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k vyrazné stimulaci Th-2 cytokinu IL-6 v porovnani s kon-
trolou, protoZe pro zachovani zdravi je nezbytna rovnovaha
mezi Th-1/Th-2 cytokiny. Pfi poruSeni této rovnovahy
dochézi k rozvoji celé fady onemocnéni. Stimulacni efekty
riznych koncentraci Dunaliella salina na ostatni sledované
cytokiny (IL-10, IL-4, INF-y) byly nizké v porovnani s kon-
trolou a nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi skupinami. V dalsi studii An ez al. (2008) testo-
vali také imunomodulacni vlastnosti Chlorella vulgaris
tentokrat na zvifecim modelu mysi. Zjisténé vysledky opét
prokazaly zvySeni IFN-y a IL-2 po aplikaci Chlorelly
(1 mg/ml) v porovnani s kontrolou a minimalni efekt na
IL-4. Imunomodulacni efekt vodnych extrakti jedno-
bunécnych tas je pripisovan pritomnosti polysacharidii se
specifickou strukturou Suarez et al. (2010). V praci
Caroprese et al. (2012) testovali imunomodulacni a proti-
zanétlivé vlastnosti smési fytosterolil (ergosterol a 7-dehy-
droporiferasterol) izolovanych z fasy Dunaliella tertiolecta
na mononukledrnich bunkéch izolovanych z krve ovci.
Vysledky ukédzaly mozné pouziti smési fytosterolt, jako
krmnych doplikal pfi zanétlivych onemocnénich ovci
vzhledem ke zjisténé redukci pro-zanétlivych cytokint
a stimulaci regulacniho cytokinu IL-10.

Zjisténé vysledky ukdzaly pozitivni vliv Dunaliella sali-
na na rast vybraného souboru mikroorganismu i pozitivni
imunomodulacni vlastnosti, pfesto bude dale vhodné
otestovat i vliv extraktd fasy a jeji dezintegrované formy,
jelikoz byl k testovani vyuZit komercné dostupny produkt
v podobé rasového prasku, ktery obsahuje lyofilizované
celé buiiky. V predloZené studii byla pouZita pro testovani
imunomodulaéniho efektu krev zdravych dérct, v bu-
doucnu je pro blizsi posouzeni pldnovano pouZziti také
mononuklearnich bunék od lidi s autoimunitnimi onemoc-
nénimi, ateroskler6zou apod.

Podeékovdni:
Tato prace vznikla v ramci institucionalni podpory VUM
s.r.0., rozhodnuti ¢. RO 1416.
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Natural Bacteriophage Defence Systems
of Lactic Acid Bacteria

Abstrakt

Zakysové kultury bakterii mlééného kvaSeni dodavaji
fermentovanym mléénym vyrobkim poZadované texturni
a organoleptické vlastnosti a rovnéz prispivaji k zajisténi
jejich mikrobiologické bezpecnosti a trvanlivosti, avSak
mohou byt nachylné k napadeni bakteriofagy. Bakteriofagy
infikujici zakysové kultury zpomaluji fermentaci, negativ-
né ovliviiuji kvalitu a bezpecnost fermentovanych produk-
ti a mohou zpusobit az Uplné zastaveni fermentace, coZ
vede k vyznamnym hospodarskym ztratdm. Studiu téchto
bakteriofagl se proto vénuje mimoiradna pozornost a pos-
tupné se odhaluji genetické procesy Zivotnich cykli bakte-
riofagl a také strategie, které ohroZené buiky pouZivaji
k obrané vici bakteriofagiim. Tyto strategie 1ze rozdélit do
péti skupin. 1. Inhibice adsorpce bakteriofdga na bunécnou
sténu bakterie, 2. Zablokovani proniknuti bakteriofagové DNA
do bakteridlni buriky, 3. Restrikéné-modifikacni obranny sys-
tém, 4. Systém abortivni infekce a 5. CRISPR/Cas systém.
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fikacni systém, Abi systém, CRISPR/Cas systém

Abstract

Lactic acid bacteria as dairy starters provide the desired
texture and organoleptic properties of fermented products
as well as contribute to their microbiological safety and
shelf-life but they may be susceptible to the attack of bacte-
riophages. Bacteriophages infecting dairy starters slow
down the fermentation, negatively affect the quality and
safety of fermented products, and can cause quite discon-
tinuance of fermentation, leading to significant economic
losses. Therefore, extraordinary attention is payed to stu-
dies of these bacteriophages and obtained information
gradually reveals the genetic processes of bacteriophage
life cycles as well as the strategies of infected cells to
defend against bacteriophages. These strategies can be
divided into five groups. 1. Inhibition of bacteriophage
adsorption on the bacterial cell wall, 2. Blocking the pene-
tration of bacteriophage DNA into the bacterial cell, 3.
Restriction-modification defensive system, 4. Abortive
infection system, and 5. CRISPR / Cas system.

