, Scardovia a Parascardovia a to na zéklad¢ biochemickych

a fyziologickych vlastnosti, ackoliv fylogeneticky patti do kmene Actinobacteria [3].

Z ekonomickych, praktickych a historickych divodu byla pozornost zaméfena zejména
na laktokoky a streptokoky, pifedevSim pro jejich medicinsky vyznam. Lactococcus lactic
subsp. lactic, diacetyllactis a cremoris, diive nazyvané Skupina N streptokoky, byla prvni
potravinaiskou kulturou navrzenou ke genetickému pienosu rekombinantni DNA. Po tomto
uspechu se zvedl zdjem 1 o jiné rody jako Lactobacillus, Leuconostoc a Streptococcus. Po-
sledni dva rody obsahuji omezeny pocet druhti pro komercni ucely. V kontrastu rod Lacto-

bacillus obsahuje asi 50 druht, z nichZ pak nékteré obsahuji jesté fadu poddruht [4].

Jednotlivé kmeny BMK vyskytujici se v potravinarskych produktech jsou ptizplisobeny Zi-
votu a rozmnozovani v prostiedi s extrémnimi hodnotami pH, ménici se dostupnosti Zivin,
s produkci bakteriocinli, v konkurenci jinych mikroorganismi. Tyto vybrané a definované

kultury jsou dnes hojn€ vyuzivany v zeméd¢€lsko-potravinarském primyslu [5].
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Pokrok v genové technologii umoznuje jejich modifikace zavedenim nového genu nebo
zménou metabolické funkce. Znalost genoml u primyslové vyuzivanych BMK umoziiuji
zjistit, kde je zakodovana schopnost vytvaieni urcitych nezadoucich slozek, kde je odolnost
vici fagim nebo odolnost viici kyselému prostiedi. Vytvoteni tzv. ,idedlnich mikroorganis-
mu” by mohlo zajistit zlepSeni potravinaiskych technologii, kdy bakterie budou 1épe vyba-
veny pro technologické procesy, coz v diisledku povede ke zlepSeni organoleptickych vlast-

nosti a k prodlouzeni trvanlivosti [6].

Genom BMK zahrnuje plazmidovou a chromozomalni DNA. Dlouhodoby vyzkum plazmida
naznacuje uziteCnost pii vyrobé mléénych vyrobkl. Napt. Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis a Streptococcus thermophilus byvaji snadno napadany bakteriofagy, coz v dusledku
zpusobuje negativni dopad na fermentacni proces, na ekonomiku a kvalitu vyroby. Na druhé
stran¢ jsou zndmy laktokoky odolné viici fAgiim, jejichZ plazmidy s rezistenci Ize pfesunout
konjugaci, ktera je povazovéana za piirozenou formu pfenosu gend. Genetické manipulace
srody Streptococcus, Lactobacillus spp. a Leuconostoc spp. vyzaduji rozvoj metod
pro pfenos gend, efektivni genové transkripce a pieklad signalu. Ziskané genetické po-
znatky jsou nasledné¢ vyuZzivany pro studium metabolickych vlastnosti, k vytvareni specific-
kych mutanti, pfirozené se vyskytujicich fagh a obrannych mechanismii [4]. Sekvencovani
genomu a studie funkéni genomiky BMK rychle poskytuji diilezité informace o jejich roz-
manitosti, vyvoji a odhaluji molekularni zéklad pro dulezité znaky, jakymi jsou stresové
reakce, adaptace a interakce. Tyto informace vedou k lepSimu pochopeni fyziologie BMK,
zejména pii pouZziti novych genomickych technologii, jako jsou komparativni genomika
a globalni transkripéni analyza [5]. Celogenomové sekvence maji za nasledek vyznamné
zmény v taxonomickém zatazeni BMK. Napt. béhem roku 1980 byl rod Streptococcus roz-

délen do tii rodt Enterococcus, Lactococcus a Streptococcus. [7].

1.2 Metabolismus rodu Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus fadime mezi grampozitivni, nepohyblivé, nesporulujici fakulta-
tivné anaerobni nebo mikroaerofilni ty€inky rostouci za striktné anaerobnich podminek.
Laktobacily jsou obvykle tenké §tihlé tyCinky, mohou se vSak objevit i jako spiraly nebo
kokobacily [8].

Tradi¢né je rod rozdélen do tii skupin, podle zptisobu fermentace:



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

e obligatné homofermentativni;
e fakultativné homofermentativni;
e obligatné heterofermentativni.

Obligatné¢ homofermentativni laktobacily fermentuji glukézu a ostatni hexdzy vyhradné
na kyselinu mlécnou (>85%). Mezi zéastupce této skupiny patti druhy Lb. delbrueckii,

Lb. acidophilus, Lb. plantarum [9].

Fakultativné homofermentativni laktobacily fermentuji hexézu na kyselinu mléénou, jako
jediny produkt. Pfi nedostatku gluk6ézy se homofermentativni dréha méni na heterofermen-
tativni a dochazi k produkci kyseliny octové, mravenci a etanolu. Tato skupina zahrnuje

napt. druhy Lb. casei, Lb. plantarum nebo Lb. bavaricus [9].

U obligatné heterofermentativnich laktobacilii dochazi k fermentaci hex6z na kyselinu mléc-
nou, octovou, etanol a CO, . Casto se jedna o koloidni buiiky. Zastupcem jsou napt. druhy

Lb. buchneri, Lb. brevis [9].

Laktobacily maji pomérné vysoké nutricni poZadavky na rist (sacharidy, aminokyseliny,
peptidy, estery mastnych kyselin, soli, derivaty nukleovych kyselin, vitaminy), upfednostiiu-
jici mezofilni aZ mirn¢ termofilni teploty s horni hranici okolo 40°C, jsou acidotolerantni

az acidofilni - pii fermentaci snizeni pH prostiedi az na 4,0 [10].

1.3 Taxonomie rodu Lactobacillus

Rozmanitost a vSestrannost rodu Lactobacillus se odrézi ve znacnych fenotypovych a geno-
typovych variacich. Rod Lactobacillus patti fylogeneticky do kmene Firmicutes, ttidy Ba-
cilli, ¥adu Lactobacillaes a celedi Lactobacillaceae. Na zékladé sekvenci 16S rRNA, jsou
laktobacily fylogeneticky zatfazeny v sedmi skupinach: Lb. buchneri, Lb. casei, Lb. del-

brueckii, Lb. plantarum, Lb. reuteri, Lb. sakei a Lb. salivarius [11].

V poslednich letech vyznamné stoupa pocet popsanych druht rodu Lactobacillus — v roce
2003 to bylo 88 druhti a 15 poddruht, v roce 2013 jiz 186 druht a 28 podruhu [1]. Tento
rychly nartst popsanych druhti vyZaduje dalSi podrobné studie nékterych piedchozich iden-
tifikaci a mozné rekvalifikace u ne€kterych druhii. Taxonomie rodu Lactobacillus je velmi

slozitd z ditvodi velmi blizké ptibuznosti nékterych druhl. Zmény v klasifikaci jsou dnes
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vyznamné ovliviiovany novymi poznatky ziskanych diky rozmachu molekularné-

biologickych metod [12]

1.4 Vyskyt bakterii rodu Lactobacillus

Bakterie pattici do rodu Lactobacillus lze nalézt v riznych ekologickych ptirodnich nikach.
Laktobacily byly izolovany v plidnich vzorcich a rostlinach napt. Lactobacillus plantarum
je druhem bakterie pfirozené se vyskytujici v zelening jako je zeli a salat. Jsou ptitomny
v mlé¢ném prostiedi, zvlasté ve fermentovanych mlécnych vyrobcich [10]. Jsou soucasti
také zivocisné fiSe od vcel az po Cloveka. Vyskytuji se v gastrointestinalnim a urogenitalnim
traktu, na kiizi a v dutin¢ Gstni. Ve slinich a v zubnim plaku byly izolovany napi. druhy
Lb. rhamnosus, Lb. gasseri a Lb. casei. Laktobacily v dutiné¢ ustni jednak pfispivaji
k ochran¢ proti Skodlivym mikroblim, ale zaroven jako producenti kyseliny mlé¢né mohou

sami prispét k zubni erozi [13].

1.5 Prinos laktobacili pro zdravi

U Zen jsou laktobacily diilezitou soucasti zdravé vaginalni mikroflory branici pronikéani in-
fekce do délohy. Dominantnimi druhy jsou Lb. fermentum, Lb. crispatus, Lb. gasseri
a Lb. jensennii. Tyto bakterie vytvareji dva mechanismy zabranujici rozmnozovani patoge-
nl. Produkci hlenu vytvaieji bariéru proti kolonizaci pochvy patogeny a vyrobou antimik-
robnich latek, jako napt. peroxid vodiki, kyselina mlé¢na a ptipadné bakteriocin, a tim pfi-

spivaji k prevenci genitalnich infekci zenského pohlavniho ustroji [14].

Cetné druhy laktobacili byly izolovany v gastrointestinalnim traktu, kde jsou dobie piizpi-
sobeny zivotnim podminkdm. U zdravého jedince laktobacily tvofi soucast pfirozené mik-
roflory podilejici se na mnoha interakcich s hostitelem vedoucim ke spravnému fungovani
metabolismu, vylouceni patogenti, véetné imuno-stimulacnich reakci a vyrobé bioaktivnich
peptidi a enzymti. Laktobacily tak piispivaji ke zlepSeni traveni, vstiebavani a tim dostup-
nosti zivin [10, 15].

