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CIELE PRÁCE 

Teoretická časť : 

 Popis molekulárneho farmárčenia so zameraním na výhody a nevýhody tohto 

biotechnologického postupu, legislatívu a popis firiem vyuţívajúcich rastlinné 

expresné systémy pre produkciu bioaktívnych substancií. 

 Vypracovanie literárnej rešerše súvisiacej s tematikou antimikrobiálnych 

peptidov prirodzene sa vyskytujúcich v ľudskom organizme so zameraním 

na ľudský katelicidín LL-37 a jeho terapeutické vyuţitie. 

Praktická časť: 

 Stabilná transformácia jačmeňa siateho (Hordeum vulgare L.) génom kódujúcim 

antimikrobiálny peptid LL-37 pod kontrolou zrnovo špecifického promótoru. 

 Selekcia transgénnych línií, ich fenotypová analýza a analýza na genómovej 

úrovni.  

 Potvrdenie expresie transgénu metódou qRT-PCR v zrnách transgénnych rastlín 

a overenie funkčnosti a zrnovej špecifickosti promótoru prostredníctvom 

porovnania relatívneho mnoţstva transgénnej RNA v koreňoch, listoch 

a v zrnách jačmeňa. 

 Interpretácia získaných výsledkov. 
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1 ÚVOD 

Molekulárne farmárčenie (biofarmárčenie) je termín predstavujúci produkciu 

biologicky aktívnych terapeutík a priemyselných proteínov s vyuţitím rastlinných 

expresných systémov a metód génového inţinierstva (Obembe et al., 2010). Táto 

technológia má v súčasnosti sľubný potenciál nielen v oblasti produkcie 

rekombinantných biofarmaceutík, akými sú napr. vakcíny, antigénne protilátky, 

či enzými, ale aj priemyslových proteínov (Obembe et al., 2010). Rastliny predstavujú 

vhodnú produkčnú platformu, pretoţe sú ľahko transformovateľné a poskytujú 

v mnohých prípadoch nenákladný systém produkcie vo veľkom meradle (Twyman 

et al., 2003). 

 Rastliny je moţné transformovať buď stabilne (Jones a Sparks, 2009), 

kedy dochádza k integrácii transgénu priamo do rastlinného genómu alebo 

prostredníctvom prechodnej transformácie (Voinnet et al., 2003), kedy k integrácii génu 

do rastlinného genómu nedochádza. Výhodou stabilnej transformácie je zachovanie 

zmeny genómu rastliny aj v ďalších generáciách, zatiaľ čo u tranzientnej transformácie 

je to dosiahnutie maximálnej hladiny expresie v krátkom čase, avšak transgén nie je 

prenesený do následných generácií (Sparkles et al., 2006). 

Vo výrobnom procese produkcie rekombinantných proteínov je moţné vyuţiť rôzne 

rastlinné expresné systémy, ktoré zahŕňajú ako bunečné kultúry a niţšie rastliny 

kultivované pomocou bioreaktorov (napr. machy, riasy,  ţaburinka menšia), 

tak aj vyššie rastliny pestované v uzavretých (skleník, fytotrón) či otvorených (pole) 

priestoroch (napr. tabak, kukurica, ryţa, pšenica, jačmeň; JRC/IPTS, 2008). V rámci 

vyšších rastlín môţe byť produkt exprimovaný vo všetkých častiach rastliny alebo môţe 

byť produkcia zacielená do určitých rastlinných kompartmentov,  akými sú napríklad 

zrná. Práve tieto zásobné orgány sú vhodnou alternatívou pre cielenú produkciu 

rekombinantných proteínov, pretoţe na rozdiel od iných rastlinných kompartmentov 

obsahujú prostredie s nízkym obsahom vody, sekundárnych metabolitov a proteáz, 

čo umoţňuje uskladnenie rekombinantného produktu po dobu niekoľkých rokov 

bez rizika jeho degradácie. Biochemicky inertné prostredie zŕn by naviac malo uľahčiť 

proces izolácie a purifikácie produktu, a tým by sa mali výrazne zníţiť náklady spojené 

s bioprodukciou (Moravec a Čeřovská, 2014). 

Antimikrobiálne peptidy (AMPs) sú oligopeptidy prirodzene sa vyskytujúce takmer 

vo všetkých ţivých organizmoch (Bahar a Ren, 2013). AMPs sa vyznačujú významným 
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terapeutickým potenciálom vyuţiteľným vo farmaceutickom priemysle pre výrobu 

nových liečiv, a to najmä v prípadoch, kedy súčasná terapia uţ nie je účinná (Strempel 

et al., 2015). Hlavným dôvodom, prečo antimikrobiálne peptidy zatiaľ nie sú vyuţívané 

v klinickej praxi, je predovšetkým finančná náročnosť ich výroby (chemická syntéza, 

fermentory, priama izolácia z organizmu). Vyuţitie rastlín pre produkciu AMPs 

by mohlo byť sľubným riešením vyššie uvedených problémov. 
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2 SÚČASNÝ STAV RIEŠENEJ PROBLEMATIKY  

 

2.1. Historické medzníky pre rozvoj molekulárneho farmárčenia 

Po prvýkrát bol úspešne exprimovaný proteín prostredníctvom rastlinných expresných 

systémov aţ v 80. rokoch 20. storočia. Rastliny boli transformované rôznymi génmi 

prinášajúcimi rastlinám nové vlastnosti, ako napríklad rezistenciu voči škodcom 

a toleranciu k herbicídom (Fischer et al., 2014). Získané poznatky o moţnosti 

heterológnej produkcie funkčného rekombinantného proteínu v rastlinách priviedli 

výskumné skupiny k rozvoji novej oblasti biotechnológie označenej ako „molekulárne 

farmárčenie“ (Ma et al., 2003).  

V 90. rokoch došlo k výraznému rozvoju výskumu v oblasti produkcie 

terapeutických proteínov, antigénnych vakcín a protilátok v rastlinných systémoch, 

ktoré mali priniesť nízko nákladový a bezpečný spôsob výroby (Thomas et al., 2011). 

Avšak nové poznatky so sebou priniesli aj mnoho otázok a pochybností, najmä čo sa 

týkalo regulácie pestovania transgénnych rastlín. Tieto pochybnosti sa prehĺbili o to 

viac, keď vypukla „StarLink“ aféra, počas ktorej došlo ku kontaminácii kukurice 

určenej pre ľudskú spotrebu geneticky modifikovanou formou kukurice (Bucchini 

a Goldman, 2002). Následkom aféry bolo vytvorenie nových zabezpečovacích techník 

pre pestovanie transgénnych rastlín v izolovaných priestoroch a produkcia samčích 

sterilných rastlín (Levi, 2000; Daniell et al., 2009), čím sa malo zabrániť nechcenému 

rozšíreniu transgénnych rastlín. 

Optimalizácia postupov pre transformáciu a podmienok pre pestovanie transgénnych 

rastlín viedlo k prvým úspešne vyprodukovaným rekombinantným produktom. V roku 

2006 bola prijatá prvá licencovaná vakcína proti Newcastleskej chorobe hydiny 

produkovaná spoločnosťou Dow AgroSciences LLC (http://www.dowagro.com/) 

prostredníctvom bunečnej kultúry tabaku. Ďalšími úspešnými produktmi rastlinných 

expresných systémov boli protilátky. Spoločnosť Planet Biotechnology Inc. 

(http://www.planetbiotechnology.com/index.html) vyprodukovala prvú klinicky 

testovanú protilátku CaroRxᵀᴹ, ktorá bráni adhézii baktérie Streptococcus mutans 

na zubnú sklovinu, čím chráni zuby pred kazom. V súčasnosti táto látka dosiahla druhú 

fázu klinických testov (Thomas et al., 2011). Medzi ďalšie terapeuticky významné 

proteíny vyprodukované v rastlinách patria napríklad rastový hormón (Staub et al., 

2000), náhrada kolagénu (Ruggiero et al., 2000), látky pre liečbu pečeňovej cirhózy 

(Kusnadi et al., 1997), cystickej fibrózy, hypertenzie, HIV (Giddings et al., 2000) 
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a  ďalšie. V roku 2012 americký Úrad pre kontrolu potravín a liečiv (Food and Drugs 

Administration, FDA) povolil  vyuţitie prvého terapeutického produktu Elelyso 

(taligluceráza alfa) pre liečbu Gaucherového ochorenia prvého typu. Produkt Elelyso 

obsahuje glukocerebrozidázu, enzým, ktorého produkcia nie je postačujúca u pacientov 

trpiacich Gaucherovým ochorením. Nedostatočné mnoţstvo glukocerebrozidázy vedie 

k hromadeniu glykolipidov v pečeni, slezine či obličkách, čo má za následok 

poškodenie týchto tkanív (http://www.fda.gov/NewsEvents/Newsroom/ 

PressAnnouncements/ucm302549.htm).  Produkt Elelyso je vyrábaný spoločnosťou 

Pfizer Inc. pod licenciou Protalix BioTherapeutics Inc., ktorá pre produkciu enzýmu 

glokocerebrozidázy vyuţíva kultúru transgénnych buniek mrkvy (Thomas et al., 2011). 