Key words: bacteriophage infection, bacterial defence
system, inhibition of adsorption, superinfection, restric-
tion-modification system, Abi system, CRISPR/Cas system

Uvod

V potravinafstvi se hojné pouZivaji kmeny Gram-pozi-
tivnich bakterii, které odvozuji svou metabolickou energii
z fermentace sacharidi na laktat, a proto se oznacuji jako
bakterie mlécného kvaseni. Mlékarensky pramysl vyuziva
zejména ruzné kmeny druhu Streptococcus thermophilus
a rodu Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc a Pedio-
coccus, jakozto zakladni nebo doplitkové zakysové kultury
pri vyrobé ruznych fermentovanych mléénych vyrobku.
Bakterie mlé¢ného kvaseni ovliviiuji chut a vini fermento-
vanych vyrobkd a prispivaji k prodlouZeni jejich trvanli-
vosti, jakoz i k zajisténi jejich mikrobiologické bezpecnosti,
avSak mohou byt nachylné k napadeni bakteriofagy.
Bakteriofagy, coz jsou viry infikujici bakterie, v tomto pfi-
padé jednotlivé kmeny v zakysovych kulturach, zpomaluji
fermentaci, negativné ovliviiuji kvalitu a bezpecnost fer-
mentovanych produkti a mohou zpisobit az tiplné zastaveni
fermentace, coz vede ve svém dusledku k vyznamnym
hospodarskym ztratam. Studiu téchto bakteriofagt se proto
vénuje mimoradna pozornost. Vyrazny pokrok v moleku-
larné biologickych, genomickych a proteomickych meto-
dach v poslednich letech postupné odhaluje na jedné strané
diverzitu a genetickou podstatu Zivotnich cykli bakterio-
fagl a na druhé strané¢ umoZzniuje pochopeni interakci mezi
bakteriofagy a hostitelem. To s sebou piindsi odhaleni
strategii, které ohroZené buiiky pouZivaji k obrané a nasto-
leni rezistence vici bakteriofagim. Selekce zakysovych
kultur se zvySenou odolnosti vii¢i bakteriofagiim se proto
stdvd vyznamnou soucasti kontrolni strategie proti Sifeni
bakteriofagti v mlékarenskych provozech.

Bakterie mlé¢ného kvaseni si v pribéhu koexistence
s bakteriofagy vyvinuly pfirozené obranné systémy, které
jim umoZnuji preZzit v prostredi, které je stalym rezervoarem
bakteriofagové kontaminace. Tyto antifigové systémy lze
rozdélit podle zpisobu, jakym funguji, do péti skupin.
1. Inhibice adsorpce bakteriofdga na bunécnou sténu bak-
terie, 2. Zablokovani proniknuti bakteriofigové DNA do
bakteridlni buriky, 3. Restrikéné-modifikac¢ni obranny sys-
tém, 4. Systém abortivni infekce a 5. CRISPR/Cas systém.

1. Inhibice adsorpce bhakteriofaga

na bunéénou sténu bakterie
Zablokovani adsorpce bakteriofdga (figa) na extra-

celulirni membranu predstavuje prvni linii bakteridlni
ochrany proti bakteriofagové infekci, kterd zabranuje
pripojeni faga (pomoci struktur figového ocasu) k recep-
torim kédovanym hostitelskou bakterii. Pfi inhibici adsor-
pce se mohou uplatnit dva odlisné mechanismy.

Prvni mechanismus zahrnuje expresi extracelularnich fak-
tort, které umoznuji fyzické maskovani receptoru. Jde bud
o pfimou syntézu antigeni na bunééném povrchu, které
rozpoznaji fagovou specificitu, nebo o produkci extracelu-
larnich sacharidi (exopolysacharidtl), které bakteriofaghm
zamezuji pristup k receptorim (Tuncer a Akgelik, 2002).
U nékterych kment (napf. nalezejicich k druhu L. lactis
subsp. lactis) syntetizované antigeny vykazuji podobnost
s lektiny, coZ je skupina proteinli, které se adsorbuji na
specifické monosacharidové slozky polysacharidiit v bu-
nécné sténé, a tim faghm znemoZni rozpoznani specifickych
fagovych receptorti. Tento protein tak spiSe specificky
chrani receptor obsahujici dany monosacharid, nez Ze by
interagoval s figem. Bakteridlni lektin tedy vlastné soutézi
s fagem o receptor (Tuncer a Akgelik, 2002). Dalsi formou
fyzického maskovani je produkce exopolysacharidt, které
pokryvaji povrch buné€k, a poskytuji tak bakteriim ochranu
nejen proti bakteriofagim, ale i jinym Skodlivym latkam,
a pravdépodobné chrani buiiku také proti vysouSeni. U lak-
tokoki urcité dikazy naznacuji, Ze exopolysacharidy
obsahuji cukerné zbytky, které jsou podobné nebo dokonce
identické s fagovymi receptory. Proto mize byt odolnost
nékterych kmenti bakterii mlécného kvaseni vici fagiim
zpusobena tim, Ze je fig imobilizovan vazbou na takovy
exopolysacharid (Forde a Fitzgerald, 2003).

