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Uvod

Konec 20. stoleti byl charakterizovan prudkym rozvojem novych metodickych ptistupi, kte-
ré umoznily studovat biologické jevy na buné¢né a molekularni trovni. Analyza lidského ge-
nomu, jez probéhla v 90. letech, byla nasledovana analyzou lidského mikrobiomu. Vysledky
tohoto vyzkumu pfinesly revoluci v pohledu na fyziologické déje v organismu, a vyrazné tak
ovlivnily podstatu lékarské védy. Vyzkum mikrobiomu (mikrobioty) patfi dnes k nejpopu-
larngjsi oblasti biomediciny. Hlavnim a dominantnim pfedmétem zajmu mikrobiologie byly
donedévna choroboplodné zarodky zpusobujici infekéni choroby. Objevy poslednich dekad
ziskané pri studiu mikrobioty ukazaly, ze vét§ina mikrobt Zijicich v lidském téle a na jeho
povrsich nejsou patogeny a Ze ovliviiuji nase zdravi daleko vice, nez jsme si kdy mysleli.
Mikrobiom je na$im dal$im organem, ktery obsahuje genetické bohatstvi mnohondsobné
(500x) prevysujici lidsky genom a vyrazné ovliviiuje nase metabolické, imunitni a nervové
déje. Poznani, ze zakladem Zivota vSech makroorganismu vcetné lidi je symbiotické souziti
s obrovskym mnozstvim mikroorganismdl, které interaguji vzajemné mezi sebou i se svymi
hostiteli, je uvadéno jako diilezita revoluce v biologickych védach. Musime si ale uvédomit,
7e jsme teprve v pocate¢ni fézi, kdy mikroby hleddme a mapujeme. Ceka nds dlouhd cesta,
nez se probojujeme k tomu, abychom pochopili jejich funkee, tlohu a mechanismy, kterymi
s nami a mezi sebou komunikuji. Pfesto jiz dil¢i vysledky naznacuji, Ze bude mozné jejich
pusobeni ovlivnit a vyuzit i v praxi, v klinické mediciné.

Cilem autort této knihy bylo ukdzat mikrobiom v plné $iti, tj. od metodickych pristupt
pres ucast v patogenetickych mechanismech nékterych nepfenosnych castych chorob az
po moznosti cileného ovlivnéni mikrobioty. Kromé odborniki zabyvajicich se pfimo vyzku-
mem mikrobioty jsme vyzvali i ty klinické lékare, ktefi se o efekty komenzalnich mikrobi
zajimaji, aby vyjadrili sva ocekavani, jak poznatky o mikrobiomu mohou ovlivnit jejich
obor. Vysledkem je tedy kniha multidisciplindrni, komplexni. Véfime, Ze monografii nebo
jeji casti si radi prectou nejen lékafi riznych specializaci, ale i $iroké spektrum studenti
a laika, ktefi chtéji rozsitit své znalosti a zajimaji se o tento fantasticky a rychle se vyvijejici
biomedicinsky obor.
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Podekovani

Obrovskou a neocenitelnou tlohu pti zrodu a ptipravé knihy hrala Ceskd mikrobiomova
spole¢nost Ceské lékatské spole¢nosti Jana Evangelisty Purkyné (web: https//www.mikro-
biom-cms.cz), a to predev$im clenové jejiho vyboru, z nichz vétsina je autory nékterych
kapitol. Rddy bychom samoziejmé podékovaly vSem autortim za obétavou praci nejen pri
psani jednotlivych kapitol, ale i pti kontrolnim (beta) ¢teni a nasledné opravé kapitol jinych
autort. Panu doktorovi Radkinu Honzakovi dékujeme za pfedmluvu, ale predevsim za velmi
¢asnou popularizaci mikrobioty v nasi zemi (kniha Af Zijou mikrouti). Dékujeme redaktor-
skému kolektivu vydavatelstvi Grada za perfektné odvedenou praci a trpélivost. Zvlastni
podékovani patii pani profesorce Klare Latalové za laskavou recenzi knihy. Jménem vsech
autort dékujeme rodinam za podporu a trpélivost po dlouhou dobu vzniku knihy.

Helena Tlaskalovd-Hogenova a Danka Eklova
editorky
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Predmluva

»Francouz ma rad svoje jatra a vazi si jich. Kazdy rok je vyveze do lazni, a kdyZ na né nemad,
tak alespon k moti“ (z filmu Zdpisnik majora Thompsona).

Takova laska je prikladna a ja jsem dlouho marné hledal organ, ke kterému bych mohl
takhle vzhlizet a pfilnout. Srdce je proflaklé od pocatku puberty — moje srdce leti svétem
propichnuté parapletem - a plice nejsou zdaleka tak vzhledné jako jatra. Mozek, jak mi
vyzradil jeden neurochirurg, je takova blivanina, navic ho spousta nasich bliznich postrada
a jedou na prodlouzenou michu, coz také neni obdivuhodny organ, a svaly si vyhradili
sportovci. Laska ke kostfe mi pfipadé perverzni.

S novym tisiciletim se ale nédhle vynofil novy organ hodny obdivu, lasky a tcty: stfevni
mikrobiom - a ten mi na stara kolena poslouzil jako systém hodny adorace. Pocitil jsem
néco, co asi prozil Me¢nikov, kdyz objevil fagocytozu: radoval se a uz se nikdy nesebevrazdil,
coz délal predtim dvakrat. Mam néhle miliardy malych pratel! M{j kamarad a adolescentni
vzor Jarda Hasek jim tehdy fikal mikrouti, proto je na jeho pamét jako takové propaguji.
Dévaji mi skrze mé 6dy vydélat. Je to model pretavujici chaos v fad. Pfedstavuju si optimal-
ni stav uvnitf jako stav permanentniho ozbrojeného pfiméri, v némz ve chvilich poruchy
zakerné toci jakysi bakterialni Hamas.

Na druhé strané je tolerantni. Pfedstavuju si, jak v koupelné s klozetem poskakuji po zub-
nich kartaécich fekalni bakterie a pak se slozitou cestou dostavaji ,,domu, aniz ptisobi $kody.
Dumyslné procesi za¢ina v Ustech, kde uz lze poznat, zda za rohem ¢iha infarkt, je procis-
téno v zaludku, bez vahani projizdi dalsi §lajsnou a pak se ukdznéné ubird na mista svého
pusobeni.

Mame tady utrobni mozek v btise, ktery si obousmérné telefonuje s centrdlnim mozkem
v hlavé nejriznéj$imi cestami, a tak se vzjemné ovliviiuji. Kdyz stiné hlava, ani bfichu neni
dobre a naopak. Je proto nutné udrzovat jak dusevni hygienu a kupovat dusi v¢as potfebné
podnéty, tak hygienu mikrobiomu a nepfipustit, aby si firmikuti po¢inali jako diktatori. Sys-
tém, kterym nabyvaji na sile je zakefny: sahate do lednice pro zdravou karotku a ke svému
zdé$eni drzite nédhle v ruce klobasu, kterd mifi do ust.

FODMAP je nas ideal a moje hymna mastnych kyselin s kratkymi fetézci zaznéla na
mnoha mistech, stejné jako dal$i umélecka dila slozend na pocest utrobniho mozku, jehoz
vyznam dobte chéapali nasi predkové a fada lidovych pisni dosvéd¢uje dobré stravovaci
zvyklosti. Jen pro pfipomenuti text: ,,Hrach a kroupy, to je hloupy, / to ja mivam kazdy den, /
ale vdolky z bilé mouky / jenom jednou za tyden.*

Prozatim jsem ve své praxi nedospél k fekalni transplantaci, ale jedna pacientka trpici
depresemi rezistentnimi na léky si to pred nékolika roky zaridila samoobsluzné s pomoci
pratel a nesmirné si to pochvilila, dokonce o tom nékde ve Slezsku vydala knizku.

M¢ ale momentélné zajimé cirkadianni cyklus mikrobiomu a pfiznivy vysledek ptistu
na véechny funkce, protoze se musim zase vejit do letnich kosil. U kdysi reakéni musky oc-
tomilky to funguje, jsem zvédav, jak to ptijde u mne a ktery den v mésici zvolit pro parcialni
pust. Teoreticky mé pak zajima, kdy se mi mali kamaradi ukladaji do postylek, jaka je jejich
potteba spanku a zda i ve spanku drzi straze.

Chapu docela dobfe, Ze maratonci méné prozivaji svalovou Unavu, protoze maji plné
bticho veillonel, které Zerou kyselinu mlé¢nou, a ¢ekam, kdy se objevi néktera bakterie, ktera
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podobnym zptisobem zleps$i praci mozku. Pak si koupim praskovaci letadlo a budu tyhle
mikrouty rozsévat po své vlasti, protoze vim, Ze hloupost je hor§im neptitelem dobra nez
zlo. Proti nému se miizeme vymezit, ale proti blbosti jsme bezmocni.

Radkin Honzdk
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1 0 mikrobiomu a mikrobiomové vedeé

Lucie Najmanova, Petra Videnska

Termin mikrobiom byl poprvé pouzit v roce 1988 v souvislosti s ekologii kofenovych sys-
témt rostlin. Od té doby se toto slovo zacalo ve vefejném prostoru objevovat ¢im dal ¢astéji
a dnes jiz nikdo nepochybuje o tom, Ze svilj mikrobiom mame i my, lidé, a Ze je nesmirné
dilezity pro nase zdravi. Ne vSechny vefejné prezentované informace jsou ale védecky pod-
loZené a pravdivé, a je tak velmi obtiZné se v dané problematice orientovat. Situaci nezleh¢uje
ani variabilita metod vyuzivanych ve vyzkumu mikrobiomu, ktera muze pisobit potiZe pri
interpretaci nékterych publikovanych vysledka. Kniha Mikrobiom a zdravi, na jejimz vzniku
se podileli predni ¢esti odbornici, ma za cil prehledné shrnout stavajici stav poznani a sro-
zumitelnou formou prezentovat fascinujici svét souziti mikroorganismd s jejich prostfedim,
zejména s lidskym télem.

Co to ale ten mikrobiom ve skute¢nosti je? Existuje celd fada definic. Ta prvni byla vy-
tvorena jiz roku 1988 autory Whipps et al. jako ,,charakteristické mikrobialni spolecenstvo
obyvajici dobre definované prostredi charakterizované specifickymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi®. Definice zahrnovala nejen ptitomné mikroorganismy, ale i jejich interakce
s prostfedim rezultujici ve vytvoreni specifické ekologické niky. Pozdéji byl termin mikro-
biom v literatufe pouzivan v riznych kontextech od nejuzsiho vyznamu ve smyslu ,,sou-
bor genetické informace vSech mikroorganismu urcitého spolecenstva® pres ,soubor vsech
mikroorganismi tohoto spolecenstva“ (spravnéji nazyvano mikrobiota) az po zminénou
nejsirsi, ekologickou definici. Ekologicka definice pravdépodobné nejlépe vystihuje kom-
plexnost problematiky, nebot zohlednuje vzajemné ptisobeni vSech slozek ekosystému. Proto
je doporucena i Ceskou mikrobiomovou spole¢nosti CLS JEP, z.s.

