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UVODEM
Vazeni pratelé,

pfindsime Vam druhé ¢islo jiz 30. ro¢niku naseho
Bioprospectu, tentokrat za velmi nestandardnich pod-
minek, kdy coronavirovd pandemie prakticky rozvrétila
nas obvykly zplsob Zivota. Opatieni zaméfena k jejimu
zastaveni nas donutila k omezeni nebo dokonce k za-
staveni mnoha béinych c¢innosti, jejichz ddsledkem
bylo nejen zpozdéni v realizaci mnoha obvyklych aktivit,
ale pfedevsim ohromné ekonomické ztraty, jejich di-
sledky nas budou ovliviiovat fadu pfistich let. Musime
jen doufat, Ze ,druhd vina coronavirové pandemie” se
neuskutecni a k dalSim problémm uz nedojde.

Vzhledem k nemozZnosti shromazdovani a mezis-
tatniho cestovani jsme museli odlozit konani naseho
biotechnologického symposia ,Biotech 2020". Po po-
drobném zvazeni vSech okolnosti jsme se rozhodli sym-
posium odlozit pfesné o rok, t.,j. na 16 — 19. 6. 2021 pod
stejnym nazvem BIOTECH 2020 a se stejnou webovou
strankou www.biotech2020.cz. Radi bychom podéko-
vali vdéem piihlasenym Gcastnikiim, sponzordm a pod-
porovateldm i vedeni VSCHT v Praze za laskavé po-
chopeni a podporu. Na zminéné webové strance jsme
publikovali jiz predbézny program, ktery je upraven tak,
aby byl k disposici prostor pro dalsi Gcastniky, které
velice radi uvitdme. Az do konce tnora 2021 je mozné
se piihlasit za snizeny registra¢ni poplatek (early bird)
a radi prodiskutujeme se zajemci navrhy na jakoukoliv
formu spoluprace, vcéetné organizace rliznych setkani
a workshop.

Vzhledem k tomu, Ze nam jiz pdl roku zna¢né kom-
plikuje Zivot maly virus a trapeni stéle jesté neni konec,
pfipomenme si nékolik zékladnich informaci o koro-
navirech. Koronaviry (CoV) jsou jednoietézcové RNA
viry, které snadno mutuji a napadaji hostitele — rlizné
ptaky a také savce. ZpUsobuji obvykle respira¢ni potize
a méné casto gastrointestinalni a neurologické prob-
[émy.

Koronaviry byly poprvé prokazany u kufat v r. 1930
a dlouho se myslelo, Ze napadaji jen ptaky. Poprvé byl
koronavirus identifikovén u lidi az v r. 1960. Ukazalo se,
ze koronaviry jsou rozsifené po celém svété a podileji

se zhruba na 10 — 15 % béznych nachlazeni, vétSinou
v pribéhu zimy. Na nachlazenich se nékdy podilely
spole¢né s bakteriemi a takové ,ko-infekce” mély vaz-
né;jsi charakter.

Koronaviry majici fatalni nasledky se objevily teprve
nedavno. V r. 2002 byl detegovan kmen oznacova-
ny jako SARS-CoV (i prosté Sars (severe acute respi-
ratory syndrome). V nasledujicim roce Canada’s Na-
tional Microbiology Laboratory stanovila jeho genom.
Tento smrtici kmen udajné zplsobil smrt 774 lidem.
Sars se znatné podoba soucasnému pandemickému
COVID-19.

Zhruba po 10 letech (v r. 2012) byl v Saudské Ara-
bii identifikovan koronavirus MERS-CoV (Middle East
respiratory syndrom = Mers). Mers se kromé opakova-
ného vyskytu v Saudské Arabii vyskytoval i v Jizni Koreji
(2015).

V priibéhu let byly prokézany dalsi lidské koronaviry,
které nebyly spojeny s vétsi umrtnosti a Zadné z nich,
véetné SARS-CoV a MERS-CoV nevyvoly pandemii.
Tu vyvolal az COVID-19 (SARS-CoV-2) vzhledem k Sir-
$imu spektru moznosti pfenosu. V soucasnosti byly
zasaZzeny vSechny staty svéta kromé Severni Koreje,
Turkmenistanu a Lesotha, ale véfme tomu.

Pfiznivou zpravou je, Ze ve vétsiné piipad( byva pra-
béh nemoci mirny a sou¢asna medicina mé fadu moz-
nosti jednotlivé priivodni jevy onemocnéni omezit.
Finalnim feSenim by méla byt oc¢kovaci vakcina, pokud
mezitim virus nezmutuje.

Vazeni a mili ctenafi Bioprospectu, pfejeme Vam,
abyste vSechny dosavadni problémy piekonali, proZzili
pfijemnou zaslouZzenou dovolenou a na podzim jste jiz
mohli plsobit standardnim zplsobem, jak jste zvykli.
Pokud budete mit ¢as a chut, napiste nam, co byste
chtéli v ramci nasi spolec¢nosti zlepsit. Na podzim usku-
te¢nime nové volby do Rady Biotechnologické spole¢-
nosti a radi uvitime mladé tvare, které by spolec¢nosti
daly nové podnéty pro jeji dalsi praci.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova

Informace o COVID-19:
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111 /febs.15375
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ODBORNE PRISPEVKY

STUDIUM MITOCHONDRII ZIVYCH BUNEK POMOCI 3D
SUPER-ROZLISOVACI SVETELNE MIKROSKOPIE

Anezka Vodickova

Fyziologicky ustav AV CR; anezka.kahancova@fgu.cas.cz

Uvod

Super-rozliSovaci mikroskopie se béhem poslednich
let stala nedilnou soucasti védeckého svéta. Jeji schop-
nost prekrocit, presnéji feCeno obejit, Abbého difrake-
ni limit poméha ziskavat nové informace o fungovani
a struktufe organismd. Kromé super-rozliseni, je obrov-
skym benefitem téchto metod moznost zkoumat nejen
fixované, ale i Zivé buriky, coz kromé& moznosti snimat
in vivo dynamické buné¢éné procesy v redlném case pfi-
nasi i moznost vyhnout se artefaktdim, které mohou byt
zpUsobeny fixovanim a pfipravou vzorku.

Mitochondrie, bunécné elektrarny eukaryot, se neu-
stale tési Sirokému védeckému zjmu. Tyto velmi dy-
namické organely prozradi mnohé o svém fyziologic-
kém stavu skrze morfologické zmény v tubularni siti,
ve které jsou obvykle organizovany. Obecné je primér
mitochondrialnich tubulG obdobny jako rozliSovaci li-
mit konfokalni mikroskopie (250-500 nm)" 2 3. Z toho
je ziejmé, Ze pro podrobné zkoumani architektury
mitochondrii je zapotiebi pouZiti mikroskopie super-
-rozliSovaci.

Strategie super-rozliSovaci mikroskopie

Super-rozliSovaci svételna mikroskopie je schopna
piekonat Abbého difrakéni limit, ktery ma hodnotu
mezi 200-250 nm, ¢ehoz dosahuje rlznymi pfistupy.
Obejiti tohoto omezeni je postaveno na trech zaklad-
nich principech. Jedna se o strukturni ilumina¢ni mikro-
skopii (mikroskopii se strukturnim osvétlenim), lokali-
za¢ni mikroskopii a mikroskopii vyuzivajici stimulované
potlaceni emise.

Strukturni iluminacni mikroskopie

Strukturni iluminac¢ni mikroskopie (SIM, z angl.
Structured lllumination Microscopy) byva oznacovana
jako vysoce-rozliSovaci (z angl. high-resolution), pro-
toze obvyklé rozliseni v osach xy dosahuje pfiblizné
150 nm a v ose z 400 nm. Tato metoda pouZiva excitac-
ni svétlo ve formé mifizky, kterym osvétluje vzorek pod
tfemi rlznymi Ghly s péti linearnimi posunutimi. Vy-
sledna data jsou matematicky rekonstruovana pomoci
Fourierovy transformace obrazu* 5.

Mikroskopie vyuzivajici stimulované
potlaceni emise

Mikroskopicka metoda STED (z angl. STtimulated
Emission Depletion — stimulované potlaceni emise)
dosahuje standardné rozliseni pod 50 nm v osach xy
a 150 nm v ose z. Tato metoda je variantou skenovaci
konfokalni mikroskopie, u které je navic pouzit laserovy
paprsek, jenz sméfuje do stejného mista jako excitac-
ni laserovy paprsek. Tento pfidany paprsek (deple¢ni

laser) ma prstencovy profil intenzity a tvofi tak ,do-
nut” s nizkou (prakticky nulovou) intenzitou uprostied.
Fluorescen¢ni molekuly vyskytujici se v oblasti ozarené
deple¢nim laserem jsou donuceny navratit se do za-
kladniho stavu. Rozliseni potom zavisi na velikosti ob-
lasti, ve které nedochazi k depleci emise. Ta je omezena
intenzitou deple¢niho laseru, ktera je obecné u biolo-
gickych vzork( limitovana jejich mozinym poskoze-
nim” & 9,

Lokalizacni mikroskopie

Metody STORM™ (z angl. STochastic Optical Recon-
struction Microscopy), PALM" (PhotoActivation Loca-
lization Microscopy) a FPALM™ (Fluorescence Photo-
Activation Localization Microscopy) vyuZivaji stejny prin-
cip a byly objeveny a zvefejnény kratce po sobé v roce
2006. Tyto metody pouzivaji fluorofory se dvéma riiz-
nymi stavy, jeden vyzafuje fluorescenci, druhy nikoliv.
Tyto stavy lze ménit pouzitim svétla o rdznych vinovych
délkach nebo je Ize ménit stochasticky. Zafeni emituje
vidy jen nahodny a maly pocet molekul, jejichz fluo-
rescence je snimana a zaznamenana. Cetnym opako-
vanim se ziska dostatek dat, aby bylo mozné kazdému
fotonu s pouZzitim rozptylové funkce (PSF, z angl. point
spread function) matematicky pfifadit soufadnice®.
Rozliseni, kterého Ize dosahnout, je 30 nm v lateralni
roviné a pfiblizné 40-60 nm v ose z'* 1> ',

Super-rozliSovaci mikroskopie Zivych
bunéek

Vsechny tyto tfi pfistupy mohou byt aplikovany i na
snimani Zivych vzorkd a lze skrze né ziskat fascinujici
obrazy vnitrobunécnych struktur. Nejvétsi vyzvou po-
slednich let je optimalizace vykonu kazdé techniky tak,
aby stejna data ziskana bézné na nezivych (fixovanych)
vzorcich mohla byt rutinné sniména pravé i s pouzitim
zivych bunék. Mezi hlavni feSené problémy patii zejmé-
na fototoxicita a rychlost snimani. Nizsi vinova délka
excita¢niho svétla obecné zlepsuje rozliSeni obrazu, le¢
svétlo s kratsimi vinovymi délkami, nez ultrafialové je
pro bunky toxické.

