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UVODEM
Vazeni pratelé,

prvnim letosnim cislem naseho Bioprospectu jiZ vstu-
pujeme do jeho 32. ro¢niku a pevné véfime, Ze ten-
to nas casopis zlistane mediem, které bude spojovat
viechny ¢leny a pfiznivce biotechnologické problema-
tiky navzdory soucasné explozi nejrtiznéjsSich medial-
nich platforem.

V prosincovém cisle naseho Bioprospectu jsme Vas,
mimo jiné, podrobné informovali, jak jsme zvladli od-
loZzené mezinarodni symposium Biotech 2020 a o pfi-
pravé dalsiho specialniho ¢isla Biotechnology Advan-
ces. Pro toto Cislo jsme opét vybrali piehledové ¢lanky
navazujici na nejzajimavéjsi témata Ustné prezento-
vand v pribéhu symposia. Vybér ¢lankd je komento-
van editory specialniho ¢isla (Kas a Chisti) v tvodniku
(editorialu) tohoto specialniho dcisla, které je dostup-
né na webovych strankach Biotechnology Advances:
https://doi.org/10.1016/].biotechadv.2022.107945

Editorial, mimo jiné, stru¢né komentuje obsah vy-
branych 15 piehlednych ¢lankd zahrnujicich perspek-
tivy ,3D bioprinting” v nahradé tkani a organ(, stu-
dium moznosti vyuZiti glykokonjugatl v lidské terapii,
antimikrobialni vlastnosti kovovych nanocastic, Siroké
spektrum aplikaci mikrofas, glykopeptidova antibiotika
umoznujici 1é¢bu chorob zplisobenych rezistentnimi
G+ bakteriemi, moznosti produkce Sirokého spekt-
ra bilkovin v rostlinach (,molecular farming”), vyuziti
anaerobnich bakterii ve vyrobé butanolu a dalSich za-
jimavych chemikalii, biologickou pfeménu syngasu
(smés CO, CO, a H,) na metan, piehled Sirokého vyuziti
bakterii octového kvaseni, l1écbu rakoviny pomoci chi-
merického antigenniho receptoru (CAR T-cell therapy),
metody ke zvySeni biologické stability piva, biodegra-
dabilni plasty.

V piehlednych ¢lancich tohoto ¢isla jsme pro Vas
vybrali informace o zajimavém vyzkumu na Ustavu
biochemie a mikrobiologie a na Ustavu biotechnolo-
gie Fakulty potravinaiské a biochemické technologie
VSCHT v Praze. VSCHT v Praze si letos v zafi pfipomene
70 let od svého zalozeni, a proto se pokusime ziskat
podobné clanky, které by demonstrovaly alespori né-
ktera témata Sirokého spektra vyzkumu s biotechnolo-
gickou tématikou na jednotlivych dstavech VSCHT.

V nasem casopise se také snaziime seznamit nase
¢tendfe s aktualnim ndazvoslovim, které se v soucas-
né dobé znac¢né rozrlstd, nebot je snaha vyzkumnikd
naznacit, ze pracuji v nové problematice, aby ziskali
podporu svého vyzkumu pfidélenim grantu. Jednou
z téchto oblasti jsou ,omic sciences”. Pfipona ,-omics”
ma blize naznacit oblast vyzkumu v biologickych vé-
dach tykajicich se napf. genomu (genomics), proteo-
mu (proteomics), transkriptomu (transcriptomics) Cci
metabolomu (metabolomics). Genomika je véda, ktera
studuje strukturu, funkci, vyvoj a charakterizaci geno-
mu véetné zplsobu tvorby bilkovin za pomoci enzyma
a dalSich molekul. Transkriptom reprezentuje soubor
vSech mediatorovych molekul RNA v burice, tkani nebo
organismu. Proteom zahrnuje soubor vsech bilkovin
v burice, tkani nebo organismu. Metabolom charakte-
rizuje soubor vdech metabolitd v burice, tkani, organu
¢i organismu, které predstavuji finalni produkty bu-
nécnych procesd. Pfipona —omics je pouzivana téméf
ve viech odvétvich napf. v potravinaistvi (foodomics,
oxidomics in food analysis), v klinickém vyzkumu (clini-
cal proteomics), atd. Bohuzel, néjaké systematické utfi-
déni ,omics” pristupl je velmi obtizné a proto doporu-
¢ujeme literarni reSersi podle oboru nebo technik, které
pouzivame, napf. Multiomics technology approaches
in blue foods — viz Current Opinion in Food Science
2022 nebo NMR-based foodomics of common tubers
and roots, viz Journal of Pharmaceutical and Biomedi-
cal Analysis 2022.

Jako ¢lenové Ceského svaz védeckotechnickych spo-
le¢nosti z.s. bychom Vas radi pozvali k Gcasti na 7. své-
tovém kongresu inzenyrskych spole¢nosti (7" World
engineers convention), ktery se bude konat pfisti rok
11 — 13. fijna v Praze (www.wec2023.com) a pozadali
Vas o pozvani Vasich zahrani¢nich pfatel do Prahy.

Doufame, Ze po odeznéni dlouhodobé covidové epi-
demie se budeme moci zase vice setkavat. Piejeme
Vam pevné zdravi a Uspésné piekonani prekazek, které
nam soucasna situace pfipravuje.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova
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MEMBER OF PPF GROUP

Informace o soucasnych aktivitach spolecnosti SOTIO

SOTIO prezentovalo pribéiné vysledky studie
AURELIO-03 s protinadorovym pripravkem SOT101
na konferenci AACR 2022

SOTIO Biotech, biotechnologické spole¢nost vlast-
néna skupinou PPF oznamila priibézné vysledky probi-
hajici klinické studie AURELIO-03 faze 1/1 b, zamére-
né na bezpecnost a Gcinnost pfipravku SOT101 na bazi
interleukinu 15 v kombinaci s pembrolizumabem
u pacientd s pokrocilymi nadory. Na vyro¢nim za-
sedani Americké asociace pro vyzkum rakoviny (Ame-
rican Association for Cancer Research, AACR 2022) je
prezentoval Dr. Stephane Champiat z pafizského Usta-
vu onkologie Gustava Roussyho. SOTIO na konferenci
také prezentovalo vysledky preklinickych studii svého
pfipravku SOT201 a bunééné terapie BOXR1030.

SOT101 je pfripravek, ktery stimuluje imunitni systém
tak, Ze aktivuje bilé krvinky, hlavné T-lymfocyty a NK
bunky, aby zabijely nadorové buriky. V imunoonkologii

jde o nadéjnou terapeutickou latku, ktera se navic dob-
fe kombinuje se zavedenymi onkologickymi léky.

Klinickd studie AURELIO-03 hodnoti vedle podavani
pfipravku SOT101 jako monoterapie také jeho kom-
binaci s pembrolizumabem. Klinicky pfinos této kom-
binace byl pozorovan u 12 z 16 pacient(, a to i u na-
dord, u nichz neméla efekt pfedchozi 1é¢ba checkpoint
inhibitory (CPI). Zkousejici lékafi u pacientti zazname-
nali ¢aste¢ny Ustup nadoru, dlouhodobou stabilizaci
onemocnéni ¢i Gplné vymizeni loZisek nadoru. SOTIO
na AACR 2022 prezentovalo rovnéz vysledky prekli-
nickych testl pfipravku SOT201 (imunocytokin)
a pfipravku BOXR1030 (platforma bunéc¢né terapie
CAR-T).

SOTIO zahajilo klinickou studii CLAUDIO-01 hodnotici
protinadorovy ptipravek SOT102 u pacientu s karcinomem
Zaludku a slinivky bFiSni

Spole¢nost SOTIO Biotech oznémila zafazeni prvni-
ho pacienta do klinické studie CLAUDIO-01 faze 1/2,
hodnotici pfipravek SOT102 u pacientd s karcinomem
zaludku a slinivky bfisni. SOT102 je hlavnim projektem
SOTIO v oblasti ADC (konjugat protilatky a léku (ADC,
antibody-drug conjugate). Prvni pacient byl do studie
zafazen v Masarykové onkologickém ustavu v Brné.