Ekologicka definice mikrobiomu: Mikrobiom predstavuje charakteristickou mikrobial-
ni komunitu, ktera obyva urdity raciondlné vymezeny habitat s typickymi fyzikalnimi a che-
mickymi podminkami. Termin mikrobiom nezahrnuje pouze v ném zapojené mikroor-
ganismy, ale také jejich pole ptsobnosti, v kterém se formuji specifické ekologické niky.
Mikrobiom, ktery predstavuje dynamicky a interaktivni mikroekosystém podléhajici zmé-
nam v case, je propojen s makroekosystémy véetné eukaryotickych hostitelt, pro jejichz
télesné funkce a zdravi je potebny, nebo dokonce nezbytny. (Cerny;, et al., 2023)

Bez mikroorganismu by Zivot na zemi nebyl mozny. Doslova. Pravé mikroorganismy
zménily anoxygenni (bezkyslikatou) atmosféru, kterou byla Zemé obklopena, na dycha-
telnou, jakou zname dnes, a umoznily tak rozvoj eukaryotnim organismim. A¢ o tom lidé
nevédéli, mikroorganismy ve sviij prospéch vyuzivali davno pred tim, neZ je zacali poznavat.
A to zejména pii vyrobé ruznych alkoholickych napojt (vino a pivo), mlé¢nych vyrobka
(od jogurtu po celou fadu tradi¢nich kysanych produktt), pe¢iva ¢i kysané zeleniny.

Jak a pro¢ tyto procesy funguji, ale nikdo dlouho netusil. Az v 17. stoleti popsal prv-
ni mikroorganismy amatérsky prirodovédec Antonie van Leeuwenhoek pomoci prvniho
podomacku vyrobeného mikroskopu. Pozdéji Louis Pasteur ukazal jejich nezbytnost pro
proces kvaseni a Robert Koch odhalil jejich roli v patogenezi infek¢nich onemocnéni. Véd-
ci se naucili mikroorganismy pozorovat, kultivovali je na agarovych plotnach i v barnikach
s tekutou Zivnou pidou a objevovali stale vétsi variabilitu mikrosvéta. Piesto jsme po celd
staleti vidéli jen $picku ledovce.
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Dalsi zlom ve studiu mikroorganismi nastal s objevem DNA a rozvojem molekularné-
biologickych metod. Tyto metody umoznily studovat i mikroorganismy, které neumime
kultivovat na agarovych miskach, tedy nedokazeme vytvotit vhodné podminky pro jejich
rust a mnozeni. Pro mnohé z nich je naptiklad toxicka pritomnost kysliku v atmosfére, jiné
v nécem spoléhaji na ,podporu® své komunity, at uz je to suplementace nékterou z Zivin,
vytvoreni prostfedi vhodného k adhezi, nebo napiiklad ochrana pred toxiny a antibiotiky
a podobné. DNA v sob¢ ale maji v§echny organismy a zaroven ji umime identifikovat a pre-
¢ist. A protoze sekvence DNA je pro kazdy organismus jedine¢nd, nemusime uz dnes mik-
roorganismus ,,vidét, nemusime si na néj ,,séhnout®, abychom dokazali s jistotou potvrdit,
Ze ,tam" je. Na zakladé¢ analyzy DNA Ize navic nejenom identifikovat nové mikroorganismy
a urdit jejich pribuznost s ostatnimi (tzn. urcit jejich taxonomické zatrazeni), ale miizeme
i studovat jejich metabolicky potencial (tedy jak ziji a co vlastné umi) a dalsi geny. Pocty
takto identifikovanych mikroorganismu, u nichz ¢asto zndme jen tisek DNA, dalece presa-
huji pocty kultivovatelnych druhtL.

Diky technologickému rozvoji sekvenac¢nich metod a jejich dramatickému zlevnéni doslo
v poslednich letech opakované ke skokovym ndrtistim informaci o ptivodu a pribuznos-
ti jednotlivych druht bakterii, coz vedlo i ke zméndm v dfive popsanych piibuzenskych
vztazich mikroorganismt, a tedy ke korekei v zabéhlém taxonomickém systému prokaryot.
Ackoli k revizi zatazeni jednotlivych druht do taxonomického systému dochazi na zakla-
dé novych poznatkil v podstaté kontinualné, koncem roku 2021 byl taxonomicky systém
revidovan komplexné s ohledem na sjednoceni metodiky pojmenovévani jednotlivych ta-
xonomickych kategorii. V této souvislosti byly prejmenovany i nékteré velmi vyznamné
kmeny a niz$i taxony, které jsou opakované zminovany v této knize. Pfikladem mohou byt
bakterialni kmeny Firmicutes a Bacteroidetes (asi nej¢astéji diskutované taxony v souvislosti
s lidskym mikrobiomem), které se nové nazyvaji Bacillota a Bacteroidota. Néktefi autori
v knize pouzivaji star$i nazvoslovi, které mtize byt ¢tenafi blizsi, nebot se se star$imi nazvy
ve vefejném prostoru ¢asto setkavd. Abychom udinili zadost védecké spravnosti, a pfitom
ziistali privétivi viici ¢tenari, nabizime zde pro snazsi orientaci tabulku vybranych nejcastéji
jmenovanych taxontl s jejich novym i pivodnim nazvem. Pro zvidavéjsi ctenafe doporu-
¢ujeme stranky Taxonomy Browser (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/
wwwtax.cgi), provozované The National Center for Biotechnology Information, kde 1ze ové-
fit nejnovéjsi taxonomickou klasifikaci kteréhokoli organismu véetné historického vyvoje.

Mikroorganismy ovliviiuji ¢lovéka a ¢lovék zase mikroorganismy, coz reflektuje pojem
holobiont (superorganismus, uskupeni hostitele a mikroorganism zijicich v ném i na ném
ve vzdgjemné dynamické rovnovaze). Tyto vztahy jsou tak slozité, Ze je i pti dnesnich vyspélych
technologiich nelze komplexné analyzovat s jednozna¢nou interpretaci. Ackoli pti analyzach
mikrobiomti skladdme dohromady pohledy mikrobiologii, imunologii, 1ékait nebo ekologt,
mykologt, virologti, genetiki a bioinformatiki a mnoha dalsich odbornosti, stale zbyva
mnohem vice toho, co je$té nevime, nez toho, co zndme. Pokora v interpretaci poznatka
a otevfenost novym objeviim je tedy v mikrobiomové védé na misté vice nez kde jinde.
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Tab. 2.1 Prevodni taxonomickd tabulka pro vybrané diilezité taxony zmifiované v textech jednotlivych kapitol knihy. K nej-

Srovnani staré a nové taxonomie

Lucie Najmanova

vyraznéjsim zméndm doslo na trovni kmene (phylum) v souvislosti se sjednocenim koncovky oznaceni -ota.

Rod -
. Kmen - pfedchozi ~ Kmen (phylum), Réd (order), Celed (family),  predchozi
RiSe  ndzev koncovka -ota Trida (class) koncovka -ales koncovka-ceae  zafazeni  Rod (genus) Druh (species)
Bifidobacteriales Bifidobacteriaceae Bifidobacterium
. . Corynebacteriaceae Corynebacterium
Actinomycetes Mycobacteriales - - -
X . . Mycobacteriaceae Mycobacterium | tuberculosis
Actinobacteria Actinomycetota - - -
Pseudonocardiales Pseudonocardiaceae Pseudonocardia
) N Coriobacteriales Coriobacteriaceae (ollinsella
Coriobacteriia
Eggerthellales Eggerthellaceae Eqgerthella lenta
Bacilal Bacillaceae Weizmannia | Heyndrickxia coagulans
acillales
Staphylococcaceae Staphylococcus
Bacilli Enterococcaceae Enterococcus
Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus
Streptococcaceae Streptococcus
(lostridiaceae Clostridium perfringens
. i . Faecalibacterium
Firmicutes Bacillota Eubacteriales o —
. Oscillospiraceae Oscillospira
Clostridia -
Ruminococcus
N ) ) Anaerostipes
achnosy Lachnospiraceae -
Roseburia
B i . Dialister
Negativicutes Veillonellal Veillonellaceae -
Veillonella
Peptostreptococcales | Peptostreptococcaceae | Clostridioides Clostridium | Clostridioides difficile
Bacteroidaceae Bacteroides
Bacteroid Bacteroidal Prevotellaceae Prevotella
. acteroidia acteroidales
Bacteria | Bacteroidetes Bacteroidota Rikenellaceae Alistipes
Tannerellaceae Tannerella
Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae (apnocytophaga
Proteobacteria Campylobacterota Epsilonproteobacteria | Campylobacterales Campylobacteraceae Campylobacter
] . Candidatus F # #
Saccharibacteria Saccharibacteria NEURCENO NEURCENO NEURCENO ™7
Fusobacteria Fusobacteriota Fusobacteriia Fusobacteriales Fusobacteriaceae Fusobacterium | nucleatum
Tenericutes Mycoplasmatota Mycopl. Mycopl ale: Mycoplasmataceae Mycoplasma
) ) Burkholderiaceae Burkholderia
Betaproteobacteria | Burkholderiales
Sutterellaceae Sutterella
. Ruminobacter
Aeromonadales Succinivibrionaceae —
Succinivibrio
Citrobacter
. Escherichia coli
Proteobacteria Pseudomonadota i -
.| Enterobacterales Enterobacteriaceae Klebsiella
Gammaproteobacteria
Salmonella
Shigella
Moraxellal Moraxellaceae Moraxella
Pseud dal Pseud daceae Pseudomonas
Yorh oy Yartt daceae < 1y
Synergistetes Synergistota Synergistia Synergistales Aminobacteriaceae Fretibacterium
Th Jesulfobacteria | Thermodesulfobacteriota| Desulfovibrioni Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae Desulfovibrio
Verrucomicrobia Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Akkermansiaceae Akkermansia
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3 Metodické pristupy ke studiu mikrobiomu

Petra Videnska, Petr Baldrian

Souhrn

- Mikrobiom je slozen z mnoha riiznych mikroorganismi, proto neexistuje jednotna metodika pro jejich vyzkum. Nej-
vice se ale studuji bakterie, které zaroven tvori majoritni ¢ast vétsiny mikrobiomd.

- Piii vyizkumu mikrobioty se nejcastéji vyuzivaji molekularnébiologické metody, tedy kultivacné nezévislé, a to z diivo-
du, Ze u vétsiny mikroorganismsi nezname podminky, za kterych je Ize kultivovat.

« Slozeni mikrobiomu nejcastéji urcujeme pomoci sekvenace. U bakterii se vyuziva gen pro 165 rRNA nebo celometa-
genomové sekvenovani. To druhé Ize vyuZit i pro analyzu dalich mikroorganism pritomnych v daném mikrobiomu
a umozniuje také odhalit funkéni potencial mikrobiomu. Obé metody maji své vyhody, nevyhody a limitace.