Rovnéz podporuji latkovou vyménu ve stievni sténé, pohyb stiev a produkci vitaminu sku-
piny B (thiamin, riboflavin, niacin, pyridoxin, vitamin B12). N&které¢ kmeny jsou schopny

degradovat sacharidy, jako laktozu nebo a-galaktosidazu, zpisobujici bolesti biicha. Stav
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mikroflory a tedy 1 zdravotni stav jedince lze ¢aste¢né ovlivnit pouzivanim probiotik a pro-

biotik [16].

1.6 Laktobacily jako probiotika

Probiotika nazvana od ,,pro bios” (tj. ,,pro zivot”) jsou pouzivana po staleti jako pfirozena
sloZka potravin. Jsou definovana riznymi zptisoby, napt. podle FAO/WHO jsou probiotika
zivé mikroorganismy, které pifi podani v adekvatnim mnoZstvi piinasi hostiteli zdravotni
vyhody. Probiotické bakterie jsou nepatogenni mikroorganismy izolované z lidského zaZiva-
ciho traktu, pficemz jsou upfednostiiovany kmeny schopné rast v mléce, vykazujici maxi-
malni Zivotaschopnost po celou dobu skladovani vyrobkii. Pocet zivych mikroorganismii

pritomnych v probiotickém vyrobku by se mé&l pohybovat okolo 10°-10® KTJ/ml [17].

MIéené vyrobky patii mezi nejrozsifenéjsi nositele probiotik. Sirokou $kalu probiotickych
vyrobkl tvofi fermetovana i nefermentovana mléka, syrovatkové népoje, syry, tvarohy
a jogurty. Mezi vyznamné probiotické mikroorganismy patii: Lb. acidophilus, Lb. gasseri,
Lb. helveticus, Lb. johnsonii, Lb. casei, Lb. reuteri, Lb. plantarum, Lb. rhamnosus

a Lb. fermentum [18].

1.6.1 U¢inek probiotik

Mikroorganismy vyuzivané jako probiotika musi splilovat fadu parametrti, tykajicich
se jejich bezpe€nosti, funkCnosti, ale také stability a technologickych vlastnosti.
Ze zdravotniho hlediska nesmi byt patogenni, mutagenni nebo karcinogenni a musi mit kli-
nicky prokdzané zdravotni Gc¢inky. Musi mit schopnost kolonizovat intestindlni trakt, pfi-
¢emz se upifednostituji kmeny probiotickych bakterii, vykazujici schopnost vazat
se na stfevni buiiky. Zaroven musi byt rezistentni viici kyselinam a zluci [19].

vvvvvv

patfi stimulace imunitniho systému, prevence, snizeni intenzity a doby trvani prajma [20].
Nedavné studie piinesly pozitivni vysledky v ucincich probiotik na dychaci ustroji, a to
zejména v oblasti prevence a snizeni zavaznosti respiracnich infekci. Studie byla provadéna
na dospélych osobach, po dobu tfech zimnich obdobi, podavanim vitamini a mineralnich
latek obohacenych o probiotika. Béhem této doby, kdy byly podavany tyto obohacené pii-
pravky obsahujici tfi druhy probiotik (Lb. plantarum, Lb. rhamnosus a L. lactis) doSlo
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u pacientil ke sniZeni zdvaznosti ptfiznakll a zkréceni pribchu sezonnich virovych infekci

[21].

Probiotické laktobacily maji spoustu potencidlu, kde mohou pftispivat ke zdravi a pomahat
pied nemocemi. Nejnovejsi vyzkumy se dnes zaméefuji na moznosti vyuziti probiotik, jako
podptlirnou lécbu u nadorovych a kardiovaskuldrnich onemocnéni nebo jejich schopnosti
tlumit ptiznaky alergii. I zde je vSak nutno brat zfetel na to, Ze n€které kmeny mohou U¢in-
kovat riznym zptsobem na zdravého nebo nemocného jedince [16]. DuleZité je si také uve-
domit, Zze ackoliv jsou probiotika vSeobecné oznacovana jako bezpecna, tak tyto prospésné
vlastnosti se tykaji pouze jednotlivého kmene a nikoliv celého druhu. Proto je nezbytnd ge-
neticka charakterizace probiotickych kmenli s nutnosti jednozna¢né urCit genotypy, které
fidi vSechny pfinosné vlastnosti. Uginek probiotik je z velké &asti dan rovndZ tvorbou
tzv. bakteriocind. Jedna se o latky, které vice nebo méné selektivné blokuji riist a mnozeni

ostatnich mikroorganismt [22].

1.7 Bakteriociny

Laktobacily se zaslouZily o zvlastni pozornost diky produkci bakteriocint. Bakteriociny jsou
latky proteinové struktury produkované pii svém ristu nékterymi bakteriemi
(napft. bakteriemi mlé¢ného kvaSeni) vykazujici antimikrobidlni vlastnosti [22]. Produkce
antimikrobidlnich peptidl je prvni linii obrany a také soucasti vrozené imunity u vétSiny mik-
roorganismil. Antimikrobidlni peptidy chrani hostitele podle riznych specifickych mecha-
nismtl. NejCastéji se vSak cilené zaméfuji na poSkozeni permeability plasmatické membrany,

coZz nasledn¢ vede k tniku bunééného materialu a ke smrti bunky [23].

1.7.1 Vyuziti bakteriocinii produkovanych laktobacily

Bakteriociny produkované bakteriemi rodu Lactobacillus jsou t¢inné zejména proti bakteri-
im, vyskytujicim se ve stejnych ekologickych nikach. V potravinarském primyslu mohou
byt pouzity jako vhodna alternativa ptirodnich konzervacnich latek ndhradou za chemické

slouceniny pti vyrobé produktil s prodlouZenou trvanlivosti [24].

V rozvojovych zemich patii produkty z fermentovanych obilovin k tradi¢nimu a Casto také
jedinému zdroji potravin. Mezi takovy produkt patii napt. prosna kase ,ben saalga”. Vyroba

téchto fermentovanych potravin je, ale spojena s nedostatecnou hygienou a kratkou trvanli-
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vosti zplisobenou patogenni mikroorganismy Bacillus cereus, Escherichia coli O157:H7
a Salmonella enterica. Proto se posledni vyzkumy zamétily na bakteriociny produkované
kmeny Lactobacillus plantarum 2,9, které jsou znamy svou vysokou antimikrobidlni aktivi-
tou. Testy byly provadény v MRS bujonu pii inkubac¢ni teploté 30, 22 a 15 °C. B&hem kul-
tivace pii 30 °C v prvnich 8 hodindch, doslo k rychlé inhibici patogenti a zaroven k vysoké
koncentraci bakteriocini. Podobny vysledek byl zaznamenan také uteplot 22 a 15 °C
po prvnich 24 hodinach. Vysledky studie ukazuji, ze Lactobacillus plantarum 2,9 miuze byt
pouzit jako startovaci kultura pro zlepSeni mikrobiologické bezpecnosti fermentovanych

,ben saalga” [25].

Bakteriociny jsou zajimavé i z lékaiského hlediska. Uginky Lactobacillus fermentum jsou
védecky zkoumdany pro zabranéni Sifeni infekce v rané produkovanou patogenni bakterii
Staphylococcus aureus, ktera je puvodcem ,,nemocni¢nich infekci” opera¢nich ran. Pod ktzi
krys byly zavedeny silikonové implantaty infikované Staphylococcus aureus, soucasné
s Lactobacillus fermentum. Béhem tfi dnli doSlo k rozvinuti infekce, kterd byla nasledné
potlacena ptisobenim proteinti ze sekretu Lactobacillus fermentum. Zminény protein zabra-
nil vazbé bakterie Staphylococcus aureus na kolagen, jenz je jejim vazebnym mistem a tim
zabranil jejimu dalSimu Sifeni. V budoucnu by tato metoda lécby méla zna¢nou vyhodu
oproti dnes uzivanym antibiotikiim, jenz ¢asto kromé patogent zni¢i i znacnou cast pfiroze-

né mikroflory [26].

K vétSimu porozuméni bakteriocini nepochybné povede pribéZzny vyzkum. Posouzeni rizik
a oc¢ekavané piinosy pro spolecnost budou urc¢ovat budouci pouziti bakteriocinii v oblastech

potravinarskych technologii a zdravi ¢lovéka.

1.8 Laktobacily v potravinarstvi

Laktobacily maji vyznamnou roli v potravinatskych biotechnologiich, pro své fermentacni
vlastnosti a antimikrobialni aktivitu. Laktobacily naSly své uplatnéni jako startéry v mléc-

ném, masném a pekarenském pramyslu.

V mlécném primyslu jsou zejména vyuZivany termofilni syraiské zakysoveé kultury
pro vyrobu syru s vysokodohtivanou syfeninou, termofilniho zakysaného mléka a tvarohu.
Tyto kultury fermentuji laktozu na kyselinu mlé¢nou, zaroven se vyznacuji mirnou proteoly-

tickou aktivitou a schopnosti inhibovat rist neZadoucich kontaminujicich enterobakterii.
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Mezi bakterie zdkysovych kultur fadime Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Pfi vyrob¢ jogurtl a jogurtovych
mlék jsou pouzivany Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus, které maji symbioticky vztah a spolu se vyznacuji rychlou tvorbou

kyseliny mlécné [9].

V masném primyslu nachézeji laktobacily své uplatnéni jako startovaci kultury pti vyrobé
fermentovanych masnych vyrobkt. K nejvice pouzivanym druhiim patii Lactobacillus plan-
tarum, Lactobacillus curvatus a Lactobacillus sakei. Hlavni funkci téchto bakterii je zajis-
téni rychlého kvaseni sacharidl pfidanych do masovych smési, coz nasledné vede k poklesu
pH a k inaktivaci patogenli zpisobujici nezddouci zmény. Tim dochazi k zlepSeni stability
a trvanlivosti produktli. Zaroven laktobacily vytvareji biochemické podminky pro dosazeni
kone¢nych Zadoucich senzorickych vlastnosti, mezi néZ patii zeyména viiné, chut’ a struktura

masného vyrobku [27].