Ptipravek SOT102 je protinddorovy pfipravek na plat-
formé ADC, ktery vyviji SOTIO ve spolupraci se Svycar-
skou spole¢nosti NBE-Therapeutics. ADC jsou nosice
cytostatik (napf. chemoterapie) se schopnosti cilené
vybrat nddorovou burku, navazat se na jeji povrch a po
prdniku do ni uvolnit vysoce G¢inné lé¢ivo bez toho,
aby doslo k poskozeni zdravych bunék. SOT102 je za-
méfeny na nadorové burky nesouci na svém povrchu
molekulu CLDN18. 2.

Klinicka studie CLAUDIO-01 faze 1/2 (EudraCT: 2021-
005873-25) posuzuje bezpec¢nost a predbéznou ucin-
nost pfipravku SOT102 jako monoterapie a v kombinaci

se zavedenymi onkologickymi Iéky. Do studie bude za-
fazeno az 109 pacientl s karcinomem Zaludku a sliniv-
ky bfidni z lé¢ebnych center v Belgii, Ceské republice,
Francii, Spanélsku a USA. Prvni davku pfipravku SOT101
dostal v ramci klinické studie pacient v Masarykové
onkologickém ustavu v Brné pod dohledem zkousejici
Iékafky MUDr. Radky Obermannové, Ph.D.
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ODBORNE CLANKY

USPECHY PROJEKTU ALPHAFOLD V OBLASTI PREDIKCE
PROSTOROVYCH STRUKTUR PROTEINU

Vojtéch Spiwok, Dalibor Trapl

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha;, vojtech.spiwok@vscht.cz

Pied nedavnem se v dennim tisku objevily informace
o Uspésich projektu Alphafold z dilny spole¢nosti Deep-
Mind, ktera je dcefinou spolecnosti spole¢nosti Google.
Uspéch tohoto projektu v soutéZi Critical Assessment
of Structure Prediction (CASP) vedl organizatory této
soutéze k prohlaseni, ze problém piedpovidani prosto-
rovych struktur protein byl vyfeSen. Tento ¢lanek ma
za cil vysvétlit pouZzité algoritmy a pfedstavit moznosti
a limity Alphafoldu.

Snaha pfedpovidat prostorové struktury proteinG je
stejné stara jako experimentalni studie v této oblas-
ti. Nejstarsi a stale pouzivané postupy jsou zalozené
na myslence, ze proteiny s podobnou sekvenci maji
podobnou prostorovou strukturu. Tyto metody jsou
vhodné pro piedpovidani prostorovych struktur protei-
nu, které jsou sekven¢né velmi podobné tém, u kterych
byla prostorova experimentalné zméfena. Tento postup
je v praxi pouzivan napfiklad farmaceutickymi spole¢-
nostmi snazicimi se vyfesit strukturu néjakého lidské-
ho proteinu, ktery témto snaham odolava. Pro vyieseni
struktury rentgenovou strukturni krystalografii je nutné
mit krystal proteinu. Rada farmakologicky zajimavych
proteinl, napfiklad membrénové receptory, je znama
pro svou neochotu krystalizovat. Farmaceutické spole¢-
nosti nebo akademické laboratofe na to ¢asto jdou tak,
ze se kromé lidského proteinu pokousi vykrystalizovat
a strukturné charakterizovat podobné proteiny z réz-
nych Zivocisnych druh@ s nadéji, Ze se to alespori pro
jeden povede. Pokud se jim povede zméfit prostorovou
strukturu napfiklad krocaniho proteinu, mohou pre-
dikénimi metodami velmi pfesné predpovédét struk-
turu lidského proteinu. Tyto metody jsou piesné
a vypocetné nenaro¢né, ale omezené sekvencni po-
dobnosti mezi vzorem a modelem.

Daleko méné presné je predpovidat struktury protei-
nd, které nemaji Zzadny podobny vzorovy protein s vy-
feSenou strukturou, nebo u kterych je takovyto protein
jen velmi malo podobny. Ur¢ité zpfesnéni v této oblasti
pfineslo zavedeni konceptu koevoluce (Obr. 1). Pojem
koevoluce se v rliznych disciplinach pouziva v rizném
vyznamu. Abychom vysvétlili pojem koevoluce tak, jak
je chapan v bioinformatice, je nutné si predstavit pro-
storovou strukturu néjakého proteinu. Obvykly protein
ma ve svém jadfe prevainé hydrofobni aminokyselino-
vé zbytky. Nyni si pfedstavte, Ze v pribéhu evoluce do-
jde k zaméné néjakého hydrofobniho aminokyselino-
vého zbytku s vétsim postrannim fetézcem, napfiklad
leucinu, za néjakou mensi aminokyselinu, napfiklad
alanin. Takovato zaména by ve struktufe proteinu vy-
tvofila jakousi dutinu. Hydrofobni dutina uvniti protei-
nu muze zplsobit jeho destabilizaci nebo mize jinak
narusit jeho funkci. V pribéhu evoluce muze dojit k vy-
pInéni dutiny tak, Ze se jiny blizky aminokyselinovy zby-

tek zméni z malé aminokyselinu na velkou hydrofobni
aminokyselinu, napfiklad z alaninu na isoleucin.

Pokud bychom si pod sebe zarovnali sekvence tohoto
a jemu podobnych proteind, pak bychom mohli diky
vySe popsanému jevu vidét v zarovnani jistou korela-
ci mezi residui v pozicich, které odpovidaji prostorové
blizkym reziduim. Kdyz je v prvni pozici velkd aminoky-
selina, v druhé pozici bude mala aminokyselina, a na-
opak. Podobny vztah muze existovat nejen pro velké
a malé hydrofobni aminokyselinové zbytky, ale také pro
donory respektive akceptory vodikové vazby, opacné
nabité aminokyseliny a podobné.

V dnesni dobé mame diky genomickym a metageno-
mickym projekt@im a vykonnym sekvenacnim metodam
k dispozici mimofadnou nadilku aminokyselinovych
sekvenci proteint ziskanych pielozenim nukleotido-
vych sekvenci. Diky tomu mizeme pro vybrany protein
najit sekvence nékolika tisic podobnych protein( z pfi-
buznych organism0. Tyto sekvence mizeme zarovnat
a v zarovnani sekvenci mGzeme hledat korelace mezi
rezidui (Obrazek 1). Skute¢nost, Ze jsou dvé residua
takto korelovana implikuje, Ze jsou odpovidajici ami-
nokyselinové zbytky v nativni struktufe proteinu blizko
u sebe. Tuto skutecnost je mozné pouzit pfi hodnoce-
ni riznych modeld (ve smyslu, jak odpovidaji predpo-
vézenym vzdéalenostem) nebo mohou byt hnaci silou
optimalizace modelu struktury proteinu.

Problémem metod studia koevoluce je skute¢nost,
ze jich existuje celad fada, kazdé ma své klady a zapo-
ry a kazda poskytuje trochu jiné vysledky, i kdyz jsou
aplikovény na stejnou rodinu proteind. Projekt Alpha-
fold se pokusil tento problém vyfesit pfistupem deep
learning, ktery je zaloZzen na umélych neuronovych si-
tich. Pomoci pfistupu deep learning je mozné napfiklad
naucit autonomni automobil (automobil bez fidice)
rozpoznavat dopravni znacky. Neuronova sit je v tomto
pfipadé néjaky matematicky model, do kterého na jed-
né strané vstupuje obrazek dopravni znacky a na druhé
strané vystupuje jeji identifikace. Aby toto fungovalo,
je nutné neuronovou sit tzv. naucit. Pro proces uceni
potfebujeme obrovsky pocet obrazk( dopravnich zna-
¢ek; kazdou doprovazenou informaci o jakou znacku se
jedna. BEhem procesu uceni jsou parametry matema-
tického modelu optimalizovany tak, aby byly identifika-
ce dopravni znacek co nejpfesnéjsi.