- Na vyznamu roste funkéni analyza mikrobiomu. Studiem RNA (metatranskriptomika) se divame, které geny jsou
v dany ¢as a za danych podminek aktivni a piepisuji se, studiem proteinti (metaproteomika) Ize [épe pochopit dlouho-
dobéjsi funkcnost mikrobiomu a studiem metabolitli (metametabolomika) Ize odhalit findlni produkt biochemickych
aktivit jednotlivych mikroorganism.

3.1  Mikroorganismy a jak je zkoumat

Prestoze mikroorganismy sdili dulezitou vlastnost — malou velikost (proto mikroorganis-
my) -, patii mezi né organismy geneticky i fyziologicky velmi rozdilné, naptiklad bakterie,
vlaknité houby, kvasinky ¢i prvoci. Z hlediska genetiky jsou si podobnéjsi ¢lovék s kvasinkou
nez kvasinka s bakterii. Vyzkum mikrobiomu musi brat odli$nosti mezi mikroorganismy
v potaz a volit metody vhodné pro konkrétni druh ¢i skupinu druhd. Vétsinou tvori ma-
joritni ¢ast mikrobiomu bakterie, kterym se budeme v této kapitole knihy vénovat nejvice.
Pojdme si alespon kratce ptipomenout vlastnosti zdkladnich skupin mikroorganismu.
Bakterie patfi mezi jednobuné¢né mikroorganismy. Maji relativné specifickou Zivotni
strategii, kterd jim umoziuje velice rychle se adaptovat na rtizné zmény prostiedi a stresové
situace (a i proto ve vélce antibiotika vs. bakterie za¢indme prohravat). Mohou za to podé-
kovat vysoké genetické plasticité podminéné tim, jak vypada jejich geneticka informace. Tu
tvori povétsinou jenom jedna molekula DNA (chromozom) kruznicového tvaru a oproti
eukaryotim (kam spadé vSe od kvasinky pres pSenici az po ¢lovéka) pouze s jednou va-
riantou kazdého genu. Kazdd zména genu — mutace - se tak ihned projevi. A mutaci vznika
u bakterif vice nez u eukaryot, protoze jejich mechanismy opravy DNA nejsou tak uéinné.
Bakteriim totiZ nevadi, ze nahodné mutace jsou ¢asto letélni, protoze ,,potomki“ mater-
ské bunky pribyva velmi rychle. Je-li ale bakteridlni populace vystavena néjakému stresu
(napt. antibiotiku), sta¢i jedna jedind pozitivni mutace u jedné jediné bakteridlni bunky
zapric¢inujici lep$i odolnost a dand varianta se z pohledu ¢lovéka za velmi kratkou dobu
stane dominantni a bakterie dany stres prezije. Bakterie také disponuji celou fadou mobil-
nich genetickych elementt, kam patfii plazmidy, dodavajici bakteriim nové vlastnosti, a to
Casto ve vétsich usecich nesoucich geny s obdobnym piisobenim. Bakterie plné vyuzivaji
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svoji genetickou flexibilitu, a proto se mobilnich elementt zbavuji, pokud je nepottebuji,
a naopak v pripadé vystaveni stresovému faktoru je zase rychle pfijimaji.

Kvasinky, plisné, Fasy a prvoky radime mezi mikroorganismy eukaryotické, které maji
sloZitéj$i bunéénou stavbu a chromozomy - molekuly DNA maji obvykle v paru, tedy ke kaz-
dé varianté genu maji jesté jednu, a kdy?z je napriklad jedna chybnd, druhd napomuze. Pouze
nékteré houby travi vétsi ¢ast zivota s jednou kopii genomu, ale i u nich se chyby koriguji
v pritbéhu reprodukee. U lidského stfevniho mikrobiomu jsou zajimavé zejména kvasinky
a plisné, i kdyz tvori jen zhruba 0,1 % z celku. Presto, podobné jako bakterie, mohou svymi
metabolity ovliviiovat nejen stav stfevni stény, ale i dal$i organy, a stimulovat tak imunitni
systém. Podstatné vyznamnéjsi podil maji houby a prvoci v jinych mikrobiomech. Naptiklad
v mikrobiomu ptidy mtZze byt mnozstvi jejich biomasy srovnatelné s biomasou bakterii.

Viry jsou ¢asto predmétem filozofickych sport, zda je viibec fadit do mikrobiomu, ktery
je slozen z mikroorganismi, kdyz jsme se jako lidstvo prece shodli, Ze to Zddné organismy ne-
jsou, nebot nejsou schopny samostatného mnozeni, a tim padem je jejich existence povazova-
na za néco mezi zivym a nezivym. Ale pro vyzkum je docela podstatné, ze obsahuji nukleové
kyseliny fidici se stejnymi vlastnostmi jako nukleové kyseliny vSech dal$ich mikroorganismti.
Co vsak najdeme jen u vird, je rozmanitost formy nukleové kyseliny. Zivé organismy maji
ve svych bunkach dvouretézcovou DNA a miZeme ji nalézt i u nékterych vird. Jiné viry ale
obsahuji pouze jednovldknovou molekulu DNA nebo jedno- ¢i dvouvlaknovou molekulu
ribonukleové kyseliny (RNA). Viry interaguji jak s makroorganismy (napt. lidskymi bunikami
ve stfevé), tak s mikroorganismy. Bakteriofagy jsou viry, které se mnozi v bakteriich a mo-
hou bakteridlni buriky bud lyzovat (rozlozit), anebo se zaclenit do jejich DNA a napt. pridat
néjakou vlastnost (a jsme zase u flexibility bakterialniho genomu). Pfitomnost bakteriofagii
ve stfevé muize mit vliv na celkové bakterialni sloZzeni mikrobiomu. Zajimavosti je i to, Ze vzhle-
dem k jejich velice tizké specializaci - jeden bakteriofag dokaze nakazit jen jeden kmen bak-
terie — se skvéle hodi jako alternativa antibiotik, protoze komenzalni bakterie nechd v klidu.

Archea jsou dosud pomérné malo zndmé mikroorganismy objevené v roce 1977 Car-
lem Woesem. Jsou natolik odli$né od jinych mikroorganismt, ze tvori tfeti doménu Zivota
na Zemi (prvni doménou je Bacteria, druhou Eukarya). Maji totiZ nékteré charakteristické
rysy spole¢né s bakteriemi (napt. prokaryotickou stavbu bunék, jeden kruznicovy chromo-
zom), ale jiné podobné eukaryotim (stavba RNA polymerazy, homologii ribozomalnich
proteintl apod.). V této skupiné mikroorganisma nalezneme zejména riizné extremofily,
vyhledéavajici vysoké teploty ¢i tlaky, nicméné jeji zastupce nalezneme i v mikrobiomu sttev-
niho traktu a ¢asto i v pidnim prostiedi.

3.2 Zakladni postupy pti vyzkumu bakterii

Majoritni ¢ast mikrobiomu tvori bakterie, které patfi i mezi nejprozkoumanéjsi skupinu
mikroorganismt. Prestoze jsou dlouhodobé predmétem védeckého zdjmu, nevime o nich
zdaleka vSechno. Na svété je totiz nepieberné mnozstvi jejich druhii a my zname jen malé
procento z nich. Nejlépe mame prozkoumané bakterie kultivovatelné. U téch zname pod-
minky, za jakych mohou vyrtst na Zivném agaru nalitém na Petriho misce, a miZzeme je
tedy péstovat a pozorovat. Na misce kultury bakterii tvori kolonie, coz je obvykle populace
tvofena potomstvem jedné piivodni bakterialni bunky. Protoze vsechny bunky maji stejny
pavod a vlastnosti, oznac¢ujeme je jako ¢istou kulturu. Skute¢nost, Ze bakterie v ¢isté kulture
jsou stejné, usnadiiuje jejich bliz$i charakterizaci.
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Metod pro identifikaci bakterii z ¢isté kultury mame celou fadu (obr. 3.1). V diagnos-
tice ndm u nejcastéj$ich patogenti ¢asto sta¢i pouze spravné zvolené kultiva¢ni médium,
na kterém, jedna-li se o hledany kmen, narostou charakteristicky zbarvené kolonie. A jaké
kultivaéni médium zvolit, ndm zase napovi napt. mikroskopie umoznujici uré¢eni morfo-
logie buiiky nebo barveni podle Grama (na zakladé slozeni buné¢né stény timto barve-
nim rozliSujeme bakterie grampozitivni, gramnegativni a ty, které se nebarvi; nékdy nas
miize prekvapit i bakterie gramvariabilni). Casto je ale potfeba pokro¢ilejii technologie
v podobé hmotnostniho spektrometru (MALDI-TOF), jez srovnava hmotnostni spektra
latek obsazenych v bakteridlni bunice, které jsou charakteristické pro analyzovany rod, druh
¢i kmen.

Nékteré bakterie ale neni mozné od sebe odlisit ani touto technikou, a navic lze identifi-
kovat pouze bakterie, jejichZ typové vlastnosti jsou v databazi daného pracovisté. Bakterii
pak mizeme urcit pomoci biochemickych testl nebo s vyuzitim molekuldrnich markerd,
kdy pomoci techniky PCR (polymerazova retézova reakce) hledame sekvenci DNA charak-
teristickou jen pro hledany kmen. V neposledni fadé mtizeme osekvenovat ¢ast genu nebo
cely genom bakterie. Dalsi ¢astou metodou vyskytujici se v diagnostickych laboratotich je
ELISA (enzymova imunoanalyza), ktera je zalozena na detekci antigent (hleddme bakterie
naptiklad v krvi) nebo protilatek (nehledime samotného piivodce nemoci, ale specifickou
reakci naseho téla — protilatky proti antigenu). Vyjimec¢né lze vyuzit i pritokovy cytometr
nebo fluorescen¢ni mikroskop, kdy se vyuziji specialni sondy na oznaceni hledané bakterie
a nasledné se bakterie pomoci téchto pristroji identifikuji.