Druhy mechanismus souvisi se zménami ve strukture
receptorti nebo dokonce s jejich tiplnou absenci na povrchu
bunék (Coffey a Ross, 2002). Nedostatek funkéniho recep-
toru muze byt disledkem spontinni mutace v genetickém
materialu, coZ vede nasledné k mutantim necitlivym na bak-
teriofagy. U laktokokd je zndmo, Ze nedostatek funkcnich
receptortl pro urcité fagy souvisi s mutacemi v genech, které
zodpovidaji za syntézu a transport sacharida v téchto recep-
torech obsazenych. Piikladem muiZe byt necitlivost nékte-
rych kment laktokoku vici faghm 936 a P335, ktera korelu-
je se ztratou "galaktézového" receptoru v bunééné sténé. To
vSak naruSuje syntézu sloZzek bunécné stény a ve svém
diasledku to vede k tomu, Ze takovy bakteridlni kmen sice je
necitlivy vici danym fagim, avSak Casto ztraci poZadované
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fermentacni vlastnosti a vykazuje zpomaleny rtst. Naproti
tomu mutace v bakteridlnim genu pro membranovy Pip pro-
tein (fagovy infekéni protein), ktery kdduje specificky recep-
tor pro fagy typu c2 a jehoZ interakce s figem je nezbytna
pro dc¢innou infekci, nema Zadné vyznamné dopady na vita-
litu laktokokovych bunék a vysledné mutanty lze stabilné
udrzovat (Coffey a Ross, 2002).

2. Zablokovani proniknuti fagové DNA
do bakterialni bunky

I kdyz se fag tspésné adsorbuje na bunécny povrch bak-
terie, nemusi jesté¢ dojit k jeho proniknuti do cytoplasmy.
V tomto typu obranného mechanismu sehravaji roli systémy
pro vylouceni superinfekce zndmé jako Sie (Superinfection
exclusion) systémy. Tyto systémy byly dosud charakterizo-
vané pouze u nékterych bakterii (Mahony a kol., 2008) a zda
se, Ze mechanismy preruseni infekce bakterie faigovou DNA
se pro jednotlivé rody li§i. Poprvé byl Sie systém popsin
u rodu Lactococcus a specifického faga typu P335, coz vedlo
k poznani, Ze po integraci bakteriofagového genomu do
chromozomu bakterie se zacne produkovat profagovy Sie
protein, ktery do budoucna zablokuje vstup infekéni fagové
DNA do buiiky. Zptsob zablokovani nebyl dosud zcela
objasnén, predpokladd se vSak, Ze Sie interaguje s faktory
zodpovédnymi za zahdjeni uvolnéni fagové DNA z kapsidy
nebo miiZe interagovat s proteiny bunécné membrany, které
jsou nezbytné pro translokaci DNA. Je tu urcitd analogie
s lysogennim fagovym represorem, ktery zabrafiuje opako-
vané infekci stejnym fagem. Na rozdil od néj vSak piitom-
nost Sie gent zajistuje rezistence vici celé radé fagu, véetné
faga jinych typt (Mahony a kol., 2008). Profagy jsou znamy
také u laktobacila (Ventura a kol., 2004). Komparativni
genomika u nich odhalila pfitomnost genti kédujicich pro-
teiny sekvenéné podobné povrchové umisténému lipopro-
teinu s biologicky potvrzenou funkci fagové rezistence, ktery
je kodovan profagem TP-J34, jenZ infikuje druh Strepto-
coccus thermophilus. Z toho vyplyva, Ze u bakterii mlééného
kvaseni jsou Sie geny, které umoziiuji vylouceni infekce,
umistény na lyzogennich modulech profagl, a proto jsou
oznacovany jako systémy fagové rezistence odvozené od
faga (Sun a kol., 2006).