Strukturni iluminacni mikroskopie je nejsnadnéji
pouZitelnd pro zobrazovani Zivych vzorkd, protoZe vy-
zaduje nizky pocet (obvykle 15) snimkd k rekonstrukci
super-rezolu¢niho obrazu. Omezeni této metody pfina-
$i vyrazné snizeni intenzity snimaného signalu v case
(zesvétleni, z angl. photobleaching), a/nebo piilis rychly
pohyb ve vzorku béhem ziskavani obrazu. Jsou-li zobra-
zované procesy rychlé, vyzaduje jejich zobrazeni velmi
kratkou expozici a vysoky vykon laseru, coz mize zpQ-
sobit poskozeni bunék. Touto super-rozliSovaci techni-
kou je mozné ziskat data pro jeden obraz v ¢ase mezi
nékolika sekundami az po desetiny sekund v zavislosti
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na konstrukci mikroskopu™®. Vzhledem k rychlému
snimani obrazu, velkému zobrazovacimu poli a sku-
te¢nosti, Ze mizeme poutzit libovolny fluorofor, je SIM
¢astou volbou pro zobrazovani zivych bunék (Obr. 1).

CTRL-si

Obr. 1: Zmény v morfologii mitochondrialnich siti
Zivych INS-1E bunék zpusobené redukci exprese
mitochondrialniho proteinu inhibicniho faktoru 1 (IF1)
pomoci transientiho umlceni genu kédujiciho IF1.
Mitochondrie byly oznateny pomoci MitoView Dye a zobra-
zeny strukturni ilumina¢ni mikroskopii (SIM). Vlevo jsou
kontrolni INS-1E buriky (CTRL-si), vpravo INS-1E buriky
(IF1-si) s uml¢enym genem kodujici regulator ATP synthasy
IF1, jejichz mitochondridlni sit je vice fragmentovana a jed-
notlivé tubuly Sirsi.

Rozliseni mikroskopie vyuZivajici stimulované
potlaceni emise nema zadné teoretické omezeni.
Zavisi na intenzité deplecniho i excitacniho laseru. Je
jasné, Ze v zivém vzorku jsou intenzity limitovany moz-
nym poskozenim vzorku. U zobrazovéni zZivych bunék
touto metodou hledame kompromis mezi rozlisenim,
rychlosti snimani a oblasti, kterou lze zobrazit, proto-
7e se jedna o skenovaci techniku, a rychlost je tedy
nepiimo Umérna plose. Pro zjistovani kolokalizace
protein( v biologickych vzorcich je nesmirné dulezité
mit mozZnost pofizovat snimky ve dvou rdznych kana-
lech. K tomu jsou zapotiebi dvé standardni barviva,
ke kterym jsou vyzadovany dva excita¢ni paprsky, a dva
deplecni lasery, avsak sladit takovyto systém je velmi
naro¢né®™. Alternativnim pfistupem je pouziti stan-
dardniho barviva a k tomu druhého barviva s velkym
rozdilem mezi absorpéni a emisni vinovou délkou,
takze stejny deplec¢ni laser Ize pouzit pro obé bar-
viva®.

Hlavnim omezenim lokalizacni mikroskopie pfi
zobrazovani Zivych bunék je rychlost snimani obrazu.
Doba ziskani dostate¢ného mnoizstvi snimk( (deseti-
tisice) je obvykle nejméné nékolik minut, ale mnoho
procest v bunkach se odehrdva v mnohem kratSim
¢asovém intervalu. V poslednich letech vSak bylo zve-
fejnéno nékolik dil¢ich zlepseni, které slibuji jedno-
dussi zobrazovani dynamickych zmén v Zzivych bun-
kach, a to predevsim v téchto oblastech: jasné;si fluo-
rofory, které zpUlsobi, Ze bunka je osvétlovana kratsi
dobu, le¢ zaznamenany pocet fotonl je stejny; dale
budovani mikroskopt s rychlym, samocinné nastavitel-
nym ovladanim laserd, které umozni pfepinani a bu-
zeni fluoroford ve velmi kratkych ¢asovych intervalech;
a vyvoj metod analyzy, diky ¢emuz bude tfeba ziskat
méné dat?" 22,

3D super-rozliSovaci mikroskopie

Je déno optickou konstrukci fluorescen¢niho mikro-
skopu, Ze lateralni rozliSeni (rovina xy) je vyrazné lepsi
ve srovnani s axialnim rozlisenim (osa z). Tato diskre-
pance je zplUsobena pozorovanim vzorku pouze z jed-
noho sméru, a to pomoci mikroskopické cocky. Z¢asti
Ize tento problém vyfesit pouzitim skenovaciho kon-
fokalniho mikroskopu se sekvenc¢nim zobrazovanim
v rGznych ohniskovych rovinach s néaslednou korekci
trojrozmérného obrazu.

Nejbéznéjsim zplsobem stanoveni soufadnic mo-
lekuly v ose z v lokalizacni mikroskopii je pouiziti
astigmatismu, tj. predvidatelné deformace tvaru roz-
ptylové funkce (PSF), kterd vznikne po vlozeni spe-
cialni valcové cocky pred kameru mikroskopu. Stuperi
deformace se snadno zohledni béhem rekonstrukce
obrazu®.

Pfi hledani vieobecného pfistupu, ktery by slouzil
k zobrazeni celé buiiky v ose z, byl navrzen novy zpu-
sob, ktery vyuziva tzv. svételné listy (z angl. light sheet).
Nejjednodussi variantou je rezim HILO (z angl. Highly
Inclined and Laminated Optical Sheet). V tomto pfi-
padé se excitacni svétlo Sifi vzorkem jako tenka vrst-
va o tloustce nékolika mikrometr(, ktera je relativné
naklonéna k ohniskové roviné. Toto nastaveni vyrazné
snizuje signal pozadi. Zorné pole dostupné pfi skeno-
vani v rezimu HILO je vSak velmi Gzké a zobrazeni tak
malého pfedmétu, jako jsou jednotlivé bunky, je obtiz-
né. Nejslibnéjsim pfistupem je pouZiti tzv. Besselovych
paprskli vytvofenych pomoci specialné zakfivenych
¢ocek. Tato metoda byla pojmenovana LLSM (z angl.
Lattice Light-Sheet Microscopy)?*. Kombinace LLSM
a strukturované iluminacni mikroskopie pomoci
fluorescen¢nich proteinGi umoziiuje dosahnout izot-
ropniho rozliseni asi 100 nm v Zivych burikach?. Kom-
binace LLSM a mikroskopie vyuZivajici stimulované
potlaceni emise muze zlepsit axialni rozliSeni mikro-
SkOpUZG' 27, 28,

Mitochondrie v nanosvéte

Mitochondrie jsou dvoumembranové, semiauto-
nomni organely pravdépodobné prokaryotického pu-
vodu. Mitochondrie se ve vétsiné bunék vyskytuji jako
podlouhld, dynamicka, vnitiné propojena tubularni sit,
ktera komunikuje s ostatnimi kompartmenty buriky.
Mitochondridlni sit je schopna zménit tvar, velikost, po-
Cet ¢i polohu béhem nékolika sekund. K tomu ji po-
maha predevsim proces déleni (Stépeni), kdy se jeden
mitochondrialni tubul rozdéli na dva ¢i vice fragmentg,
a proces flze, coz je opatna akce. Tento proces vyZa-
duje nejvyssi moznou koordinaci, je nutné rozdélit ¢i
spojit obé mitochondriadlni membrany, aniz by doslo
k zédvainé ztraté obsahu matrix a mezimembranového
prostoru mitochondrie. Hlavni Glohou fuze a Stépe-
ni mitochondridlni sité je sdileni obsahu, kdyz je cast
mitochondrii poskozena nebo ztratila nékteré své seg-
menty?® 3% 3! Vnéjsi membrana mitochondrii je porézni
a propustna, vnitini je nepropustnd pro protony a roz-
délena vchlipeninami, které se nazyvaji kristy, a jeji
fosfolipidové slozeni se lisi od membrany vné;jsi. Uspo-
fadani a morfologie krist nejsou nahodné, naopak

Ro¢nik 30

Bioprospect ¢. 2/2020



jejich tvar a pocet odpovida energetickému stavu a po-
zadavkdm buriky.