 

2.2 Výhody a nevýhody transgénnych rastlín ako bioreaktorov pre produkciu 

rekombinantných proteínov 

Pre produkciu rekombinantných proteínov sa v súčasnosti pouţíva veľká diverzita 

expresných systémov, vrátane bakteriálnych, kvasinkových, rastlinných či cicavčích 

buniek (Chen, 2012;  Nasser et al., 2003; Rigano a Walmsley, 2005; Hopkins et al., 

2012). Kaţdý zo spomínaných systémov má v určitých ohľadoch svoje výhody, 

ale aj nevýhody (Tab. 1).  

 

Tab. 1 Porovnanie vlastností systémov pre produkciu rekombinantných terapeutických látok 

(prevzaté a upravené od Goldstein a Thomas, 2004; Ma et al, 2003). 

 

Porovnaný 

faktor 
Baktérie Kvasinky 

Rastlinná 

bunečná 

kultúra 

Transgénne 

rastliny 

Ţivočíšna 

bunečná 

kultúra 

Transgénne 

zvieratá 

Celkové 

náklady 

spojené s 

produkciou 

Nízke Stredné Stredné 
Veľmi  

nízke 
Vysoké Vysoké 

Časová 

náročnosť 

produkcie 

Nízka Stredná Stredná Vysoká Vysoká 
Veľmi 

vysoká 

Kvalita 

produktu 
Nízka Stredná Vysoká Vysoká 

Veľmi 

vysoká 

Veľmi 

vysoká 

Riziko 

kontamináci

e produktu 

Vysoké Nízke Nízke Nízke Vysoké Vysoké 

Cena 

skladovania 
Stredná Stredná Stredná Nízka Vysoká Vysoká 
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Rastlinné bioreaktory sú povaţované za vhodnú platformu pre produkciu biologicky 

aktívnych zlúčenín predovšetkým vďaka moţnosti produkcie danej zlúčeniny 

vo veľkom meradle, a to za relatívne nízkych finančných nákladov spojených 

s produkciou rekombinantných látok (Merlin et al., 2014). Ďalšou výhodnou 

vlastnosťou týchto bioreaktorov je nízke riziko kontaminácie terapeutických proteínov 

ľudskými patogénmi a endotoxínmi (Daniell et al., 2001) či schopnosť rastlín 

eukaryotických posttranslačných modifikácií, a teda aj moţnosť vyprodukovať proteín 

v bioreaktívnej funkčnej podobe (Webster a Thomas, 2012).  

Nakoľko vyuţitie transgénnych rastlín predstavuje z ekonomického hľadiska veľmi 

sľubnú technológiu produkcie biologicky významných proteínov či peptidov, 

je potrebné zváţiť aj nevýhody tejto metódy, medzi ktoré radíme predovšetkým 

posttranslačnú glykozyláciu proteínov, ktorá môţe viesť k naviazaniu sacharidových 

reziduí špecifických pre rastlinnú ríšu (Bosch et al., 2013). Ďalej je nutné zváţiť fakt, 

ţe náklady spojené s výrobou nezávisí len na samotnej produkcii biomasy, ale aj 

na následnej extrakcii a purifikácii produktu. Aţ 85 % výdavkov pre výrobu 

rekombinantných proteínov predstavuje následné spracovanie daného proteínu 

(Twyman et al., 2003). Preto je zavedenie vhodnej extrakčnej a purifikačnej metódy 

značne dôleţitým aspektom. Taktieţ je dôleţité zmieniť, ţe molekulárne farmárčenie 

je limitované celkovým prístupom verejnosti ku geneticky modifikovaným organizmom 

(GMO; Marris, 2001) a autorizačnými procesmi vydávanými miestnymi legislatívnymi 

orgánmi, ktoré sa snaţia zabrániť riziku kontaminácie ţivotného prostredia a plodín 

určených pre spotrebu obyvateľstva v oblastiach, v ktorých je zavedené pestovanie 

transgénnych rastlín na otvorených poliach (Tuteja et. al, 2012). 

 

2.2.1 Finančné aspekty produkcie proteínov v rastlinných expresných systémoch 

Celkové náklady spojené s produkciou rekombinantných proteínov 

prostredníctvom najrôznejších expresných systémov predstavuje kľúčový faktor, 

ktorý určuje moţnosť vyuţitia týchto látok pre komerčné účely (Nandi a McDonald, 

2014). Transgénne rastliny v tomto ohľade predstavujú veľmi sľubné produkčné 

platformy, pretoţe poskytujú moţnosť pomerne veľkých výťaţkov rekombinantných 

produktov, a to za relatívne nízku cenu (Hood, 2004). Napríklad  pri produkcii 

rekombinantného avidínu prostredníctvom transgénnej kukurice došlo k redukcii 

nákladov spojených s produkciou na 0.5 % vzhľadom k priamej izolácii avidínu 

zo slepačích vajec, ktoré sú jeho prirodzeným zdrojom (Hood, 2004). Napriek tomu, 
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ţe v mnohých prípadoch produkcia proteínov v rastlinách dosahuje výnosy v rozmedzí 

0.1 – 1 % celkového rozpustného proteínu, je toto mnoţstvo produkované stále 

v porovnaní s ostatnými systémami ekonomicky výhodné (Hood et al., 2002). 

Všeobecne sa odhaduje, ţe celkové náklady spojené s bioprodukciou najrôznejších 

substancii prostredníctvom transgénnych rastlín zodpovedajú pribliţne 2 – 10 % 

nákladov spojených s produkciou ekvivalentných proteínov prostredníctvom 

ţivočíšnych systémov (Giddings, 2001). Napríklad doktor Richard McCloskey 

zo spoločnosti Janssen Biotech (http://www.janssenbiotech.com/) uvádza, ţe celkové 

náklady pre produkciu 300 kg protilátky IgA zodpovedajú v prípade pouţitia 

rastlinných expresných systémov 0.5 – 2.0 miliónov eur, zatiaľ čo 

s vyuţitím ţivočíšnych systémov je táto suma pribliţne 8-krát vyššia (Gerlach, 2010).  

Okrem iného rastlinné expresné systémy poskytujú ďalšie výhody v procese 

produkcie terapeutík za relatívne nízke náklady, a to vďaka moţnosti orálneho podania 

jedlých častí rastliny obsahujúcich exprimované terapeutíká (jedlé vakcíny). 

Touto moţnosťou sa tak dá vyhnúť potrebe purifikácie produktu, ktorá predstavuje 

značnú časť celkových nákladov produkcie (Daniell et al., 2001). 

  

2.2.2 Glykozylácia proteínov v rastlinných systémoch 

Glykozyláciou sa rozumie modifikácia proteínov, pri ktorej dochádza za enzymatickej 

katalýzy k naviazaniu sacharidových rezíduí na proteínovú kostru. Glykoproteíny majú 

značné pole pôsobenia. Uplatňujú sa ako receptorové molekuly na povrchu bunečných 

membrán, ako enzýmy, hormóny či transportné a štrukturálne biomakromolekuly 

(Caltabiano et al., 2008; Chung, 1984; Kehler et al., 1998; Lamport et al., 2011; Reid 

et al., 2002). 

V rastlinných bunkách sú glykoproteíny štruktúrou a mechanizmom vzniku veľmi 

podobné aţ takmer identické so ţivočíšnymi. Pri N-glykozylácii dochádza k naviazaniu 

oligosacharidového prekurzoru (Glc3Man9N-acetylglukózamin2) na asparagín 

špecifických sekvencií (Asn-X-Ser/Thr) proteínu (Gomord, 2004). Rastlinné 

N-glykoproteíny prirodzene obsahujú β-1,2-xylózu naviazanú na β-manóze, na ktorej 

dochádza k vetveniu sacharidového reťazca a α-1,3-fukózu naviazanú 

na oligosacharidový prekurzor (Cabanes-Macheteau et al., 1999; Bardor et al., 2003; 

Samyn-Petit et al., 2003). Uvedené sacharidové rezíduá s príslušnými väzbami 

sa u ţivočíšnych N-glykoproteínoch nenachádzajú. Na obrázku (Obr. 1) sú znázornené 
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štruktúry hlavných 2 tried glykánov viaţucich s N-glykozidickou väzbou na proteíny 

rastlín a cicavcov.  