V pekarenském primyslu pii vyrob¢ (kynuti) zZitného nebo psSeni¢nozitného chleba se vyuzi-
vaji startovaci kultury Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii nebo Lactobacil-
lus brevis, kdy s jejich pomoci vznikd dobie a standardné prokynuté tésto. Chléb je zakladni
potravinou a zarovenl produktem podléhajici rychlé¢ zkéze a to zejména mikrobiologické.
Tento problém je velmi zavazny. Kromé odpuzujiciho pohledu na viditelny rtist plisni,
se tyto plisné podili na produkci nebezpecnych mykotoxinii a alergenti zptisobujicich vazné
zdravotni problémy. Proto byly provedeny studie u Lactobacillus amylovorus DSM19280,
ktery produkuje Siroké spektrum protiplisnovych latek. PSeni€né tésto kvasené Lactobacil-
lus amylovorus DSM19280 vykazovalo dobré reologické vlastnosti a upeceny chléb byl
kvalitni. Navic byla prokazana schopnost zpomalit riist u Aspergillus niger, Fusarium cul-
morum a Penicillium expansum, které patii mezi hlavni plisn¢ podilejici se na kazeni chleba.
Biologicka ochrana chleba s Lactobacillus amylovorus DSM19280 byla nasledné také po-
rovnana s nejcastéji pouzivanym antimykotikem propionatem vapenatym. Chleby kvaSené
kvaskem Lactobacillus amylovorus DSM19280 byly G¢inngj$i v prodlouzeni trvanlivosti
chleba, nez chleba s ptidavkem propionatu vapenatého. Jelikoz spotiebitelskd poptavka
dnes roste po potravinach bez chemickych ptisad je to jedna z moznosti jak nahradit che-

mické konzervacni latky [28].
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2 GENETICKE INZENYRSTVI

Genetické inzenyrstvi patii mezi dilezitou dynamicky se rozvijejici oblast molekuldrni bio-
logie a genetiky. Cilené pfetvarti buiiky, respektive organismy, a to v takovych kombinacich
genll, které v pfirodé nenachdzime — mohou se prendSet vlastnosti organismu, které se
v ptirod¢ prakticky nikdy nesetkaji. Ziskavame tak nové, umélé kombinace gentl, které jsou
zavadény do genomu organismu s cilem rekonstruovat jejich genetickou vybavu [29]. Gen
uméle upraveny a preneseny do nového hostitelského organismu oznacujeme jako transgen
a vznikly organismus pak transgenni, nebo také geneticky modifikovany organismus (GMO)

[30].

Nové genetické metody a genomova analyza nekulturnich organismi se snazi identifikovat
a charakterizovat ziskany geneticky material a aplikovat tyto poznatky pro pochopeni po-
chodil lidského byti. Oteviraji se tak moznosti novych biotechnologii pro Zivotni prosttedi,
vetfejné zdravi a vyuzivat mikroorganismy pro jejich schopnost rozkladat odpadni produkty.
V potravinarstvi umoziuji ziskdvat odolné plodiny s vétSimi vynosy, v mediciné vyzkum
novych generaci vakcin, diagnostikovani a 1é¢bu dédicnych chorob. Z bakterii s rekombino-
vanou DNA je mozno ziskavat mimotfadné Cisté AMK, enzymy, alkaloidy, steroidy a mnoho

dalsich vyznamnych biologicky aktivnich latek [31].

2.1 Zaklad bunéénych technologii

Zaklad vsSech bunécnych technologii byl poloZzen v sedmdesatych letech tohoto stoleti,
kdy se poprvé podafilo izolovat pozadovany usek DNA. Dtive byla analyza molekuly sta-
novovana pouze nepiimo, a to na zédkladé mapovani genli a sekvencovani RNA a proteintl.
Nésledné byly zaveden¢ metody molekulového klonovani DNA, vyuZivany pro tvorbu re-
kombinantni DNA (1972-1973, Boyer, Cohen a Berg), metody detekce specifickych sek-
venci DNA na bazi gelové elektroforézy (1975, Southern) a technika sekvencovani DNA
(1975 -1977, Sanger, Barrel, Maxam a Gilbert) [32]. Tyto techniky umoZnily vytvaret nové
molekuly DNA in vitro, cilené¢ s nimi manipulovat a zpétn¢ je zavadét do zivych organismil.

nebo zivocicha a stat se jeho dédi¢nou soucasti [33].

Exprese genti neboli realizace genetické informace je proces, kdy je v genu ulozena diilezita

genetickd informace ve formé deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a pievedena v konkrétni
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bunécné struktury. Produktem exprese jsou ribonukleové kyseliny (RNA), ale i molekuly

proteinu [34].

Na rozdil od klasické dédi¢nosti organismil, pro kterou je typicky vertikalni pfenos DNA
z generace na generaci, dovoluji metody genového inzenyrstvi prenaSet geny do taxonomic-
ky vzdalenych organismil, ¢imzZ ziskdvame zcela nové nebo pozménéné produkty. Struktura
DNA, kterd je zakladni nositelkou genetické informace s presnym uspofadanim purinovych
a pyrimidovych bazi se promita do uspoiadani aminokyselin v bilkovinach a je pro vSechny
zivé organismy totozna. Muzeme tedy cilen¢ pfenaSet hmyzi nebo rostlinné genetické mate-

ridly do bun¢k savcti, nebo lidské geny do bakterii [35].

Nové metody rekombinantni DNA, umoziuji vytvofeni chromosomi s novymi kombinace-
mi genil, které by se v pfirodé¢ samy nikdy nevyskytly. Technologie rekombinantni DNA
umoziuji sledovat expresi gentl, studovat funkci proteint, detekovat mutace DNA, které
jsou pfic¢inou dédicnych chorob a produkovat zvySujici se pocet farmaceutickych latek

(napt. produkce insulinu pro diabetiky v bakterii Escherichia coli) [36].

2.2 Zakladni metody genetického inZenyrstvi

Zakladni metody genetického inZenyrstvi byly vyvinuty diky pfevratnym objevim
v enzymologii nukleovych kyselin a jsou zaloZeny na manipulaci DNA, jako nositelkou ge-
netické informace u prokaryot, eukaryot a DNA-virt. Témito metodami lze pozménit geno-
vou vybavu organismu nebo upravit uspoiadani genomu. Upravy DNA jsou uskute¢iiovany

mnoha metodami. Mezi nejdulezitéjsi patii:
e izolace nukleovych kyselin;
e clektroforéza nukleovych kyselin;
e Stépeni DNA specifickymi restrikénimi endonukledzami,
e hybridizace nukleovych kyselin;
e polymerazova fetézcova reakce (PCR);
e klonovani DNA;

e genové knihovny [29].
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Pomérné novou a mozna pravé proto tolik diskutovanou oblasti genového inZenyrstvi tvoti

transgenni organismy neboli geneticky modifikované organismy (GMO).

2.2.1 Izolace nukleovych kyselin

Cilem je ziskat nukleovou kyselinu v nativnim stavu z pfirozeného materialu, v dostate¢ném
mnoZzstvi a v Cistoté. Vybér metody izolace DNA nebo RNA zavisi na zplsobu jejich na-
sledné analyzy, proto je tfeba zbavit nukleové kyseliny vSech kontaminujicich latek, jako
napi. glykogen, proteiny nebo ionty kovi, které by mohly branit u¢innému a specifickému

pusobeni enzymil pouzivanych k jejich analyze a Gpravam [29].

Vychozim materidlem nohou byt jednak kultury prokaryotickych bunck, kvasinek, tkané
a orgéany eukaryot, které musi byt pti lyzi homogenizovany. Zdrojem DNA mohou také byt
bunécné organely a Castice vird purifikované centrifugaénimi metodami [37]. K uvolnéni
vnitinitho obsahu buiiky je nutno rozrusit bunééné stény nebo virovych kapsidu piisobenim
enzymu a detergenti. Na naruSeni stény bakterialni buiiky se obvykle pouziva enzym lyso-
zym a celulazy, z detergentii pak laurylsiran sodny a chelata¢ni Cinidla [38]. Po rozruseni
bunécné stény a plazmatické membrany piechdzi do roztoku spolu s degradacnimi produkty
komplexni smés DNA, RNA, proteiny, lipidy, sacharidy nizkomolekularnich latek a uhlovo-
diky. V zavislosti na tom, co pottebujeme ziskat, zda DNA nebo RNA, se nezadouci typ

nukleové kyseliny odstrani plisobenim ptisluSné nukleazy [29].

2.2.2 Elektroforéza nukleovych kyselin

Elektroforéza v agar6zovém ¢i polyakrylamidovém gelu patii k nejpouzivanéj$im separac-
nim technikam pro identifikaci, separaci a purifikaci nukleovych kyselin a proteinti. Princi-
pem elektroforézy je pohyb zaporné nabitych molekul DNA nesouci elektricky naboj (hlav-
nim nositelem ziporného naboje nukleovych kyselin jsou zbytky kyseliny fosforecné)
v elektrickém poli smérem k anodé€. Nukleové kyseliny se chovaji jako polyionty a pohybuji
se smérem ke kladnému pélu. K déleni fragmenti DNA 1 RNA nasledné probiha v zavislosti

na velikosti jednotlivych ¢astic [39].

K tfidéni molekul DNA nedochazi pfimo v roztoku, ale na vhodném nosici a tim zpravidla
byva gel. Gel je tvoten slozitou siti polymernich molekul s pory. Volbou koncentrace gelu
zajistime vhodné podminky pro déleni fragmentii podle rozdilnych molekulovych velikosti.
[29]. Molekuly DNA se v gelu pohybuji rozdilnou rychlosti, kterd je oznaCovana jako elek-
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troforetickd pohyblivost a je nepfimo umeérna logaritmu jejich velikosti. Vzdjemna pohybli-

vost je vSak dana podminkami elektroforézy, zejména na iontové sile pufru a napéti [38].