Obdobny postup byl pouZit v prvni verzi programu
Alphafold,’ pouze s tim rozdilem, Ze misto obrazk( do-
pravnich znacek byly pouZzity data ze zarovnani sekvenci
proteint a misto identit dopravnich znacek prostorové
vzdélenosti residui. Autofi studie vzali nékolik desitek
tisic proteini se znamou prostorovou strukturou. Pro
kazdou strukturu nasli sekvence podobnych protein(
a provedli jejich zarovnani. Ze zarovnani vyextraho-
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vali vhodné deskriptory (features) popisujici koevoluci.
Dale z kazdé prostorové struktury vypocetli vzajemné
vzdalenosti dvojic aminokyselinovych zbytkd. Nasledné
trénovali neuronovou sit tak, aby dokazala co nejlépe
predpovédét vzdalenosti residui podle deskriptor( po-
pisujicich koevoluci podobné, jako se trénuje autonom-
ni auto poznavat dopravni znacky. Takto mohli pro nové
proteiny predpovédét vzdalenosti mezi residui a tuto
informaci poutzit pro predikci struktury proteinu.

se snazi neuronova sit urcit vyznam jednotlivych slov.
Pfi ur¢ovani struktury protein( se snazi neuronova sit
urcit prostorové uspofadani jednotlivych aminokyselin
pouze na zékladé jejich primarni struktury. Dalsim vy-
lepSenim nové verze Alphafold je také to, Ze se jedna
o tzv. “end-to-end” predikci, kdy neuronova sit urCuje
prostorové uspofadani proteinu pfimo na zakladé pri-
marni struktury. Ve své predeslé verzi Alphafold probi-
hala predikce dvoukrokové; nejprve byly predpovézeny

vzdalenosti aminokyselinovych rezi-

3D struktura

ke ke y

D) | 1) |

LS

zarovnani sekvenci
I [
o o

= o el e— predpovidani

dui, pak byla na zakladé nich pred-
povézena struktura. To jiz v Alpha-
fold 2 odpada.

Je skute¢né vyieSen problém
struktur  protein(?
Céstetn& mozna ano. Zda se, zZe
bude mozné velmi piesné pfedpo-
vidat strukturu monomernich pro-
tein(. Rovnéz struktury jednotlivych
et podjednotek homo- a heterooligo-
merG byvaji Alphafoldem pfedpoveé-

()] 5 Ke .. e — zeny Casto s piekvapivou pfesnosti,
st —_— i kdyz informace o oligomernim
korelace usporadani ve vystupu chybi. Alpha-

fold nedokaze (a znali uzivatelé

Obr. 1.: Princip koevoluce.

Prvni predstaveni Alphafoldu probéhlo v roce 2018
v soutézi CASP13. Soutéz CASP probiha kazdé dva roky
a Ucastni se ji pfedni laboratofe zabyvajici se predikci
struktur protein(. Organizatofi soutéze nejprve vyberou
sekvence protein(, jejichz prostorova struktura neni
znama. Na experimentdlnim vyfeSeni struktur téchto
proteint paralelné pracuji strukturni biologové, nejcas-
téji pomoci strukturni krystalografie. Své vysledky ale
zvefejni az po uzavirce soutéze, kdy vsichni ucastnici
zaslou organizatordm své predikce. Nasleduje vyhod-
noceni piedpovézenych modeld struktur. Pro tento tcel
bylo vyvinuto nékolik deskriptord kvality predpovédi.

V roce 2018 vyhral Alphafold o prsa pfed svymi kon-
kurenty. Detaily postupli pouzitych v této soutézi byly
popsany v ¢lanku v Casopise Nature.'V roce 2020 vy-
hrala v soutézi CASP14 nova verze Alphafoldu? rozdi-
lem nékolika koriskych délek. Viysledky vedly organiza-
tory k vySe zminénému prohlaseni o vyfeseni problému
predikce struktury proteinG. Tvirci v druhé verzi Alpha-
fold jiz opustili dfive zminény koevolu¢ni mechanis-
mus. Misto toho pouZivaji neuronové sité, kterym se
fika transformery, které zahrnuiji princip koevoluce spise
implicitné. Transformerové neuronové sité se v posled-
ni dobé intenzivné vyuZivaji pro zpracovani pfirozené-
ho jazyka.> Alphafold 2 pfistupuje k problému urceni
struktury podobné. Pii zpracovani pfirozeného jazyka
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to ani neocekavaji) predpovédét

vliv bodové mutace na strukturu
proteinu, vliv posttransla¢nich modifikaci, ¢i komplexy
s jinymi slou¢eninami, neZ jsou proteiny.

Molekula proteinu také nema statickou struktury,
ale podléha dynamickym zménam, které jsou dulezité
pro spravnou funkci proteinu. Toto dynamické chovani
Alphafold 2 zachytit neumi a nepfisel také na proces,
jakym se dané proteiny skladaji.

Zajemci o predpovéd struktury pomoci Alphafoldu
mohou vyuzit Alphafold database,** ktera v soucasnos-
ti obsahuje pfedpovédi pro proteomy 21 druhd, véetné
¢lovéka a béznych modelovych organism(. V nejblizsi
dobé jsou planovana podstatna rozsifeni poctu popsa-
nych protein. Dal$i mozZnosti je vyuZiti dedikovaného
Jupyter notebooku.®V ¢eském akademickém prostiedi
je mozné pouzit instalaci Alphafoldu 2 v Metacentru.
Tato instalace byla zajisténa spole¢nym Usilim infra-
struktur E-infra a ELIXIR CZ. Zajemci mohou kontakto-
vat autory ¢lanku.

Veskeré informace ale ukazuji, ze Alphafold a zvlasté
Alphafold 2 je velkym prlilomem v pfedpovidani struk-
tur proteind. Na rozdil od jinych aplikaci umélé inteli-
gence, které v budoucnu mohou pfipravit celou fadu
lidi o préci, nebude dle naseho nazoru Alphafold brat
strukturnim biologlim jejich praci, ale zpUsobi, zZe se
budou moci soustiedit na to, jak proteiny funguji, a ne
na to, jak vypadaji.

4. Tunyasuvunakool K, Adler J, et al.: Nature 596, 590
(2021).

5. https://alphafold.ebi.ac.uk/

6. https://colab.research.google.com
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PROTEOMICKE POVIDANI NEJEN O TOM, JAKE OBZORY
OTEVIiRA TECHNIKA ,.IN-SAMPLE DIGESTION” VYVINUTA

V NASi LABORATORI

§,tépénka Kuckova, Tatiana Smirnova, Alena Meledina, David Straka, Jifi Santriicek, Radovan Hynek
Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha; radovan.hynek@vscht.cz, stepanka.kuckova@vscht.cz

Kdyz se fekne proteomika, pak si vétSina ¢tenail Bio-
prospektu patrné predstavi, Ze se jedné o analyzu pro-
teinG vyuzivanou pro studium Zivych organismd. To je
v podstaté pravda, ale zdaleka ne celd. Malokoho totiz
mozna napadne, v jak rozdilnych oblastech mohou byt
proteomické analyzy vyuzity. Hlavnim smyslem tohoto
¢lanku je ukazat si v jak rozdilnych oblastech mohou
byt proteomické analyzy uzitecné. Nejprve si pfipomen-
me, Ze kazdy protein je kddovan informaci zapsanou
v pfislusném Gseku DNA. Plati tedy, Ze neni proteomu
bez genomu. Pfesto existuje mezi genomem a proteo-
mem zésadni rozdil. Zatimco genom je staticky v tom
smyslu, Ze je ve vSech burikach organismu stejny a na-
vic se neméni v Case, je proteom v rlznych tkanich
daného organismu rozdilny a téZ se méni v rlznych
fyziologickych i patologickych stavech. Hezkou ilustraci
rozdilu mezi genomem a proteomem je pulec, ze kte-
rého se stane ¢asem dospéla zaba. Zatimco jejich geno-
my jsou na vlas stejné, je na prvni pohled jasné, ze jejich
proteomy se budou od sebe znacné lisit. Pfi tvahach
o rdznych oblastech aplikace proteomiky je téz dobré
vzit v tvahu, Ze ackoliv vdechny proteiny byly nutné syn-
tetizovany na ribozomech v zivych organismech, mize
byt jejich nasledny osud znac¢né rozdilny a muze je za-
vat daleko od organismu, kde byly vytvoreny.