V diagnostice obvykle hledame jiz zndimého ptivodce onemocnéni a metody jsou uzpu-
sobeny zejména jeho co nejrychlej$imu nalezeni. Ve vyzkumu ndm ale ¢asto jde o néco
jiného - poznat bakterii novou a popsat jeji charakteristiky. Zde nej¢astéji hned na zacatku
bakterii osekvenujeme (tedy precteme) cely genom, a zjistime tak jeji cely genotyp (tedy sou-
hrn v8ech gent, které ma k dispozici a jez urcuji jeji potencialni funkci), a udélame radu
biochemickych testt za rtiznych podminek, ¢imz zjistime jeji fenotyp (jeji pozorovatelné
vlastnosti, tedy jak vypad4 a na jakych procesech se podili).

identifikace , —
pfimo kultivaci biochemické
(chromogenni ; testy

medium)
’ ;
‘ kultivace Sangerovo

morfologie kolanie zisk Cisté kolonie sekvenovz’éni
(vybrany

markerovy gen

pro identifikaci)

sekvenovani
NGS

pokrocila mikroskopie
(FISH, sledovani invazivity,
vybranych bunéénych
struktur atd.)

pfimé i nepfimé
stanoveni — ELISA flow cytometr

Obr. 3.1 Postupy vyuzivané v identifikaci bakterif
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K tomu vSemu vS$ak potfebujeme pocate¢ni Cistou kulturu, kterou ale v drtivé vétsiné
ptipadii nedostaneme. Tim se dostavame ke studiu mikrobiomu, jenz byva tvoren zejmé-
na z bakterii nekultivovatelnych, tedy takovych, u nichZ nezname podminky, za jakych by
mobhly rist, coz je dano naptiklad slozitymi metabolickymi vztahy v mikrobialnich spo-
le¢enstvech - nékteré mikroorganismy pravdépodobné nikdy nerostou samy. Ke studiu
nekultivovatelnych mikroorganismil pouzivame zejména molekuldrnébiologické metody,
kdy musime vzit zavdék zkoumanim smési veskeré DNA izolované ze vzorku bez moznosti
uplné a spravné rekonstruovat genomy jednotlivych neznamych bakterii.

3.3 Jak studovat nemozné

Jesté nedévno slova mikrobiom/mikrobiota (dfive mikrofléra) nikdo neznal a dnes jsou
dobfe znadmd i $iroké laické verejnosti a svym vyznamem zasahuji do rtiznych védeckych i 1é-
karskych obort (diikazem je i tato kniha). MuiZe za to vyvoj metod v poslednich desetiletich.
Objev technologie masivniho paralelniho sekvenovani kratkych fragmenttt DNA (poptipadé
RNA prepsané do cDNA) zménil pohled nejenom na lidsky genom, ale i na metagenom, coz
je souhrn vSech genomt viech ¢lent mikrobiomu. Az diky této metodé byl odhalen velice
obsahly a rozmanity svét mikroorganismu. Bohuzel i tato metoda ma své limitace, zejména
kvtli své komplexité. Napriklad stfevni mikrobiom obsahuje 150x vice genetické informace
nez lidsky genom a jeho slozeni se ¢lovek od clovéka lisi az z 80 %, zatimco genomy dvou
lidi se li$i jen ¢asti mnohem mensi nez 1 %.

Sekvenovani nam tedy umoziluje zjistit, jaké mikroorganismy v mikrobiomu jsou. Védci
ale samoziejmé potrebuji jit dale a stanovit i to, co tyto mikroorganismy délaji a idealné
i jak to délaji. Pomoci sekvenace se tedy dale zjistuje, jaky je geneticky potencial ve vzorku:
jaké tam jsou metabolické drahy, geny pro rezistence k antimikrobialnim latkdm, geny pro
produkci riiznych enzymi apod. Studiem RNA (zase nejcastéji pomoci sekvenace, ale pro
uplnost lze vyuzit i mikroarray a kvantitativni PCR), tedy metatranskriptomikou, lze zase
urcit, jaké geny a za jakych podminek se prepisuji. Na rozdil od celkového potencialu ma-
zeme napiiklad zjistit, které metabolické drahy jsou aktivni a jaké enzymy se chystaji buriky
vyrabét. Pi studiu metabolomu pak sledujeme finalni produkt, typicky smés Sirokého spektra
jednoduchych organickych latek produkovanych ¢leny mikrobiomu. Pfitomnost metabolitt
doklada nejenom to, Ze ve smési DNA je pottebny gen pro jeho tvorbu, ale i to, Ze je dany gen
v danych podminkéch aktivni a prepisuje se do RNA a ptislu$ny enzym (protein s katalytic-
kou funkci) dany produkt vytvori. Pfikladem konkrétniho metabolitu je napt. butyrat, ktery
slouzi jako zdroj energie pro nase sttevni bunky - kolonocyty. Metabolom nejcastéji zkou-
mame pomoci hmotnostnich spektrometr, ale Ize vyuzit i magnetickou rezonanci (obr. 3.2).

Do urcité miry Ize zkoumat rovnéZ proteiny - enzymy produkované mikroorganismy. I ty
informuji o procesech, které v mikrobiomu probihaji, protoze tyto funkce pfimo realizuji. Stu-
dium souhrnu vech proteint, tedy metaproteomu, je vSak naro¢né, protoze na rozdil od sek-
venace DNA neumime dosud ¢ist celé sekvence proteint, a navic pro jejich identifikaci ¢asto
potfebujeme znat metagenom daného mikrobiomu. Pro studium metaproteomu se obvykle
proteiny $tépi na kratsi useky, které se déli a identifikuji pomoci hmotnostni spektrometrie.

Nazev této sekee je ,,Jak studovat nemozné® a nebyl zvolen ndhodné. Studium mikrobi-
omu je pres vSechny nové a stale se rozvijejici techniky velice naro¢né a nachylné na chyby.
Prikladem muze byt jiz navrh studie/experimentu, kdy je potteba vénovat zna¢nou pozor-
nost uz odbéru vzorku. Vyzkumnik ¢i lékat musi zabranit kontaminaci — znecisténi nééim,
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co do mikrobiomu nepatfi, zabranit pomnozeni ur¢itych skupin bakterii (napt. ve stfevnim
mikrobiomu se nachdzeji zejména anaerobni bakterie, po vystaveni vzduchu se slozeni velmi
rychle a vyznamné méni ve prospéch fakultativné anaerobnich bakterii), odebrat reprezenta-
tivni vzorek (napf. u vodnich tokt odebrat z vice mist, z vice hloubek, nasledné vzorek smi-
chat atd.), zajistit navaznost metodiky odbéru na jiné studie, aby mohlo dojit k porovnani
vysledki apod. Nasleduje celd fada rozhodnuti, ktera mohou ovlivnit a ovliviiuji vysledky,
jako je metoda izolace nukleovych kyselin (Videriska, et al., 2019), strategie piipravy vzorku
pro sekvenaci (Eisenhofer, et al., 2024), vyhodnoceni dat (Gao, et al., 2021) apod. Neexistuje
sjednoceny technologicky postup, coz se nasledné projevuje v nekonzistentnich vysledcich
mnohych mikrobiomovych studii.
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technologie
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[ ] [ Védni obor ] (\
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seznam pfitomnych bakterif
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Obr. 3.2 Metodické pristupy ve studiu sloZeni a funkce mikrobiomu

3.4  Masivné paralelni sekvenace

Velkym milnikem nejen v oboru mikrobiologie se stalo zavedeni metody masivné paralelni
sekvenace, jeZ umoziuje precist ohromné mnozstvi genetické informace najednou. Dfive
se DNA sekvenovala pomoci Sangerovy sekvenace (sekvenace prvni generace), ktera ale
umoznovala ¢ist vzdy jen jednu molekulu DNA. Pro ilustraci, lidsky genom se v ramci slav-
ného mezinarodniho projektu Human Genome Project (HUGO) sekvenoval pomoci této
technologie od roku 1990 po celych 10 let a na jeho dokonceni bylo tfeba mnoho miliont
americkych dolarti. A pravé tento nakladny projekt umoznil vznik technologiim masivné
paralelni sekvenace, diky kterym nyni osekvenujeme lidsky genom do druhého dne zhruba
za jeden tisic dolartL.

Pro masivné paralelni sekvenaci se pouzivaji dva typy sekvenatort — sekvenatory druhé
a tieti generace. Roz$ifenéjsi a vyuzivanéjsi jsou technologie druhé generace, protoze v tuto
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chvili poskytuji presnéjsi a levnéjsi vysledky, ale maji oproti tfeti generaci jista omezeni.
Uvedme si tedy zakladni specifikace.

Pristupy druhé generace umoznuji sekvenovat tiseky DNA dlouhé zhruba 30-1000 parti
bazi. Pfed samotnou sekvenaci dochazi k namnozeni studované sekvence: dany isek DNA
se pomoci PCR pomnozi a az pak je osekvenovan (,,precten). Namnozeni molekul je nutné
k tomu, aby doslo ke zvyseni signalu, ktery vznika pritom, kdy se do prodluzujiciho sekveno-
vaného useku DNA inkorporuje pfislu$nd znac¢end baze. Diky pomnozeni se neinkorporuje
pouze jedna baze, ale tisice, a tim se zvy$i detekovany signal.

Zakladnim rozdilem u sekvenace tfeti generace je pfima sekvenace molekuly DNA bez
nutnosti jejitho namnozeni. Pro uzivatele ma tu vyhodu, Ze je mozné sekvenovat delsi useky
DNA, a to o délce az desitek tisic parti bazi. Toho lze s ispéchem vyuzit, je-li potieba poskla-
dat neznamy genom, analyzovat strukturalni varianty nebo mapovat haplotypy (skupina alel
najednom chromozomu, které jsou na potomky prenaseny pohromadé). Diky velmi citlivému
analyzatoru signalu, jenz dokaze rozpoznat jedinou inkorporovanou bazi do fetézce DNA, lze
¢asto sledovat i modifikace bazi, coz je uzite¢né zejména pti studiu epigenetiky, kterd zkouma
metylované baze, jejichz rozmisténi naptiklad v lidském genomu ovliviiuje expresi jednot-
livych genti - jejich prepis do RNA. Nevyhodou sekvenace treti generace je nizi piesnost —
tedy vétsi pocet chybné prectenych bazi. A vyssi je rovnéZ cena za sekvenaci stejného obje-
mu genetické informace, i kdyz s ptichodem novych a vétsich sekvenatorti vyznamné klesa.

3.5  Sekvenacni pristupy ve vyzkumu mikrobiomu

Pokud sekvenujeme DNA libovolného mikrobidlniho spolecenstva, miizeme vyuzit dvou
zakladnich pfistupti (Durazzi, et al., 2021). Prvnim z nich je sekvenace kratkého useku genu
pro malou ribozomalni podjednotku (16S rRNA), umoznujiciho vice ¢i méné rozpoznat
mikroorganismy nachazejici se ve vzorku. Druhym je metagenomova sekvenace (WMGS,
whole metagenome sequencing), pti které dochazi k sekvenaci v§ech molekul DNA ve vzorku.

Sekvenace genu pro 16S rRNA patii do skupiny cileného sekvenovani, kdy pred samot-
nou sekvenaci amplifikujeme metodou PCR kratky tisek nami vybrané DNA. Gen pro 16S
rRNA je pro bakterie velice dilezity, protoZe zajistuje propojeni ribozomalnich proteint
malé podjednotky do funkéniho celku, ktery je zapottebi pro translaci RNA do proteint.
Vzhledem k tomu, Ze je pro preziti bakterii tento gen zasadni, je pfitomen u vSech bakterif
a ma relativné konzervované ¢asti, stejné u véech druht. Dtlezité pro vyzkum je, Ze tento
gen kromé konzervativnich oblasti, jez se vyuZzivaji pro naseddni primert, obsahuje i varia-
bilni oblasti, které umoznuji rozliSovat jednotlivé druhy bakterii mezi sebou.