Glykozylácia je veľmi dôleţitá z hľadiska molekulárneho farmárčenia, 

pretoţe prítomnosť glykánov na molekule proteínu má vplyv na jeho stabilitu, 

subcelulárne zacielenie, farmakokinetické vlastnosti a biologickú aktivitu. Taktieţ bolo 

zistené, ţe špecifická štruktúra N-glykoproteínov u rastlín v niektorých prípadoch 

vyvoláva imunitnú odpoveď ţivočíšneho organizmu (Ghiasi et al., 2011; Jin et al., 

2006). Napríklad v roku 2002 sa Bardor et al. zaoberali otázkou imunogenicity 

rastlinných N-glykoproteínov u hlodavcov. Zistili, ţe modelový glykoproteín, chrenová 

peroxidáza, vyvoláva tvorbu monoklonálnych protilátok špecifických pre fukózové 

a xylózové epitopy. Dôkazy o imunogenicite však nezabránia vyuţitiu 

N- glykoproteínov ako terapeuticky významných látok, ale prinášajú rozšírenie 

a spresnenie testovacích poţiadaviek vo výrobnom procese (Gomord et al., 2005).  

 

 

Obr. 1 Porovanie rastlinnej a cicavčej N-glykozylácie proteínov. U rastlín a ţivočíchov môţu 

byť k proteínom pripojené dve triedy N-glykánov. Jedna skupina obsahujúca vysoký počet 

manóz (5 – 9) a má rovnakú štruktúru ako v rastlinných, tak aj v ţivočíšnych glykoproteínoch 

a obsahuje dva N-acetylglukózamíny. Druhá skupina N-glykánov je viac špecifická vzhľadom 

k danému organizmu, a teda dochádza k vzniku štrukturálnych rozdielov medzi N-glykánmi 

rastlín a ţivočíchov (prevzaté a upravené od Gomord et al., 2005). 
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2.2.3. Izolácia a purifikácia rekombinantných proteínov 

Náklady spojené s izoláciou a purifikáciou rekombinantných proteínov sú značne 

závislé na účele, za ktorým je daný proteín produkovaný. Je zrejmé, ţe u terapeutík 

sú poţiadavky na čistotu produktu omnoho vyššie, neţ je tomu v prípade priemyslovo 

vyuţiteľných proteínov. Nezávisle na charaktere expresného systému pouţitého 

pre produkciu rekombinantného proteínu, resp. peptidu, je väčšina metód purifikácie 

zhodná. 

Pomerne často sú pre purifikáciu proteínov vyuţívané najrôznejšie druhy 

chromatografických metód vrátane afinitnej chromatografie na imobilizovaných iónoch 

kovu umoţňujúcich zachytenie proteínov, ktoré sú na svojom N- či C- konci translačne 

sfúzované so špecifickou kotvou. Medzi najčastejšie pouţívané tagy patrí glutatión 

S-transferáza (GST), maltózu viaţuci proteín (MBP), streptavidinová a najmä 

histidínová kotva (Nallamsetty  et al.,  2007; Westra et al., 2001). Hexahistidínová 

kotva vykazuje vysokú afinitu ku kovovým iónom ako sú nikel a zinok (Porath et al., 

1975) ukotvených na stacionárnej fáze, čím zabezpečuje oddelenie rekombinantného 

proteínu od rastlinného proteínového extraktu vo vysokej čistote (Bornhorst a Falke, 

2000). Avšak pre väčšinu aplikácií je následne potrebné afinitnú kotvu z výsledného 

produktu odstrániť, a to najmä v prípadoch, kedy je prítomnosť kotvy 

na rekombinantnom proteíne neţiadúca najmä z dôvodu zachovania biologického 

účinku (Arnau et al., 2005). Predovšetkým v súvislosti s antimikrobiálnymi peptidmi, 

u ktorých môţu aj minimálne zmeny v štruktúre viesť k radikálnym zmenám 

antimikrobiálnej aktivity (Quadri et al., 1997). Negatívny dopad na antimikrobiálnu 

aktivitu môţe mať aj jedna extra aminokyselina na N- či C- konci, čo je dané tým, 

ţe AMPs sú samé o sebe peptidy o nízkej molekulovej hmotnosti. Problémy spojené 

s odstránením kotvy prostredníctvom špecifických proteáz či uvoľňovaním toxických 

iontov kovu počas separácie môţu viesť k zvýšeniu celkových nákladov s produkciou 

rekombinantných proteínov (Gaberc-Porekar et al., 2001). Z toho dôvodu 

sa v posledných rokoch rozvíjajú nové metódy pre purifikáciu rekombinantných 

proteínov (Joensuu et al., 2010) s cieľom nahradenia pouţívanej vysoko nákladovej 

chromatografie. 

Veľkou výhodou rastlín je moţnosť produkcie terapeutík v rastlinných orgánoch, 

ktoré sú pre človeka či zvieratá jedlé (zrná, čiastočne listy a plody), bez potreby 

následného spracovania a purifikácie produktu, čo vedie k celkovému zníţeniu 

nákladov (Twyman et al., 2003). Najmä semená sú vhodné pre produkciu 
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rekombinantných proteínov vďaka schopnosti prechodu do štádia dormancie, 

čím je umoţnené stabilné uskladnenie rekombinantného produktu (Kawakatsu 

a Takaiwa, 2010). Okrem toho, rastlinné semená sú pre človeka ťaţšie stráviteľné, 

čím je zabezpečené pomalšie vstrebávanie, ktoré vedie k intenzívnejšiemu pôsobeniu 

vakcín na efektorové imunitné bunky (Hofbauer a Stoger, 2013).  

 

2.2.4 Verejný postoj voči GMO   

Téma GMO plodín a ich vyuţitie pre komerčné účely je značne kontroverzná v rôznych 

krajinách po celom svete vrátane európskych štátov. V roku 2010 prebehol prieskum, 

ktorého témou bolo vnímanie biotechnológií a geneticky modifikovaných potravín 

verejnosťou. Z prieskumu, ktorý bol zadaný sekciou Analýz verejnej mienky Európskej 

komisie všeobecne vyplýva, ţe väčšina respondentov je s pouţívaním GM potravín 

oboznámená. Ďalej je zrejmé, ţe ľudia z európskych štátov majú o nové poznatky 

z oblasti pouţívania GM potravín záujem, pričom 49 % opýtaných si uţ o danej téme 

vyhľadávalo nové informácie, aj keď len výnimočne, a 9 % si vyhľadáva informácie  

často a pravidelne (Obr. 2; EC/ERA, 2010). V ďalšej časti prieskumu bola 

respondentom predloţená otázka v súvislosti podpory produkcie GM potravín. 

Výsledky boli porovnané s informáciami z roku 2005. Je zrejmé, ţe v priebehu piatich 

rokov mierne stúpol počet ľudí, ktorí s pouţívaním GM potravín nesúhlasia (Obr.  3; 

EC/ERA, 2010). 

Z prieskumu ďalej vyplýva, ţe obyvatelia Európy označujú GM potraviny ako 

nebezpečné, neprirodzené a znepokojujúce bez značných výhod. Tento názor je však 

spojený so strachom z moţných rizík spojených s pestovaním GM plodín, 

ktorých sa verejnosť obáva, čo je dôsledkom nedostatočnej informovanosti verejnosti 

(Laros a Steenkamp, 2004). Dôleţitým problémom taktieţ zostáva, ţe je väčšina 

obyvateľov členských štátov EÚ (najmä v krajinách severnej Európy) ovplyvňovaná 

názormi spotrebiteľov, názormi organizácií pre ochranu ţivotného prostredia 

(Greenpeace) a rôznych anti-GMO aktivistov (Zechendorf, 1998), ktoré biotechnológie 

prezentujú v značne negatívnom svetle. Tento negatívny postoj má potom dopad na celú 

radu vedeckých projektov. Nie len z etických dôvodov, ale aj z dôvodov obáv 

pred náhodnou kontamináciou potravného reťazca genetickým materiálom nie je vôbec 

moţné v celej rade členských štátov Európskej únie získať povolenie k poľným 

experimentom s GMO plodinami. V ostatných štátoch EÚ potom často dochádza 

k deštrukcii pokusných polí anti-GMO aktivistami (Kuntz, 2012). Česká republika však 
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patrí k benevolentnejším štátom EÚ, čo sa týka moţnosti získať povolenie k poľným 

experimentom, ktoré tu prebiehajú uţ od konca 90. rokoch 20. storočia 

(Bioinstitut o.p.s., 2008). 

 

 
 
Obr. 2 Povedomie obyvateľov členských štátov EÚ v oblasti GM potravín (prevzaté a upravené 

od EC/ERA, 2010). 

 

 
 
Obr. 3 Vývoj názoru obyvateľov členských štátov EÚ v súvislosti podpory GM potravín 

(prevzaté a upravené od EC/ERA, 2010). 
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2.3 Legislatívne opatrenia 

Pri sledovaní otázok týkajúcich sa výroby liečiv prostredníctvom rastlinných systémov, 

je vhodné rozdeliť tento proces do základných zloţiek, a to pestovanie transgénnych 

rastlín, extrakcia a konečná purifikácia produktu. Funkčné aspekty jednotlivých zloţiek 

výrobného procesu sú prísne regulované na základe rozsiahleho právneho rámca 

vytvoreného Európskym parlamentom a Radou uţ na začiatku 90. rokoch 20. storočia. 