Nebudeme se zde zabyvat zdlouhavym a popisem
technik, které se v moderni proteomice vyuzivaji. Nic-
méné je vhodné alespon zminit, Zze jednim ze zaklad-
nich pilitd moderni proteomiky je technika peptidového
mapovani. Ta je zaloZena na specifickém enzymovém
Stépeni proteinl na piesné definované peptidové frag-
menty, které jsou nasledné analyzovany napfiklad po-
moci hmotnostni spektrometrie. A nyni je snad na mis-
té pochlubit se a zminit ¢im se nase védecka skupina
aplikované proteomiky lisi od jinych podobnych skupin.
Pravdépodobné jako prvni na svété jsme si v nasi labo-
ratofi jiZ v roce 2004 uvédomili, Ze na to, aby se pep-
tidovym mapovanim daly dané vzorky studovat, neni
tieba z nich proteiny izolovat. Zejména nerozpustnymi
poréznimi materialy mdze totiz trypsin pohodIné difun-
dovat az k uvéznénym proteinm. Specifické enzymo-
vé stépeni tak probihd pfimo ve vzorku - ,in-sample
digestion” a analyzovany jsou aZ peptidové fragmenty
uvolnéné do roztoku.

Nami vyvinutd technika Stépeni proteinti pfimo
ve vzorku (in-sample digestion) oteviela aplikaci pro-
teomiky dvefe do nejriiznéjSich oblasti. Z poslednich
Uspécht nasi laboratofe na tomto poli stoji za zmin-
ku aplikace zminéného pfistupu na studium celistnich
kosti, které skytd moznost ziskat rutinné vhled na mo-
lekularni drovni napfiklad v oblasti stomatochirurgie ¢i
maxillofacialni chirurgie'.

Ale nyni jiz zpét do davné historie. Pise se rok 2004
a ve skupiné aplikované proteomiky je poprvé otes-
tovan pfistup ,in sample-digestion”. Vysledek je pro
viechny pfijemnym Sokem!!! Tento pF¥istup totiz fun-

guje!!! A to znamena, ze proteomice byl dan dalsi
mocny nastroj!!! Tato nova technika byla poprvé apli-
kovana pro Stépeni proteind obsazenych ve fragmen-
tech odebranych z uméleckych dél pro identifikaci pro-
teinovych pojiv2. V této dobé bylo mozné identifikovat
proteinovad pojiva pouze pomoci knihoven referenc-
nich materiala (vejce, mléko, Zivocisné klihy, krev atd.).
Dnes je pro proteinové analyzy Castéji pouzivan jiny typ
hmotnostni spektrometrie, a to LC-MS/MS.

V dalSich letech se v nasi laboratofi Stépeni proteint
v nerozpustnych matricich podafilo Uspésné aplikovat
na velmi rznorodé typy materialt. MZeme napfiklad
jmenovat umélecka dila3, historické malty*, archeologic-
ké nalezy®, zvifeci kosti®, pergameny, srst’, rybi maso®,
syry®, fosfatace srdecnich chlopni®, jiz vySe zminéné ce-
listni kosti’, atd.

Protoze se intenzivné zabyvame urc¢ovanim proteino-
vych materiald v uméleckych dilech, jakymi jsou obra-
zy nebo polychromované sochy, feknéme si nejdfive,
jaké typy proteinovych materilG v nich byvaji obsazeny
a pro¢ je tak ddlezité je analyzovat.

Mezi nejcastéji pouzivanymi proteinovymi pojivy se
fadi klihy a Zelatina (kolagenové materialy), vejce, at jiz
celé nebo jenom Zloutek ¢i nejfidceji jen bilek, mlécné
materialy (kasein, mléko, syrovatka, tvaroh) nebo i krev
(ta se spiSe pouzivala jako konzerva¢ni natérovy mate-
ridl na tramy a dievni konstrukce, ale jeji pouZiti v umé-
leckych objektech je rovnéz dolozeno, napf. v asijskych
lacich na nabytku™. Spravné urceni proteinového mate-
ridlu v objektu je dulezité pro doplnéni celkového pie-
hledu pouzitych materialG v dile, které nam dale muze
umoznit urceni techniky malby (celovajecna tempera,
Zloutkova tempera, kaseinova tempera, atd.) a pomuze
tak restauratordm se zvolenim vhodného technologic-
kého postupu pfi opravé dila. Volba spravného postupu
opravy vede k prodlouzeni Zivotnosti a tedy i k dlouho-
dobéjsimu uchovani kulturniho dédictvi.

Nejen, Ze jsme jako prvni na svété aplikovali tryp-
sin pfimo na pevné nerozpusténé vzorky, ale také se
nam podafilo posunout vyvoj metodiky a byt stale na
¢elnich svétovych pozicich. Jednim z pfikladt rozvoje,
ktery oceni opét hlavné restauratofi a kunsthistorici,
je moznost rozliseni celovaje¢né a Zloutkové tempe-
ry™2. Jiz podle jejich nazvu je ziejmé, ¢im se tato poji-
va od sebe odlisuji; jedna obsahuje celé vejce a dru-
héa pouze Zloutek. Jenze zkouseli jste nékdy v kuchyni
od sebe oddélit Zzloutek a bilek? Bylo to mozné udélat
bez zbytku bilku na povrchu Zloutku? Prakticky nikoliv,
i kdyz jste se dlouho snazili. Hmotnostni spektromet-
rie, kterou pouzivame pro identifikaci proteinl je ale
natolik citlivd metoda, Ze zachyti jak proteiny obsazené
ve Zloutku, tak i v bilku. A protoze kvantifikace protei-
nd neni u této techniky jednoduchd, neni proto mozné
jen na zakladé nalezenych protein rozlisit oba druhy
pojiv od sebe. Je ale mozné se zaméfit na pocty pepti-
dd, kterymi jsou proteiny pochazejici ze zloutku a bilku
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identifikovany, a ty dat do poméru. Cim vice je bilku
v pojivu, tim vice peptidl z jeho proteind ve vzorku na-
lezneme a naopak. Takto byly ziskané charakteristické
poméry téchto materialt pro kazdé z pojiv na vzorcich
pfipravenych pied cca 20 lety restauratorkou v Némec-
ku. Navrzeny postup byl nejprve otestovan na obrazech
od A. Calkovského z 80. let minulého stoleti, kde ur¢eni
pojiv bylo moZné ovéfit, protoze A. Calkovsky psal ma-
teridlové sloZeni svych obrazll na jejich rubovou stranu.
Teprve v dalSim kroku byla metodika pouzita na umé-
lecka dila florentinské malby ze 14. a 15. stoleti. V obou
dilech renesan¢nich umélct byl zjistén Zloutek, prak-
ticky bez pfitomnosti bilku. Podle dobové literatury je
ale dolozZeno, Ze velci Mistii velmi Gzkostlivé dbali na
kvalitu svych pouzivanych material(, a proto i pouzity
Zloutek byl takika dokonale ocistén od stop bilku. Pfi-
nosem této techniky, kdy je mozné zjistit, o jaky typ va-
je¢ného pojiva se jednd, je zejména ten, Ze pomoci néj
muzZeme vystopovat, kdy ve stiedovéku doslo k posunu
od celovajec¢né ke Zloutkové tempefe, od které se pak
plynule pieslo k olejomalbé.

V nasi laboratofi byl také vyvinut vefejné dostupny
software PCA (analyza hlavnich komponent, principal
component analysis) pro MALDI-TOF, ktery poskytuje
snadny a efektivni zplsob pro analyzu hmotnostniho
spektra [13], diky ¢emuz je MALDI-TOF vykonnéjsim
analytickym nastrojem. V soucasné dobé byl (také
v nasi laboratofi, spoluautorka S. Ku¢kova) vyvinut jesté
i jiny typ vyhodnocovani dat z MALDI-TOF a LC-MS/MS,
ve kterém vyuZivame databazovy systém PostgreSQL
a jazyk SQL k analyze dat. Tento zptsob vyhodnocovani
umoznuje jednoznacnou identifikaci proteinovych ma-
teridld nebo urceni plvodu zivocisSnych druhd pomo-
ci charakteristickych hodnot m/z a aminokyselinovych
sekvenci. MiZe byt aplikovén na uréovéni napf. Zivocis-
ného ptvodu archeologickych kosti, Zivo¢isného ptivo-
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du masa/rostlin nalezenych jako zbytky stravy v archeo-
logickych lokalitach, pfi hledani potencialnich proteino-
vych biomarkerQ u nejréiznéjsich typ nemoci atd.