Po skonceni elektroforézy identifikujeme polohy rozdélenych molekul obarvenim vhodnym
barvivem, nej€astéji je vyuzivan ethidium bromid, ktery se vaze mezi vlakna DNA, vytvare-
jici komplex, ktery po ozafeni ultrafialovym svétem piistroje zvaném UV transluminator
zviditelni fragmenty DNA, které Cervené fluoreskuji [40]. Pro detekcei fragmentiit DNA vyu-
zivame radioaktivni znaceni nebo hybridizaci se znacenou sondou. Rozdélené molekuly

DNA Ize také ve funk¢ni formé izolovat z gelu [41].

Metodou pulzni gelové elektroforézy (PFGE) miizeme charakterizovat a porovndvat DNA
u jednotlivych biovarti, druhli nebo kmenti bakterii mlééného kvaseni. PFGE mize byt na-
pomocna k ureni velikosti chromozomil a vybudovani fyzické mapy bakteridlnich chromo-
somi. Vyuziti nachazime zejména v prumyslovych procesech, kdy nam jednak poskytuje
moznosti sledovani a fizeni pribéhu fermentace a zaroven detekci pritomnych nezadouci
kontaminanti. Konkrétné byla zjiStovana velikost chromosomt u Lactobacillus plantarum,
ktery je dllezity jako startovaci kultura ve fermentacnich procesech, zejména zeleniny. Ve-
likost chromosomt Lactobacillus plantarum se pohybuje v rozmezi 3-4 Mb a jsou daleko
vétsi nez u vSech ostatnich bakterii mlééného kvaSeni. Relativné malé chromosomy BMK
jsou podle vSeho spojeny s absenci metabolickych funkénich geni a Spatnou adaptaci

na Zivotni prosttedi [42].

2.2.3 Stépeni DNA specifickymi restrikénimi endonukleizami

Restrik¢éni endonukledzy neboli restriktazy jsou enzymy schopné $tépit specifické sekvence
DNA. Jsou soucasti mnoha bakterii, kde slouzi jako ochrana pied cizorodou DNA, ktera se
do bakterialnich bunék dostava pii infekci bakteriofagem. Bakterialni DNA je v cilovych

mistech chranéna metylaci adeninu a cytosinu [36].

Cilovym mistem restrikénich endonukledz je specifické misto tvofené kratkou sekvenci,
zpravidla 4 az 8 nukleotidovymi pary na dvoufetézcové molekule DNA, které Stépi a je
pravdépodobné, Ze se tataZ mista mohou ndhodné objevit v kazdé dalsi molekule DNA [33].
Tato mista jsou vétSinou palindromatické sekvence tzn. majici stejné potadi nukleotid
ve sméru od 5'konce na obou vlidknech DNA. Stépeni molekuly DNA pak nastava

v restrikénim misté umisténého uvnitt rozpoznavaciho mista. Produktem Stépeni jsou frag-
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menty DNA o definované délce nazyvané restrikénimi fragmenty [29]. V zavislosti
na zpusobu $tépeni mezi nukleotidy ziskdvame kohézni konce s pre€nivajicimi jednoietézo-
vymi useky, které se mohou spojit vodikovymi mustky na zdkladé¢ komplementarity bazi
s jinym koncem fragmentu DNA, vzniklého plsobenim téhoz restrikéniho enzymu, nebo
ziskavame tzv. tupé konce, kdy dochazi ke §t€peni mezi protilehlymi nukleotidy. Pomoci
enzymu DNA ligdza vytvari fosfodiesterové kovalentni vazby a dochézi k naslednému pro-

pojeni konct za vzniku rekombinantni molekuly DNA [36].

Pokud tedy s$tépime opakované¢ DNA z lidské tkané urcitou restrikéni endonukleédzou, do-
staneme vzdy stejnou sadu fragmentd [33]. Restrikéni endonukledzy jsou dnes dulezitym

nastrojem pro moderni technologie DNA vyuzivané zejména v biologickém vyzkumu.

2.2.4 Hybridizace nukleovych kyselin

P11 hybridizace nukleovych kyselin dochazi k vytvareni dvoutetézovych molekul z jednofe-
tézovych molekul DNA nebo RNA za piedpokladu, Ze se jejich sekvence vyznacuji Uplnou
nebo caste€nou komplementaritou bazi [29]. Principem hybridizace je rozruSeni kovalent-
nich vazeb cukr-fosfatové kostry fetézce DNA a vodikovych mistki, které vazou oba fe-
tézce dvousroubovice DNA prostfednictvim parovani bazi. Dojde k denaturaci DNA, kdy
ziskavame z pivodni dvousroubovice DNA dva jednoduché polynukleotidové fetézce [43].
Tento proces je na rozdil od denaturace proteini reverzibilni. Retézce je znovu mozno pa-
rovat neboli renaturovat diky komplementarité bazi. Denaturaci lze vyvolat zvySenim teplo-

ty, specifickymi enzymy DNA-polymerdzou nebo chemickymi ¢inidly napt. NaOH [38].

Hybridiza¢ni reakce se provadi v gelu, roztoku, na filtrech, ¢ipech nebo in situ. Hybridizace
in situ je metodou vyuZivanou pro bakteridlni identifikaci, umoZiujici ur€it ptitomnost spe-
cifickych sekvenci nukleovych kyselin v cytologickych prepardtech chromozomi, bunck
nebo fezech tkani a urcit jejich prostorovou lokalizaci. K hybridizaci dochazi piimo
ve vySetfovaném biologickém materidlu tedy na misté (in situ), nikoliv na izolované DNA.
Tato metoda je vhodna pro detekci specifickych molekul RNA uvnitt bunék a tkani.
V soucasnosti je nejvice vyuzivanou metodou fluorescencni hybridizace in situ (FISH),
pii které se provadi jejich urovani pomoci fluorescenéné znacenou protilatkou nebo jsou

sondy znaceny piimo pomoci fluorescenéné znacenych nukleotida [44].
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Sondou byva jednotetézcova DNA o délce 10 az 1000 bazi, ktera je modifikovana radioak-
tivnim prvkem nebo chemickou molekulou umoznujici jeji detekci. Zobrazeni navazanych
sond je provadéno fluorescencni mikroskopii. FISH fluorescencni sondy vykazuji vysoky
stupen specificnosti doplitkovych sekvenci, a proto jsou vyuzivany v mnoha oblastech vy-

zkumu [33].

Konkrétné v potravindiskych technologiich k detekci specifickych bakterii mlécného kvase-
ni, syrovatkovych kultur pro vyrobu ptirodnich tvrdych syrii a bifidobakterii u fermentova-

nych potravin.

Fluorescen¢ni metodou in situ (FISH) sondy je mozno piesné identifikovat rod Lactobacil-
lus spp. pomoci nové Peptido-nukleové kyseliny (PNA). Sonda (Lac663) byla testovana
na vyuziti metody ve vzorcich mléka s ptidavkem probiotickych kment Lactobacillus casei,
Lactobacillus pentosus, dalSich taxonomicky ptibuznych bakterii a patogennich bakterii.
Lac663 sonda vykazuje vysokou specifitu, vaze se vyhradné na kmeny Lactobacillus spp.,
pfi¢emZ byla prokdzana nepfitomnost hybridizace u nékolika druhu bakterii z tfidy Bacillus,
jako Streptococus termophilus, Enterococcus feacelis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus.
Zaroven nedochazelo ke kitizeni sondy ani s patogennimi bakteriemi, které kontaminuji po-

travinaiské vyrobky jako Salmonella spp., Escherichia coli a Listeria monocytogenes [45].

PNA-FISH metoda je rychla (cca 3 hod.), spolehliva a je schopna pfimo detekovat a kvanti-
fikovat Lactobacillus spp. v koncentracich, pifi kterych jsou tyto potencidlni probiotické

bakterie povazovany za prospéSnou davku pro lidské zdravi [45].

2.2.5 Polymerazova retézova reakce PCR

Polymerazové tetézové reakce (PCR) byly zavedeny v roce 1985 Kary B. Mullisem a zna-
menala revoluci v metodice molekularni biologie. Vyhodou PCR je umoznéni ziskat poZa-
dovanou a specifickou sekvenci genomové DNA bez jejiho piedchoziho klonovani

ve vektorech [36].

PCR je enzymovd metoda slouzici k opakujici se syntéze definovaného tseku DNA,
in vitro, pro né&jz jsou k dispozici oligonukleotidové primery o délce 17 az 28 nukleotidi
komplementarni k 3’a 5’- koncovym sekvencim DNA urcené k amplifikaci. Po piidani
DNA-polymerazy a nukleotidi probiha nésledné syntéza novych fetézcii na obou matrico-

vych fetézcich protismérné [39].
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Pti syntéze DNA se pouzivaji termostabilni enzymy DNA polymerazy izolované
z termofilnich mikroorganismii odolavajici vysokym teplotdm (napt. Tag polymeraza
z bakterie Thermus aquaticus Zzijici v horkych pramenech), pfi nichz dochazi k denaturaci
DNA. Tim je umoznéno, aby syntéza DNA probihala opakované v cyklech, ptiemz

v zavislosti na teploté reakéni smési probihaji 3 faze [38].
Jednotlivé kroky zahrnuyji:
1. denaturace — rozvolnéni fetézch DNA vlivem vysoké teploty (94-95°C, 20-40 s)

2. annealing — pfipojeni (naseddni) primerii na vlakno DNA na principu komplementa-

rity dusikatych bazi (50-60°C, 30-90 s)

3. extenze — polymeracni reakce, syntéza komplementarniho fetézce DNA, kdy vlakna
DNA polymeraza nasedne na primery a piipoji volné nukleotidy k vldknu DNA
na principu komplementarity dusikatych bazi (72°C, 45-90 s).