3. Restrikéné-modifikaéni obranny systém

Po tspésném proniknuti DNA do buiiky miZze byt fagova
infekce zablokovana pomoci restrikéné-modifika¢nich (RM)
systémil. RM systémy v sob& spojuji dvé enzymatické akti-
vity, a to endonukleazovou a methyltransferazovou, které
zajiStuji restrikéni a modifikacni funkce (Blumenthal
a Cheng, 2002). Obe¢ tyto aktivity jsou specifické pro stejné
cilové sekvence. Endonukledzova aktivita je zodpovédna za
degradaci invazivni cizorodé DNA, vcetné fagové DNA,
ktera postrdda protektivni methylové skupiny. Methyl-
transferazova aktivita pak chrani hostitelskou DNA proti
degradaci tim, Ze obsadi specifické nukleotidy cilového $tép-
ného mista methylovou skupinou (Seegers a kol., 2000).
Nemetylované cilové sekvence fagové DNA chranény ne-
jsou a jsou tudiZ znacné nachylné k ptsobeni endonukleaz,

coz vede k degradaci genomu bakteriofaga (Smith a kol.,
2001). Tento zpusob kombinujici uvedené enzymatické
aktivity omezuje proliferaci fagli v cytoplazmé, a pritom
neposkozuje bakteridlni buiiku. Jednou z nejvétSich vyhod
RM systémi je to, Ze infekci ukonci predtim, neZ je zahaje-
na fagové fizena bunécnd smirt. S urcitou frekvenci vSak jisty
pocet fagovych genomt unikne restrikénimu Sté€peni a v pru-
béhu replikace mize byt modifikovan bakteridlni methyl-
transferazou. Jakmile je fagovda DNA modifikovana, stava se
pro endonukleazy nerozliSitelnou, a tudiz rezistentni, a fag
miZe zahajit bez omezeni svij Zivotni cyklus, ktery je pro
hostitelskou buiiku fatalni (Wilson a Murray, 1991).

RM systémy se déli do ctyf skupin na zékladé
molekularni struktury enzymu, pozadovanych kofaktord,
rozpoznavacich sekvenci a pozic pro Stépnd mista (Seegers
a kol., 2000, Smith a kol., 2001). U bakterii mlécného
kvaseni byly dosud popsdny pouze systémy I, II a III,
pricemz RM systém typu III neni mezi mléénymi bakterie-
mi prili§ rozsiteny.

4. Systém abhortivni infekce

Kdyz RM systémy pii ochrané bakterie proti invazivni
fagové DNA selhavaji a dochézi k zahajeni lytického cyklu
Sifeni fagl, miZe jeSté nastat dramatické omezeni prolife-
race fagového potomstva, a to diky systémim zndmym jako
abortivni infekce (Abi). Tyto systémy dokdzi preruSit infek-
ci v riznych fazich fagového cyklu prostfednictvim zasahi
do tady riznych procest. Jsou schopny prerusit replikaci
i transkripci fagové DNA, syntézu proteini nebo sestaveni
fagovych ¢astic a indukovat pred¢asnou lyzi bunék (Chopin
a kol., 2005). Nejlépe jsou Abi systémy prostudovany u lak-
tokokd, u nichz bylo dosud identifikovano vice nez 20 sku-
pin mechanismu, které se postupné oznacuji pismeny
abecedy (Chopin a kol., 2005). Cinnost jednotlivych mecha-
nismu nebyla dosud zcela objasnéna. Predpoklada se, Ze
Abi proteiny interferuji s procesy nezbytnymi nejen pro
faga, ale také pro vyvoj bakterie, a je zndmo, Ze aktivace Abi
systému vzdy vede ke smrti individudlnich buné€k (Chopin
a kol., 2005). V duasledku toho, Ze bakterialni bunka
neposkytne své hostitelské prostfedi pro pomnoZeni faga,
uvoliiovani Castic fagového potomstva je znacné omezeno
a ostatni buniky bakterialni populace pfezivaji. Abi systémy
tedy predstavuji bariéru proti bakteriofdgové proliferaci,
ktera je zaloZena na "altruistické sebevrazdé" infikovanych
bakteridlnich bunék. Toto sebeobétovani sice vede k zaniku
jednotlivych bunék, ale poskytuje ochranu pred fagovou
infekci pro bakterialni populaci jako celku.