Hmotnostné spektrometrické techniky u nas ale vy-
uzivame i pro identifikaci dalSich materiald, a to bez
nutnosti Stépeni protein enzymem (trypsinem). Na-
piiklad metodu MALDI-TOF MS pouzivame pro iden-
tifikaci mikroorganismd. A to tak, Zze naméfena hmot-
nostni spektra jednotlivych stérii/izolatd se porovnaji
s referen¢nimi spektry mikrobialnich druhl v databazi
a timto zplsobem ur¢ime rod, pfipadné druh pfislus-
ného mikroorganismu. Na rozdil od genotypizacnich
metod se jedna o rychlou a citlivou metodu, kterou Ize
snadno implementovat do rutinni analyzy pro identi-
fikaci a typizaci kmen(, detekci biologickych bojovych
latek, patogen(l pfenasenych vodou a potravinami, stu-
dium antibiotické rezistence a také pro detekci patoge-
nd krve a mocovych cest™.

DalSimi tématy, ktera v nasi Laboratofi aplikované
proteomiky feSime (ve spolupréci s kolegy z jinych
Gstav VSCHT a dal3ich externich pracovist), jsou i kla-
sické proteomické analyzy zahrnujici hledani biomarke-
rG obsazenych v lidské krevni plasmé u lidi postiZzenych
kolorektalnim karcinomem, rakovinou slinivky, Alzhei-
merovou chorobou a juvenilni artritidou.
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PROBIOTICKE MIKROORGANISMY A NOVE TRENDY

V JEJICH APLIKACI

Sarka Horackova, Blanka Vrchotova

Ustav mléka, tukd a kosmetiky, VSCHT Praha; sarka.horackova@vscht.cz

Uvod

Zastupci bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK) spolu se za-
stupci rodu Bifidobacterium tvofi hlavni skupiny mikro-
organismd pouzivanych jako probiotika. Koncept pro-
biotickych aplikaci vychazi z dlouhodobych historickych

empirickych pozorovani, ktera po staleti potvrzovala
prospésnost konzumace fermentovanych vyrobku. Ale
teprve s rozvojem mikrobiologie a znalosti o jednotli-
vych druzich mikroorganismi byl na pocétku 20. stol.
polozen zéklad konceptu tzv. probiotik v praci ruského
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védce, feditele Pasteurova institutu v PafiZzi a nosite-
le Nobelovy ceny za imunologii, Ilji Mec¢nikova (Pro-
longation of life: Optimistic Studies, 1907). Pfiblizné
ve stejnou dobu doslo ve stejném institutu k dalSimu
dalezitému objevu Henry Tissiera, ktery izoloval bifido-
bakterie (ptivodné nazvané Bacillus bifidum) ze stievni
flory kojenych déti, které zmirnovaly pribéh prijmové-
ho onemocnéni.

Definice probiotik a dalsi terminy

Vlastni termin ,probiotikum” byl v3ak poprvé pouZzit
ve védecké literatufe az v roce 1964 némeckym bak-
teriologem Wernerem Kollathem." Psal o probiotikach
jako o protikladu ke Skodlivym antibiotikiim a defino-
val je jako Gcinné latky, které jsou nezbytné pro zdravy
vyvoj zivota. O rok pozdéji, v roce 1965, Lilley a Stillwell
vydali publikaci Probiotics: Growth-Promoting Factors
Produced by Microorganisms, kde jsou probiotika de-
finovéna jako latky, které jsou vylu¢ovany jednim mik-
roorganismem a které stimuluji rdst jiného organismu.
V 70. letech 20. stol. byl termin pouzZivan pro dopliiky
stravy pro zvifata, které mély pfiznivy Gcinek na hosti-
telské zvife ovlivnénim jeho stievni flory.2 Teprve v roce
1989 byla probiotika pfedefinovana na Zivé mikroorga-
nismy, které pfiznivé ovliviiuji hostitele zlepSenim jeho
stfevni mikrobidlni rovnovahy.*> Pozadavek na viabilitu
je zakotven rovnéz v oficialni definici WHO/FAO z roku
2002 - ,probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které pfi
podavani v dostatecném mnozstvi poskytuji hostiteli
zdravotni pfinos.”* Tato definice byla pozdéji upfesnéna
s tim, Ze probiotika (probiotické preparaty a potraviny)
musi mit definovany obsazené mikroorganismy a po-
zadovany pocet zivotaschopnych bunék na konci doby
expirace, musi byt vhodné ovéreny jejich zdravotni be-
nefity na konzumenta a musi byt bezpe¢na pro zamys-
lené pouziti.> Tyto body ve svém prohlaseni pak v roce
2018 zopakovala i Mezinarodni védecka asociace pro
probiotika a prebiotika (International Scientific Asso-
ciation for Probiotics and Prebiotics), kde byly shrnuty
nasledovnés:

= charakteristika mikroorganismu dostate¢na k iden-

tifikaci probiotika na Groven rodu, druhu a kmene;
= zafazeni a pojmenovani probiotika podle védecky
platné nomenklatury;

= probioticky nazev obsahuje oznaceni kmene;

= bezpecnost probiotika je prokazéna pro zamyslené

pouziti;

= probioticky kmen je uloZen v mezindrodni sbirce

kultur;
= probiotikum ma zdravotni pfinos prokazany alespori
v jedné studii na lidech;

= vyrobky s probiotiky obsahuji az do konce doby po-
uZitelnosti dostate¢né mnozstvi mikroorganismd,
které poskytuji zdravotni pfinos.

S postupujicimi znalostmi o mikrobioté lidského téla
se v soucasné dobé objevuji dalsi terminy souvisejici
s pozitivnimi zdravotnimi Gcinky mikroorganisma. Kro-
mé oznaceni probioticky mikroorganismu se Ize setkat
nejcastéji s témito upfesnujicimi definicemi:

= postbiotika (probioceuticals) — metabolické produk-

ty probiotik, bioaktivni slou¢eniny se zdravotnimi
benefity produkované béhem fermentace; mohou
zahrnovat kratké mastné kyseliny, exopolysacharidy,
enzymy, bilkoviny a peptidy, vitaminy, biosurfaktan-

ty’s. Do této kategorie mohou byt zafazeny i latky,
ovliviiujici nervovou soustavu, jako jsou serotonin,
dopamin, y-aminomaselna kyselina, histamin apod.;

» paraprobiotika (parabiotika, ghost probiotics) -
inaktivované mikrobialni buriky probiotik neporuse-
né nebo lyzované obsahujici bunécné slozky, jako
jsou peptidoglykany, kyselina teichoova ¢i povrcho-
vé proteiny’;

» psychobiotika — Zivé organismy, které pfi poziti
v dostate¢ném mnozstvi vytvafi zdravotni pfinos pro
pacienty trpici psychiatrickym onemocnénim?®; ovliv-
nuji funkce a chovani souvisejici s centralnim nervo-
vym systémem zprostiedkované osou stievo-mozek
prostfednictvim imunitnich, humoralnich, nervovych
a metabolickych cest.™