Do reakce je navic zafazena pocateCni denaturace a zavére¢na polymeracni reakce,

kdy dochazi k dosyntetizovani fetézcu [46].

Reakce se provadéji v zafizeni nazvaném termocykler, v némz dochazi ke zménam teploty
automaticky v naprogramovanych ¢asovych intervalech. Vzhledem k vysoké citlivosti de-
tekce staci pro zahdjeni reakce velmi malé mnozstvi vychozich molekul DNA (teoreticky by
méla stacit jedina molekula DNA nebo ve zvlastnich pripadech RNA) [29]. Cyklus je opa-
kovan obvykle 25-30x, kdy dochazi ke zdvojnasobeni a nasledné k exponencidlnimu nartstu
poctu useklt DNA ohrani€enych misty, k nimZ se pfipojily primery. Vyslednym produktem
reakce jsou tedy fragmenty DNA definované délky (obsahujici obvykle desitky az tisice

nukleotidtl) analogické restrikénim fragmentim [47].

Metoda PCR umoZnila fadu experimentalnich pfistupt, které byly v minulosti neproveditel-
né, pricemz pocet aplikaci PCR neustale vzrista. PCR nachazi uplatnéni pti syntéze frag-

mentit DNA pfi:
e detekci infekEnich mikroorganismi a virti v potravinach, vod¢ a ptdg;

e kontrole vyrobki (napf. pii zjiStovani geneticky modifikovanych potravin nebo mik-

robiologicka jakost potravin);

e izolaci urcitého genu ze vzorku tkan¢;
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e piipravé velkého mnozstvi templatu pro sekvencovani;

e oligonukleotidové fizené mutagenezi — tj. definované zmén€ jednoho nebo vice

nukleotidua [39].

Dilezitou tlohu hraji metody PCR v potravindiském primyslu, zejména pro identifikaci
nekterych druhti Lactobacillus, které jsou po celém svété vyuzivany jako primysloveé starté-
ry pro vyrobu fermentovanych mlék, syri, masa a masnych vyrobki. Zaroven je vyuzivana

k vyhledavani potenciondlnich probiotickych kmenti Lactobacillus [48].

Pro rychlou identifikaci probiotickych kmenti Lactobacillus izolovanych z farmaceutickych
a mléénych vyrobki byla vybudovanid multiplex primer PCR sada obsahujici devét primert.
Tato sada je schopna s pfesnosti 93,6 % identifikovat vSechny typy kmenil patficich
do sedmi cilovych druhii. Vysledky analyzy u nékterych probiotik nasledné ukazaly,
ze urcité druhy laktobacilti, deklarované vyrobcem byly zcela odlisné od téch, které se na-

chazely ve vyrobcich [48].

Lactobacillus delbrueckii je soucasti startovaci kultury k vyrobé riiznych fermentovanych
vyrobkt, véetné jogurtli. Zaroven je velmi citlivy na napadeni bakteriofagii, coz v disledku
vede k fermentaénimu selhani a zhorSeni kvality koneénych produktii. Uginny zptisob, jak se
vyhnout fagovym utokiim v mlé¢nych vyrobcich je v€asna detekce bakteriofagii kdykoli
béhem vyroby. Metoda specifické PCR je rychly a u¢inny zplsob sledovani a identifikace
Lactobacillus delbrueckii bakteriofagli. Nejdulezitéjsi vyhodou pro mlékarensky primysl je
znacné zkraceni doby analyzy, nebot’ detekci je mozné provést v dobé kolem 30 minut i bez

ptedchoziho zpracovani vzorki [49].

Vseobecné lze fici, Ze metody zalozené na PCR nasly Siroké uplatnéni diky své jednodu-
chosti, rychlosti a citlivosti a nahradily v fad€ ptipadi metodické postupy zalozené na klo-
novani DNA a vektorech. Jsou uplatiiovany piedevsim pii vyhledavani a klonovani specific-
kych sekvenci, pro odhalovani mutaci, identifikaci bakteridlnich a virovych patogenti, roz-

poznavani nadora apod. [38].

2.2.6 Klonovani DNA

Klonovani obecné oznacuje pofizovani identickych kopii neboli klonii. Klon je soubor iden-
tickych bun¢k odvozenych ze spole¢ného predka mitézou u eukaryot a prostym délenim

u prokaryot [29].
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Klonovani DNA je chapano jako ,vyjimani a vkladani” DNA zjeho pivodniho genomu
do vhodného nosice. Klon DNA, nebo také molekuldrni klon je soubor identickych molekul,
fragmenti nebo usekit DNA, pfipravenych napf. rozmnozenim rekombinantnich molekul
DNA v hostitelské buiice (in vivo) nebo polymerdzovou fetézovou reakci in vitro. Ja-
ko rekombinantni molekula DNA je ozna¢ovana molekula DNA vytvofena in vifro spojenim

cizorodé DNA s klonovacim vektorem [29].

Klonovaci vektor neboli pienasec, je molekula DNA schopnid samostatné reprodukce
v hostitelském organismu, tzn. schopna autonomni replikace. Spojeni vektorové a cizi DNA
zabezpeCuje DNA-ligaza. Do hostitelské bunky je obvykle transportovana pouze jedna re-
kombinantni DNA. Reprodukce hostitelské buiniky zahrnuje replikaci DNA a vytvoreni
mnoha identickych kopii DNA neboli klonti [50].

Aby molekula DNA pii klonovani genti dobfe fungovala, klonovaci vektor, musi splihovat
urcité vlastnosti. Jedna se zejména o schopnost se v hostitelské bunce replikovat, a tim vy-
produkovat velky pocet rekombinantni DNA a predat je svym dcefinym bunkam. Dale je
pro dobrou manipulaci a zabranéni lamavosti pii purifikaci zapotiebi, aby klonovaci vektor

byl pomérné maly [51].

Jako klonovaci vektory se zejména vyuzivaji plazmidy, fasmidy, bakteriofagy, kozmidy

a umélé bakterialni a kvasinkové chromosomy.

e Plazmidy (bakteridlni a kvasinkové) — jsou malé kruhové DNA, vyskytujici
se piirozen¢ v bakteridlnich buiikach, nesouci jeden az dva geny, které burice hosti-
telské bakterie zajisti potfebné vlastnosti. Jsou schopny samostatné replikace integra-
ci do bakteridlniho chromozomu. Kromé pocatku replikace obsahuji také
tzv. selek¢éni marker — gen, ktery zajiStuje udrzeni plazmidu v hostitelské bunice. Mi-
ze se jednat napf. o rezistenci vii¢i antibiotikiim. Do plazmidu 1ze bézné vlozit mole-

kulu cizi DNA o velikosti 10-15 kb [52].

e Bakteriofagy (virové) — neboli fagy, jsou viry, které specificky infikuji bakterie. Fagy
jsou tvofeny pouze molekulou DNA, popi. RNA nesouci geny nezbytné pro replikaci
faga. Infekce hostitelského kmene bakterie bakteriofdgem s cizi DNA neboli lyticky
cyklus je velmi rychly, pfi¢emz dochdzi k namnoZeni celé fagové DNA vcetné cizi

DNA [51].
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o Kosmidy (bakterialn¢ — virové) — jsou odvozené z plazmidu, do kterého byly naklo-
novany cos mista bakteriofaga lambda. Vyhodné spojuji vlastnosti plazmidt a bakte-
riofagii. Rekombinantni DNA je naklonovana do linearniho kosmidu a sbalena
in vitro virovym mechanismem a infikovdna do bakterie. Uvnitf bakterie nabyva
kosmid kruznicovou formu bez podstatnych genti fagu lambda a tudiz neprochazi ly-

tickym cyklem. V buiikéach je replikovan jako plazmid [38].

e Fasmidy (bakteridlné- virové) — jsou plazmidy vybavené navic ¢asti genomu nékteré-
ho bakteriofaga. NejCastéji jsou pouzivané fasmidy vybavené replikacnim zacatkem
vlaknitého bakteriofaga fl, ktery umoziuje ptipravit z fasmidu od bakteriofaga jed-

novlaknitou DNA vhodnou pro sekvencovani [53].

e Umélé bakteridlni chromosomy (BAC) — jednd se o plazmidové vektory odvozené

z plazmidu F Escherichia coli, jejich ptednosti je velka klonovaci kapacita.

e Umélé kvasinkové chromosomy (YACs) — patii mezi kyvadlové klonovaci vektory,
replikujici se v Escherichia coli a kvasinkach. Vedle sekvenci bakterialniho plazmidu
obsahuji Casti kvasinkového chromosomu (centromera, pocatek replikace a dvé kva-
sinkové telomery). Béhem §tépeni plazmidi dochazi k zformovani dvou ramen, mezi
néZ se zaCleni klonovand genomovd DNA. Rekombinantni DNA je vloZena
do kvasinkovych sféroplasti, kde se chova jako ostatni kvasinkové chromosomy

[38].
Klonovani DNA je provadéno v nékolika krocich:

1. Ligace: integrace genu do vektoru — po vlozeni cizi DNA do plazmidu dochazi k rozste-

peni kruhové molekuly pomoci restrikéni endonukledzy, ktera vytvari konce komplementar-
ni ke konctim cizorodé DNA. Po vytvoreni jednotlivych fragmentt DNA, dojde ke vzajem-
nému spojeni jejich koncti a pomoci DNA-ligazy k vytvofeni kovalentni vazby. V této smési
fragmentli se nespojuji jen plazmidy s pozadovanym tsekem DNA, ale také s jinymi frag-

menty, stejné tak i plazmidy navzajem.