Vzhledem k tomu, Ze super-rozliSovaci techniky
pfi studiu mitochondrii musi byt schopné zodpovidat
riznorodé otazky, je ziejmé, zZe jedind metoda nemu-
Ze univerzalné slouzit viem Gceldim. Vybér zobrazovaci
metody bude zaviset pfedevsim na pozadované rych-
losti snimani, typu vzorku a preferovaném zpisobu
znaceni? 3% 34 Diky svému axialnimu rozliSeni ve stu-
diich o mitochondrialni architektufe Zivych bunék vy-
nikd mikroskopie STED. Zobrazeni Zivych Hela bunék,
které exprimovaly fuzni protein SNAP-tag znadici kris-
ty*>, pomoci mikroskopie STED, dosahovalo rozliseni
az 50 nm v ose xy, avsak s malym zornym polem. Vel-
ké zorné pole zajistuje pouziti metody SIM. Jako na-
priklad pfi zobrazeni bunék COS-7 zna¢enych pomoci
MitoTracker Green®* nebo MCC13 bunék exprimujicich
marker vnéjsi membrany mEmerald-TOM20%". Ackoli
k zobrazovani pomoci lokaliza¢ni mikroskopie se vét-
Sinou pouZivaji fixované buriky, nedavno byly publiko-
vany® ¢asosbérné snimky STORM bunék BS-C-1 zna-
¢enych MitoTracker Red, ktery zna¢i vnitini mitochond-
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Souhrn

Vodickova A.: Studium mitochondrii Zivych bunék pomoci 3D super-rozliSovaci svételné mikroskopie

Super-rozliSovaci mikroskopie je schopna rliznymi zptsoby obejit difrakéni limit a dosahovat izotropického rozliseni desitek nanomet-
rii. V soucasné dobé se vyviji zna¢né Usili, aby stejna kvalita vysledka, které Ize ziskat s fixovanymi vzorky, byla dosazitelnd i s burikami
zivymi. Vzhledem k cetnosti dynamickych vnitrobunéénych procest je Zadouci, aby super-rozliSovaci 3D mikroskopie byla co nejdfive
bé&Znym a dostupnym zptsobem, jak tyto procesy pozorovat a zkoumat. Mitochondrie, semiautonomni buné¢né elektrarny, skryvaji stale
spoustu nezodpovézenych otazek, na které by v budoucnu pravé 3D super-rozliSovaci mikroskopie Zivych bunék mohla nalézt odpovédi.
Klicova slova: Super-rozlisovaci mikroskopie, Zivé buriky, mitochondrie

Summary

Vodickova A.: Study of mitochondria in living cells using 3D super-resolution light microscopy

Super-resolution microscopy can variously circumvent the Abbe’s diffraction limit and achieve an isotropic resolution of tens of na-
nometers. Considerable efforts are currently being made to ensure that the same quality of results that can be obtained using fi-
xed samples are achievable using living cells. Since the numerous intracellular dynamic processes occur in cells, it is desirable to
make super-resolution 3D microscopy an available method as soon as possible in order to investigate these processes. Mitochondria,
semi-autonomous cellular power-plants, still hide a lot of unanswered questions, to which specifically 3D super-resolution microscopy

of living cells could find answers in the future.
Keywords: super-resolution microscopy, live-cell, mitochondria
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Uvod

Pro zachovani historickych kinematografickych mate-
ridld a fotografii pro dalsi generace, je nutné v archi-
vech zajistit vhodné skladovaci podminky'. Biodegra-
dace neboli jakakoli nezadouci zména (tvorba skvrn,
zmény struktury) uchovavanych sbirkovych pfedméti
je zplsobena cinnosti mikroorganism, pfevaziné bak-
teriemi a mikroskopickymi houbami. Ve vétsiné pfipa-
dt jde o konsorcia nékolika mikrobiélnich druh@?. Bak-
terie, oproti mikroskopickym houbam, nepftedstavu;ji
tak velké riziko, s ohledem na jejich omezené enzymo-
vé vybaveni a pozadavek vyssi vihkosti potiebné pro je-
jich rlst®. V fadé pfipadd v3ak byly z kontaminovanych
vzorkl izolovany oba typy zminénych mikroorganismd.
Buckova a kol. (2014) prokazala biodegradaci Zelatino-
vych tiski souc¢asné mikroskopickymi houbami i bak-
teriemi*. Poskozeni fotografii pfitomnosti obou mikro-
biologickych domén je také popsano ve studii Sclocchi
a kol. (2017)5. V archivnich depozitafich se sleduje ne-
jen mikrobialni kontaminace uskladnénych materiald,
ale i pfitomnost nezadoucich mikroorganismi v ovzdu-
8i. Pritomnost mikrobidlni kontaminace v prostoru
budov je ovlivnéna napf. proudénim vzduchu, teplotou,
ale i pfitomnosti a pohybem osob?.

Z optimalnich podminek pro rdst mikroorganism
v prostiedi archivll jsou nejdUlezitéjsi teplota (vice nez
20 °C), relativni vlhkost (vice nez 65 — 70 %) a v nepo-
sledni fadé slozeni zkoumanych materiald, jinymi slovy
pfitomnost vhodného zdroje uhliku nezbytného pro
rGst mikroorganism{°7.

Pro identifikaci mikroorganism@ pfitomnych na ar-
chivéliich Ize vyuZit klasické metody zalozené na kulti-
vaci na agarovych ptdach, kdy ziskame jednotlivé cisté
izolaty, které mohou byt nasledné identifikovany. Tyto
klasické metody jsou vhodné pouze pro mikroorga-

nismy kultivovatelné za laboratornich podminek, coz
zahrnuje pouze malé procento mikrobiélnich druhd®.
Naprosta vétSina mikroorganismi je v laboratornich
podminkach stale nekultivovatelna, ackoli ve zkouma-
ném prostiedi se pfirozené vyskytuji®. V poslednich le-
tech se proto rozsifily takzvané metagenomické ana-
lyzy, které jsou zaloZeny na izolaci celkové DNA nebo
RNA z testovaného materidlu a nasledné je pfitomnost
mikroorganism@ vyhodnocena sekvenaci tzv. next-
-generation sequencing. Vyhoda téchto metod je, Ze
jsou vysoce citlivé a jsou tedy vhodné pro zkoumani
kultivovatelnych, obtizné kultivovatelnych i nekultivo-
vatelnych organisma” ™.

Izolace mikroorganismii

Odbér vzorki

Pro izolaci mikroorganism z archivalii je nutné pou-
Zit co nejSetrnéjsi metodu odbéru vzork, pii které ne-
bude poskozen jejich povrch. Vybérem vhodné metody
pro odbér z fotografickych a filmovych archivnich ma-
teriald se zabyvala ve své studii Hrickova a kol. (2019),
ve které bylo porovnano 3est rliznych metod odbéru
mikroorganism: suchy stér vatovou tycinkou, suchy
stér stéteckem, otisk na vlhky filtra¢ni papir, otisk na
suchou houbicku, otisk na suchy samet a otisk na kul-
tivacni médium Hygicult. Vhodnost téchto metod byla
vyhodnocena mikroskopicky sledovanim povrchu foto-
grafického materialu, ze kterého byl odbér proveden.
Jedind metoda, které nezptsobila 7zadné poskozeni po-
vrchd, at uz se jednalo o albumin, kolodium nebo Ze-
latinu, byl otisk na suchou houbicku, jako je napfiklad
stérovy tampon PUR-Blue (Biolng, s. r. 0., CZ). Vlybrana
metoda byla proto doporuc¢ena pro monitoring konta-
minace zminénych archivnich fotomateriala".
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Pro monitorovani mikrobialni kontaminace ovzdusi
v archivech Ize pouzit dvé metody — spady nebo aero-
skop?® 2. Princip aeroskopu je zaloZzen na nasavani pie-
dem zvoleného objemu vzduchu, a jeho pfimym kon-
taktem s kultiva¢nim médiem v oteviené Petriho mis-
ce. Po kultivaci pfi vhodné teploté je vysledkem pocet
mikroorganism{ ve zvoleném objemu vzduchu. Oproti
tomu sedimentacni technika spadd vyuZivd pfimého
kontaktu agarového média se vzduchem ve sledované
oblasti a vysledkem je narGst mikroorganism@ odpovi-
dajici dobé expozice oteviené misky s agarovym risto-
vym médiem. Metoda odbéru vzduchu aeroskopem ma
nesporné vyhody ve srovnani se spadovou metodou.
Analyzuje totiz vétsi objem vzduchu za mnohem kratsi
dobu a diky zvolenému objemu Ize pfesné urcit pocet
mikroorganism'3. Aeroskop byl vyuZit napfiklad ve stu-
dii Rojase a kol. (2012) pfi analyze ovzdusi v sedmi his-
torickych budovach, ve kterych byly uchovavany knihy
a fotograficky material. Byla zde prokazana vysoka mira
mikrobiélni kontaminace ve vSech testovanych prosto-
rech. Diky pouzité metodé bylo zachyceno vice mikro-
organismu za kratSi dobu™.

Izolace cisté mikrobialni kultury

Z mikroorganism, které prezily vzorkovani i trans-
portni stres, se v dalSim kroku kultivaénimi metodami
ziskaji Cisté kolonie™. RGst mikroorganism je limitovan
podminkami prostiedi, ve kterém se vyskytuji. V prvé
fadé se jednd o dostupnost vhodnych Zivin, relativni
vlhkost, teplotu, pH a koncentraci kysliku™ . Pro prvot-
ni izolaci bakterii a mikroskopickych hub se v archivech
vyuZivaji vétSinou komer¢né dostupna Sirokospektra
kultiva¢ni média. Pro mapovani mikrobialni kontamina-
ce archivnich fotografii a film(, byly v nékolika studiich
poutzity agary se sladovym extraktem (MEA) a brambo-
rové agary s dextrozou (PDA). Oba agary jsou vhodné
pro kultivaci mikroskopickych hub a kvasinek. Pro po-
tlaceni soucasného rlstu bakterii jsou do téchto pad
pridavany antibiotika. Pro zachyt bakterii byl vyuzit na-
piiklad Luria Bertani agar (LB10), skrobovy nebo zivny
agar'.