Hlavnými právnymi dokumentmi určujúcimi európsku legislatívu o GMO je smernica 

2001/18/ES Európskeho parlamentu a Rady o zámernom uvoľnení geneticky 

modifikovaných organizmov do ţivotného prostredia a nariadenie (ES) č. 1829/2003 

Európskeho parlamentu a Rady o geneticky modifikovaných potravinách a krmivách, 

ktoré sú doplnené o nariadenie (ES) č.1830/2003 Európskeho parlamentu a Rady 

o sledovateľnosti a označovaní geneticky modifikovaných organizmov a sledovateľnosti 

potravín a krmív vyrobených z geneticky modifikovaných organizmov 

(http://ec.europa.eu/food/plant/gmo/index_en.htm). Cieľom legislatívy EÚ o GMO 

je zabezpečiť ochranu zdravia občanov, ţivotného prostredia, zabezpečiť voľný pohyb 

autorizovaným GM produktom v rámci celej zóny EÚ (riziká posudzuje Európsky úrad 

pre bezpečnosť potravín) a zabezpečiť zreteľné označenie produktov vyrobených 

z GMO. Nariadenia EÚ sú pre jej členské štáty záväzné. 

Okrem funkčných aspektov musia byť jednotlivé zloţky výrobného procesu 

posudzované aj v kontexte regulačných poţiadaviek na výrobu liečiv. Európske 

a americké  regulačné orgány nedávno zverejnili dokumenty s pokynmi pre produkciu 

terapeutických proteínov s vyuţitím  rastlinných systémov (FDA, 2002; EMEA, 2008). 

Tieto dokumenty pokrývajú všetky aspekty procesu od prípravy a regenerácie 

transgénnych rastlín cez ich rozmnoţovanie a konečnú pufikáciu produktu. Dôleţité je, 

ţe poţiadavky pre konečnú kvalitu produktu sú rovnaké ako tie pre konvenčné 

produkčné systémy a jednotlivé firmy vyuţívajú spoločný súbor pokynov (napr. pokyny 

ICH) popisujúci podrobnosti o poţiadavkách na kvalitu produktu (Boothe et al., 2010). 

 

2.4 Spoločnosti pre výrobu farmaceutík prostredníctvom rastlinnej biotechnológie 

V súčasnosti existuje niekoľko spoločností, ktoré sa svojou činnosťou zameriavajú 

na produkciu dôleţitých biofarmaceutík a vakcín produkovaných rastlinnými 

expresnými systémami pre následné komerčné vyuţitie. Značné mnoţstvo týchto 

http://ec.europa.eu/food/plant/gmo/index_en.htm
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spoločností sa sústreďuje v Severnej Amerike, zatiaľ čo v Európe sa najviac spoločností 

nachádza najmä v Nemecku a vo Francúzku. 

Jednotlivé spoločnosti rozvíjajú vlastné technologické postupy zahrňujúce výber 

rastlinného druhu a expresného systému ako základné východisko pre produkciu 

biofarmaceutík. Pestovanie na poliach predstavuje veľmi výhodnú stratégiu z hľadiska 

produkčnej kapacity a ceny produktu (Merlin et al., 2014). Avšak farmaceutické 

spoločnosti vyuţívajúce rastlinnú biotechnológiu musia čeliť striktným reguláciám 

o nakladaní s GMO plodinami pestovanými na poli. Vyuţitie samoprašných rastlín 

a dôsledná geografická separácia transgénnych rastlín od ostatných 

poľnohospodárskych polí predstavuje riešenie ako zabrániť nechcenému zmiešaniu 

genetického materiálu s potravinovým reťazcom v dôsledku kríţového opeľovania 

či horizontálneho transféru génov. (Messeguer et al., 2001; Marvier, 2007). Napríklad 

Venteria Bioscience (USA) vyuţíva pre expresiu ľudského laktoferínu,  lyzozýmu 

a sérového albumínu zrná samoprašnej ryţe (http://www.ventria.com).  

Ďalšou moţnosťou je pestovanie GMO rastlín či rastlinných bunkových suspenzií 

v uzavretom priestore, čo je výhodné z hľadiska legislatívnych nariadení, avšak súčasne 

rastú náklady spojené s produkciou v dôsledku zvýšenej spotreby energetických 

zdrojov. Napríklad firma Synthon (http://synthon.com/corporate) kultivuje vodnú 

rastlinu ţaburinku menšiu s vysokou regeneračnou schopnosťou (Lemna minor) 

v špeciálnych vakoch naplnených jednoduchým rastovým médiom nenáročným 

na ţiviny. Táto technológia (takzvaný LEX systém) produkcie farmaceuticky 

uplatniteľných látok vedie k výraznému zníţeniu nákladov spojených bioprodukciou 

liečiv. Ďalším príkladom firmy vyuţívajúcej bunkové kultúry rastlín je vyššie zmienená 

spoločnosť Protalix BioTherapeutics Inc. (Izrael; http://www.protalix.com).  

V roku 2013 bolo autorizované pouţitie vakcíny proti vtáčej chrípke H5N1 

v núdzových prípadoch, ktorej produkciu prostredníctvom tabáku ako expresnej 

platformy dosiahla firma Medicago (Kanada; http://www.medicago.com/). Spoločnosti 

Bayer (Nemecko) a Ion Genetics (Nemecko) sa zameriavajú na produkciu protilátky 

a vakcíny proti Non-Hodgkinovmu lymfómu s vyuţitím rastlín tabaku, výskum oboch 

spoločností dosiahol v rokoch 2013 a 2014 prvotnej fázy klinických testov 

(http://www.molecularfarming.com/PMPs-and-PMIPs.html). 

Väčšina spoločností môţe vykonávať svoju činnosť len na základe verejných 

finančných prostriedkov a vysokých počiatočných kapitálov. Z toho dôvodu, 

predovšetkým menšie spoločnosti nie sú schopné z dosiahnutého zisku vrátiť 

http://synthon.com/corporate
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investorom výšku počiatočného kapitálu alebo nie sú schopné zabezpečiť ďalšie 

finančné prostriedky pre svoju činnosť a sú nútené svoj výskum ukončiť (napr. Biolex 

Inc. (USA), ProdiGene (USA), SemBioSys Genetics (Kanada); JRC/IPTS et al., 2008).  

 

2.5 Antimikrobiálne peptidy 

Antimikrobiálne peptidy (AMPs) sú nízkomolekulárne látky obsahujúce vo svojej 

štruktúre od 2 do pribliţne 100 aminokyselín. Tieto peptidy sa vyskytujú ako prirodzená 

zloţka imunitného systému ako prokaryotických (Rea et al.,2011), tak aj 

eukaryotických organizmov (Stotz et al., 2013; Yi et al., 2015). Väčšina AMPs 

je génovo kódovaná, zatiaľ čo niektoré predstavujú produkty sekundárneho 

metabolizmu alebo sú syntetizované prostredníctvom neribozomálnych peptid-syntetáz 

(Giessen a Marahiel, 2012). Na základe štruktúrnych vlastností delíme AMPs 

do štyroch základných skupín, a to na kationické, anionické, aromatické dipeptidy 

a kyslík viaţuce proteínové deriváty (Neubauerová et al., 2009). Peptidy sa môţu 

adaptovať po interakcii s bakteriálnymi membránami do rôznych sekundárnych štruktúr, 

akými sú α-helikálna štruktúra, β-skládaný list, rozvoľnená štruktúra či neusporiadaná 

slučka (Powers et al., 2003). Rôzne druhy antimikrobiálnych peptidov sa vyznačujú 

svojím pôsobením voči rozsiahlej diverzite patogénov, vrátane Gram-pozitívnych 

a Gram-negatívnych baktérií, húb či vírusov. Bolo zistené, ţe AMPs dokáţu stimulovať 

imunitný systém, angiogenézu a proces hojenia rán. Dokonca bol preukázaný 

cytotoxický účinok niektorých kationických AMPs voči rakovinovým bunkám (Powers 

et al., 2003). Vďaka svojim vlastnostiam sú AMPs povaţované za látky s významným 

terapeutickým potenciálom, pretoţe by mohli predstavovať napríklad alternatívu 

pre liečbu ochorení spôsobených rezistentnými kmeňmi mikroorganizmov a nahradiť 

tak klasické antibiotiká (Peters et al., 2010). Napriek tomu, ţe v súčasnosti uţ celá rada 

AMPs prešla klinickými testami (Fjell et al., 2012; Fox, 2013), americký Úrad 

pre kontrolu potravín a liečiv (Food and Drug Administration, FDA) doteraz neschválil 

ţiaden z antimikrobiálnych peptidov pre komerčné vyuţitie.  