2. Transformace: vneseni vektoru do hostitelskych bun€k (nej¢astéji bakterii) — vektor

se dostava do hostitelské bunky transformaci tj. ptimym vstupem DNA pies bunécnou sténu
a plazmatickou membranu. Transformace milize byt zptsobena teplotnim Sokem nebo elek-

troporaci.
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3. Kultivace: amplifikace vektoru v hostitelskych bunikdch — rekombinantni plazmidy

se mnoZzi v buiikach jako normalni plazmidy, kdy dochézi ke vzniku desitek az stovek kopii

jedné bunky.

4. Izolace plazmidové DNA: separace vektoru s naklonovanou DNA z bakterii - selekce

bun€k nesouci rekombinantni vektor je zdsadnim krokem, kdy je potieba oddélit klony, kte-

ré obsahuji klonovaci vektor od kloni, které vektor nenesou a nemaji schopnost replikace.

5. Identifikace klontt — rozpoznani bunék obsahujici namnozeny vektor — transformované

buniky mizeme rozpoznat pomoci detekce PCR, sekvencovanim, nebo hybridizaci nukleo-

vych kyselin [54].

2.2.7 Genové knihovny

Klonované geny mohou byt uchovavany v genovych knihovnach. DNA knihovny jsou ko-
lekce hostitelskych bunék, které funguji jako skladovaci systémy pro celé genomy (geno-
mové knihovny), nebo pro sadu gentl, které jsou vyjadieny typem buiiky (cDNA knihovny).
Genomové knihovny obsahuji prakticky vSechny klonované fragmenty piipravenych Stépe-
nim genomové DNA, které¢ dohromady ptedstavuji cely genom dan¢ho organismu. Knihov-
ny cDNA (complementary DNA) jsou pfipravovany piepisem z mRNA pomoci enzymu

reverzni transkriptazy [55].

Jednotlivé typy knihoven maji své vyhody i1 nevyhody. Genomova knihovna je daleko vétsi
nez cDNA knihovna (neobsahuje sekvence intronil) a umoZziuje studovat geny v jejich pii-

rozené podob¢, véetné intront a regulacnich oblasti [29].

Pro hledéani v knihovné obsahujici nékolik tisic klonovanych fragmenti, je zapotfebi DNA

sonda, ktera je schopna se specificky vazat na pozadovanou cilovou DNA.

Lactobacillus plantarum hraje dilezitou roli v primyslovych technologiich, napf. jako
ochrana silaZnich rostlin. Stile se proto vyhledavaji nové moZnosti vyvoje vylepSenych
kmend. Z tohoto divodi byl také provéfovan vliv metylace DNA na ucinnost piemény
BMK a zaroven snaha o vytvofeni pfimého klonovaciho ptistupu k Lactobacillus planta-
rum CDO033. Po zamén€ riznych kmeni BMK, plazmidové DNA vykazovaly odlisné
Dam/DCM vlastnosti. Nejlepsi vysledky byly dosazeny pomoci nedenaturované DNA, ktera
vedla k transformaéni G¢innosti az ~ 10° KTJ/ug DNA v Lactobacillus plantarum CDO033.

Tento novy pfistup umoziluje vystavbu velmi malych plazmidi slozenych vyhradné
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z pocatku replikace BMK. Kromé poskytovani menSich expresnich vektort, tato metoda
vylucuje jakoukoliv strukturalni nestabilitu ¢i mutagenezi, kterd byva nékdy spojena
s propagacnim plazmidem Escherichia coli. Vysledky pfinesly nové genetické nastroje
pro Lactobacillus plantarum, které umozni rychlejsi a snadnéjsi klonovaci postupy a vy-

stavbu genovych knihoven [56].

2.3 Transgenni organismy

Transgenni organismus neboli také geneticky modifikovany organismus (GMO) je podle
zakona 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organismy a genetickymi pro-
dukty, organismus (krom¢ ¢lovéka), jehoz dédiény material byl zménén genetickou modifi-
kaci. Genetickd modifikace je cilend zména dédicného materialu spocivajici ve vneseni cizo-
rodého dédicného materidlu do dédi¢ného materidlu organismu nebo vynéti ¢asti dédi¢ného

materidlu organismu zpiisobem, kterého se nedoséhne ptirozenou rekombinaci [57].

Pod pojmem transgenni organismus si miizeme piestavit konkrétni mikroorganismus, rostli-
nu nebo zvite, které se na prvni pohled ni¢im nelisi od nemodifikovaného organismu, ale ma
upravené vlastnosti, které se pfirozené nevyskytuji. Moznosti pouziti t€chto organismu jsou
velmi rozmanité, od vyuziti ve farmacii, v zemedélstvi ¢i v potravinaistvi, 1 kdyz zatim velka

¢ast slouzi pouze k vyzkumu v laboratotich [58].

2.3.1 Priprava transgenu

Z kazdého organismu je mozno izolovat jeho DNA, ktera je nositelkou genetické informace,
v niz jsou ulozeny geny. Pfidavanim nebo nahrazovanim urcitych tsekit DNA je umoznéno
navozovani cilenych dédi¢nych zmén. Jelikoz Cloveék, rostliny a zivo€ichové maji stejnou
stavbu molekuly DNA a stejny geneticky kod, je teoreticky mozné, geny z kteréhokoliv

organismu vlozit do dédi¢né informace jiného organismu [59].

Exprese transgenu v hostitelském organismu je podminéna fadou faktori, které maji zajistit,
aby cizorodd genetickd informace vnovém hostiteli setrvala a néjakym zplsobem

se projevila. Patfi zde:
e transkripce transgenu, popiipadé€ posttranskripéni Upravy primarnich transkripti;
e translace mRNA a posttransla¢ni modifikace primarniho produktu;

e piiprava fliznich proteint;
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e dosaZeni transportu proteinu do pfisluSného komparmentu buiiky nebo jeho sekrece

do vngjsiho prostiedi.

Zajisténi transkripce — pro zahajeni transkripce transgenu je vyzadovan promotor, ktery je

rozpoznan RNA-polymerazou hostitelé buiky [29].

Jednotlivé hodnoty specifickych ryst genu Lactobacillus, napt. promotoru, ribozomalnich
vazebnych mist a termindtoru se od sebe vzajemné lisi a tyto rozdily jsou dany v pivodu
téchto genu. Geny, které se podafilo u laktobacilli sekvencovat, jsou odvozeny od deviti
nebo vice druhd, které jsou evolu¢né ptibuzné, ale taxonomicky zcela odlisné. Prvotni di-
kaz, o tom, ze k expresi Lactobacillus genu vibec dochézi, byly ziskany pii pfeneseni téch-
to genu do jinych druhii Lactobacillus nebo do Escherichia coli. Tyto vysledky umoznily
piredbéznou analyzu transkrip¢nich a translacnich signalu u laktobacild, které jsou dostatec-
n¢ podobné, a je mozno je uznat 1 pro jiné€ hostitele, 1 kdyz kontrola genové exprese se mtize

odliSovat [4].

Fragmenty DNA obsahujici aktivni promotor byly také izolovany v Lactobacillus curvatus
a Lactobacillus acidophilus pomoci promotor- vektorové sondy. Analyza nukleotidové
sekvence téchto fragmentl odhalila vyskyt promotoru s podobnymi prvky. Sekvence jedno-
ho fragmentu byly identifikovany jako ribozomalni promotor RNA. Porovnavani sekvenci
jinych casti klonovanych fragmentii s databazi nukleotidovych sekvenci, vSak nepfinesly
vysledek o tom, zda tyto sekvence predstavuji originalni promotory nebo pouze sekvence

s ¢innosti promotora [4].

Zajisténi translace — pro translaci bakteridlni mRNA je nezbytnd sekvence pro vazbu

.....

.....

ho kodonu [29].

Pozorovanim nukleotidovych sekvenci v misté zahéjeni translace u vice nez padesati Lacto-
bacillus genli, se ukazalo, ze preferuji ATG jako pocatecni kodon. Sekvence (AGGAGG)

s vnitinim tripletem (GGA) se nachéazeji v 90 % analyzovanych sekvenci ve vzdalenosti

6-10 nukleotidli na 5"pocatecnim tripletu. Sekvence pravdépodobné funguje jako Shi-
ne-Dalgarno sekvence vazani na 3" konec 16S RNA. V souladu s hypotézou je zjisténi,

ze sekvence 3" konce 16S RNA u Lactobacillus je 3’'CUUCUU 5’ [4].
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2.3.2 Geneticky modifikované organismy
Geneticky modifikovany organismus miiZze byt bakterie, rostlina nebo zvife.

U geneticky modifikovanych mikroorganismil jsou pozménovany metabolické drahy tykajici
se tvorby nékterych dulezitych sloucenin, napt. enzymd, antibiotik, organickych kyselin,
aminokyselin nebo vitamint, pti¢emz vysledny produkt se ndsledné vyznacuje novymi vlast-

nostmi [31].

Mikroorganismy jsou taktéz vyuzivany pro piipravu proteinl, které jsou vytvafeny
v neptibuznych organismech. Geny, které fidi jejich tvorbu, jsou vlozeny do bunék bakterii
¢i kvasinek, a kultivovany v Zivném roztoku, do n¢hoZz se pozadovany protein uvoliuje
a izoluje. Gen izolovany z darcovského organismu je vloZzen do expresniho vektoru a re-
kombinantni molekula je pfenesena do hostitelské buiiky. Takto ziskdna bilkovina je zcela
totoznd s ptivodni, a hlavné neni zdrojem patogent zptsobujicich onemocnéni. Touto ces-

tou se jiz né€kolik let vyrdbi napt. lidsky inzulin [59].