Kultiva¢ni metody byly vyuzity také Sclocchim a kol.
(2013), ktefi monitorovali mikrobialni kontaminaci na
fotografickych materidlech. Pro zachyt bakterii pouzili
zivny agar a mikroskopické vlaknité houby byly kulti-
vovany pravé na agarech MEA a PDA. Piitomnost xe-
rofilnich druhd plisni, které jsou schopné ristu pfi niz-
ké vodni aktivité a vysoké koncentraci zdroje uhliku,
byla navic sledovana pomoci média DG18 (dichloran-
-glycerol). Vedle rdznych druht mikroskopickych hub
byly ziskany i jednotlivé druhy bakterii. Vétsina plisni
byla zafazena do rod0 Alternaria, Cladosporium a Tri-
choderma. Konkrétni druhy bakterii zminény nebyly™.

Komplexni média, kterad se vétSinou v archivech vy-
uzivaji, zachyti pouze malou ¢ast mikrobiélnich druh.
Nejsou vhodné napiiklad pro obtizné kultivovatelné
nebo pomalu rostouci mikrobialni populace. Média
bohaté na zZiviny podporuji rlst rychle rostoucich mi-
kroorganism@ na ukor pomalu rostoucich druh, které
mohou vytvaret kolonie az po nékolikatydenni kultiva-
ci. Maze tak dojit k pfed¢asnému ukonceni kultivace

v dobé, kdy pomalu rostouci druhy jesté nezacaly tvorit
viditelné kolonie. Navic, jejich rist mize byt inhibovan
rychle rostoucimi mikroorganismy' 2°, Moznost, jak zvy-
Sit zachyt a diverzitu mikroorganisma, které se na ar-
chivaliich vyskytuji, je sou¢asné pouziti médii s riznym
obsahem zivin®. Napfiklad pomoci Reasonerova R2A
agaru Ize kultivovat pomalu rostouci bakterie, jejichz
rist je podporovén nizkou koncentraci Zivin (po 0,5 g/L
Skrobu a dextrézy). Médium navic obsahuje pyruvat
sodny, ktery zvySuje regeneraci mikroorganismu vysta-
venych stresovym podminkdm?'. Timto zpGisobem byly
Uspésné izolovany dfive nekultivovatelné druhy z riiz-
nych typt Zivotniho prostiedi®™.

K izolaci jednotlivych kolonii se pouzivaji tfi techniky.
Prvni mozZnosti je metoda kiiZzového roztéru (tzv. ¢arko-
vani), ktera je zaloZzena na postupném ziedovani kultu-
ry. Druhou moznosti je metoda roztéru, kdy se na dané
kultiva¢ni médium rozetfe 100 pl kultury a dale metoda
prelivu, kdy se vytemperovanym médiem pfrelije 1 ml
kultury. Tyto metody jsou zaloZzeny na desitkovém fe-
déni vzorku s cilem ziskat jednotlivé kolonie. Konfirma-
ce Cistoty se pred identifikaci potvrzuje mikroskopicky
a jednotlivé kolonie rdiznych mikroorganismt se dale
mohou identifikovat biochemickymi testy, spektromet-
ricky pomoci MALDI-TOF nebo za pouziti molekularné-
-biologické metody — polymerazové fetézové reakce
(PCR) a nasledné sekvenace?.

Identifikace mikroorganismu

Identifikace bakterii pomoci biochemickych testii

Izolovanou kulturu Ize identifikovat na zékladé jejich
biochemickych vlastnosti. Do jednotlivych rodt Ize bak-
terie zafadit na zakladé jejich rlstu na selektivnich ci
chromogennich médiich, diky pfitomnosti specifickych
substratd ¢i inhibitorG. Na trhu je dostupna fada ko-
mercnich soupray, které jsou urceny pro réizné skupiny
mikroorganism@ a jsou zalozeny na jejich biochemic-
kych vlastnostech?2. Pfikladem testovacich soupray,
zalozenych pravé na biochemickych reakcich, jsou
soupravy API kity (existuji soupravy pro gramnegativ-
ni tyc¢inky, stafylokoky, kvasinky, a dalsi), ENTEROtest
vhodny pro Celed Enterobacteriaceae, STREPTOtest24
pro rozliseni streptokokl a enterokokd nebo napfiklad
ANAEROtest 23 pro identifikaci anaerob?’?* 2%, Nékdy
viak ziskané vysledky mohou byt zavadéjici. V ptipade,
zZe se jednd o novy druh, ktery jesté neni v pfislusné
databaézi, ale vyuziva substraty podobné jako druh z da-
tabaze, mdze byt identifikace nespravna. V piipadg,
Ze neni jasné, ktery druh Ize ve vzorku ocekavat, jako je
tomu casto v environmentalni mikrobiologii, je vhodné
tyto metody kombinovat s molekularné-biologickymi?.

Identifikace mikroorganismii pomoci MALDI-TOF
Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda zalo-
Zena na analyze poméru hmotnosti ku naboji rGznych
sloucenin?. Jejim zakladnim principem je ionizace mo-
lekuly a nasledné stanoveni iontd a jejich rozpadovych
produktt ve vakuu?’. Nejrozsifenéjsi variantou je vyuziti
ionizace laserem za piitomnosti matrice v kombinaci
s detektorem doby letu, MALDI-TOF MS, z anglické-
ho matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry?®. Smés matrice a vzorku je za-
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sazena laserem, ¢imz dojde k ionizaci. lonty jsou poté
urychlovany v elektrickém poli a separovany v hmot-
nostnim analyzatoru podle jejich poméru hmotnost/
néaboj. Po opusténi elektrického pole vstoupi ionty pul-
sem do letové trubice, kde leti riznou rychlosti v zavis-
losti na jejich hmotnosti?’.

MALDI-TOF MS se v posledni dobé stale ¢astéji pou-
ziva pro identifikaci izolovanych jednodruhovych kolo-
nii mikroorganismd. Nelze ji pouzit pro stanoveni vice
druh@ ve smési. Dalsi limitaci pouZiti je databaze re-
ferenénich mikroorganism, kterou ma pouzivany pfi-
stroj k dispozici?’. Vzorek pro méfeni predstavuje jed-
nu kolonii, ktera je nanesena na specialni ocelovou
desticku pro MALDI-TOF MS. Kolonie je nasledné pie-
kryta specialni matrici, napfiklad kyselinou sinapovou,
o-kyano-4-hydroxyskoficovou nebo 2,5-dihydroxyben-
zoovou? 2°, Pokud ma mikroorganismus silnou buné¢-
nou sténu, jako je tomu v pfipadé kvasinek a mikrosko-
pickych hub, je vhodné pred prekrytim matrici zafadit
nejprve extrakéni krok s vyuzitim ethanolu, acetonitri-
lu a kyseliny mravenci. Tento krok Ize provést rychleji
pfimo na ocelové desti¢ce pfidanim kyseliny mravenci
na vysuseny vzorek?®.

V praci Krakové a kol. (2018) byla pouzita metoda
MALDI-TOF MS pro identifikaci mikroorganismu izolo-
vanych z archivovanych knih. Nejcastéji izolované bak-
terie byly Bacillus cereus, B. subtilis, Microbacterium
aerolatum a Staphylococcus succinus. Nejcastéji izo-
lované mikroskopické vlaknité houby byly Aspergillus
niger, Penicillium chrysogenum, P. spinulosum a Rho-
dotorula mucilaginosa®. \V sou¢asné dobé se MALDI-
-TOF MS vyuziva hlavné v klinické a potravinaiské mik-
robiologii. V dostupnych databazich jsou tedy prozatim
pfevazné mikroorganismy vyznamné pro tato dvé od-
vétvi.

Identifikace mikroorganismii zaloZené
na polymerdzové retézové reakci (PCR)

Analyzy vyuzivajici PCR, z anglického polymerase
chain reaction, jsou zalozeny na amplifikaci (namnoze-
ni) vybrané oblasti DNA pomoci specifickych primerd?*'.
Vlastni reakce se sklada ze tfi krokd, které se nékoli-
krat opakuji: denaturace DNA — oddéleni obou vléken,
nasednuti kratkych nukleotid@ (primer) na jednot-
liva vlakna, dosyntetizovani druhého vldkna s pomoci
DNA polymerazy. B€hem jednoho cyklu se pocet mo-
lekul (¢asti) DNA zvysi dvakrat. Obvykle reakce probiha
v 30 — 35 cyklech?2 Vlastni stanoveni zacina izolaci DNA
ze vzorku. Pro tyto Gcely Ize vyuZit komer¢ni kity, napfi-
klad, Qiagen DNeasy kit, ktery je velice ucinny, co se
tyce kvality a kvantity ziskané DNA,

Nejvyznamnéjsi pro genotypovou identifikaci bakterii
je gen ribozomalni RNA (rRNA), konkrétné podjednotka
16S. Tento gen je univerzalni, vyskytuje se tedy u vSech
prokaryot, ale zaroven obsahuje konzervativni i variabil-
ni oblasti, které jsou specifické pro dany taxon.*

Molekulérni identifikace mikromycet je zalozena na
poutziti ITS regionl (internal transcribed spacer). Tato
nekodujici oblast je velmi citliva, protoze je v genomu
organismu obsazena v nékolika kopiich jako soucést
tandemové opakované jaderné rDNA. Tyto oblasti maji
diky evoluci vétsi variabilitu v sekvenci mezi blizce pfi-

buznymi druhy neZ konzervativnéjsi kodujici regiony
rRNA gend. Diky tomu ITS region poskytuje vétsi taxo-
nomické rozliseni.”