 

2.5.1 Kationické antimikrobiálne peptidy 

Kationické antimikrobiálne peptidy (CAMPs) tvoria majoritnú, dobre preskúmanú 

skupinu zo všetkých doteraz známych antimikrobiálnych peptidov. CAMPs 

sú štruktúrne bohaté na aminokyseliny s kladným nábojom, akými sú lyzín, arginín 

a histidín. Väčšina z CAMPs má celkový náboj peptidu v rozsahu od +2 aţ do +9  
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(Hancock et al., 2006), pričom hodnota celkového náboja peptidu významne ovplyvňuje 

antimikrobiálnu aktivitu daného proteínu. V roku 2001 bola sledovaná zmena aktivity 

magainínu, antimikrobiálneho peptidu pazúrnatky vodnej (Xenopus laevis), pri navýšení 

celkového náboja peptidu z ideálnych +3 na hodnotu vyššiu ako +5. Táto zmena viedla 

k zvýšeniu hemolýtickej aktivity peptidu voči hostiteľským bunkám a k strate 

antimikrobiálnej selektivity (Danthe et al., 2001).  

Funkcia CAMPs je významne závislá aj na ich sekundárnej štruktúre, ktorej zmena 

môţe viesť k rapídnemu poklesu aktivity daného peptidu voči patogénom. Napríklad 

tachyplesin, kationický antimikrobiálny peptid obsahujúci štruktúru antiparalelného 

β-skládaného listu stabilizovaného dvoma disulfidovými väzbami, má za normálnych 

podmienok vysokú afinitu k lipopolysacharidom. Vyvoláva preskupenie fosfolipidov 

membrány s následnou translokáciou do cytoplazmy (Zhang et al., 2001), kde sa viaţe 

na miesto malého ţliabku DNA (Yonezawa et al., 1992). Avšak po zmene štruktúry 

tachyplesinu na lineárnu formu bola pozorovaná jeho zníţená antimikrobiálna 

a antivirálna aktivita (Tamamura et al., 1993). Lineárna forma peptidu bola menej 

účinná v procese permeabilizácie membrány a úplne chýbala schopnosť translokácie 

cez bunkovú membránu. (Matsuzaki et al., 1997). 

 

 

2.5.1.1 Mechanizmus účinku kationických antimikrobiálnych peptidov 

Najlepšie je preštudovaný a popísaný mechanizmus pôsobenia kationických 

antimikrobiálnych peptidov s bakteriálnymi patogénmi. Všetky biologické membrány 

sú tvorené prevaţne molekulami fosfolipidov, ktoré sa vyznačujú amfifilickými 

vlastnosťami. Bakteriálne membrány sú charakteristické prítomnosťou 

fosfatidylglycerolu, fosfatidylserínu a kardiolipínu, ktoré na povrchu membrány 

vytvárajú negatívny náboj. U vyšších ţivočíchov sa vo fosfolipidovej dvojvrstve 

vyskytujú prevaţne molekuly fosfatidyletanolamínu, fosfatidylcholínu, sfingomyelínu 

a cholesterolu, ktoré zabezpečujú neutrálny náboj. Na základe rozdielnych vlastností 

membrán prokaryotických a eukaryotických organizmov, akými sú membránový 

potenciál a elektrostatické pôsobenie (Yeaman a Yount, 2003), dochádza k rozpoznaniu 

a následnej interakcií AMPs s povrchom bakteriálnej membrány. Kationické AMPs 

sa vyznačujú vyššou afinitou k povrchovej membráne baktérií neţ prirodzene 

sa nachádzajúce dvojmocné katióny Ca
2+ 

a Mg
2+

, čím dochádza k ich vytesňovaniu 

a k destabilizácií membrány (Powers  et al., 2003). Bola postulovaná celá rada hypotéz 

popisujúcich akým spôsobom môţe dôjsť k usmrteniu patogénnych mikroorganizmov, 
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a síce: 1) fatálnou depolarizáciou plazmatickej membrány, 2) vytvorením otvorov 

v biologických membránach a následným vyliatím bunkového obsahu, 3) aktiváciou 

letálnych biologických procesov, ktoré sú zodpovedné napríklad za degradáciu 

bunkovej membrány, 4) zmenou usporiadania lipidov v lipidovej dvojvrstve vedúcou 

k narušeniu funkcií membrán, 5) inhibíciou či narušením funkcie intracelulárnych 

molekúl esenciálnych pre ţivot mikroorganizmu (Zasloff, 2002). 

 

2.5.1.1.1 Peptidy narušujúce štruktúru membrány 

Medzi AMPs, ktoré narušujú integritu bakteriálnej membrány, je obecne radená väčšina 

peptidov s α-helikálnou štruktúrou. Pre vysvetlenie mechanizmu pôsobenia 

antimikrobiálneho peptidu na integritu bakteriálnej membrány boli zavedené 3 modely. 

Model „sudovej skruţe“ je zaloţený na integrácii niekoľkých amfipatických 

molekúl antimikrobiálneho peptidu medzi fosfolipidovú dvojvrstvu (Laver, 1994), 

pričom dochádza k reorientácii antimikrobiálneho peptidu: hydrofóbne postranné 

reťazce aminokyselín smerujú do vnútra fosfolipidovej dvojvrstvy a hydrofilné reťazce 

sú orientované uprostred vzniknutých transmembránových pórov (Ehrenstain a Lecar, 

1977; Yang et al., 2001) schopných prepúšťať cytoplazmatické komponenty a narušiť 

tak membránový potenciál bunky (Obr. 4C).  

 

 
 
 

Obr. 4 Mechanizmus interakcie antimikrobiálnych peptidov s bunkovou membránou 

mikroorganizmov. A – agregačný model, B – toroidný pór, C – model sudovej skruţe, D –

kobercový model (prevzaté od Laverty et al., 2011). 

A              B             C      D 
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V prípade, ţe počas inzercie α-helikálnej štruktúry peptidu do membrány dochádza 

k ohnutiu monovrstvy fosfolipidov kontinuálne k póru tak, ţe voda prechádzajúca 

pórom je lemovaná hydrofilnými reťazcami vloţených peptidových jednotiek 

a hydrofilnými časťami fosfolipidov, hovoríme o „toroidnom póre“. (Matsuzaki et al., 

1996; Obr. 4B). Typickým príkladom antimikrobiálneho peptidu interagujúceho týmto 

spôsobom s bakteriálnou membránou je magainin (Ludke et al., 1996) a taktieţ ľudský 

katelicidín LL-37 (Henzler Wildman et al., 2003; Lee et al., 2011).  

Mnohé AMPs sú schopné včleniť sa do membránového rozhrania, pričom dochádza 

k vzniku rôzne veľkých agregačných komplexov asociovaných s molekulami vody 

(model „micelárnych agregátov“), ktoré destabilizujú a rozpínajú membránu, 

čím umoţňujú voľný prechod menších aj väčších vo vode rozpustných molekúl. 

Tieto agregáty sa líšia ako svojou veľkosťou, tak aj ţivotnosťou. Po disociácii agregátov 

na monomérne jednotky môţe dôjsť k translokácii AMPs do cytoplazmy bakteriálnej 

bunky a k následnej väzbe na kľúčové biomolekuly, akými sú nukleové kyseliny 

(Hancock a Chapple, 1999; Obr. 4A).  

V prípade „kobercového“ mechanizmu nedochádza k začleneniu AMPs medzi 

dvojvrstvu fosfolipidov, ale k paralelnému naviazaniu na negatívne nabitý povrch 

membrány. Orientácia AMPs spôsobuje na lokálnych miestach oslabenie integrácie 

membrány, čím dochádza k vzniku trhlín, micelárnych útvarov, k uvoľňovaniu 

cytoplazmy a k zmene membránového potenciálu bunky (Obr. 4D). Uvedený 

mechanizmus antimikrobiálnej aktivity popísaný napríklad u peptidu s antimikrobiálnou 

aktivitou aureinu 1.2 (Fernandez et al., 2012). 

 

2.5.1.1.2 Peptidy inhibujúce bunkové procesy 

V určitých prípadoch sú antimikrobiálne peptidy translokované priamo do cytoplazmy, 

kde môţu inhibovať biosyntézu proteínov bunkovej steny. Napríklad nisin a mersacidin, 

ribozomálne produkované AMPs zo skupiny lantibiotikov, sa viaţu na lipid II, 

významný prekurzor biosyntézy peptidoglykánov bunkovej steny Gram-pozitívnych 

baktérií (Brӧtz et al., 1998; Wiedemann et al., 2001). Tým dochádza k inhibícii tejto 

biosyntetickej dráhy a k bunkovej apoptóze. Podobný mechanizmus účinku vyuţívajú aj 

neribozomálne syntetizované peptidy, ako vankomicín, telavancín a niektoré defenzíny 

produkované eukaryotickými bunkami (Nishi et al., 2004; Varney et al., 2013). 

Antimikrobiálne peptidy voľne prechádzajúce bakteriálnou membránou môţu 

atakovať aj nukleové kyseliny, a tak brániť procesom replikácie, translácie 
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a transkripcie. Napríklad buforín II, lineárny kationický antimikrobiálny peptid 

izolovaný zo ţalúdku ázijskej ropuchy Bufo bufo gargarizans, má za podmienok in vitro 

vysokú afinitu k nukleovým kyselinám (Park et al., 1998), a to vďaka homológnej 

sekvencie s N-terminálnou oblasťou histónu H2A (Cho et al., 2009). V roku 2013 bola 

sledovaná aktivita buforinu II na rast buniek hepatocelulárneho karcinómu (HepG2), 

pričom sa u týchto buniek zvýšila apoptóza, čo môţe v budúcnosti viesť 

k potenciálnemu vyuţitiu buforínu II v protinádorovej terapii (Wang et al., 2013). 