U transgennich rostlin byla genetickd vybava pozménéna piidanim jednoho nebo vice gend.
Po ptidani novych genli mize rostlina vypadat jinak, ale také nemusi, nebo se miize vyzna-
covat odliSnou chuti. Do rostlinného genomu lze vnaset geny jinych rostlinnych druhi, bak-

terii, fas nebo zivocicht [59].

Hlavnim cilem transgenoze u rostlin je predevSim ovlivnit jejich technologické vlastnosti,
podilejici se na zvySovani vynosnosti, nebo vedouci k vyssi kvalité¢ plodii a semen, které
maji vyznam hlavné pro zeméd¢lce a zpracovatele. U nékterych plodin jsou vyuzivany modi-
fikace také proti virovym chorobam a herbicidiim, pouZivané pro niceni plevelli. Nyni je
také snaha o ptipravu geneticky modifikovanych rostlin s vlastnostmi, které by mohly ptiz-
nivé ovlivnit zdravi spotiebitele (odstranéni bilkovin zpisobujicich alergie, ryze s obsahem

karotenu v celém zrnu a dal$i moZnosti) [58].

Ptenos genti do rostlin miize byt provadén riznymi zplisoby. Mezi nejrozsitenéjsi zplisob,
patii pfenos zaloZeny na ptirozené schopnosti piidni bakterie rodu Agrobacterium napadat
poranéné rostliny a pfenést ¢ast DNA (T-DNA) svého Ti-plazmidu (Ti = tumor inducing)
do rostliny a zaclenit vném obsazené geny do nahodnych mist rostlinného genomu.

Pro expresi genu v rostlin€ je nutné pouzit rostlinny promotor [29].
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Transgenni zivoCichové zatim nenasli tak Siroké uplatnéni jako v ptipadé geneticky uprave-
nych bakterii nebo rostlin, i kdyz mozny potencidl jejich vyuziti je v budoucnu obrovsky.
Pro vyzkumné tcely jsou napt. pfipravovany transgenni mysi, u nichz se po vlozeni ciziho
DNA segmentu nebo vyfazenim funkce konkrétniho genu sleduji disledky na zvite. Takova
zvitata slouzi, jako modely pro fadu lidskych onemocnéni. Mezi dal$i transgenni zvitata
patti hospodarska zvirata (kravy, ovce, kozy), u nichz je zadouci transgenozi dosdhnout

lepSich uzZitnych parametrii, ptipadné ziskat odolnost vii¢i nemocem [60].

2.3.3 Prinosy a rizika genetické modifikace organismii

Postoj vefejnosti ke geneticky modifikovanym organismiim se velmi rizni. Na otazku,
zda jsou produkty geneticky modifikovanych organismii Skodlivé ¢i nikoliv, nelze jedno-
znacné odpovedét. Jelikoz jsou transgenni organismy vytvareny pouze kratkou dobu, nemti-

zeme dnes dopiedu piedpovidat, jak ovlivni nasi budoucnost.
Ptinosy:
e vyroba uéinngjsich 1€k, zlepSeni léCebnych postupi;
e odolnost rostlin vii¢i herbicidiim, Skiidcim ¢i parazitim a infekénim chorobam, chla-
du, teplu atd.;
e prodlouzeni technologické trvanlivosti potravin;
e vyuziti transgennich rostlin s vét§imi vynosy pro rozvojové zemé trpici hladomorem.
Rizika:
e nejcastéji kritizovana oblast GMO potravin a zeméd¢€lskych plodin zejména ze strany
ekologt;
e mozné naruseni biodiverzity;

e zneuziti infek¢nich organismu a toxickych latek [61].
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3 VYUZITI LAKTOBACILU V GENETICKEM INZENYRSTVIi

Konkrétnimu vyuziti rodu Lactobacillus je v posledni dob&é vénovana znana pozornost.
Genetické modifikace laktobacili jsou schopny vytvaret Sirokou Skalu kmenti, které je moz-
no vzajemn¢ kombinovat v zavislosti na konkrétnim pozadovaném procesu nebo pii tvorbé

produktu [62].

3.1 Vyznam v potravinarskych technologiich

V mlékarenském pramyslu maji velky vyznam enzymy B-galaktosidazy produkované rodem
Lactobacillus, které katalyzuji hydrolytické reakce podilejici se na zlepSeni stravitelnosti
a rozpustnosti sacharidii a to zejména lakt6zy. Enzym B-galaktosidéza slouzi jako substrat
pro produkci galakto-oligosacharidi, které jsou zafazovany mezi prebiotika, piiznivé ovliv-
fujici zdravi hostitele selektivni stimulaci ur¢itych druhd bakterii ve sttevech. Neddvné stu-
die byly zaméfeny na intracelularni enzymy B-galaktosidazy z potencionalné probiotickych
kment Lactobacillus reuteri. Kmeny L103 a L461 jsou heterodimery s molekulovou hmot-
nosti 105 kDa, skladajici se z podjednotek 35 a 75 kDa. Heterodimericka (-galaktosidaza
v Lactobacillus reuteri byla kddovana dvéma piekryvajicimi se geny lacL a lacM. Amino-
kyselinové sekvence genli lacL a lacM ukazuji vyznamnou identitu se sekvencemi
B-galaktosidazy v jinych laktobacilech a Escherichia coli. Kodovaci oblasti geni lacL a
lacM byly uspésné klonovany a vyjadieny v Escherichia coli pomoci systému zaloZeného
na polymerazovém promotoru T7 RNA. Vysledky prokazaly, ze klonovani téchto genti do
expresniho vektoru umoZiuje spravné sloZeni a efektivni produkci proteinti. Oba enzymy
jsou proto vhodné pro produkci galakto-ologisacharidii a jejich nasledné vyuziti

v tzv. funk¢nich potravinach [63].

Laktobacily taktéZ plni diileZitou tlohu pii vyrobé sladkych syra. Pro jejich spravné srazeni
je nutné dodat syifidlo (proteolytické enzymy). Jelikoz ptirodnich enzymi ziskavanych
z zaludkt sajicich telat je nedostatek, hledaji se moZznosti ndhrady, jak tento dulezity enzym
ziskat a to zejména pomoci izolace enzymu z bakterialnich kultur. Nizkd vytéznost ptirodni
aminopeptidazy u druhl Lactobacillus vedla k pouziti genové technologie. Ze syrti obsahu-
jici laktobacily, se podatilo izolovat pomérné velké mnozstvi intraceluldrni aminopeptidazy.
Izolovana aminopeptidaza z Lactobacillus rhamnosus S93 byla vnesena do Escherichia
coli, ptiCemz vytéznost rekombinantni aminopeptiddzy mnohonasobné vzrostla. Vznikly

rekombinantni enzym je nyni s Gispéchem pouZzivan pro produkci rekombinantniho syfidla
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(chymozin) pfivyrobé syrii. Tento rekombinantni chymozin je levny, Cisty a tvofi asi

70 % podil na trhu v Severni Americe [64].

3.2 Prinos pro zemédélské technologie

Mezi negativni vlastnosti brambor patfi, Ze v chladnu sladnou a bramborové lupinky tmav-
nou pii smazeni, pokud neni pouzit pfidavek oxidu sifi¢itého jako antioxidantu. Tyto vlast-
nosti, které jsou spojeny s laitkovou pfemeénou sacharidli v hlizach brambor, zpiisobuji cel-
kovou zhorSenou kvalitu, vzhled a chut’ brambor. Tento problém by mohl byt vyfeSen vne-
senim genu chladové stabilni 6- fosfofruktokindzy izolované z bakterie Lactobacillus bulga-
ricus do genu rostliny brambor. Gen kodujici 6- fosfofruktokindzu z Lactobacillus bulga-
ricus byl zaclenén do promotoru B33 Solanum tuberosum, ktery je zodpoveédny za tran-
skripci v bramborovych hlizach. Rekombinantni gen byl nasledné vlozen do binarniho vekto-
ru pBinl9 a zaclenén do Agrobacterium tumefaciens, ktera zprostiedkovala pienos cizoro-
dé¢ DNA do rostliny. Nasledna biochemicka analyza prokazala snizeny obsah sacharid

u geneticky modifikovanych brambor [65].

3.3 Laktobacily jako ofkovaci latky

Laktobacily jsou vhodnymi kandidity pro vyvoj novych slizni¢nich ockovacich latek.
V soucasné dobé jsou ockovaci vakciny zaloZené na vyuZivani oslabenych patogend, jejichz
pouziti predstavuje urcité riziko. Oproti tomu nékteré druhy laktobacilii jsou brany jako
neSkodné nebo dokonce prospésné a proto do budoucna piedstavuji vhodnou alternativu,
jako slizniéni ockovaci latky. Na rozdil od oc¢kovacich latek, které vyuzivaji oslabené pato-
geny a jsou podavany injek¢éni formou, jsou tyto vakciny z praktického hlediska snadno
aplikovatelné (napt. nosni sprej, Gstn€), maji niz$i naklady na vyrobu, a jsou proto vhodné
1 pro hromadné ockovani zejména v rozvojovych zemich. Témto slizni¢nim ockovacim lat-

kam je v posledni dobé vénovan znacny zajem ze strany vyzkumu [66].

Vyskyt antigenti na povrchu laktobacili je vhodny pro konstrukce vakcin, zejména pokud
peptidoglykanova vrstva nékterych kment vykazuje piirozené imuno-adjuvanty. Tyto druhy
laktobacili jsou vybornymi kandidaty pro rozvoj bezpecnych slizni¢nich nosici profylaktic-

kych a terapeutickych molekul [67].