Nasledujicim krokem po amplifikaci specifickych tse-
k& DNA (jimiz jsou napfiklad gen 16S rRNA nebo regi-
on ITS, jez jsou zminény vy3e) je sekvenacet. Metoda
sekvenace umoziiuje zjistit pofadi bazi v genomech,
a nasledné tak identifikovat rdizné organismy. Metoda
se stala technicky proveditelnou na konci Sedesatych
let diky enzymové dideoxy Sangerové metodé>> ¢. Tato
metoda umoznuje sekvenaci pouze jednotlivych vzor-
kd, tzn. DNA izolovanou z ¢istych izolatd, které byly zis-
kany pomoci kultivace, a tak ji nelze pouzivat pro zpra-
covani komplexnich vzorkd, které ¢asto obsahuji stovky
az tisice rGznych DNA (metagenomické analyzy)*’.

Kvantitativni PCR

Daldi moznosti vyuziti PCR je tzv. kvantitativni PCR
v redlném case (qPCR), ktera vyuziva fluorescencni
znacku, diky které Ize sledovat amplifikaci a kvantifika-
ci produkt v redlném case*®. Fluorescen¢ni znackou
muze byt nespecifické barvivo, interkalujici se do dvou-
fetézcové DNA (SYBR Green) nebo sonda (napfiklad
TagMan sonda), ktera je specifickd pro nami vybranou
sekvenci. Pro vyhodnoceni mikrobialni kontaminace
archivalii pomoci qPCR lze vyuZit dvé strategie. Prvni
moznosti je zhodnoceni miry (kvantity) mikrobialni
kontaminace fotografického materidlu i ovzdusi® .
V tomto pfipadé musi byt nejdfive ze vzorku (fotogra-
ficky material nebo ovzdusi) izolovana celkova metage-
nomova DNA. Ta se izoluje vétSinou pomoci komer¢-
nich kit pfimo ze stérovky, ktera byla vyuzita k odbéru
vzorku z fotografického materialu. V pfipadé sledovani
kontaminace ovzdusi se pfimo v aeroskopu pouziva
specialni filtr (napi. PTFE filtry s porozitou 0,22 pm,
2 90 mm od Merck Millipore, USA). Po izolaci DNA na-
sleduje amplifikace cilovych gen(, které jsou vhodné
pro kvantifikaci mikromycet (ITS region) nebo bakte-
rii (16S rRNA gen). Takto ziskdme informaci o celkové
kontaminaci, ne vsak o zastoupeni jednotlivych druhd.

Druhy pfistup vyuzivda amplifikace gena specifickych
pro ur¢ité druhy mikroorganisma. Pro gen hemolysinu
Ize vyuzit pro identifikaci bakterie Bacillus cereus®, kte-
ra byla izolovana z knih*. Dalsim pfikladem je gen pgsB
kdédujici enzym biosyntézy kyseliny poly-y-glutamové
pro detekci Bacillus amyloliquefaciens®. Pro identifika-
ci a taxonomickou klasifikaci druhti rodu Staphylococ-
cus se jako uzite¢né ukazaly vysoce konzervované geny
hsp60 (kéduijici protein teplotniho Soku) a tuf (kéduijici
elongacni faktor). Pro koagulasa negativni druhy rodu
Staphylococcus se jako vhodny gen prokazal sodA ko-
dujici superoxiddismutasu s manganem*:. Druhy rodu
Bacillus a Staphylococcus se jiz podafilo identifiko-
vat na kinematografickych filmech uloZenych v archi-
vech®,

V dnesni dobé se qPCR vyuziva pro rutinni analyzy
v laboratofich klinické a potravinaiské mikrobiologie.
Vyhodami této metody jsou vysoka citlivost a reprodu-
kovatelnost*. Metoda qPCR je vhodné napiiklad pro
pfesnou a rychlou kvantifikaci mikroskopickych hub,
coz bylo vyuzZito pfi studiu kontaminace historickych
budov a pergament mikromycety pomoci genu B-ak-
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tinu®. Diky vysoké citlivosti a malému objemu vzorku,
ktery snizil moznost poskozeni pamatek pfi vzorkovani,
jej autofi doporucili i pro mapovani dalSich kulturnich
pamatek. Nicméné, vyuZiti v environmentalni mikrobio-
logii, a tim i pfi studiich kontaminace kulturnich pama-
tek, je vSak stale vzacna® “¢. Jednim z dtivodt jsou také
pomérné vysoké finan¢ni naklady na analyzy metodami
molekularni biologie ve srovnani s naklady na klasické
kultiva¢ni metody*e.

Metagenomické pristupy identifikace
mikroorganismii

Metagenomika je zaloZena na analyze celkové gene-
tické informace pfitomné ve vzorku. Tak méze poskyt-
nout komplexni informace o zastoupeni viech mikro-
bidlnich druhlG kontaminujicich uchovavané archivalie.
Tento pfistup, byl poprvé pouzit koncem 90. let, aviak
pro studium mikroorganism@ kontaminujici predméty
v depozitéfich se rozsifil pfedevsim v poslednich deseti
letech®. Princip je zaloZzen na odbéru cilového vzorku,
izolaci celkové metagenomové DNA (vétSinou se vyuZi-
vaji komer¢ni kity), amplifikaci genu 16S rRNA (bakte-
rie) a ITS regionu (mikromycety) pomoci PCR a identi-
fikaci nukleové kyseliny na zakladé vysokokapacitniho
sekvenovani, zalozeného na paralelnim ¢teni bézi z vice
templatt DNA. V soucasné dobé Ize pro tyto ucely efek-
tivné vyuzit techniky sekvenovani nové generace NGS,
z anglického next-generation sequnecing. Jejich dalsi
vyhodou je i sniZujici se cena analyz jednoho vzorku? .
Technologie NGS jsou dnes jiz komer¢né dostupné
a zahrnuji pyrosekvenovani (Roche 454) nebo platfor-
mu Illumina, ktera se v posledni dobé vyuZiva nejvice.

Metoda sekvenace - Roche 454

Jedna se o prvni uspésnou techniku NGS, ktera vyuzi-
va pyrosekvenovani®'. Je zalozena na detekci uvolfiova-
ného pyrofosfatu béhem syntézy DNA. Béhem kaskady
enzymovych reakci, jeZ zacina inkorporaci zndmého
nukleotidu, vznika viditelné svétlo, které je imérné
poctu zaclenénych nukleotid(°2. Metoda je vyhodna
s ohledem na relativné dlouhé ¢teci délky a relativné
vysokou rychlost® 3. Mezi nevyhody patfi vyssi finan¢-
ni naklady a také vyskyt mozné systematické chyby ve
¢tecim ramci**. Tato sekvenac¢ni metoda byla napfiklad
vyuzita pro identifikaci mikroskopickych hub a fas na
budovéch v britském Belfastu, kde je vétSina budov
postavena z piskovce, jenZ je celosvétové vyznamnym
stavebnim materidlem pro stavbu kulturnich pama-
tek. Misto bylo vybrano s ohledem na celoro¢né niz-
ké teploty a casté srazky. Pyrosekvenovanim zde byla
zjisténa vysokd taxonomicka rozmanitost, a to prevaz-
né vzacnych druh@®. Dalsim pfikladem je studie Ro-
sado a kol. (2014), kde byla metoda vyuzita pro popis
mikrobialnich populaci na nasténnych malbach v kos-
tele a palaci v Portugalsku. Mimo pyrosekvenovani byly
v tomto pfipadé vyuZity k identifikaci mikroorganismu
i klasické metody kultivace. Ve srovnani s kultiva¢ni me-
todou byla pyrosekvenovanim logicky stanovena vy3si
biodiverzita. Podafilo se identifikovat 60 rdznych dru-
hi plisni patficich napfiklad do roda Penicillium, Cla-
dosporium, Aspergillus a bakterii z rodd jako napfiklad
Streptococcus, Lactobacillus ¢i Anaerococcus®®.

Metoda sekvenace - Platforma Illlumina

lllumina, znama také jako Solexa, byla plivodné pou-
Zita v environmentalni mikrobiologii, kdy rozsifila pocet
stanovenych mikrobiélnich druh mikroorganisma* 7.
Metoda vyuzivéa principu amplifikace jednofetézcovych
fragmentl vytvofenych denaturaci, za vzniku klastrg,
které obsahuji klonované DNA fragmenty*®. V kroku sa-
motné sekvenace je vyuzita polymeraza spolu se ¢tyfmi
fluorescen¢né odlisné znacenymi nukleotidy, které maji
chemicky inaktivované 3’ OH skupiny. Modifikace zajis-
tuje, ze do kazdého cyklu bude zahrnuta pouze jedna
pfislusna baze. Po kazdém zaclenéni je provedena ex-
citace a je odblokovéna 3’ OH skupina, aby mohl byt
v dal$im cyklu za¢lenén dalsi nukleotid*’. Signal je za-
chycen pomoci CCD technologie®®.

Tato metoda je Siroce vyuzivana pro rlizné aplikace,
a to diky jednoduchosti a rychlosti analyzy, pomérné
vysoké hloubce sekvenovani, a vysoké pfesnosti®" 54 5°.
Uvadi se, ze v porovnani s metodou pyrosekvenovani
Roche 454 jsou finan¢ni néklady na metodu Illumi-
na 100x nizsi®®. Diky této metodé Ize navic ziskat vét-
$i mnozZstvi sekvenci. Avsak kvdli relativné kratké cteci
délce ptedstavuje pro mikrobialni plosné studie urcita
omezeni. Plati totiz, Zze ¢im delsi je sekvence, tim pfes-
néjsi je taxonomické zafazeni. To vsak bylo pfekona-
no platformou MiSeq, ktera je vhodna i pro delsi cteci
délkyss.