Mikroorﬁanismy pouzivané jako
probiotika

Plvodné byly probiotické mikroorganismy vybirany
prevainé z roda Lactobacillus a Bifidobacterium, u kte-
rych se jednalo ve vétsiné pfipadl o izolaty z travici-
ho traktu. Prehled nejbéinéjsich probiotik je uveden
v Tab. 1. Pro Gplnost jsou zminény i druhy, které nepatfi
mezi BMK. Vyhodou aplikace BMK je, Zze maji doloze-
nu dlouhou historii pouZiti v lidské vyzivé, a tudiz jsou
povazovany za zcela bezpec¢né. Z hlediska nomenkla-
turniho zafazeni doslo v roce 2020 k podstatné zmé-
né u rodu Lactobacillus, jehoz zastupci jsou hojné po-
uzivany jako ¢isté mikrobialni kultury v potravinaiském
pramyslu a zaroven jsou nejcastéjSimi aplikovanymi
probiotiky do mléénych vyrobkl a dopliikd stravy. Rod
Lactobacillus byl poprvé popsan jiz na zacatku 20. sto-
leti. Doposud u néj bylo identifikovano 261 druhi a jiz
diive byly z d@vodu velké odliSnosti pfefazeni néktefi
zastupci do jinych rodt (Carnobacterium spp., Oeno-
coccus spp. nebo Weissella spp.). Nyni vSak probéhla
rozsahla zména v reklasifikaci ¢eledi Lactobacillaceae,
rodd Lactobacillus, Paralactobacillus a Pediococcus.
V publikaci Zheng et al." bylo u téchto bakterii defino-
vano a vytvofeno 25 rodli — 2 pozménéné rody Lacto-
bacillus a Paralactobacillus a 23 novych rod (Ace-
tilactobacillus, Agrilactobacillus, Amylolactobacillus,
Apilactobacillus, Bombilactobacillus, Companilacto-
bacillus, Dellaglioa, Fructilactobacillus, Furfurilacto-
bacillus, Holzapfelia, Lacticaseibacillus, Lactiplantiba-
cillus, Lapidilactobacillus, Latilactobacillus, Lentilacto-
bacillus, Levilactobacillus, Ligilactobacillus, Limosi-
lactobacillus, Liquorilactobacillus, Loigolactobacilus,
Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus a Secundi-
lactobacillus). V' ptvodnim rodu Lactobacillus bylo
ponechano pouze 38 druhl ze skupiny Lactobacillus
delbrueckii (nap¥. Lactobacillus delbrueckii subsp. bul-
garicus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus crispa-
tus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus helveticus).
(Rychlou orientaci mezi starymi a novymi nazvy jed-
notlivych druh(i nabizeji webové stranky http://lacto-
bacillus.ualberta.ca). Snahou autort reklasifikace bylo
Iépe zafadit a zdokumentovat jednotlivé druhy tak, aby
se heterogenita genomu projevila v taxonomii a bylo
mozno odlisit jednotlivé zastupce z hlediska ekologic-
kych a funkénich vlastnosti a adaptace na hostitele.

Je nutno zddraznit, ze u kazdého druhu probiotika se
vidy jedna o konkrétni kmeny, nebot probiotické vlast-
nosti jsou vyhradné kmenové specifické. V soucasné
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dobé se ale jiz upousti od striktniho pozadavku na hu-
manni plivod probiotickych kmend, ¢i v pfipadé tzv. pa-
rabiotik od jejich Zivotaschopnosti v gastrointestinalnim
traktu (GIT).">

K dopInéni prehledu mikroorganismi se zdravotnim
Gc¢inkem je nutné zminit, Zze v dGsledku stéle se rozvije-
jicich znalosti o lidské stfevni mikrobioté a dusledcich
stfevni dysbiosy je pozornost upfena také na pouziti
komenzalnich bakterii GIT, které nespadaji do skupiny
BMK, ani bifidobakterii. Tyto mikroorganismy se ozna-
¢uji jako ,probiotika nové generace”. Byly vétSinou
identifikovany na zakladé srovnévaci analyzy slozeni
mikrobioty mezi zdravymi a nezdravymi jedinci a patfi
do rtiznych rodd. Nemaiji dlouhou historii bezpe¢ného
pouzivani a jejich bezpecnost proto neni povazovana
za prokazanou (Martin & Langella, 2019). Z téchto ko-
menzalnich izolatd jsou nejastéji zminovany druhy
Akkermansia muciniphila, Faecalibacterium prausnit-
zii, Bacteroides fragilis, Bacteroides ovatus a zastupci
rodu Clostridium, klastry 1V, XIVa, XVII1."4

vy wvrw

Zaver

Mikrobiota traviciho traktu hraje velmi ddlezitou ulo-
hu pfi rozvoji a spravném fungovani imunitniho systé-
mu, ma vyznamnou metabolickou funkci, jeji spravné
sloZeni zabrafiuje rozvoji nezadoucich ¢i patogennich
mikroorganismi v téle a v neposledni fadé ovliviiuje
kognitivni funkce, fungovéani nervové soustavy. Naopak
dysbiosa muzZe byt pak pfi¢inou ¢i nasledkem fady
onemocnéni. Je proto dilezité spravnym stravovacim
rezimem, dostate¢nym pfijmem vlakniny, konzuma-
ci fermentovanych potravin i pfijmem potravin s pro-
biotickymi mikroorganismy s prokédzanym zdravotnim
Gc¢inkem dlouhodobé podporovat pfiznivé sloZeni
tohoto dulezZitého organu naseho téla. S rostoucimi
poznatky o fungovani probiotik a jejich metabolitd
na molekularni drovni rostou také moznosti pouziti
téchto mikroorganism jako léciv.

Tab. 1.: Nejbéiné;si druhy probiotickych bakterii (vzdy konkrétni kmeny)

:j:t:::ic;;;gs Ostatni druhy BMK Bifidoll'::gterium Ostatni druhy
L. acidophilus Streptococcus thermophilus B. animalis Escherichia coli
L. gasseri Enterococcus faecium B. bifidum Bacillus subtilis
L. crispatus Enterococcus faecalis B. breve Bacillus coagulans
L. delbrueckii Pediococcus acidilactici B. lactis Bacillus clausii

L. helveticus Pediococcus pentosaceus

Clostridium butyricum

L. casei/paracasei

L. plantarum

Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii

L. rhamnosus

Propionibacterium
freudenreichii

L. reuteri

Propionibacterium jensenii
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Souhrn

Horackova $., Vrchotova B.: Probiotické mikroorganismy a nové trendy v jejich aplikaci

Probiotické mikroorganismy jsou Zivé buiiky, které pfi podavani v dostate¢ném mnozstvi, pfinaseji konzumentdim zdravotni benefity.
NejcastejSimi zastupci probiotik jsou bakterie mlé¢ného kvaseni a bifidobakterie, ale také zéastupci sporulujicich druhd rodu Bacillus
a Clostridium, E. coli ¢&i kvasinky Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. Clanek shrnuje vyvoj koncepce probiotik, jejich sou¢asné de-
finice a zafazeni a definici novych termin( v této oblasti, jako jsou postbiotika, parabiotika a psychobiotika a rovnéz pojednava o nové
nomenklatufe plvodniho rodu Lactobacillus.

Klicova slova: Lactobacillus, Bifidobacterium, postbiotika, parabiotika

Summary

Horackova $., Vrchotova B.: Probiotic mikroorganisms and new trends in their application

Probiotic microorganisms are living cells which, when administered in sufficient quantities, bring health benefits to consumers. The most
common representatives of probiotics are lactic acid bacteria and bifidobacteria, but also representatives of sporulating species of the
genera Bacillus and Clostridium, E. coli or the yeast Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. The article summarizes the development
of the concept of probiotics, their current definitions and classification, and the definition of new terms in this field, such as postbiotics,
parabiotics and psychobiotics. The new nomenclature of the original genus Lactobacillus is also disscussed.

Keywords: Lactobacillus, Bifidobacterium, postbiotics, parabiotics

KULTIVOVATELNOST BAKTERIALNICH KOMUNIT
ASOCIOVANYCH S ROSTLINAMI

EliSka Suchoparova

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha; suchopae@vscht.cz

Uvod

Rostliny jsou v priibéhu svého Zivota kolonizovany ce-
lou fadou mikroorganism{, mezi néz patfi Siroké spek-
trum bakterii majici pro rostliny prospésné funkce. Tyto
bakterie podporuji rlist svého rostlinného hostitele a po-
skytuji mu pomoc v prefZiti stresovych podminek. Diky
témto vlastnostem maji Siroky potencial pro praktické
vyuziti, napfiklad v oblasti zemédélstvi, farmaceutickém
priimyslu, ¢i v bioremediacnich technologiich. Pro napl-
néni potencialu bakterii asociovanych s rostlinami a je-
jich vyuZiti v prdmyslovych odvétvich je vsak nevyhnutel-
ny zisk ¢isté kultury. Vice nez 90 % rostlinné mikrobioty
vSak zlstava doposud nekultivovatelnych, a za Géelem
zvySeni efektivity kultivovatelnosti mikroorganism
asociovanych s rostlinami je nutna modifikace doposud
pouzivanych standardnich kultiva¢nich technik.