Rekombinantni Lactobacillus plantarum byl ovéfovan jako mozna peroralni vakcina vyvo-

lavajici systémovou 1 slizni¢ni imunitu proti onemocnéni lymskou boreliozou. 1zolovany
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lipoprotein OspA Borrelia burgdorferi byl ptenesen do Lactobacillus plantarum. Vzniklymi
rekombinantnimi laktobacily bylo ordlné naoCkovano 36 mysi. Béhem ockovaciho rezimu
byly shromazd’ ovany vzorky stolice po dobu 55 dni, pro sledovani zivotaschopnosti rekom-
binantniho Lactobacillus plantarum po prichodu gastrointestindlnim traktem. DosaZeni
nejvyssiho poctu Zivych bakterii bylo dosahnuto po 2 hodinach od prvniho ockovéni. Zpét
na ptivodni troven byl navracen v rdmci 24 hodin. Proto byl navrhnut dvakrat denné ocko-
vaci rezim, pro vytvofeni imunogenu ve stfevnim systému, ktery by byl schopen kolonizovat
sttevo po dlouhou dobu. Vysledky ukézaly, Ze u vSech mysi se vyvinuly protilatky proti
Siteni Borrelia burgdorferi a tato metoda by mohla byt U¢inné vyuzivana v boji proti této

nakaze [68].

Dalsi studie se zabyvala pfenesenim heterolognich proteinii - antioxidac¢nich enzymt
z Lactococcus lactis do Lactobacillus casei, ktery je charakteristicky svym pomalym pri-
chodem travicim traktem. Rekombinantni kmen Lactobacillus casei produkujici katalazy
nebo superoxidismutazy byl peroralné podavan ve vodé mySim s chronickym zanétlivym
onemocnénim stfev, zpusobujici gastrointestinalni dysfunkce. Toto onemocnéni je doprova-
zeno poklesem antioxidacnich systémi, kdy vznikd nerovnovaha mezi zanétlivymi

-----

BL23 vedlo k vyznamnému snizeni zanétu slepého a tlustého stieva [66].

Na vyuziti rekombinantniho Lactobacillus gasseri jako vakciny proti viru lidské imunodefi-
cience (HIV) jsou zaméteny neddvné vyzkumy. Pienos HIV-1 se uskuteciiuje pievazné sliz-
nicemi, proto vakciny proti HIV-1 musi vyvolavat slizni¢ni, humoralni a bunééné odpovédi.
Lactobacillus gasseri je bakterie osidlujici lidskou dutinu Gstni a gastrointestinalni trakt
a jako takové mohou byt vyuzity jako efektivni ordlni ockovaci vektory proti HIV-1.
Ve studii byl klonovan HIV gen do Lactobacillus gasseri. Rekombinantni bakterie byla
pfenesena do mySiho modelu. Pro posouzeni imunitni G€innosti nové vakciny byly analyzo-
vany séroveé hladiny IgG a IgA v tlustém stievu a reproduk¢nim traktu po podani jedné pe-
roralni davky. Vysledky naznaCovaly pozitivni imunitni reakci ve stfevni sliznici, a proto
byla navrZena dalsi strategie vyzkumu pro vyuZziti rekombinantniho kmene Lactobacillus

gasseri, ktery miize vyvolat ochrannou imunitni odpovéd’ proti HIV-1 [69, 70].

Laktobacily, které jsou dnes prezentovany jako pravdépodobné a vhodné ockovaci latky pro
¢lovéka mohou byt taktéz vyuzivany u zvirat. Lososovité ryby jsou ¢asto napadany infek¢ni

nekrozou slinivky (IPNV), které je spojena s vysokou tmrtnosti a zptisobuje vazné ekono-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

mické ztraty v chovu ryb. Kmeny Lactobacillus vykazuji fadu pozitivnich vlastnosti. Jsou
schopny fungovat jako exogenni antigeny na povrchu sliznic a vyvolavat mistni slizni¢ni
imunitni odpovéd’. Fazni geny IPNV VP2-VP3 byly vloZeny do vektorit Lactobacillus /
Escherichia coli. Ziskané dva rekombinantni kmeny Lc: PGI1-VP2-VP3 (ptisobici
na povrchu) a Lc: PG2-VP2-VP3 (sekrecni) byly pteneseny do Lactobacillus casei. Témito
rekombinantnimi laktobacily byli naockovani duhovi pstruzi. O€kovaci latka s fiznim pro-
teinem IPNV VP2-VP3 byla schopné vytvaret dostate¢né mnozstvi protilatek proti ptiroze-
nému IPNV. U ockovanych duhovych pstruhit doslo k vyznamnému poklesu virového one-

mocnéni a k vytvoreni slizni€ni bariéry proti IPNV infekci [71, 72].

3.4 Laktobacily — mozZnosti paratransgenoze

Velkym problémem jsou nemoci piendSené hmyzem. Studie se dnes zaméiuji na interakce
mikroorganismi v komafi stievni mikroflofe a moZnosti geneticky transformovat sttevni
symbionty, tak aby vytvarela antiparazitika u¢inné proti infekcim. To znamena, Ze jakakoliv
bakterie, ktera neni symbiotickd, ale ma vysokou schopnost kultivace a genetické premény

je vhodnym kandidatem pro paratransgenozi [73].

Aedes albopictus je druh komara pochazejici z jihovychodni Asie, vyskytujici se v 25 ze-
mich celého kontinentu. Tento komar je zodpovédny za pienos onemocnéni zluté zimnice,
encefalitidy a zvlasté pak horeCky dengue, ktera se fadi mezi nejhors$i onemocnéni pienosné
komadry. Patogenni vektor Aedes albopictus byl zaveden do symbiontl Lactobacillus reuteri
a Lactobacillus brevis. Nasledné byly posuzovéany ucinky nepatogennich laktobacilii na syn-
tézu stievnich proteinil pfi nakazeni komara horeckou dengue. Béhem studie bylo zjisténo,
7e ob¢ bakterie snizuji syntézu proteinli ve stievech, ¢imz dochézi k absenci zakladnich Zivin
komara. Tyto bézné se vyskytujici bakterie, jsou pravdépodobné idealni kandidati parat-

ransgenoze pro ovladnuti horecky dengue [73].

Metoda paratransgenoze se jevi jako pfinosna i v boji proti patogentim, které zpisobuji
onemocnéni veel, se kterym se né€kolik poslednich let potykaji v€elati v Evropé a Spojenych
statech. Cilem paratransgenoze je kontrola vektoru s pfenosnym onemocnénim. V prvnim
kroku dochazi k identifikaci proteinii, které zabraiuji prenaSeCim piedavani patogeni. Ge-
ny kodujici tyto proteiny jsou zavedeny do symbionta tak, aby byly vyjadieny vektorem.
Tyto transgenni symbionty jsou ndsledné schopny zabranit vyvoji nebo pienosu patogend.

Taktéz sttevni mikroflora véely medonosné obsahuje bakterie mlééného kvaSeni, véetné
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rodu Lactobacillus, ktery ma paratransgenozni potencial, jevi se tato metoda, kterd je

predmétem soucasného vyzkumu, jako velice perspektivni [74].
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ZAVER

V soucasné dobé patii genetika bakterii rodu Lactobacillus k vyznamnym piredmétim vy-
zkumu, kterému je vénovéana znacnd pozornost. VyuZivanim riznych modernich metod
a manipulaci s DNA existuje moZnost ovéteni vysledkill, a z taxonomického hlediska dosta-
vame spolehlivéjsi informace pro spravnou identifikaci bakterii rodu Lactobacillus. V této
praci jsou popsany nckteré z metod, které jsou v soucasné dob€ vyuzivany k identifikaci

a naslednym genetickym manipulacim.

Rod Lactobacillus hraje vyznamnou ulohu jako startovaci a probioticka kultura, kterd se
podili na imunostimulaci, eliminaci patogenii a vyrob¢ bioaktivnich peptidi a enzymti. Lak-
tobacilly maji velky vyznam v potravinaiskych technologiich pti vyrobé sladkych syrt, kde
umoziuji zvysit vytéznost rekombinantni aminopeptidazy. Dal§i moZnost vyuziti se nabizi v
zemédélstvi, kde lze genetickou Upravou ziskdvat modifikované potraviny s lepsimi techno-
logickymi vlastnostmi jako je udrZnost, kvalita a vzhled. Laktobacily jsou nyni zkoumany
jako pfinosné pro vyvoj novych druht tzv. slizni¢nich ockovacich latek. Pro tyto ucely je
jako moznd peroralni vakcina ovéfovan rekombinantni Lactobacillus plantarum. Dale mo-
hou jejich prospésné ucinky byt vyuzity napi. v rybafstvi pii ochran¢ ryb, vcelafstvi proti
onemocnéni véel, pii 1écbe nekterych nemoci prenaSenych hmyzem a v dalSich oborech lid-
ské ¢innosti.

V této souvislosti je nutnd genetickd charakterizace laktobacilli, kterd by zcela odhalila
jak pozitivni, tak 1 negativni vlastnosti kmeni, které by mohly byt vyuzity pti pfipravé gene-
ticky modifikovanych organismi. Z vySe uvedeného je zieymy jejich velky vyznam, ktery
vSak v budoucnu miliZze byt jeSté vice rozSifen na zaklad€ dalsiho studia a pozndvani gene-

tické charakterizace tohoto rodu bakterii.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
BMK  Baktérie mlé¢ného kvaseni.

Lb. Lactobacillus

L. Lactococcus

GMO  Geneticky modifikovany organismus

DNA  Deoxyribonukleova kyselina

RNA  Ribonukleova kyselina

PCR  Polymerazova fetézova reakce

PFGE Pulzni gelova elektroforéza

FISH Fluorescen¢ni hybridizace in situ