Sekvenovéani pomoci platformy Illumina bylo vyuzito
napfiklad pro analyzu mikrobidlnich komunit na celu-
losovych materidlech® ¢'. Ve studii Szulc a kol. (2018)
bylo identifikovano 10 rod& mikroskopickych hub, kdy
dominoval rod Lecanorales, a vice nez 26 rodd bakte-
rii. Nejvice byly zastoupeny rody Gluconobacter nebo
Ralstonia sp®'. Krakové a kol. (2018) se podaiilo iden-
tifikovat 112 bakteridlnich rod(, kde ptevazoval rod
Actinobacteria a 179 rod mikromycet, kde byl nejvice
zastoupen rod Agaricomycetes®. Dalsim pfiikladem je
studie Dydy a kol. (2018), ve které byla metoda Illumina
pouzita pro mikrobiologické zhodnoceni historickych
kamennych objekt(i®> nebo studie Miglioreho a kol.
(2019), ve které byly analyzovany mikroorganismy
na pergamenech®,

Z téchto prikladl je ziejmé, Ze pomoci metageno-
mickych analyz je moiné ziskat vice informaci o mik-
robialni kontaminaci uchovavanych pfedmétt a identi-
fikovat i obtizné kultivovatelné druhy mikroorganismd,
které se nachazeji v Zivotaschopném, ale nekultivova-
telném fyziologickém stavu (VBNC = viable but non-
-culturable) a nerostou tedy za kultiva¢nich podminek
v laboratofi®*%%. Do tohoto stavu se bakterie dostavaji
pii dlouhodobém vystaveni nepfiznivym podminkam,
jako jsou nutri¢ni hladovéni, extrémni teploty, osmo-
ticky stres, zmény pH a dalsi. Pfedpoklada se, ze znac¢-
na ¢ast mikrobialnich populaci se v pfirodé vyskytuje
ve stavu VBNC®”. Podminky pro resuscitaci zpét do kul-
tivovatelného stavu, se lisi pro rlizné bakterie. Jedna se
o komplikovany proces a pouhé odstranéni induk¢nich
faktorG nemusi byt pro resuscitaci dostacujici. U nékte-
rych bakterii je resuscitace dokonce nemozna®®.

Nevyhodou metagenomickych analyz DNA je to, Ze
celkova DNA je izolovana jak z zivych, tak i z mrtvych
mikroorganism0 pfitomnych ve vzorku. Pii cilené de-
tekci metabolicky aktivnich mikroorganism, je nutné
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zafadit i analyzu RNA. Jeji mnozstvi je totiz tmérné me-
tabolické aktivité bunék®. V tomto pfipadé musi byt
ze vzorku izolovana metagenomickd RNA, ale velkou
nevyhodou jsou nizsi vytézky a jeji nestabilita®*.

Zaver

Zémérem tohoto ¢lanku bylo zhodnoceni a shrnuti
metod pouZivanych pro zachyt a identifikaci mikroor-
ganismQ, pfevaziné bakterii a plisni, které kontaminuji
a znehodnocuiji archivélie uchovavané v depozitéfich.
Metody odbéru vzorku a jeho zpracovani jsou v prvni
fadé ovlivnény jeho plvodem a slozenim (papir, foto-
material, pergameny, zdivo, kliZe, dievo apod.). BEhem
odbéru nesmi dojit v Zzddném piipadé k poskozeni ana-
lyzovaného vzorku. Pro izolaci a nasledné identifikaci
mikroorganism( lze v zdsadé pouZzit dva rdzné postu-
py: klasicky postup, ktery je zaloZeny na kultivaci mik-
roorganisml na agarovych pGdach a moderni postup
zalozeny na analyze nukleovych kyselin (DNA, RNA),
nesoucich informace o jednotlivych mikroorganismech.
V soucasné dobé se vyuziva i sekvenovani celého me-
tagenomu, které umoziiuje zachytit téméf celé spekt-
rum piitomnych mikroorganisma®®.
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Souhrn

BranySova, T., Demnerova, K., Stiborova, H.: Mikroorganismy kontaminujici audiovizudlni a fotografické pamatky kulturniho
dédictvi: izolace a identifikace

Historické kinematografické materidly a fotografie podléhaji pfi uchovavani za nevhodnych podminek biodegradaci. Jedna se o neza-
douci zmény materialu zptsobené ¢innosti mikroorganismu. Postupné se mohou projevovat zménou barvy, struktury az celkovou degra-
daci materidlu. Sledovani mikrobialni populace vyskytujici se na skladovanych archivéliich a v ovzdusi depozitéit, ddvda mozZnost vybrat
vhodné metody pro jejich odstranéni aplikaci vhodnych dezinfekénich prostiedkd. V predlozeném ¢lanku je uveden piehled izola¢nich
a identifikacnich metod, které Ize vyuzit pro zmapovani cilovych mikrobialnich populaci. Klasické kultiva¢ni metody zachycuji mikroor-
ganismy schopné riistu na kultiva¢nich padach. Pro identifikaci izolovanych mikroorganisma Ize vyuzit biochemické testy, hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF nebo molekularné-biologické metody. Sirsi spektrum mikrobialnich druht Ize identifikovat sekvenaéni analy-
zou DNA, izolované z odebranych vzorkd.

Klicova slova: izolace mikroorganism{, identifikace mikroorganismd, metagenomika, sekvenovéni nové generace

Summa

Branyﬁovra'y, T.. Demnerova, K., Stiborova, H.: Microorganisms contaminating audiovisual and photographic culture heritage:
isolation and identification

Historical cinematographic materials and photographs are subject to biodegradation when stored under inappropriate conditions.
In this process undesirable material changes occur caused by microorganisms. Gradually, they manifest themselves by color and structu-
ral changes, or complete degradation of the materials. Monitoring of the microbial populations on archival records and in the atmosphe-
re of depositories give us the possibility to select suitable methods for their removal by application of suitable disinfectants. This article
presents an overview of isolation and identification methods that can be used to map the microbial populations of interest. Traditional
culture methods capture microorganisms capable of growing on culture media. For isolates identification the following methods can be
used: biochemical tests, mass spectrometry MALDI-TOF or molecular biology methods. To identify a broader range of microbial species
from the samples, sequencing analyses of the isolated DNA have become prevalent in recent years.

Keywords: microbial isolation, microbial identification, metagenomics, next-generation sequencing
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BIOLOGICKA DOSTUPNOST A AKTIVITA RESVERATROLU

VE STRAVE

Michaela Rollova
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Uvod

Fenolové slouceniny jsou povazovany za jednu
z nejvyznamnéjsich skupin sloucenin v rostlinné fisi'.
V soucasné dobé jsou polyfenolové latky studovany
pfedevsim v souvislosti s jejich vlivem na lidské zdravi.
Podrobné studium metabolismu pfirodnich polyfeno-
[0 je instrumentalné naro¢né a mohlo se tak uspésné
rozvijet teprve v poslednich letech vyuzitim modernich
analytickych metod.

U¢innost polyfenolovych latek ve stravé je ovlivnéna
sloZzenim a strukturou danych sloucenin, jejich funkéni-
mi skupinami a také moznymi synergickymi nebo anta-
gonickymi interakcemi téchto komponent mezi sebou,
s ostatnimi slozkami potravy i v rdmci metabolizace
po pfijeti organismem. Kli¢covou roli v biologické do-
stupnosti polyfenold, a tim ovlivnéné biologické aktivité
polyfenold, ma stfevni mikrofléra. Polyfenoly s vysokou
molekulovou hmotnosti jsou rozkladany mikroorganis-
my do fady lépe absorbovatelnych nizkomolekularnich
fenolickych metabolitli, ¢imz je zlepSena jejich biolo-
gicka dostupnost i i¢innost.

Resveratrol, zastupce polyfenold ze skupiny stilben(,
si ziskal pozornost mnoha védcl i Siroké vefejnosti.
Diky svym vlastnostem je resveratrol potencionalnim
kandiddtem na lécivo s vicespektralni terapeutickou
aplikaci®. Jeho neuroprotektivni vlastnosti jsou pfedmé-
tem nékolika nedavnych studii® *. Dnes se jiZ resvera-
trol diky svym pozitivnim ucinkum a vlivim na lidsky
organismus vyuziva ve formé dopliikd stravy jako pre-
ventivni prostiedek proti fadé onemocnéni®. Resverat-
rol se jako biologicky aktivni latka pfirozené vyskytuje
ve stravé, aviak jeho biologické ucinky jsou silné ome-
zené jeho nizkou biologickou dostupnosti, ktera je také
prekazkou rozvoje jeho terapeutickych aplikaci®.

Polyfenoly ve stravé

Diky nepfetrzité se zdokonalujicim separa¢nim a iden-
tifikacnim metodam, lze pfi analyze potravin ziskévat
pfesnéjsi Gdaje o obsahu a koncentraci polyfenoll
v potravé a upfesnéni jejich chemickych struktur a in-
terakci”®. Pomoci novych technologii Ize také dokazat
i jiné nez pouze antioxidacni Gcinky polyfenold. V da-
tabazi védecké literatury Web of Science bylo od roku
2008 vydano vice nez 60 tisic ¢lank( zabyvajicich se po-
lyfenoly (Web of Science, www.webofknowledge.com,
klicova slova: polyphenols, k datu 01. 03. 2020). Davo-
dem zvySené pozornosti a zajmu o polyfenoly, kromé
jiz zminéné biologické aktivity, je i skutecnost, zZe rost-
linné fenolové a polyfenolové latky zvysuji biologickou
dostupnost potravin a lékd, jichZ jsou tyto slouceniny
soudasti.