 

2.5.2 Anionické antimikrobiálne peptidy 

Anionické antimikrobiálne peptidy (AAMPs) vo svojej štruktúre často obsahujú 

kyselinu glutámovu a asparágovu, ktoré im dodávajú celkový náboj –1 aţ –7 

(Harris et al., 2009). Prítomnosť AAMPs bola zistená u značnej diverzity organizmov. 

Známe sú napríklad peptid maximin-H5 izolovaný z pokoţky kanky veľkej 

(Bombina maxima; Lai et al., 2002), daptomycín produkovaný Streptomyces 

roseosporus; Miao et al., 2005), kappacíny nachádzajúce sa v mlieku dobytka 

(Malkovski et al., 2001), cykloviolacín-H4 a Vh1-2 produkované fialkou roľnou 

(Viola hederaceae; Chen et al., 2005), dermcidin DCD-1L izolovaný zo slín človeka 

(Schittek et al., 2001) a ďalšie. Anionické antimikrobiálne peptidy sa vyskytujú menej 

často neţ kationické. Mechanizmus pôsobenia voči patogénom nie je tak dobre 

preskúmaný ako je tomu v prípade CAMPs a v mnohých prípadoch zatiaľ nebol vôbec 

objasnený. Spravidla sa predpokladá, ţe AAMPs môţu interagovať s intracelulárnymi 

molekulami (napr. DNA) a inhibovať tak biologické procesy esenciálne pre ţivot 

patogénnych mikroorganizmov, či narušovať integritu bunkovej steny 

alebo cytoplazmatickej membrány prostredníctvom interakcie s molekulami lipidov 

(Prabhu et al., 2013). V roku 2012 bola vykonaná štúdia zameraná na mechanizmus 

pôsobenia DCD-1L, anionického antimikrobiálneho peptidu prítomného v ľudskom 

pote, kedy bolo zistené, ţe DCD-1L interaguje zo záporne nabitou fosfolipidovou 

dvojvrstvou v podobe oligomérnych komplexov, ktoré sú stabilizované pomocou Zn
2+

. 

Po interakcii s lipidovou dvojvrstvou je tento derivát dermicidínu schopný tvoriť iónové 

kanály v bakteriálnej membráne (Paulmann et al., 2012). Zinočnaté ióny teda 

pravdepodobne zohrávajú kľúčovú úlohu v mechanizme pôsobenia AAMPs, 

pretoţe predstavujú kationický soľný mostík medzi AAMPs a záporne nabitou 

fosfolipidovou dvojvrstvou a napomáhajú tak translokácii AAMPs do cytoplazmy 

(Brogden et al., 1996; Harris et al., 2009)  
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2.6 Ľudské antimikrobiálne peptidy  

V roku 1922 Alexander Fleming objavil v ľudských slinách lyzozým, látku 

nachádzajúcu sa v ľudskom organizme, u ktorej bola ako u prvej v rámci ľudských 

proteínov/peptidov pozorovaná antimikrobiálna aktivita. V tom období sa však 

výskumníci o funkciu lyzozýmu a látkam jemu podobným neprikladali veľký význam. 

K rozsiahlejšiemu výskumu v oblasti antimikrobiálnych peptidov došlo aţ na začiatku 

80. rokov 20. storočia (Wang, 2014). Od tej doby bolo objavených niekoľko zástupcov 

antimikrobiálnych peptidov v ľudskom organizme, u ktorých bola charakterizovaná 

primárna štruktúra a funkcia, na základe ktorých boli rozdelené AMPs do 3 základných 

skupín, a síce defenzínov, histatínov a katelicidínov. V súčasnosti prebieha intenzívny 

výskum zameraný na problematiku antimikrobiálnych peptidov, a to najmä v súvislosti 

s ich potenciálnym terapeutickým vyuţitím pri liečbe mnohých závaţných ochorení 

(Shaykhiev et al., 2005; Iacob, 2009). 

 

2.6.1 Defenzíny 

Ľudské defenzíny sú kationické, neglykozylované  antimikrobiálne peptidy 

bez naviazaných sacharidových jednotiek s charakteristickou štruktúrou β-skládaného 

listu. Tieto AMPs  obsahujú šesť cystidínových rezíduí zodpovedných za tvorbu troch 

intramolekulárnych disulfidových mostíkov (Ganz, 2003; Hazlett, 2011). Skupina 

defenzínov sa delí na dve podskupiny, ktoré sa od seba odlišujú umiestnením 

disulfidových väzieb. Pre podskupinu α-defenzínov sú charakteristické disulfidové 

mostíky tvorené medzi 1-6/2-4/3-5, zatiaľ čo v podskupine β-defenzínov sa nachádzajú 

medzi cysteínmi 1-5/2-4/3-6 (Winter a Wenghoefer, 2012). Prvé α-defenzíny boli 

objavené v granuliach neutrofilov a boli označené ako HNP1 – HNP4, neskôr boli 

popísané ďalšie dva, a to v bunkách tvoriacich epitel tenkého čreva, tzv. Panetových 

bunkách, ktoré boli označené ako HNP5, resp. 6 (Jones a Bevins, 1993; Selsted et al., 

1992). Peptidy HNP1 – HNP5 dokáţu za in vitro podmienok účinne zabíjať celú radu 

mikroorganizmov, akými sú napr. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli, Streptococcus faecalis a Candida albicans (Ganz et al., 1985; 

Wilde et al., 1989), jedine u peptidu HNP6 nebol doteraz stanovený jeho 

antimikrobiálny účinok (Ericksen et al., 2005). Ľudské β-defenzíny sú produkované 

bunkami epitelu (Ganz, 2003; Lehrer, 2004). Izolované boli zatiaľ štyri (označované 

ako hBD1 – hBD4; García et al., 2001; Lehrer, 2004), u ktorých bola zistená nielen 
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antibakteriálna aktivita voči Gram-pozitívnym a Gram-negatívnym baktériám, 

ale u niektorých aj rozsiahla antivírusová aktivita. Napríklad hBD3 a hBD2 sú schopné 

interagovať s viriónovými časticami a prostredníctvom chimokinového receptoru 

CXCR4 vykazovať aktivitu proti HIV (human immunodeficient virus; Harder 

a Schroder, 2002). hBD3 okrem toho účinne inhibuje pôsobenie HSV (herpes simplex 

virus; Hazrati et al., 2006). Vďaka širokospektrálnemu pôsobeniu voči baktériám a tieţ 

vírusom môţu byť ľudské defenzíny v budúcnosti vyuţité v liečbe akútnych 

a chronických infekčných ochorení.  

 

2.6.2 Histatíny 

Histatíny sú skupina kationických lineárnych antimikrobiálnych peptidov vyskytujúcich 

sa v ľudských slinách (MacKay et al., 1984), pre ktoré je charakteristický vysoký obsah 

histidínov. Ich základná funkcia v ľudskom organizme je imunitná ochrana 

pred infekciami ústnej dutiny. Medzi najdôleţitejších zástupcov tejto skupiny patrí 

histatín 1, 3 a 5, ktoré sú kódované dvoma génmi, a síce HIS1 a HIS2. Histitín 1 a 3 

sú priamym produktom expresie týchto génov, zatiaľ čo histatín 5 je produktom ďalších 

postranslačných úprav histatínov 3.  Práve histatín 5 je predmetom mnohých štúdií, 

pretoţe sa vyznačuje spomedzi známych histatínov najsilnejšou antimikrobiálnou 

aktivitou. Bola preukázaná účinnosť tohto AMP napríklad proti ľudským patogénnym 

hubám, akými sú Candida albicans či Aspergillus fumigatus (Helmerhorst et al., 1999). 

Histatín 5 ďalej inhibuje prechod ľudských fibroblastov prítomných v ďasnách 

do apoptózy, ktorá je indukovaná pôsobením polysacharidu Gram-negatívnej baktérie 

Porphyromonas gingivalis (Imatani et al., 2004). Histatín 5 taktieţ inhibuje leukotoxin 

produkovaný Actinobacillus actinomycetemcomitas (Murakami et al., 2002c) a inhibuje 

aktivitu bakteriálnych či ľudských enzýmov podieľajúcich sa na ochoreniach parodontu 

(Gusman et al., 2001). V rámci aktivity histatínu 5 bola sledovaná aj aktivita jeho rôzne 

dlhých fragmentov vrátane tzv. fragmentu P-113, ktorý je povaţovaný za najmenší 

fragment (12 aminokyselinových rezíduí), ktorý si zachoval antimikrobiálnu aktivitu 

pôvodného peptidu (Rothstein et al., 2001). Peptid P-113 prešiel úspešne fázami I, resp. 