Nejvétsi vihodou tohoto pristupu je cena, protoze se sekvenuje pouze kratka ¢ast genu alze
sekvenovat i na méné kapacitnich (a tim padem levnéjsich) sekvenatorech. V sekvenaci lze jit
opravdu do hloubky, a ziskat tak informaci i o pfitomnosti velmi nizce zastoupenych bakterii.
Protoze se jedna o nejvyuzivanéjsi pristup ve vyzkumu mikrobiomu (i kdyz se snizujici se
cenou sekvenaci a zvySujici se dostupnosti vysokokapacitnich sekvenatort roste uplatnéni
WMGS), i bioinformatické vyhodnoceni ma jiz docela dobie zavedenou metodiku. Nespor-
nou vyhodu ma tento pristup u vzorkd, kde je bakterialni DNA mélo, protoze tam WMGS
nelze vyuzit, nebo které obsahuji velké mnozstvi DNA hostitele. Jako priklad si miizeme uvést
stfevni tkan, kde preziva minimum mikroorganismt a vétsina izolované DNA patii ¢lovéku.

Sekvenace genu pro 16S rRNA ma bohuzel ale celou fadu nevyhod. Naptiklad je tento
gen dlouhy vice nez 1500 bazi (délka genu se u riiznych bakterii lisi), ale sekvenatory druhé
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generace umoznuji spolehlivé sekvenovat pouze tsek dlouhy 300-450 bazi. Takze si musime
vybrat, kterou z oblasti genu prosekvenujeme, pri¢emz rozlisitelnost raznych bakterii se
v rtiznych variabilnich oblastech lisi.

Konzervativni oblasti, nutné pro namnozeni sekvenci, nejsou navic zcela identické, tak
aby je vSechny podchytil jeden jediny par primert. Takze nikdy Zddnym primerem neza-
chytime tplné viechny bakterie ve vzorku. Zaroven ale ani variabilni oblasti nemusi byt
natolik variabilni, aby bylo mozné navzajem rozlisit vsechny blizce ptibuzné druhy bakterii.
Neékteré bakterie rozeznaviame pouze do kmene, velice ¢asto do ¢eledé, méné ¢asto do rodu
a pouze vyjime¢né do druhu.

Dalsi slabinou sekvenace genu pro 16S rRNA je to, Ze bakterie maji tento gen ve svém ge-
nomu v riznych poctech kopii, a pocet sekvenci tak presné neodpovida zastoupeni druhii ve
vzorku. Proto je analyza mikrobiomu semikvantitativni a musi se brat s mirnym nadhledem.

Celometagenomové sekvenovani patfi mezi nejdrazsi analyzy viibec, nicméné minima-
lizuje Fadu slabin predchoziho pristupu, a navic umoznuje ziskat mnohem vice informaci
o funkénim potencialu mikrobiomu. Priprava vzorku je prekvapivé jednodussi nez v pred-
chozim pripadé, protoze neni potfeba molekuly DNA mnozit, vzorek se pfipravi s pouzitim
komer¢niho kitu a sekvenuje se veskera ziskana DNA. V nasledné bioinformatické analyze
se pomoci markerovych genti bakterie urci ¢asto az do druhu, a nadto je mozné zjistit pri-
tomnost konkrétni metabolické drahy, gent rezistence k antimikrobidlnim latkam, gend
pro enzymy zajimavé z biotechnologického hlediska apod. V urcitych piipadech je mozné
sestavovat celé genomy nebo aspon jejich dlouhé tiseky. Protoze vzorek obsahuje veskerou
DNA, neni nutné se omezovat pouze na vyzkum bakterii, ale umoziuje nam to studovat
i dal$i mikroorganismy, jako jsou kvasinky, plisné a DNA viry.

V tabulce 3.1 jsou shrnuty vyhody a nevyhody obou pristupt.

Tab.3.1 Srovnénianalyzy genu pro 165 rRNA a WMGS
Analyza genu pro 16S rRNA WMGS
Vyhody Vyhody
. (ena; « ziskd se informace nejenom o bakteridlnim sloZeni

« sekvenuje se pouze mald ¢dst vzorku;

« Ize sekvenovat i vzorky s minimdlnim mnozstvim
bakteriéIni DNA (problém jsou kontaminace a chyby pfi
amplifikaci);

« relativné dobfe zavedend metodika a bioinformaticka
analyza dat.

ve vzorku, ale i o ostatnich genech, napf. Ize najit
nejcetnéjsi geny metabolickych drah, geny pro antibio-
tickou rezistenci, geny pro rizné enzymy zajmu apod.;
« pomoci vybranych markerovych gend Ize nékteré
bakterie urcit az do druhu;
« Ize zdroven identifikovat i dal3i mikroorganismy
(DNA viry, plisné....).

Nevyhody

« Zadny primer nezachycuje viechny bakterie;

- kratky Usek variabilni oblasti nezajistuje dobré rozliseni
ani na trovni rodu (rozlisitelnost se lisi u rdznych bakterii);

« bakterie maji riizny pocet kopii genu pro 165 rRNA, proto
se musi semikvantitativni vysledky analyz brat s urcitym
nadhledem;

- analyzou se zachytavaji pouze bakterie, nékdy mohou
primery nasedat i na Archea.

Nevyhody

« cena cca 10—-30x vyssi, nez u analyzy genu pro 16S rRNA;

«uvzorki s malym mnoZstvim bakterialni DNA problém
s piipravou vzorku k sekvenaci, u nékterych vzorki
témér nemozné;

« nejednotnd shoda v bioinformatické analyze dat;

«sekvenovani nemusi byt dostatecné hluboké, aby
detekovalo vzacné druhy.
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Nékdy se jesté pouziva mélka sekvenace metagenomu (shallow shotgun metagenome
sequencing ¢i shallow whole metagenomic sequencing, SSMS ¢i S-WMS) (Xu, et al., 2021).
V principu jde o to, Ze vzorek je pripraven stejné jako pro WMGS, ale neprosekvenovava
se tak hluboko. Tim se vyrazné sniZi cena, i kdyz porad je o néco drazsi nez sekvenovani
genu pro 16S rRNA, ale diky markerovym gentim dojde k lepsi identifikaci bakterii. Tato
metoda v§ak nemuize nahradit analyzu genu pro 16S rRNA u vzorku s nizkym zastoupenim
bakterialni DNA ve vzorku nebo u vzorkd, kde je vétSina neznamych bakterii, a tim padem
u nich nejsou znamy markerové geny, a ani neni vhodnd, pokud je WMGS vyuzivana na-
priklad pro sestavovani novych genomu. Tato metoda se doporucuje zejména u velkych
kohortovych studii pfi analyzach stfevniho mikrobiomu.

Pfi interpretaci sekvenacnich dat je dobré vzit v potaz, ze vysledné sloZeni je ovlivnéno
celou fadou faktort. Mezi ty patfi napiiklad metodika sbéru vzorki, izolace DNA, ptiprava
vzorku z izolované DNA a technické parametry vlastni sekvenace. Proto je nezbytné si tyto

vvvvvv

vSech mikrobiomovych studii zni: v rdmci jedné studie délat vidy vse stejné.

3.6  Studium eukaryot za pomoci sekvenacnich pristupii

Pro studium eukaryot mtizeme uplatnit stejné metodické pristupy, jako u studia prokaryot.
U pristupu WMGS byva limitujici skute¢nost, Ze eukaryotnich zastupcti byva v mikrobiomu
vyrazné méné nez bakterii, a tak je pro dikladny vyzkum nutné sekvenovat velice hluboko,
co se odréz{ na cené. Casto se tak vyuzivé cilené sekvenovani, ale vybiraji se geny vhodné
pro eukaryotni organismy. Eukaryontni variantou bakterialniho molekuldrniho markeru
16S rRNA je gen pro 18S rRNA. Casto jsou vyuzivany také dseky ITS1 a ITS2, nebo dalsi
geny. Vybér vhodného markeru zavisi na tom, kterd skupina eukaryot je pfedmétem studia,
protoze vhodny gen se pro jednotlivé skupiny (kvasinky, plisné, prvoci) muze lisit.

Oproti analyzam bakterii se tato metodika potyka s vice problémy, zptisobenymi zejména
heterogenitou jednotlivych skupin. Kazdy navrhnuty primer zachytava z riiznorodych sku-
pin néco, ale ze Zadné skupiny nezachyti vée (napf. pti studiu kvasinek a plisni, mykobiomu,
ve stievnim traktu nezachytime pouze tyto mikroorganismy, ale v mnohem vy$sim zachytu
i sekvence DNA z potravy, kterou dany jedinec pozil). Nékteré z uvedenych genii maji navic
variabilni délku, coz muze sekvenaci komplikovat.

Stejné jako u bakterii existuje u kvasinek a plisni vysoka variabilita v poctu kopii téchto
gent, takze vyhodnoceni ¢etnosti zastupctt mikrobiomu ma sva omezeni.

3.7  Studium virii za pomoci sekvenacnich pristupii

vvvvvv

Vzhledem k absenci jakékoli konzervované oblasti je nemozné analyzovat véechny viry na-
jednou, vzdy je potteba definovat podskupinu zdjmu (DNA viry, RNA viry apod.) (Smith,
et al,, 2022). Velkym problémem je i nedostatek virové nukleové kyseliny ve vzorku. Me-
todika pro stanoveni jednotlivych skupin virii se velmi li$i a nelze popsat obecny postup,
nicméné ¢asto se vyuziva ultracentrifugace, pti které se vzorek zbavi vétsich celk, jako jsou
bakterie, bunky hostitele apod., nasleduje odstranéni volné DNA/RNA, izolace zbyvajici
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DNA nebo RNA a jeji pomnozeni pomoci nespecifické PCR. Poslednim krokem je sekve-
nace. Cely proces je velmi naro¢ny a nachylny na chyby, proto viromovych studii vznika
oproti bakteridlnim pouze zlomek.

3.8  Studium funkce mikrobiomu

Sekvenacni metody umoznuji presné identifikovat jednotlivé mikroorganismy tvofici mi-
krobiom a popsat jejich vlastnosti. Prestoze tyto otazky jsou diilezité a ¢asto zdsadni, na-
ptiklad nalez konkrétni patogenni bakterie v mikrobiomu pacienta, maji i sva omezeni,
pokud nam jde o pochopeni funkce mikrobiomu. Sekvenace DNA umozni sestavit seznam
mikroorganismu ve vzorku a v uréitych pripadech odhadnout to, které z nich jsou vice nebo
méné zastoupeny. Umoznuje také rozkryt funkéni potencial - identifikovat geny s urcitou
funkci, napriklad gen pro rezistenci k antibiotiku. Nicméné sekvenace DNA nefikd mnoho
o tom, jak mikrobiom skute¢né funguje, které mikroorganismy jsou aktivni a které nejsou.
A u téch aktivnich nevime, které geny v daném prostiedi vyuzivaji.