Bakterie asociované s rostlinami

Rostliny jsou habitatem obyvanym diverznimi bakte-
ridlnimi spolecenstvy. SloZeni téchto spolefenstev za-
visi na fadé abiotickych faktord (typ pldy, pH, salinita,
mnozstvi zivin pfitomnych v pidé, vlhkost, teplota, in-
tenzita slunec¢niho zéfeni ¢i pfitomnost polutantd vznik-
lych antropogenni ¢innosti), na faktorech biotickych
(druh ¢&i odrida rostliny, rhizodepozice, pfitomnost
rostlinnych patogen( a herbivord'-), a v neposledni
fadé také na interakcich mezi jednotlivymi mikrobialni-
mi populacemi, jez spolu spolupracuji ¢i naopak kom-
petuji o Ziviny45,

Rada bakterii s rostlinami asociovanych ma pro svou
hostitelskou rostlinu prospésné funkce a podporuje jeji
rast a fitness'. V prlibéhu evoluce se bakterie adaptova-
ly na celou fadu rostlinnych habitatd, které dokazi ko-
lonizovat: rhizosféru, endosféru, ¢i fylosféru?. Rhizosféra
je vrstva pudy v tésné blizkosti kofend, ktera je pfimo
ovlivnéna metabolickou aktivitou rostliny. Vlivem depo-
zice rostlinnych metabolitl (rhizodepozice) zde docha-
zi, oproti pidé mimo kofenovy systém, k nabohaceni
specifickych bakterialnich populaci, které tyto latky vy-
uzivaji jako zdroje energie ¢i uhliku'#5. Mikroorganismy
oznacovany jako endofyty kolonizuji vnitini prostiedi
rostliny, neboli endosféru?. Primarnim zdrojem endofy-

td je rhizosféra'®’, z niz mikroorganismy do endosféry
pronikaji skrze trhliny v kofenech®. Na utvafeni endo-
fytnich komunit ma dale vliv také prinik bakterii ko-
lonizujici fylosféru, které do endosféry pronikaji skrze
praduchy, hydatody, lenticely, ¢i rlznd poranéni nad-
zemnich ¢asti rostlin'2. Fylosféru tvofi veskery povrch
nadzemnich rostlinnych pletiv® a k jeji kolonizaci bak-
teriemi dochéazi napfiklad prostiednictvim desté, vétru
nebo pomoci opylovact, které prendsi mikroorganismy
na svém povrchu z rostliny na rostlinu®. Interakce mezi
fylosférou a mikroorganismy je analogicky jako v pfipa-
dé rhizosféry zprostiedkovéana diky sekreci specifickych
latek rostlinou na jeji povrch, kde jsou tyto latky vyuzi-
vany jako rdstové substraty®.

Funkce bakterii v rostlinach

Rhizosférni, endofytni i fylosférni bakterie mohou
mit pozitivni vliv na své hostitele z hlediska podpo-
ry rGstu a ochrany vici biotickym a abiotickym stre-
stim'4"._Jedny z mechanismi podpory rostlinného ris-
tu prostfednictvim bakterialni aktivity je fixace atmosfé-
rického dusiku, solubilizace biologicky nedostupného
fosforu, ¢i produkce siderofor(i, ¢&imz bakterie zvySuji
dostupnost mineralG pro rostlinu. Bakterialni aktivita
dale casto vede k produkci rostlinnych hormond, ¢imz
dochézi k modulaci rostlinného ristu, napfiklad zvy3se-
né tvorbé kofenl ¢i nadzemni biomasy, a také k pro-
dukci enzymd kli¢covych pro regulaci biochemickych
a fyziologickych déji odehravajicich se v ramci rostlin-
ného hostitele, napfiklad senescenci'*.

V boji proti biotickym stresovym faktorim pfispiva
rostlinna mikrobiota kompetitivni kolonizaci rostlinnych
pletiv, ¢imz nepfimo brani pomnozeni mikrobialnich
patogen(; tvorbou latek toxickych pro patogeny ¢i her-
bivory; nebo produkci organickych kyselin a lytickych
enzym{, jez narusuji jejich vnéjsi schranky'?7; ¢i indukci
imunitni odpovédi rostlin24¢, Rada bakterialnich meta-
bolitd téz stimuluje odpovéd rostlin na abioticky stres.
Tyto metabolity mohou pusobit jako antioxidanty, indu-
kovat syntézu stresovych proteind (proteiny tepelného
a chladového 3oku), ¢i tvorbu osmoregulacnich slouce-
nin'2™2, Mikroorganismy asociované s rostlinami zaro-
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ven dokazi produkovat enzymy zapojené v degradaci
antropogennich polutantd ¢i detoxikovat tézké kovy,
¢imz napomahaji rostlinam piezivat i ve znecisténém
prostiedi*®& 13-15,

Praktické vyuZiti mikroorganismi
asociovanych s rostlinami

Prospésné funkce mikroorganism@ asociovanych
s rostlinami zminéné vySe maji obrovsky potencial pro
praktické vyuziti v prmyslu. Rada rhizosférnich i endo-
fytnich bakterii se jiz ispé3né vyuZiva v bioremediac-
nich technologiich, zemédélstvi, ¢i jako zdroj novych
antibiotik?*>7.

Bioremediace je biologicky zptsob odstranéni konta-
minant( z prostiedi a pfedstavuje Gspornéjsi a Setrné;jsi
alternativu oproti chemicko-fyzikélnim metodam reme-
diace™. Metabolity obsazené v rostlinnych exsudatech
Casto obsahuiji latky, které mohou aktivovat transkripci
bakterialnich gend kddujicich enzymy pro degradaci
specifickych kontaminantG™ -, Takto napfiklad stu-
die autord Toussaint et al. (2012) potvrdila u bakterie
Rhodococcus erythropolis ptimou indukci gend koduji-
cich enzymy degradujici polychlorované bifenyly kofe-
novymi exsudaty Arabidopsis thaliana™.

Béhem zemédélské produkce midze dojit pfiCinou
fytopatogennich organism(, herbivort a rtiznych abio-
tickych faktor(i k obrovskym ztratam. Vzhledem ke stéa-
le rostouci spotiebé lidské populace je potieba tento
problém fesit a zemédélskou produkci zefektivnit. Apli-
kace casto pouzivanych chemickych pesticid(i méa casto
za nasledek ztratu biodiverzity, zvySeny vyskyt rezistent-
nich patogeni a zéroveri pfedstavuje riziko pro lidské
zdravi?*?'. Oproti tomu vyuZiti mikroorganismi aso-
ciovanych s rostlinami pfedstavuje udrzitelny zpdsob
feSeni s pozitivnimi ekonomickymi, socialnimi a envi-
ronmentalnimi dopady??. Nékteré bakterialni izolaty,
zejména rody Pseudomonas a Bacillus, jsou jiz v sou-
¢asnosti vyuzivany jako biohnojiva ¢i biokontrolni
agens?. Tyto bakterie funguji tedy jednak jako podpora
rGstu rostlin i za nepfiznivych podminek tim, ze zvySu-
ji mnozstvi dostupnych Zivin pro rostlinu, ale zéroven
i jako ochrana pfed patogeny a hmyzimi skdci 23-25,

Endofytni a rhizosférni bakterie pfedstavuji slibny
zdroj novych antimikrobiélnich latek, a tedy mozné fe-
Seni stéle rostouci rezistence lidskych patogennich mik-
roorganismu vici zavedenym antibiotikim?°. Napf. en-
dofytni bakterie Streptomyces NRRL 30562 je schopna
produkovat antibakterialni latky efektivni jak vi¢i MRSA,
tak i proti multi-rezistentnim kmendm Mycobacterium
tuberculosis?’. Jiné bakterie asociované s rostlinami
produkuji lipopeptidy Gc¢inné proti dalSim lidskym pa-
togenlim, ¢i latky, jez mohou fungovat jako chemotera-
peutika, antioxidanty ¢ imunosupresiva®’.