5. CRISPR/Cas systémy

Dalsi pfirozené se vyskytujici obranny systém proti invazi
cizorodych genetickych elementt (fagy, plazmidy), popsany
u prokaryot teprve nedavno, se oznacuje jako CRISPR/Cas
systém (Horvath a Barrangou, 2010). Tento mechanismus
fagové rezistence je zalozen na zabudovani kratkych
sekvenci odvozenych z fagové DNA do specifickych mist
bakteridlniho genomu, coz ¢ini bakterialni buiiky imunnimi
vici tém fagim, které nesou homologni sekvence.
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Termin CRISPR je zkratkou anglického slovniho spojeni
"Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats", které oznacuje regiony sestavajici z nekddujicich
sekvenci tvofenych unikdtnimi mezerniky (spacery)
o velikosti 21 az 72 pb, které jsou odvozeny z fagové DNA
a které jsou oddéleny kratkymi pfimymi opakovanymi
sekvencemi (21-48 pb) bakteridlniho pavodu. Délka
mezernikli a opakovanych sekvenci uvnitf jednoho
usporadani je vzdy stejnd, avSak pocet téchto usporadani se
1i§i v zavislosti na druhu, a to v rozmezi od 2 do 375.

Termin Cas je zkratkou pro vyraz "CRISPR associated
proteins”, ktery oznacuje heterologni skupinu proteind,
které obsahuji riizné funkéni domény typické napriklad pro
nukledzy, helikazy, proteiny vézajici nukleovou kyselinu
a podobné (Horvath a Barrangou, 2010). Specificka role
jednotlivych Cas proteint se 1iSi, nebot se ucastni riznych
fazi CRISPRové rezistence. Geny proteinli Cas byly
detekovany pouze v genomech, které obsahuji CRISPRové
repetice, pocet téchto geni se pohybuje v rozmezi od 4
do 20 (Barrangou a kol., 2007) a jsou vzdy umistény ve
stejné pozici vzhledem k lokusu CRISPR. Repetice
CRISPR a geny kédujici Cas proteiny jsou od sebe oddéle-
ny zavadéci sekvenci, pro niz je typické vysoké zastoupeni
AT bazi a o nizZ se predpoklada, Ze je transkripénim promo-
torem CRISPR regionu (Lillestpl a kol., 2006).

CRISPR/Cas systém piedstavuje prokaryotickou formu
ziskané imunity, kterd se v bakterii vytvari po predchozim
setkani s pfisluSnymi bakteridlnimi viry. Mezernikova
(spacerova) DNA pak tyto figy rozpoznd a deaktivuje je
zpusobem analogickym s mechanismem RNA interference
v eukaryotickych organismech. Jeden bakteridlni genom
miZe obsahovat az 18 CRISPR lokusi, coz zfejmé burice
poskytuje rezistenci vucéi rozdilnym fagim (Horvath
a Barrangou, 2010). Avsak i v tomto pripadé mizZe bakte-
riofdg uniknout obrannému mechanismu, nebot fagova
DNA s mutaci v sekvenci, z niZ byl mezernik odvozen,
ziskava odolnost k danému CRISPR/Cas systému.

Zaver

V podstaté neexistuji zddné kultury bakterii mlécného
kvaseni, které by byly zcela odolné vici fagové infekei.
Dokonce i u novych kultur, které se zavadéji do mlékéaren-
ského primyslu a vykazuji bakteriofdgovou rezistenci, jsou
po urcité dobé jejich pouzivani fagy obvykle detekovany.
Strategie rotace zakysovych kultur, kterd je béZnym tech-
nologickym opatfenim proti $ifeni bakteriofagt, vyzaduje
vybér kmenti odolnych vuci Siroké Skéale fagh. Rychla
rotace vétsitho poétu kmenu zdkysovych kultur na daném
provozu vsak ovliviiuje koevoluci fagl a bakterii a para-
doxné prispiva ke zvyseni diverzity a vyskytu bakteriofagt
v prostiedi mlékarny (Heap a Lawrence, 1977).

Stéle podrobné;jsi znalosti o Zivotnim cyklu bakteriofagii
a rostouci pocet jejich celogenomovych sekvencnich
analyz vede k vyvoji novych genovych modifikaci obran-
nych systémd, které se v ptirodé nevyskytuji. Molekularni
techniky umoziuji dpravy bakteridlnich kmend, které
narusuji pfichyceni, prinik do bakterie, eventudlné aktivitu

genu zivotné dulezitych pro vyvoj bakteriofagt. Cilem
takovych zdsahil jsou zejména proteiny fagové replikace ¢i
jiné replikacni faktory. Mnohé studie naznacuji, Ze kon-
struované systémy mohou poskytnout bakteriim ucinnou
ochranu proti infekci a do budoucna Ize ocekédvat bezpecny
vyvoj geneticky pozménénych bakterii mlééného kvaseni
s dlouhodobou odolnosti proti Siroké Skale bakteriofaga.
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