K tomu, abychom se dozvédéli, co se v mikrobiomu pravé déje, miizeme vyuzit sekvenace
RNA. Molekuly RNA vznikaji transkripci z molekul DNA a konkrétné molekuly mRNA jsou
syntetizovany proto, aby podle jejich sekvence vznikly proteiny, jez mikrobialni burika pravé
pottebuje. Témi jsou napriklad enzymy katalyzujici biochemické reakce. Sekvenace tran-
skribovanych usekit mRNA, tedy transkriptomu (v pfipadé spole¢ného transkriptomu vsech
slozek mikrobiomu hovofime o metatranskriptomu) ndm umoznuje zjistit, které proteiny
mikroorganismy potfebuji, a odlisi tak aktivni geny od téch aktudlné neaktivnich. Ziskani
informaci o sloZzeni metatranskriptomu - souhrnu véech molekul mRNA v mikrobiomu -
je velmi atraktivni zplsob, jak zjistit, co se v mikrobiomu pravé déje. Po¢ate¢nim krokem
analyzy metatranskriptomu je extrakce molekul RNA z mikrobiomu. Ta je naro¢néjsi nez
extrakce molekul DNA, protozZe jednoretézcové molekuly RNA jsou daleko méné stabilni
nez dvojretézcové molekuly DNA a velmi rychle jsou degradovany molekulami ribonuk-
leaz, kterych je v mikrobiomu mnoho. Extrakce proto musi byt co nejrychle;jsi. Po extrakci
RNA je dal$im krokem jejich pfeména na molekulu DNA pomoci zpétné transkripce (tedy
vytvoreni molekuly DNA podle molekuly RNA) a syntéza druhého vldkna DNA. V tomto
okamziku méame vzorek dvojfetézcovych molekul DNA, ktery mizeme sekvenovat metodou
WMGS, a vysledek sekvenace nés informuje o zastoupeni ptivodnich molekul RNA.

Vétsinu molekul RNA, které extrahujeme ze vzorku mikrobiomu, tvofi molekuly ribozo-
malni RNA, jez nekéduji proteiny (viz Slovnik pojmil na konci kapitoly). Molekul mRNA,
které nam rikaji, jaké proteiny jsou syntetizovany, je obvykle jen asi 5 %. Proto pfistupujeme
Casto k tomu, ze molekuly rRNA pred sekvenaci odstranime ze vzorku hybridizaci se sonda-
mi, jeZ se vazou na jejich sekvenci. Pokud to udélame a sekvenujeme pouze ,,zbylé“ molekuly
mRNA, ziskdvame sekvenci metatranskriptomu celého mikrobiomu. Pokud identifikujeme
oblasti jednotlivych gentl a najdeme v databazich sekvenci to, jaké funkce kéduji, ziskame
presny seznam funkci, které mikroorganismy aktivné vyuzivaji. A to nam umoznuje zjistit,
co se v mikrobiomu déje — které proteiny jsou syntetizovany a jaké biochemické reakce
budou probihat. Protoze transkribované geny v mRNA neobsahuji introny (neprekladana
oblast RNA do proteinu), ,,vidime*“ stejné dobte geny bakterii i eukaryotnich mikroorganis-
mu (kvasinek, plisni, prvoku).

Analyza metatranskriptomu ma ale také svoje omezeni. Casto se stdvé, ze funkce genu,
ktery pozorujeme, neni dosud zndma a o jeho funkci miizeme jen spekulovat. Navic
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molekuly mRNA maji pouze kratkou Zivotnost, a zachycuji tak funkci mikrobiomu pouze
v tom kratkém obdobi, kdy byl vzorek odebran. I kdyz bychom predpokladali, ze gen, ktery
v metatranskriptomu pozorujeme vicekrat, je transkribovan castéji, a je proto vyznamnéjsi,
realné nevime, kolik molekul proteinu (enzymu) z konkrétniho transkriptu vznikne. Nej-
lepsi obrazek o tom, jaké biochemické reakce a procesy v mikrobiomu probihaji, bychom
pravdépodobné ziskali, pokud bychom byli schopni rozpoznat jednotlivé proteiny, které
mikrobiom obsahuje. A protoze se jedna o proteiny vech zastupctt mikrobiomu, oznacu-
jeme tento soubor proteind jako metaproteom.

Pokud bychom mohli popsat slozeni proteint v metaproteomu, poznali bychom bezpro-
stfedni katalyzatory chemickych reakci a vzhledem k delsi Zivotnosti protein by vzorek Iépe
vystihoval dlouhodobé fungovani mikrobiomu. Zastoupeni proteint v ¢ase totiz neni tak
proménlivé, jako je tomu u molekul RNA. Extrakce proteinti ze vzorkii mikrobiomu je tech-
nicky dobfe zvladnutelna a nemusi predstavovat velkou vyzvu. Bohuzel, dodnes nemame
metody, které by umoznovaly sekvenovat celé molekuly proteint (které tvoti linearni retézce
aminokyselin). Molekuly proteint jsou pfili§ rozmanité (obsahuji 20 rtiznych aminokyselin)
a navic netvori komplementarni pary jako dvojfetézce DNA nebo DNA/RNA. Z tohoto
diéivodu podobné pristupy jako pri sekvenaci DNA pouzit nemtizeme.

Nastésti, v poslednich letech dosly vyznamného rozvoje metody hmotnostni spektro-
metrie, a tak jsme v soucasné dobé schopni s jejich pomoci ,sekvenovat® kratsi useky
proteind (peptidy) o délce cca do 20 aminokyselin. Analyza metaproteomu probiha tak,
Ze jsou proteiny extrahované ze vzorku mikrobiomu nejdrive roz$tépeny na kratsi aseky -
peptidy - a jejich sekvence jsou potom precteny pomoci hmotnostniho spektrometru.
Jednotlivé sekvence peptidi jsou pak vyhledédvany v databazich a pritazovany proteiniim,
ze kterych vznikly. Bohuzel, fada peptidi se stejnou sekvenci se vyskytuje v mnoha réiznych
proteinech a jejich ptvod nelze jednoznaéné urcit. A stdva se i to, Ze ani jeden z peptidii
vzniklych z hledaného proteinu neni unikatni a takovyto protein nelze dohledat. Rada
proteinti nicméné v metaproteomu dohledatelna je a metaproteomické analyzy jsou v sou-
¢asnosti limitovany zejména pracnosti a naklady na sekvenaci. V budoucnosti, az se podari
sekvenovat celé proteiny (nejnovéjsi vysledky naznacuji, ze to piijde), ziska metaproteo-
mika jisté na vyznamu.

O funkci mikrobiomu vypovida do jisté miry také slozeni metabolitt, které se ve vzor-
ku mikrobiomu nachazeji. Metabolity jsou jednoduché organické latky, jez jsou produkty
metabolickych reakci, a vyskyt specifickych metabolitt nebo jejich koncentrace naznacuji,
jaké metabolické procesy v mikrobiomu probihaji. Nékteré metabolity mohou byt také in-
dikatorem stresu nebo onemocnéni. Souhrn v§ech metabolitii v mikrobiomu - metameta-
bolom - je vysledkem biochemickych aktivit jednotlivych mikroorganismt, ale na rozdil
od metagenomu, metatranskriptomu a metaproteomu je nemozné zjistit, ktery konkrétni
mikroorganismus se na jejich tvorbé podili - u vétsiny metabolitt je jich celd fada. Analyza
metametabolomu probihd ve dvou krocich. V prvnim jsou jednotlivé metabolity separovany,
naptiklad pomoci kapalinové chromatografie, ve druhém je struktura molekuly metabolitu
ur¢ena pomoci hmotnostni spektrometrie. Pokud se struktura molekuly daného metabolitu
vyskytuje v databazi, je konkrétni latka identifikovana a je mozné uvazovat o tom, jakou roli
v prostfedi mikrobiomu hraje.

Nejen metody sekvenace DNA, ale v§echny metodické ptistupy pro studium mikrobiomu
prosly v uplynulych letech rychlym vyvojem a nové metody stéle vznikaji. V blizké budouc-
nosti proto budeme mit k dispozici pravdépodobné daleko presnéjsi ¢i cenové dostupnéjsi
metody k tomu, abychom zjistili, jaké je slozeni mikrobiomu a jaké jsou jejich funkce.
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Slovnik pojmii

DNA: deoxyribonukleovd kyselina, nositelka genetické informace. Skladd se z fetézce, ve kterém se vyskytuji ctyfi
rozdilné baze/nukleotidy (A — adenin, T — thymin, C — cytosin, G — guanin). DNA ma obvykle dvé vldkna, a protoze
baze jsou komplementarni, nukleotid A se vzdy paruje s nukleotidem T a nukleotid C se vZdy paruje s nukleotidem G.
Diky tomuto principu mize dochdzet k replikaci DNA (zdvojeni poctu molekul, napf. pii mnoZeni bunék) a transkripci
(pfepisu) DNA do jednofetézcové ribonukleové kyseliny (RNA), kterd mé v3ak misto nukleotidu T inkorporovany nuk-
leotid U (uracil). Diky tfem zakladnim typdm RNA dochazi nésledné k translaci, tedy vytvoreni zakladnich stavebnich
jednotek organismd, proteini (proteosyntéza).

Typy RNA: rozliSujeme tfi zakladni typy RNA. Medidtorova RNA (mRNA) nese zakladni informaci o slozeni budouciho
proteinu/polypetidového fetézce, ktery je syntetizovan na zdkladé informace v ni obsazené — tedy pofadi nukleotidd.
Ribozomadlni RNA (rRNA) se podili na stavbé ribozomii, komplext nutnych k tvorbé proteinovych fetézcii (translaci).
Poslednim typem je transferovd RNA (tRNA), kterd napoméha syntéze proteind tim, Ze piipojuje aminokyseliny do ros-
touciho Fetézce proteinu. Timto zpdsobem dochdzi k prekladu nukleotidové sekvence do sekvence aminokyselin skls-
dajicich protein.

PCR: polymerdzové fetézcova reakce je zdkladni technikou molekularni biologie. Dochdzi pfi ni ke zmnoZeni (amplifi-
kaci) vybraného tseku DNA. V podstaté se vyuziva stejného principu jako pfi replikaci DNA, tedy parovéni bdzi. K PCR
jsou zapotrebi primery, co jsou nejcastéji uméle syntetizované krétké oligonukleotidy (cca 15-20 bdzi dlouhé), jez
nasedaji na komplementdrni sek DNA ve vzorku a ohranicuji sekvenci zdjmu, ¢imz umoznuji, aby dana PCR mohla
probéhnout. Ddle jsou potfeba volné nukleotidy, které slouzi jako stavebni jednotky pro vznikajici fetézec DNA. Po-
sledni zdsadni slozkou PCR je polymerdza, enzym umoznujici vznik replik/amplikonti Zddané sekvence DNA.V priibéhu
reakce PCR se v kazdém cyklu syntézy tseku DNA pocet molekul zdvojndsobi, a tak zanedlouho vznikne z jedné kopie
tseku DNA mnoho stejnyich kopif.
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4 Mikrobiom a bioinformatika

Dagmar Schierova

Souhrn

- Bioinformatika je vyvijejici se obor, ktery se zabyva analyzou biologickych, predevsim pak molekularnébiologickych
dat.