V nasi soucasné spolecnosti je konzumace potravin
obsahujicich zminéné slou¢eniny nedostate¢na, a pro-

to odbornici doporucuji jejich pfijem zvysit. Dle Svétové
zdravotnické organizace je doporuceny priimérny den-
ni pfijem pfiblizné 250 g zeleniny a 150 g ovoce, toto
mnozstvi umozni dostate¢ny denni piijem fenolovych
latek, ktery ¢ini minimalné 100 mg™. Koncentrace po-
lyfenold se lisi u rznych druh, ale i u stejného druhu
rostlinnych potravin a to v zavislosti na jednotlivych ze-
mich i ro¢nich obdobich ale i napi. zplsobu zpracovani
potravin™. V nékterych rostlinnych potravinach dosahu-
je koncentrace polyfenol az 500 mg na 100 g potravi-
ny. Vzhledem k tomu, Ze polyfenoly ¢aste¢né vznikaji
i jako ochrana proti bylozravclim, vysoké koncentrace
Ize nalézt pfedevsim na vnéjsich castech rostlinnych
potravin jako je jable¢na nebo bramborova slupka, lis-
tova zelenina, kakaové ¢i kavové boby a obiloviny'> .
Nejvétsim a nejbohatSim zdrojem polyfenoll je beze-
sporu barevné ovoce, obzvlasté malé plody, a zelenina.
Nejvétsi podil na celkovém pfijmu polyfenoll v lidské
stravé maji hroznové vino, jablka, pomerance a zelené
fazole.

Resveratrol

Resveratrol, strukturnim nazvem 3,4'5-trihydroxy-
stilben, je elektronové bohatda molekula se dvéma
aromatickymi benzenovymi kruhy vzédjemné spojeny-
mi ethylenovym mustkem. Oba geometrické isomery
(trans- a cis- isomer, viz Obr. 1) se v rostlinném ma-
teridlu obvykle vyskytuji jako smés, v niz vétSinou pfe-
vazuje trans-isomer, ktery je samovolné pfeménovan
na cis-isomer vystavenim UV zéfeni nebo i slune¢nimu
svitu'® 1,

Resveratrol je fytoalexin, jehoz syntéza v rostlinach
muze byt vyvoldna mikrobidlnimi infekcemi, mechanic-
kym poskozenim, ultrafialovym zafenim ¢i expozici ozo-
nu2>2', Resveratrol byl nalezen ve vice nez 72 rostlinnych
druzich, které patfi systematicky do 31 rodd a 12 celedi,
z nichz se fada uplatiuje i v lidské vyzivé. Poprvé byl
resveratrol izolovan z podzemni ¢asti kychavice vel-
kokvété, Veratrum grandiflorum?.

V rostlinach je resveratrol zastoupen nejéastéji v gly-
kosylované formé trans-resveratrolu a jeho analozich,
jako je piceatannol (trans- 3,4,3',5"-tetra-hydroxystilben),
pterostilben (4'-hydroxy-3,5-dimethoxystilben), polyda-
tin neboli piceid (resveratrol-3-O-8-mono-D-glukosid),
oxyresveratrol (trans-2,30,4,50-tetrahydroxystilben) i
pinosylvin  (3,5-dihydroxystilben)?, pfipadné jsou
v rostlinném materidlu piitomny dehydrooligomery
resveratrolu, tzv. konstitutivni stilbeny, které jsou oxidac-
nimi produkty resveratrolu?*°. Resveratrol je také syn-
tetizovan v epidermis listd a lignifikovanych rostlinnych
tkanich, jako jsou stonky rostlin, jadra bobuli a zbytky
trapin®-34.
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Obr. 1: Chemické struktury isomert resveratrolu

Resveratrol ve strave

Ve stravé je hlavnim zdrojem resveratrolu ovoce,
pficemz v ovoci je jeho nejznaméjsi vyskyt ve slup-
kach hrozn( vinné révy, Vitis vinifera. V listech riznych
odrad Vitis vinifera dosahuje tento polyfenol koncen-
trace 50 — 400 pg/g hmotnosti Cerstvého (nesusené-
ho) listu. Gram cerstvé hroznové slupky obsahuje asi
50 — 100 pg resveratrolu®. Jeden litr ¢erveného vina
obsahuje cca 6 — 15 mg resveratrolu. Mnozstvi této
slouceniny se v rdznych typech hroznové stavy a vina
znacné lidi, v zavislosti na odrlidé révy, vlivu Zivotniho
prostredi ve vinici, podminkach péstovani révy, techno-
logii vyroby a zpracovani vina®* *’. Celkové hladiny re-
sveratrolu a jeho glykosylovaného derivatu polydatinu,
se ve vinech mohou pohybovat od 0 do 25 mg/I3%42.
Obsah resveratrolu v ¢erveném a bilém viné se znac-
né lisi. Vyssi obsah tohoto stilbenu v ¢erveném viné je
disledkem dlouhodobého kontaktu mezi hroznovou
slupkou a mostem béhem zpracovavani hrozn@ vinné
révy v pribéhu technologie vyroby. Most na cervené
vino se nékolik dni maceruje se slupkami z hroznd, za-
timco most bilého vina se oddéli od zbytk(i hroznovych
slupek ihned po rozemleti*e.

Kromé vinné révy byl resveratrol nalezen i v ofe-
Sich, cibuli, brusinkach, listové zelening, caji, arasidech
a v mnoha lécivych rostlindch®. Resveratrol byl proka-
zén v kofenech podzemnice olejné, Arachis hypogaea,
v arasidech samotnych i v arasidovych produktech*.
Arasidy se vyznacuji jako jediny jiny druh rostlin
(nez vinna réva), ktery obsahuje resveratrol ve vyznam-
ném mnozstvi a zaroven je hojné zastoupen i v lidské
stravé* 45,

Biologicka dostupnost
a aktivita polyfenolu

Vliv zdravotnich G¢inka polyfenolt zavisi na konzumo-
vaném mnozstvi a jejich biologické dostupnosti. Nejhoj-
néjsimi polyfenoly v nasi stravé nemusi byt nezbytné ty,
které maji nejlepsi biologickou dostupnost“. Biologic-
ké& dostupnost polyfenold je zkoumana se zaméfenim
na rychlost a rozsah intestinalni absorpce polyfenold.

Razné polyfenoly se vstiebavaji s riiznou Géinnosti, jeli-
koz jsou rozséhle metabolizovéany stievnimi a jaternimi
enzymy a stfevni mikroflérou. Absorpce téchto slouce-
nin je ovlivnéna piedevsim jejich chemickou strukturou
a jejimi modifikacemi (napf. glykosylace, esterifikace,
methylace a polymerace), které maji znacny vliv jejich
metabolizaci®’. Biologické aktivita polyfenolovych latek
obsazenych v potravé mize ovliviiovat mikroorganismy
vyskytujici se v travicim traktu a to jak z hlediska jejich
zastoupeni, tak i plsobeni jednotlivych druhd.

Bylo zjisténo, Ze polyfenoly, které jsou v nativnim sta-
vu piitomné ve formé glykosidd, jsou v lidském organi-
smu podrobeny ¢aste¢né deglykosylaci, aktivnimu i pa-
sivnimu transportu do krevniho obéhu, biotransforma-
cim v jatrech a vyluCovani ve formé svych metabolitt
a jejich konjugatt. Biologicka aktivita téchto pfirodnich
latek byla potvrzena zejména v oblasti indukce bio-
transformacnich enzymd, inhibice pfemény prekarcino-
gen( na karcinogeny in vivo, antioxidac¢ni aktivity aj.*’.

Vzhledem k tomu, Ze vétsina potravinaiskych vyrob-
ka, které jsou denné konzumovany, jsou zpracované
potraviny nikoliv ¢erstvé suroviny, je dulezité sledovat,
jakym zplisobem se méni potravinaiska matrice a slo-
zZeni potraviny béhem zpracovéni, nebot tyto zmény
¢asto méni koncentraci a biologickou dostupnost po-
lyfenol. Obsahy polyfenold zavisi kromé typ ovoce
a zeleniny na aspektech, jako jsou podminky rastu (kli-
ma, plda atd.), ale i skladovani a zrani.

ZpUsoby upravy ovoce a zeleniny, jako suseni vymra-
zovanim (lyofilizace), mleti ¢i tepelné zpracovani zplso-
buji vyznamné ztraty velkého mnozstvi polyfenold. Tyto
poklesy polyfenolovych latek ve stravé jsou zapficinény
pfedevsim narusenim bunécnych organel a enzymatic-
kymi degradacemi polyfenold. Nékteré Gpravy potravy
bohaté na polyfenolové latky vsak mohou mit i veli-
ce pozitivni a vyznamny Gcinek na jejich biologickou
dostupnost v duasledku zvy3eného pfistupu travi-
cich enzyma. Napiiklad u mleti a ohfivani potravin se
zvysuje riziko degradace a oxidace polyfenold, ale na
druhé strané moze zmékcit nebo narusit bunécné
stény, coz usnadiiuje uvolhovani polyfenold béhem
traveni®s.
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Vyznamné Gcinky na biologickou dostupnost polyfe-
nold ma, jak jiz bylo zminéno vyse, také typ matrice
a mnoizstvi davky polyfenolovych latek ve stravé. Vét-
Sina konzumovanych polyfenoll se ziskava z pevnych
potravin. Ackoli pevné, slozitéjsi potravinové matrice
mohou zpozdovat dostupnost polyfenold, mohou také
stabilizovat urcité slouceniny nebo nabizet ochranu
pred dalSimi reakcemi az do dosazeni mista absorpce®.
Vysledky studie Goldberg a kol.>® zabyvajici se vlivem
polyfenold na lidské zdravi naznaduji, Ze i pro srovna-
telné jednoduché tekuté potraviny mohou rozdily mezi
matricemi, jako je pfitomnost alkoholu, vldkniny nebo
jinych Zivin, vyznamné ovlivnit biologickou dostupnost
polyfenold.