II klinických testov, na základe ktorých je pouţitie P-113 proti zubnému plaku a zápalu 

ďasien povaţované za bezpečné a tolerované u ľudí 

(http://www.demegen.com/articles/P-113-Candidiasis-results.htm). 
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2.6.3 Katelicidíny 

Základnou charakteristickou črtou pre všetky proteíny zo skupiny katelicidínov 

je prítomnosť vysoko konzervovaného proregiónu (tzv. katelín doména) pozostávajúcej 

pribliţne zo 100 aminokyselinových rezíduí, ktorá je lemovaná na svojom N-konci 

signálnou sekvenciou pribliţne 30 aminokyselinových rezíduí. Na C-terminálny koniec 

katelín domény nadväzuje krátka sekvencia samotného antimikrobiálneho peptidu. 

Primárny produkt translácie obsahujúci signálnu sekveniu je oznančený ako 

„preproteín“. Potom, čo signálna sekvencia splní svoju funkciu a zacieli katelicidín 

do zásobných granulí či apoplastu, dôjde k jej odštiepeniu a vytvoreniu 2 disulfidových 

väzieb za vzniku neaktívneho „proproteínu“ predstavujúceho úloţnú jednotku 

antimikrobiálneho peptidu (Dürr et al., 2006). Po následnom odštiepení C-terminálnej 

sekvencie antimikrobiálneho peptidu pomocou proteázy dochádza k biologickej 

aktivácii samotného antimikrobiálneho peptidu, ktorý je uvoľnený na miesto pôsobenia 

(Yamasaki et al., 2006). 

Proteín hCAP-18 je doteraz jediný známy ľudský antimikrobiálny proteín zo skupiny 

katelicidínov. Tento proteín obsahuje okrem štruktúr β-skládaného listu aj štruktúru α-

závitnice a dve disulfidové väzby  medzi cysteínmi v polohách C85-C96 a C107-C124 

(Tomasinsig a Zanetti, 2005). Na C-terminálnom konci obsahuje sekvenciu 37 

aminokyselinových rezíduí, ktorá na svojom začiatku obsahuje pár leucínov, vďaka 

čomu získal tento ľudský α-helikálny antimikrobiálny peptid názov LL-37 (Obr. 5). 

CAMP gén kódujúci antimikrobiálny proteín hCAP-18 sa skladá zo 4 exónov 

a 3 intrónou. Zatiaľ čo exóny 1 – 3 kódujú signálnu sekvenciu a katelín doménu 

proteínu, exón 4 kóduje štiepne miesto rozpoznávané proteázou a antimikrobiálny 

peptid LL-37. CAMP gén je lokalizovaný na chromozóme 3. Transkripcia CAMP génu 

sa zvyšuje počas infekcie organizmu spôsobenej baktériami, vírusmi, 

plesňami či prvokmi, pričom silným induktorom  transkripcie katelicidínovej mRNA 

je 1,25-dihydroxy-vitamín D3 (Gombart et al, 2005). Prvotné štúdie zamerané na gén 

kódujúci hCAP-18 proteín predpokladali, ţe aktívnou formou AMP 

je 39 aminokyselinových rezíduí nachádzajúcich sa na C-terminálnom konci hCAP-18 

pričom sekvencia týchto aminokyselín bola označená ako peptid FALL-39 (Agerberth 

et al., 1995). Krátko na to však Gudmundsson et al. s pouţitím špecifickej protilátky 

zistili, ţe hCAP-18 je štiepený za uvoľnenia zrelého peptidu o dve rezíduá kratší neţ 

pôvodne uvaţovaný FALL-39, ktorý bol označený ako LL-37. V danej štúdii 
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bolo taktieţ zistené, ţe sa LL-37 sa nachádza v granulocytoch ľudských buniek 

(Gudmundsson et al., 1996). 

S pouţitím syntetických peptidov LL-37, resp. FALL-37 bolo zistené, ţe obe formy 

vykazujú antimikrobiálnu aktivitu (Agerberth et al., 1995; Larrick et al., 1995). 

V nasledujúcich rokoch bolo zistené, ţe môţe byť hCAP-18 proteín alternatívne 

štiepený v bunkách reprodukčného systému človeka za vzniku 38 aminokyselín dlhého 

peptidu ALL-38, ktorý sa od známeho LL-38 odlišuje prítomnosťou jedného extra 

alanínu (Sørensen  et al., 2003).  

Murakami et al. (2004) sa zaoberali štúdiou LL-37 v ľudskom pote, pričom bolo 

zistené, ţe je peptid degradovaný pomocou serínových proteáz na kratšie fragmenty 

označené ako KR-20, RK-31 a KS-30. Tieto fragmenty sa vyznačujú zvýšenou 

antimikrobiálnou aktivitou v porovnaní s LL-37. Autori uvádzali, ţe takéto alternatívne 

spracovanie hCAP-18 umoţňuje organizmu zníţiť signalizačnú funkciu LL-37 

za súčasného zvýšenia funkcie antimikrobiálnej. 

 

 

 

Obr. 5 Štruktúrne vlastnosti peptidu LL-37. A – sekvencia LL-37, B – NMR štruktúra LL-37 

zobrazujúca pozíciu zlomu (K12) medzi dvomi helikálnymi doménami, C – pohľad zhora 

do závitnice zobrazujúci amfipatické vlastnosti LL-37, D – diagram helikálneho kruhu 

zobrazujúci aminokyseliny v pozíciách 12 – 29 s rozdelením závitnice na doménu hydrofilnú 

a hydrofóbnu. N- a C-koncové rezíduá nie sú štruktúrované (prevzaté a upravené od Duplantier 

a van Hoek, 2013). 
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Ako je uvedené v predošlom odstavci proteín hCAP-18 je syntetizovaný v rôznych 

typoch ľudských buniek. Antimikrobiálny peptid bol prvýkrát objavený a popísaný 

v leukocytoch (Cowland et al., 1995; Gudmundsson et al., 1996) a semenníkoch 

(Agerberth et al., 1995) a neskôr aj v rôznych iných bunkách, tkanivách a telesných 

tekutinách, napríklad  na pokoţke novorodencov  (Marchini et al., 2002), v materskom 

mlieku (Murakami et al., 2005), v pote (Murakami et al., 2002a), v slinách (Murakami 

et al., 2002b), v rakovinových bunkách pŕs (Heilborn et al., 2005) či v bunkách 

tvoriacich pľúcny epitel (Bals et al., 1998). 

 

2.6.3.1 Terapeutické vyuţitie LL-37  

Výskum zameraný na terapeutické vyuţitie mnohých antimikrobiálnych peptidov 

je v súčasnosti stále len v počiatočných štádiách. Ľudský katelicidín LL-37 je 

povaţovaný za vhodného kandidáta pre výrobu účinného terapeutika najmä vďaka 

širokospektrálnemu pôsobeniu predovšetkým voči rôznym druhom baktérií, ale aj 

vďaka chemotaktickému potenciálu a schopnosťou modulácie imunitného systému 

(Dürr et al., 2006). Z toho dôvodu je aktivita peptidu LL-37 oproti doteraz pouţívaným 

syntetickým antibiotikám, ktoré nie sú schopné aktivovať imunitné mechanizmy 

a pôsobia selektívne, značne výhodná. Okrem iného, v súčasnosti sa čoraz častejšie 

hovorí o šírení multirezistentných bakteriálnych druhoch voči známym antibiotikám, 

ktorých mutácie v momente po opakovanej aplikácii antibiotík viedli aţ k vytvoreniu 

silnej rezistencie, čím sa do popredia opäť dostávajú uţ dávno zabudnuté ochorenia 

(Davies a Davies, 2010). Antibiotickú rezistenciu si mnohé baktérie (Pseudomonas 

aeruginosa, Streptococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella) zabezpečili 

napríklad vďaka vytvoreniu tzv. biofilmov, útvarov tvorených exopolysacharidovou 

matrix zoskupujúcich jeden alebo hneď niekoľko rozdielnych bakteriálnych druhov 

(Whittaker et al., 1996). Báktérie uloţené v biofilmoch môţu byť pritom 10 – 100 

násobne odolnejšie voči chemickým, fyzikálnym a biologickým antimikrobiálnym 

látkam (Evans a Holmes, 1987; Prosser et al., 1987) a sú zdrojom nových kategórií 

chronických infekcií v ľudskom organizme, akými sú napr. pneumónia u pacientov 

s cystickou fibrózou, chronické rany, chronický zápal stredného ucha a infekcie spojené 

s inplantátmi kĺbov, ktoré môţu viesť aţ k úmrtiu pacienta (Bjarnsholt, 2013). Podľa 

nedávnych štúdií sa peptid LL-37 vyznačuje nielen antimikrobiálnou aktivitou, ale aj 

schopnosťou inhibovať tvorbu bakteriálnych filmov. Mechanizmus, ktorým LL-37 

pôsobí proti bakteriálnym biofilmom je v prípade S. aureus neznámy, v prípade 
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P. aeruginosa sa usudzuje o narušení systémov regulácie génovej expresie (Duplantier 

a van Hoek, 2013). Je však zaujímavé, ţe LL-37 inhibuje tvorbu bakteriálnych 

biofilmov za in vitro podmienok tvorených či uţ S. aureus alebo P. aertuginosa 

pri koncentráciách pribliţne 30-krát niţších neţ sú poţadované koncentrácie 

pre usmrtenie alebo inhibíciu rastu samostatných bakteriálnych buniek (Dean et al., 

2011). Schopnosť peptidu LL-37 inhibovať vznik bakteriálneho biofilmu môţe 

potenciálne viesť k vývoju novej liečby chronických infekcií a chorôb s nimi spojených 

(Duplantier a van Hoek, 2013). 