- Zkuseny bioinformatik je schopny pracovat na vzdalenych serverech, pouziva UNIX, umi programovat v fadé riiznych
jazykd jako Python nebo R a pfispiva do vefejnych repozitai dat.

- Bioinformaticka analyza zahrnuje tii zakladni kroky: piijem a kontrolu kvality dat, analyzu dat a generaci vysledki
potiebnych k zodpovézeni biologickych hypotéz.

- Metagenomicka analyza, funkéni predikce a komparativni genomika daji bioinformatikovi odpovédi na otdzky tykaji-
i se taxonomického slozeni a diverzity (komunit) mikroorganismd, déle pak jejich viastnosti a vztahd, stejné tak jako
jejich pfibuznosti.

« Nejnovéjsi trendy, jako je jednobunécné sekvenovani, slibuji vyrazné zlepseni piesnosti, rychlosti a hloubky studia
mikrobiomu.

Uvod

Bioinformatika je obor zabyvajici se analyzou biologickych dat. V dne$ni dobé se jednd
predevsim o tzv. omicsova data, kterd zahrnuji genomiku, metagenomiku, traskriptomiku,
proteomiku, metabolomiku apod. S pomoci bioinformatiky mizeme analyzovat toto ob-
rovské mnozstvi dat generovanych modernimi (zejména sekvena¢nimi) technologiemi, coz
nam v mikrobiologii poskytuje hlubsi vhled do slozitych mikrobialnich ekosystémil. V této
kapitole zjistime, jak ziskat presny odhad taxonomického slozeni, jak vytvorit funkéni pre-
dikce, koukneme se na komparativni genomiku a vyzkousime si konstrukci fylogenetickych
stromil.

4.1  Zaklady bioinformatiky

Bioinformatika je védni obor, ktery vyuziva vypocetni techniky k analyze a interpretaci
molekularnébiologickych dat. Jeji dtileZitost pro biologicky vyzkum spociva v jeji schopnosti
integrovat data z riznych zdroji a aplikovat je na komplexni biologické otazky. Bioinforma-
tika je multidisciplinarni oblast, ktera kombinuje prvky biologie, informatiky, matematiky
a statistiky.

Predstavte si Janu, zkuSenou bioinformaticku pracujici v pfednim vyzkumném institutu
trebuje ho na praci s daty a vysedava u néj celé dny. Nicméné klasicky stolni pocita¢ ¢asto
k vyhodnocovani tak velkych objemu dat s velkymi naroky na procesor a opera¢ni pamét
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nestaci, a proto potiebuje svoji praci presunout na servery s vét§im vypocetnim vykonem,
které ji praci usnadni.

Jana umi pracovat s unixovymi systémy, jez jsou preferovanym prostfedim mnoha bio-
informatickych nastrojii a vypocetnich serverti. Dokaze také programovat a skriptovat v ja-
zycich vhodnych pro bioinfomatickou analyzu, jako jsou napfiklad Python a R. Tyto jazyky
ji umoziuji vytvéaret vlastni analytické nastroje a provadét statistické analyzy. Skriptovani
navic usnadnuje Jané automatizaci opakujicich se kol a manipulaci s daty.

V ramci své prace Jana pravidelné vyuzivd rizné databaze k analyze molekularnich dat,
které ji poskytuji klicové informace potfebné pro identifikaci a klasifikaci mikroorganismd,
stejné jako pro predikci jejich funkei. Jana také prispiva k reprodukovatelnému vyzkumu
tim, Ze nahrava data do vefejnych repozitari. Timto zptisobem umoznuje dal$im védctim
pristup k datiim a jejich opakovanou analyzu, coZ posiluje védeckou komunitu a podporuje
transparentnost a ovéfitelnost vyzkumu.

4.2  Prace bioinformatika v analyze mikrobiomovych dat

Co se tyce bioinformatické analyzy v kontextu mikrobiomu, chce Jana vétsinou odpovéd
na alespon jednu z nasledujicich otazek: jaké organismy ve vzorku jsou, kolik jich tam je,
jaké maji mezi sebou vztahy, jaké jsou jejich vlastnosti nebo jak jsou si ptibuzné.

Proces bioinformatické analyzy (tj. odpovédi na vy$e zminéné otazky), ktery Jana prova-
di, se sklada ze tfi hlavnich kroku: pfijem a kontrola kvality dat, analyza dat a interpretace
vysledki potfebnych k zodpovézeni biologickych hypotéz.

Janina prace za¢ind tim, Ze dostane ze sekvena¢niho centra surova data, ktera obsahuji ob-
rovské mnozstvi pismen symbolizujicich jednotlivé nukleotidy (A, T, G, C) a znaky urcujici
jejich kvalitu. Jana nejprve provede kontrolu kvality téchto dat, odstrani sekvence s nizkou
kvalitou a dalsi artefakty, jeZ by mohly ovlivnit naslednou analyzu.

Jana dale provadi analyzu sekvenci. Data zpracovava a analyzuje pomoci rtiznych bio-
informatickych ndstroju, které identifikuji mikroorganismy, jejich pribuznost, abundanci
a funkei. Konkrétni ptiklady, jak Jana analyzuje sekvence, uvadime v nésledujici podkapitole.

Nakonec provadi Jana bioinformatickou interpretaci vysledkt. Tento proces je interak-
tivni, Jana konzultuje prabéiné vysledky s kolegy biology, aby ovéfila, zdali byly nalezeny
odpovédi na polozené otazky. Pokud jsou vysledky neuspokojivé nebo pokud analyza odhali
problémy s kvalitou dat, mtiZze byt nutné opakovani experimentu, upraveni experimental-
nich postupt ¢i prehodnoceni stanovenych hypotéz. Jana tak hraje kli¢ovou roli v zajisténi
presnosti a spolehlivosti biologickych vyzkumi, coz prispiva k diilezitym objeviim v oblasti
studia mikrobiomu.

4.3  Praktickeé priklady

Metagenomicka analyza: Metagenomicka analyza umoziuje Jané a jejim kolegtim studium
genetického materidlu ptimo z environmentalnich vzorkd, diky ¢emuz mohou identifikovat
a charakterizovat mikrobidlni komunity bez nutnosti kultivace jednotlivych druht. Jana vi,
ze urceni jednotlivych organismii zavisi na zvolené metodé. Pokud byla pouzita metoda
amplikonového sekvenovani, ma k dispozici informace pouze o jednom genu, ktery je viak
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velmi dobre popsan v dostupnych databazich. Klasifikaci provede tak, ze sekvence posklada
do amplikonovych sekven¢nich variant (ASV) a porovna je se sekvencemi v databazi, ¢imz
na zakladé podobnosti uréi, o jaké taxony se jedna. Pokud Jana pracuje s daty z celogeno-
mového sekvenovani, pristoupi k sestaveni genomu de novo na zakladé prekryvu jednotli-
vych sekvenci. Aby ziskala informaci o taxonomickém slozeni, musi nejprve spojit sekvence
do contigti. Contig je souvisla sekvence DNA, ktera je vytvorena spojenim kratsich sekvenci
na zakladé jejich prekryvii. Contigim pak ptifadi geny a porovnd je se znamymi sekvencemi
v databdzi, aby ur¢ila jejich taxonomii. Kromé taxonomického zafazeni organismi muiize
Jana (bez ohledu na vy$e zminény typ dat) také vypocitat celkovou rozmanitost neboli di-
verzitu vzorku. Zjisti tak, jak druhové bohaty dany vzorek je (alfa diverzita) nebo jak jsou
si navzajem dva vzorky druhové podobné (beta diverzita). Tento proces umoziuje ziskat
komplexni pohled na mikrobidlni ekosystém a jeho slozeni, coz je kli¢ové pro pochopeni
role mikroorganismii v riiznych prostredich.

Funk¢ni predikce: Jana déle provadi funkéni analyzu, pii niz identifikuje specifické geny
nebo dréhy zapojené do metabolismu, virulence ¢i jinych procest. To ji pomaha identifiko-
vat interakce mezi rliznymi mikrobidlnimi druhy nebo geny v ramci mikrobidlni komunity.
Diky této komplexni analyze Jana ptispiva k lepsimu pochopeni mikrobialnich ekosystému
a jejich vlivu na prostiedi a zdravi.

Komparativni genomika: Jana porovnava genomy riznych mikroorganismi, coz ji
umoznuje identifikovat genové rodiny, které jsou konzervovany mezi druhy, a pochopit
jejich evolu¢ni historii. Tento proces zahrnuje analyzu homolognich sekvenci, rekonstrukei
fylogenetickych strom a hledéni znakd pozitivni selekce.

Janina préce na téchto praktickych prikladech ukazuje, jak mohou byt bioinformatické
metody a nastroje aplikovany k feSeni konkrétnich védeckych otazek tykajicich se mikro-
biomu.

4.4  Vyzvy abudouci sméry v bioinformatice a studiu mikrobiomu

Bioinformatika zahrnuje nékolik technickych a metodologickych vyzev, kterym Jana jako
bioinformaticka pravidelné Celi. Jednou z hlavnich vyzev je kvalita dat, protoze plati pra-
vidlo ,trash in, trash out® - kvalita vstupnich dat urcuje kvalitu vystupnich analyz. Jana se
také musi vyporadat s vyzvami spojenymi s databazemi a predikovanymi genomy, protoze
spolehlivost databazi a presnost predikovanych genomt mohou vyrazné ovlivnit vysled-
ky analyz (Chorlton, 2024). Klasifikatory jsou rovnéz kritické a Jana musi peclivé vybirat
vhodné klasifika¢ni algoritmy, které jsou kli¢ové pro presnou taxonomickou identifikaci
(Ye, et al., 2019).

Bioinformatika je pomérné mlady obor, jenz se rychle vyviji. To znamena, Ze zatim neexis-
tuji jasna pravidla a konsenzy v analyze a formatu dat. Naptiklad rtizné laboratore mohou
pouzivat odli$né formaty a metodiky a to miize komplikovat srovnani a reprodukovatelnost
vysledki. Jana ¢asto narazi na problémy s kompatibilitou dat mezi riznymi softwary a da-
tabazemi, coz vyZzaduje neustalé prizptsobovani a aktualizaci jejich analytickych nastrojt.
Nicméné, s postupem ¢asu dochazi ke sjednocovani téchto standardt. Napriklad iniciativy
jako Genomic Standards Consortium usiluji o vytvoreni jednotnych formatd a protokolt
(Bowers, et al., 2017), které usnadni sdileni a interpretaci dat.