Biologicka dostupnost
a aktivita resveratrolu

Pripravky obsahujici resveratrol byly vyuzivany ode-
davna v japonské lidové mediciné Kojo-kon k lécbé
oparenin a spalenin, zanétlivych onemocnéni (plisio-
vych, bakteridlnich), atherosklerosy, poruch metabolis-
mu tukd a pro celou fadu dalSich terapeutickych uceld.
Plevelna rostlina kidlatka japonskéa (Polygonum cuspi-
datum), vyskytujici se pfedevsim v Asii, je jednim z nej-
bohatsich zdroji resveratrolu. Extrakty z jejich kofend
se vyznamné vyuzivaji v orientalni mediciné.

V soucasnosti je znamo, Ze pii pfijmu urcitého mnoz-
stvi resveratrolu a soucasné sniZeni pfijmu potravy
(kalorické restrikci), se prodluzuje Zivotnost Sirokého
spektra druh organism(, od kvasinek aZz po savce®.
Bhatt a kol.>? zjistili, ze uZivani 250 mg resveratrolu
denné ma pozitivni vliv na glykemickou hodnotu dia-
betes mellitus druhého typu. Terapeuticky potencidl
resveratrolu byl prokézan také studii Baur a kol.>* na
mysich krmenych vysokokalorickou stravou, kterym
se prodloutzila doba Zivota a zlep3ily motorické funkce
diky pfijmu resveratrolu. Tato zajimava studie nastinila
nové pfistupy lé¢by onemocnéni souvisejicich s obezi-
tou a starnutim. Existuji mnohé dikazy, Ze resveratrol
zpomaluje nebo zcela zabrariuje néastupu chronickych
onemocnéni, jejichz riziko se zvySuje s pfibyvajicim vé-
kem, jako je napfiklad diabetes>* > Alzheimerova cho-
roba®® %7, kardiovaskularni onemocnéni>* 5> 5863 y¢etné
infarktu myokardu, arytmii, hypertenze, hypertrofie,
zéanétu vedouciho k fibréze, aterosklerézy a trombdzy.
Resveratrol indukuje neuroprotekci®® ¢2 a inhibuje pro-
liferaci lidskych rakovinnych bunécnych linii®s 5660 63,64,

Co se tyce biologické dostupnosti, in vivo studie Ber-
telli a kol.®> na mysich, potkanech a psech naznacuji,
ze resveratrol je absorbovan a distribuovén v krevnim
obéhu, Ize ho tedy detekovat v krvi a v fadé orgéan.
Resveratrol se rychle metabolizuje rozsahlou glukuro-
nidaci prvniho prlichodu (I faze traveni) a déle se mo-
difikuje jak v jatrech, tak v burikach stfevniho epitelu*
¢6-68 Biologické ucinky resveratrolu in vivo se tedy zdaji
byt silné omezeny jeho nizkou biologickou dostupnos-
ti, coZ je prekazkou rozvoje jeho terapeutickych aplika-
ci. V této souvislosti se dnes stale vice studii zaméfilo
na navrhovéni novych forem resveratrolu a pfekonéva-
ni jeho Spatné rozpustnosti, omezené stability, vysoké
metabolizace a nizké biologické dostupnosti.

Molekulérni a biologické mechanismy plsobeni re-
sveratrolu nejsou dosud dostate¢né popsany a jsou
stale pfedmétem vyzkumu. VétSina dosavadnich testd
byla provedena pouze in vitro. Do budoucna lze fici, Ze
vyzvy spocivaji pfedevsim v pfenosu vysledkl ze studii
vlivu resveratrolu na zvifatech do klinického vyzkumu
a potiebé dalsich klinickych testd a pokracovat ve zkou-
mani vSech aspektd vlivu resveratrolu na lidsky orga-
nismus®®.

Novym nahledem na dopad resveratrolu ve vyzivé
a nutri¢nich intervencich na lidské zdravi jsou moz-
né spolecné mechanismy plsobeni mezi kaloric-
kou restrikci a dlouhodobou suplementaci resvera-
trolem, které Uzce souvisi s ucinky resveratrolu na
fadu genl zodpovédnych za produkci sirtuinG (napf.
NAD-dependentni deacetylazy sirtuinu-1, SIRT17.). Tyto
enzymy jsou soucasti celé fady metabolickych pochodi
souvisejicich s bunéénymi obrannymi reakcemi a moh-
ly by mit vliv na procesy souvisejicimi s kardiovaskular-
nimi onemocnénimi, napf. Gprava krevniho tlaku?.

Velké mnozstvi experimentalnich studii in vivo a in
vitro a nékolik klinickych studii predlozilo dikazy
o velkém potencialu resveratrolu ve spojeni s rGznymi
chemoterapeutiky a cilenymi terapiemi. Pro zvySeni
biologické dostupnosti resveratrolu se aktivni vyzkum
chce v budoucnu zaméfit na dodévaci systémy, formu-
laci a modulaci metabolismu resveratrolu. Pfedmétem
zkoumani jsou i mozné interakce resveratrolu s jinymi
slou¢eninami a vyvoj vice biologicky dostupnych analo-
gl dané slouc¢eniny® 72,

Zaver

Lidské zdravi neni samoziejmé. Ovlivnit svou imunitu
muzeme hned nékolika zplsoby, z nichZ pestra a vy-
vazena strava plna ovoce a zeleniny je vedle aktivniho
neustale se vyvijejicim a zdokonalujicim se analytickym
a metabolomickym metodam a rozvijejicimu se trendu
zdravého Zivotniho stylu a vyzivy by mohlo dojit k Sir-
simu uplatnéni biologicky aktivnich latek jak ve formé
potravinovych doplnkd, tak ve formé celodenni stravy.
Je to pravé ovoce a zelenina, které kromé celé fady ji-
nych latek obsahuji také vyznamna mnozstvi polyfeno-
IG s antioxidac¢ni, antimutagenni, antikardiovaskularni,
protirakovinotvornou a protizanétlivou aktivitou.

Polyfenolové latky se v organismu ucastni fady proce-
su, spojenych ptedevsim se stfevni mikroflérou a jsou
proto intenzivné studovany jako molekuly potencialné
vyuzitelné pro terapeuticky zasah. Polyfenoly, jako je re-
sveratrol, pfirozené se vyskytuijici v lidské stravé mohou
poskytnout novou intervenéni strategii, kterd omezi Ci
preventivné ochrani pfed duasledky fady onemocnéni
a je tak nadéjnym kandidatem pro vyvoj novych [éciv.

Definitivné shrnout biologickou dostupnost a biolo-
gickou aktivitu jediné polyfenolové latky je velice obtiz-
né, protoze obecné polyfenoly obsazené v jednotlivych
potravinach se vyskytuji ve smési a maji tak zatim ne-
probadany vzéjemny synergicky vliv. Tato situace by se
v budoucnu mohla fesit napfiklad testovanim extrakt
z danych potravin bohatych pravé na polyfenolové lat-
ky, a tak ziskat vy3si povédomi i o jejich synergickém
Gcinku ve stravé.
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Souhrn

Rollova M.: Biologicka dostupnost a aktivita resveratrolu ve stravé

Spravna vyZiva a aktivni Zivotni styl hraji v lidském zdravi zsadni roli. Polyfenolové latky, vyskytujici se pfedevsim v ovoci a zeleniné, mo-
hou ovliviiovat fadu onemocnéni, a to jak zplisobem prevence, tak ve formé Ié¢iv a doplitkd stravy. Vyznamnym zéstupcem polyfenold,
ze skupiny stilbend, je resveratrol, ktery je diky svym vlastnostem potencionéalnim kandidatem na lécivo s vicespektralni terapeutickou
aplikaci. Tento ¢lanek shrnuje poznatky o biologické aktivité a dostupnosti polyfenolovych latek v potravinach se zaméfenim na resve-
ratrol. Cilem tohoto piehledu je popis polyfenolovych biologicky aktivnich latek ve stravé, tcincich polyfenolovych latek na lidsky orga-
nismus a také jejich osud v organismu spojeny s vyzvami biologické dostupnosti, a tedy i jejich aktivité.

Klicova slova: resveratrol, polyfenoly, biologicka dostupnost, biologicka aktivita, zdravi, vyZiva

Summary

Rollova M.: Bioavailability and biological aktivity of resveratrol in the diet

Proper nutrition and active lifestyle play a key role in human health. Polyphenol substances, mainly found in fruits and vegetables, can
affect a number of diseases by way of prevention and in the form of medicaments and dietary supplements. An important represen-
tative of polyphenols, from the group of stilbenes, is resveratrol. Resveratrol is, due to its properties, a potential drug candidate with
multi-spectrum therapeutic application. This article summarizes the knowledge on the bioactivity and bioavailability of polyphenol com-
pounds in food with a major focus on resveratrol. The aim of this review is to describe polyphenol biologically active substances in the
diet, the effects of polyphenols on the human body and their fate in the organism associated with the challenges of their bioavailability,
thus their biological activity.

Keywords: resveratrol, polyphenols, bioavailability, biological activity, health, nutrition
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