Širokospektrálne vyuţitie peptidu LL-37 sa uplatňuje taktieţ napríklad v procese 

hojenia váţnych poranení koţe. Pri otvorených ranách dochádza k zvýšeniu 

koncentrácie peptidu LL-37 na danom mieste, najvyššia koncentrácia AMP 

je dosiahnutá 48 hodín po poškodení tkaniva, po uzavretí rany potom dochádza 

k poklesu  mnoţstva LL-37 (Heilborn et al., 2003). Zvýšenie koncentrácie katelicidínu 

v oblasti poranenia je jednak spôsobené jeho intenzívnou proteosyntézou 

v keratinocytoch a jednak je to dôsledok jeho depozície z granulocytov, ktoré migrujú  

k miestu poranenia (Dorschner et al., 2001). LL-37 prispieva k hojeniu poškodeného 

tkaniva predovšetkým indukciou bunečnej proliferácie (Shaykhiev et al., 2005) 

prostredníctvom fosforylácie epidermálneho rastového faktoru a napomáha k indukcii 

migrácie keratinocytov, ktoré zabezpečujú uzavretie poranenia (Tokumaru et al., 2005). 

Kombinácia súčasných poznatkov o pôsobení peptidu LL-37 voči Gram-pozitívnym 

a Gram-negatívnym baktériám tvoriacich v organizme rozsiahle biofilmy a poznatkov 

o pozitívnom pôsobení LL-37 v procese hojenia závaţných poranení koţe človeka môţe 

byť veľmi efektívnym riešením pri liečbe problémov s polymikrobiálnou infekciou 

otvorených rán. Napríklad u pacientov s ochorením diabetes mellitus často trpiacich 

výskytom chronických vredov na dolných končatinách, ktoré môţu byť infikované 

niekoľkými biofilmami rôznorodých baktérií by liečba pomocou peptidu LL-37 mohla 

nájsť vhodné uplatnenie (Duplantier a van Hoek, 2013). V súčasnosti je LL-37 v prvých 

štádiách klinických testoch pre liečbu pacientov so ţilovými vredmi predkolenia 

(http://www.pergamum.com/blog/pergamum-announces-final-data-phase-iii-study-ll-37 

-patients-chronic-leg-ulcers/).  

LL-37 oplýva aj potenciálom zabraňovať vírusovým infekciám v tele človeka, 

a tak znemoţniť rozvinutie mnohých váţnym ochorení, napr. vírusovej bronchiolitídy 

postihujúcej najmä  malé deti, proti ktorej v súčasnosti neexistuje efektívna liečba. 

V nedávnej štúdii bolo potvrdené, ţe peptid LL-37 v in vitro testoch významne inhibuje 



24 

 

produkciu nových infekčných častíc RVS (respiračný syncyciálny vírus) spôsobujúceho 

toto ochorenie a zabraňuje tak bunkovej smrti skúmaných epiteliálnych kultúr (Currie 

et al., 2013). Významnú úlohu by proteín hCAP-18/LL-37 mohol mať aj pri liečbe 

ďalšieho závaţného ochorenia akým je ochorenie AIDS. Proteín hCAP-18/LL-37 totiţto 

v prvých štádiách infekcie chráni črevný epitel počas HIV enteropatii, 

ktorá je počiatočným krokom pre následný rozvoj HIV ochorenia. V dôsledku infekcie 

HIV dochádza k zvýšenej črevnej permeabilite spôsobujúcej častý prechod črevných 

mikroorganizmov do brušnej dutiny, čo má za následok opakované črevné ochorenia, 

antigénnu stimuláciu a zvýšenie hladiny lipopolysacharidov v krvi u HIV pacientov. 

Proteín hCAP-18/LL-37 vedie prostredníctvom inaktivácie lipopolysacharidov 

v gastrointesticiálnej sliznici a prostredníctvom opráv poškodeného tkaniva k značnému 

zmierneniu týchto počiatočných príznakov a chráni CD4+ T-lymfocyty 

pred deštrukciou. Pouţitie hCAP-18/LL-37 na zmiernenie HIV enteropatie by mohlo 

slúţiť ako podporná liečba infekcie a zároveň peptid chráni sliznice genitálií 

a dýchacích ciest a zniţuje tieţ riziko ich infekcie (Iacob, 2009). 

Nedávne štúdie ukazujú, ţe LL-37 slúţi ako regulátor pre rast nielen prirodzených 

buniek organizmu ale aj pre rast a  metastázovanie karcinogénnych buniek, pričom 

môţe v závislosti na konkrétnej situácii potlačiť, ale aj podporiť proliferáciu 

tumorových buniek. Zvýšená expresia génu pre hCAP18/LL-37 bola sledovaná 

v prípade karcinómu pŕs, vaječníkov a pľúc (Coffelt et al., 2008; Heilborn et al., 2005; 

von Haussen et al., 2007) a aplikácia LL-37 viedla k stimulácii bunkového delenia 

a k invázii rakovinových buniek do okolitých tkanív. LL-37 je bunkami malígneho 

tumoru produkovaný ako látka pre ich preţitie, hoci presný mechanizmus spôsobujúci 

procesy delenia a metastázovania nie je známy, predpokladá sa, ţe dôleţitú úlohu 

zohráva aktivácia špecifických signálnych dráh (Girnita et al., 2011). Doposiaľ zistené 

informácie o  LL-37 a jeho pôsobení na karcinogénne bunky však len poukazujú 

na zloţité a protichodné funkcie peptidu LL-37, ktoré je nutné najmä v spojitosti s jeho 

vyuţitím ako potenciálneho terapeutika pre liečbu onkologických pacientov, ešte bliţšie 

objasniť.
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8 ZOZNAM POUŢITÝCH SYMBOLOV A SKRATIEK 

 

2,4-D    kyselina 2,4-dichlorfenoxyoctová 

A. tumefaceins  Agrobacterium tumefaciens 

AAMPs  anionické antimikrobiálne peptidy 

ACT   gén kódujúci jačmenný aktín 

AMP   antimikrobiálny peptid 

AMPs   antimikrobiálne peptidy 

ASP   reverse primer 

BAP    6-(benzylamino)-purín 

B-HORp   B-hordeínový promoter 

bp   pár báz 

CAMP   gén kódujúci proteín hCAP-18 

CAMPs  kationické antimikrobiálne peptidy 

cDNA    komplementárna DNA 

cv.    kultivar 

CXCR4  chimokinový receptor 

DNA   deoxyribonukleová kyselina    

dNTP    deoxynukleotid trifosfát 

EC   Európska komisia 

EMEA   Európska agentúra pre lieky 

ERA   Európsky výskumný priestor 

EU   Európska únia 

FDA   americký Úrad pre kontrolu potravín a liečiv 

Fw   forward primer 

gDNA    genómová DNA 

GFP   zelený fluorescenčný proteín 

GMO   geneticky modifikovaný organizmus 

GST   glutatión S-transferáza 

hBD   β-defenzín 

hCAP   human cathelicidin antimicrobial peptide 

HepG2   bunky hepatocelulárneho karcinómu 

HIS   gén kódujúci histatíny 

HIV   human imunodeficiency virus 

HNP   α-defenzín 

hpt   gén kódujúci hygromycíntransferázu 

HSV   herpes simplex virus 

Hv   Horedum vulgare L., jačmeň siaty 

ICH Medzinárodnej konferencie o harmonizácii technických 

poţiadaviek na registráciu liekov na humánne pouţitie 

MS    Murrashige and Skoog plant salt base 

NMR   nukleárna  magmetická rezonancia 

OD    optická hustota 

Os   Oryza sativa L., ryţa siata 

PCR    polymerázová reťazová reakcia 

PPMᵀᴹ   Plant Preservative Mixture 

RNA   ribonukleová kyselina    

RT-PCR   reťaiaPCR v reálnom čase 

Rv   reverse primer 
RVS   respiračný syncyciálny vírus 
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SDS   dodecylsulfát sodný 

SP   forward primer 

T0    prvá generácia transgénnych rastlín 

TAE    Tris-acetát-EDTA 

T-DNA  transferová DNA 

TE    Tris-EDTA  

Ti-plazmid  tumor indukujúci plazmid 

Zm   Zea mays L., kukurica siata 

MBP   maltózu viaţúci proteín 

 

 