Jak jiz bylo nastinéno, zminény potencial bakterii aso-
ciovanych s rostlinami v primyslu je vice nez dostate¢-
nym divodem pro modifikaci souc¢asnych kultiva¢nich
postupll a naslednou charakterizaci doposud nekulti-
vovatelnych bakterii.

Modifikace technik pro kultivaci rostlinné
mikrobioty

PfestoZe v posledni dekddé byla do praxe zavede-
na celd fada novych metod molekularni analyzy mik-
robiomu, napfiklad metataxonomicka analyza pomoci

sekvenace genu pro 16S rRNA, metagenomika, meta-
transkriptomika, metaproteomika ¢ metabolomika,
kultiva¢ni analyza stale zdstava zlatym standardem
mikrobiologie. Kromé toho, Zze pro vySe uvedené ap-
likace je nezbytné izolovat mikroorganismus v cisté
kultufe, sekvenace kompletnich genom( izolovanych
mikroorganism nam téZz umozniuje objevovat nové
geny ¢i dokonce celé biosyntetické drahy latek s bio-
technologickym potencidlem™ %%,

Vice nez 90 % rostlinné mikrobioty vSak zlstava do-
posud nekultivovatelnych, coz vime diky studiim za-
lozenym na kultiva¢né nezavislych pfistupech?*?°. Pro
snizeni tohoto procenta je dileZité optimalizovat izola-
ci endofytnich a fylosférnich mikroorganismi z rostlin-
nych pletiv a pfipravu médii, kterd by oproti komer¢né
vyuzivanym laboratornim médiim Iépe simulovala pfi-
rozené prostiedi uvnitf ¢i na povrchu hostitelské rostli-
ny226, Moznost simulace pfirozeného prostiedi a pokry-
ti nutri¢nich pozadavk rostlinné mikrobioty pfedstavu-
je ptidavek rostlinnych extraktd do kultiva¢nich médii.
Napfiklad autofi Murphy et al. (2015), Eevers et al.
(2015), Sarhan et al. (2016, 2019) a Youssef et al. (2016)
ukazali vyssi pocet kolonie tvoficich jednotek (KTJ),
vyssi diverzitu kultivovanych endofytnich bakterii a roz-
dily mezi slozenim kultivovatelnych bakterialnich popu-
laci pfi pouZziti médii zaloZenych na rostlinnych extrak-
tech oproti komerénim médiim*-34. Vysledky autort
zaroven poukazuji na fakt, ze v rostlinnych pletivech se
nachazeji neidentifikované slouceniny jez pravdépo-
dobné slouzi jako rlistové faktory pro rGzné endofytni
taxony". Dalsi moznosti pro zvySeni kultivovatelnosti
bakterii asociovanych s rostlinami predstavuji pfidav-
ky signalnich molekul hrajici klicovou roli v bunééném
cyklu bakterii??®. Tento pfistup mlze napomoci pro-
bouzeni doposud nekultivovatelnych bakterii z jejich
dormantnich stavi@"3>. Potencial signalnich molekul
pro zvyseni kultivovatelnosti byl jiz demonstrovan
v pfipadé moiskych mikrobidlnich komunit autory
Bruns & Cypionka (2002)?, doposud vsak nebyl testo-
van pro mikroorganismy asociované s rostlinami-.
Zaver

Bakterie asociované s rostlinami maji Siroky aplikac-
ni potencial, napfiklad v oblasti bioremediace, zemé-
délstvi, ¢i ve farmaceutickém prdmyslu. Drtiva vétsina
téchto bakterii vSak stale zlistava nekultivovatelna a je-
jich potencidl je tudiz nevyuzit®*. Z tohoto dlivodu je
zadouci zaméfit se v budoucich studiich na modifikaci
stavajicich kultivacnich technik pro rhizosférni a endo-
fytni bakterie. Moznou modifikaci je napfiklad aplika-
ce kultiva¢nich médii zaloZzenych na extraktech z hos-
titelské rostliny. Tento pfistup byl jiz pouzit v nékolika
studiich, pficemz bylo dosazeno zvyseni bakterialni di-
verzity a nabohaceni odlisnych bakterialnich taxont pfi
pouziti médii z extraktd, oproti kultivaci na komer¢nich
médiich?-34, Signalni molekuly funguijici jako regulatory
genové exprese a fidici fyziologické procesy v bakteri-
alnich bunkéch mohou probouzet bakterie z dormant-
nich stavl nebo indukovat katabolické déje*”. Pfidavek
téchto molekul do médii muize tedy vést ke zvyseni kul-
tivovatelnosti bakterii, jak bylo jiz ukédzano ve studii au-
tord Bruns & Cypionka (2002)2. Zatim vsak bylo prove-
deno relativné malé mnozstvi studii snazicich se ovliv-
nit kultivovatelnost bakterii asociovanych s rostlinami.
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To, jak zminéné pfistupy ovliviiuji diverzitu a strukturu dosazeni co nejvyssi kultivovatelnosti je mimo jiného
kultivovatelnych mikrobialnich populaci z rostlin a do pfedmétem zkoumani v Laboratofi Mikrobialni Ekolo-
jaké miry je vhodna kombinace téchto pfistupli pro gie na VSCHT.
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Souhrn

Suchoparova E.: Kultivovatelnost rostlinnych bakterialnich komunit

Mikroorganismy asociované s rostlinami maji siroky aplika¢ni potenciél napfiklad v oblasti bioremedia¢nich technologii, zemédélstvi, ¢i
ve farmaceutickém primyslu. Pro vyuziti tohoto potencialu a studium téchto mikroorganisma je vsak nezbytna jejich kultivace a izolace
v Cisté kultufe. Problémem ov3em zistavéa velmi nizka kultivovatelnost rostlinné mikrobioty a je tedy nutné pfistoupit k modifikacim
standardnich kultiva¢nich technik. Pro zefektivnéni kultivace je mozno pouzit média zalozena na rostlinnych extraktech, ktera by lépe
simulovala pfirozené Zivotni podminky pro rostlinnou mikrobiotu, ¢i ptidavky signalnich molekul, které hraji roli v regulaci bunééného
cyklu a v bakterialni komunikaci, do kultiva¢nich médii. | pfes vysoky aplikaéni potencial rostlinné mikrobioty doposud existuje malé
mnoZstvi studii zaméfujicich se na modifikaci stavajicich kultivaénich pfistupu, a je tudiz relevantni se timto tématem v budoucnu nadale
vice zabyvat.

Klicova slova: Mikroorganismy asociované s rostlinami, rostlinna mikrobiota, endosféra, rhizosféra, fylosféra, bakterialni komunity, kul-
tivovatelnost, modifikace kultiva¢nich technik, bioremediace, zemédélstvi, farmaceuticky pramysl.

Summary

Suchoparova E.: Culturability of plant bacterial communities

Plant-associated microorganisms have a wide application potential, for example, in bioremediation technologies, in agriculture, or in the
pharmaceutical industry. However, to fully exploit this potential and to study these microorganisms, their cultivation and isolation in pure
culture is essential. However, the very low cultivability of plant microbiota remains a problem and modifications of standard cultivation
techniques are therefore necessary. To improve the efficiency of cultivation, media based on plant extracts could be used, since they can
better simulate the natural living conditions of plant microbiota. Another approach for improving the cultivability could be the addition of
signalling molecules, which play a role in cell cycle regulation and bacterial communication, into the cultivation media. Despite the high
application potential of plant microbiota, there have been only a few studies focusing on the modification of existing culture approaches
and thus, it is relevant to further address this topic in the future.

Keywords: Plant-associated microorganisms, plant microbiota, endosphere, rhizosphere, phyllosphere, bacterial community, culturabi-
lity, modification of cultivation techniques, bioremediation, agriculture, pharmaceutical industry.
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