Budouci trendy a inovace v bioinformatice slibuji vyrazné zlepseni zptsobu, jakym Jana
a jeji kolegové studuji mikrobiom. Vyvoj novych metod pro analyzu dat z jednobunééného
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sekvenovani muiiZze pfinést nové poznatky o mikrobialnich komunitach na urovni jednot-
livych bunék, coz Jané a jejim kolegim mikrobiologiim umozni podrobnéji zkoumat mi-
krobialni ekosystémy (Zheng, et al., 2022). Integrace omickych dat, tedy kombinace dat
genomickych, transkriptomickych, proteomickych a metabolomickych, zase poskytne Jané
a jejimu tymu komplexnéjsi pohled na fungovani mikrobidlni komunity. Umél4 inteligence
a strojové uceni maji potencial vyrazné zlepsit analyzu a interpretaci mikrobialnich dat,
coz Jané umozni hlubsi porozuméni slozitym mikrobialnim ekosystémim a jejich vlivu
na rizna prostredi. Tyto technologické a metodologické inovace budou hrat klicovou roli
v budoucim vyzkumu mikrobiomu a mohou pfinést zasadni pralomy v nasem chapani
mikrobialniho svéta.

Slovnik pojmii

Amplikonova sekvencni varianta (ASV): jedinecnd sekvence DNA ziskand z amplikonového sekvenovani, kterd re-
prezentuje jednotlivy taxon. Je vysledkem odstranéni chybnych sekvenci, které vzniknou v priibéhu PCR amplifikace
a sekvenovani.

Taxon: oznacuje skupinu organismd, které jsou klasifikovany na zékladé spolecnych charakteristik a genetické po-
dobnosti. V metagenomickych studiich se taxony pouZivaji k identifikaci a klasifikaci mikroorganismdi pfitomnych
ve vzorku, coZ umoziiuje védciim urcit slozeni mikrobidlnich komunit a jejich diverzitu. Taxonomickd klasifikace miize
byt provédéna na riiznych trovnich, od druhu az po vys3i taxonomické kategorie, jako jsou rody, celedi nebo Fady,
v zavislosti na rovni detailu a dostupnych genetickych dat.

Fylogeneticky strom: diagram ukazujici evolu¢ni vztahy mezi riznymi organismy, v némz kazdy uzel predstavuje
spolecného piedka a vétve vedou k jednotlivym druhdm nebo skupindm organismii. Nejprve se genetické sekvence
od riiznych organismd zarovnaji, aby se identifikovaly podobnosti a rozdily mezi sekvencemi. Na zdkladé zarovnani
se vypocitaji vzdalenosti mezi kazdym parem sekvenci. Poté se pouZije algoritmus, ktery z matice vzdalenosti vytvofi
fylogeneticky strom, umistujici organismy podle jejich evolu¢nich vztahii. Konecny strom ukazuje, jak jsou organismy
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5  Gnotobiologie jako metoda analyzy tcinkii
mikrobioty

Tomas Hrndi¥

Souhrn

- Gnotobiologie je fascinujici védni obor, ktery studuje Zivé organismy v prostiedi s pfesné definovanou mikrobiotou.

» Tento obor ndm umoZriuje pochopit roli mikrobioty v patogenezi onemocnéni a odhalit mechanismy jejich vzniku.

- Tyto nové poznatky nam umoZnuji zlepsit diagnostiku onemocnéni, Iépe definovat preventivni opatreni a rozsifit te-
rapeutické moznosti.

- Gnotobiologie je multidisciplinarni obor, ktery cerpa z poznatkd mnoha védnich obori, zejména mikrobiologie, eko-
logie, imunologie, systémové biologie, bioinformatiky a dalSich.

Uvod

Gnotobiologie je védni obor, ktery studuje interakce mezi Zivymi organismy a jejich mikro-
biotou. Jméno je odvozeno ze starovéké fectiny a vzniklo spojenim slov ,,gnotos“ (znamy)
a ,bios“ (Zivot). Jedna se o obor multidisciplinarni, jenz integruje poznatky mnoha védnich
obort, zejména mikrobiologie, ekologie, imunologie, systémové biologie, bioinformatiky,
vypocetni biologie, systémové mediciny, environmentélnich véd a evolu¢ni biologie. Dnes je
znamo, ze mikrobiom hraje dilezitou tlohu v mnoha aspektech lidského zdravi. Vyznamné
ovliviiuje vyvoj a funkci imunitniho systému, metabolismus, ale i funkci nervového systému.
Je pozoruhodné, Ze i nezivé ¢asti mikroorganismtl, jako je napriklad lipopolysacharid, jsou
nezbytné pro spravny vyvoj imunitniho systému (Hrncif, et al., 2008).

Narus$eni rovnovéhy mikrobialnich komunit, tedy dysbidza, mize mit za nasledek rozvoj
zanétu na kizi ¢i sliznicich, vznik alergii ¢i autoimunitnich onemocnéni, nadord, poruch
metabolismu ¢i neurodegenerativnich onemocnéni. Stfevni dysbidza muze byt zptisobena
nevhodnym sloZenim potravin a napojt, kontaminaci potravy xenobiotiky, jako jsou na-
ptiklad hormony, pesticidy, herbicidy, tézké kovy nebo mikroplasty, léky a mnoha dal$imi
faktory. Kozni dysbiéza muze byt zpisobena aplikaci nekvalitnich kosmetickych ptipravki,
»1é¢ivych® masti s antibiotiky ¢i kortikoidy, expozici UV zareni, hormonalni dysbalanci, ale
kuprtikladu i zanétlivymi onemocnénimi kize, jako je lupus ¢i revmatoidni artritida.

Gnotobiologie nam nabizi jedine¢né nastroje, které umoznuji studovat komplexni in-
terakce mezi mikrobiomem a hostitelskym organismem a postupné objasiiovat mechanismy,
jimiZz mikrobiom ovliviiuje zdravi. Hlavnim nastrojem gnotobiologie jsou bezmikrobni
a gnotobioticka zvifata, tedy zvifata prostd mikroorganismil a zvifata osazena zndmymi
mikroorganismy. Diky témto modelim miizeme studovat vliv jednotlivych mikroorganis-
mi, smési mikroorganismi nebo celych spolecenstvi na fyziologické a patologické procesy.
Gnotobiologické experimenty nam tak umoznuji odhalovat pri¢inné souvislosti a testovat
hypotézy o tloze mikrobioty ve zdravi a nemoci.
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Rozvoj gnotobiologie je tizce spjat se vznikem novych technologii a postupti. Sekvenovani
nové generace nam umoznilo analyzovat slozeni a funkci mikrobiomu, rozvoj metabolomi-
ky doplnil informace o produk¢ni aktivité mikrobiomu, dale se objevily moznosti editovat
mikrobialni genom, dochazi k rozvoji dal$ich omickych technologii a bioinformatiky. Inte-
grace vSech téchto metod a postuptt s gnotobiotickymi nastroji, jako jsou napiiklad mode-
ly rtiznych lidskych onemocnéni, pfinasi nebyvalé moznosti studia interakci mikrobiomu
s hostitelem. Objevy ziskané diky rozvoji gnotobiologie maji zna¢ny aplika¢ni potencial
v mediciné. Manipulace mikrobioty ndm umozni rozvoj novych diagnostickych metod,
preventivnich opatfeni a 1é¢ebnych strategii. Dobrym piikladem jsou probiotika, prebiotika,
transplantace fekalni mikrobioty (FMT) ¢i genetické manipulace mikroorganismi. Detailni
informace o mikrobiomu a jeho interakcich s hostitelem umozni rozvoj personalizované
mediciny.

Tato kapitola by méla poskytnout zakladni prehled o gnotobiologii. Stru¢né zminime
jeji historii, metodické postupy, jeji klicovou roli ve studiu riznych onemocnéni, nastinime
zakladni mechanismy, kterymi mikrobiom ptisobi na hostitele, a na zavér zminime také
budouci sméry vyzkumu, véetné vyuziti gnotobiologickych modelii pro vyvoj novych terapii
a preventivnich strategii.

5.1  Historie gnotobiologie

Historie gnotobiologie za¢ina v 19. stoleti, kdy prikopnici védy jako Louis Pasteur a Ro-
bert Koch u¢inili pfelomové objevy v oblasti mikrobiologie. Jejich prace vedla k pochopeni
ulohy mikroorganismii v Zivotnich procesech a pfi vzniku nemoci. Na tyto objevy navazaly
dilezité experimenty George Nuttalla a Hanse Thierfeldera (Nuttall, 1897), kterym se po-
dafilo na svém pracovisti v Berliné odchovat prvni bezmikrobni morcata. Tim dokazali, Ze
pritomnost mikroorganismu neni nezbytna pro Zivot, jak se dfive domnivali néktefi védci,
véetné Pasteura (Pasteur, 1885).

K vyznamnému rozvoji gnotobiologie doslo ve 40. letech 20. stoleti, kdy James Reyniers
z University of Notre Dame v Indiané zdokonalil metody pro ziskavani a odchov bezmik-
robnich zvifat. Zasadni se ukazala jeho spoluprace s Philipem C. Trexlerem, ktery byl nejen
biologem, ale predev$im nadanym inZenyrem v oblasti vyvoje a vyroby plasti. Trexlerovo
vzdélani, ziskané na Purdue University, a jeho zku$enosti mu umoznily navrhnout a vy-
vinout unikatni izolatory vyrobené z flexibilniho plastu, které nahradily dfive pouzivané
nerezové izolatory. Tyto izolatory, nyni znamé jako Trexlerovy, byly jednoduché na vyro-
bu, praktické a cenové dostupné. Rychle se staly standardem v gnotobiologickém vyzkumu
a umoznily rychly rozvoj tohoto oboru.

V 50. letech minulého stoleti se gnotobiologie zacala rozvijet i v tehdejsim Ceskosloven-
sku. V roce 1954 bylo v Novém Hradku pod vedenim profesora Jaroslava Sterzla zalozeno
prvni gnotobiologické pracovisté ve stiedni Evropé. Zde se podarilo odchovat prvni bezmik-
robni selata v Evropé a brzy nasledoval uspésny odchov dalsich Zivocisnych druh, jako jsou
kralici, potkani a mysi. Pracovi$té se stalo jednim z nejvyznamnéjsich gnotobiologickych
center ve svété. Byly zde studovany zakladni aspekty vztahu mikrobiomu a imunitniho sys-
tému a vyvinuty originalni metody pro chov bezmikrobnich zvifat. Pracovisté je stale aktivni
a uspésné pokracuje ve vyzkumu mikrobiomu. V roce 2024 oslavi jiz 70 let své existence.

Od 60. let 20. stoleti dochazi k integraci gnotobiologie s dal$imi védnimi obory, zejmé-
na s imunologii. Pokrok v molekuldrnébiologickych metodach v 70. a 80. letech umoznil
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