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Informacni servis
Ceské mikrobiomové spole¢nosti CLS JEP, z.s.

Motto mésice:

"Microbial marvels: Your
go-to source for the latest
discoveries and
developments in the
fascinating world of
microbes.”

ChatGPT na téma
Mikrobio(m)noviny (pokyn
znél ,Navrhni motto pro
informacni zpravodaj
mikrobiomové
spolecnosti”)

Upozornéni na akce:

Prednasky v Méstské
knihovné Praha

Uspésny cyklus seminafd pro
verejnost v Méstské knihovné
pokracuje jiz druhym rokem,
letos ale za¢indme v 19.00
hodin. A nezapomerite, pokud
néjakou prednasku nestihnete
nazivo, najdete ji cca o 2
mésice pozdéji na youtube
kanalu MKP a na nasich
strankach.

5.4. ndm Klara Doubkova
nastinila perspektivy
mikrobiomu ve forenzni
analyze.

Do prazdnin nas pak jesté
ceka:
3.5.2023 Mame kus duse

i ve stfevech? Prof. MUDr. Cyril
Hoschl, DrSc. FRCPsych.

Editorial

Mili pratelé,

Opravdu Vs nesali zrak, i my jdeme s dobou a zkusili jsme si
pohrit s nejnovéjsimi vydobytky IT svéta. Vzhledem k tomu, ze
se termin pro dodani hlavniho ¢lanku kryl s terminem
odevzdavani grantovych zadosti, zacala jsem lehce panikafit —

a pozéadala pro jistotu o zilozni text ChatGPT (,write 2 pages
about urinal microbiome®) .... Konec koncti, byl APRIL, tak
proc¢ ne.

Kdyz ovSem autorka hlavniho tématu dr. Andrea Palyzova
zjistila, ¢emu konkuruje, dokdzala nemozné a text radéji rychle
napsala sama. Proto si za nim opravdu mazeme stat. Ten od
chatbota byl az strasidelné uvéfitelny - jen skoda, Ze si reference
prosté vymyslel a pokud v néjakém misté potfeboval nazev
bakterie, tak tam dal nazev jakékoli bakterie bez vazby

k realnému stavu poznani. Tento text Vam tedy radéji nabizet
nebudeme. Abyste o tu zabavu ale nepfisli uplné, pozadala jsem
ChatGPT o motto dnesniho vydani a Dall-E2 o par tematickych
obrazku. Ac¢ se svét IT fiti nezadrzitelné kupredu, v nasem oboru
budeme muset jesté dlouho vystacit s lidskym mozkem. Také AI
rozhodné nenahradi hfejivé obrazky Misi Bartonové! Budeme
Vam tedy i nadale nabizet BIO-noviny, produkované lidmi a pro

lidi.
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Upozornéni na akce:
7.6 2023 Seminar na téma
Mikrobiom a mentélni
anorexie.

Prof. Hana Papezova, CSc.

15.6. od 10:00 Maly sal
Méstska knihovna
Jak spolu stromy mluvi

Predstaveni - Mikrobiom a
prostredi - houby a lesni sité.
Info ZDE

Akce ke Svétovému dni
mikrobiomu

27.6.2023 pro Vas poradame
v prazské FN Motol odpoledni
odborny seminar na téma
.Mikrobiom a nddorova
onemocnéni” (Prof. MUDr.
Petra Tesarova, CSc., Prof.
RNDr. Michal Masarik, Ph.D.

a Prof. MUDr. Tom&$ Blichler,
Ph.D.).

Soucasti programu bude také
predstaveni projektu
Darcovské banky stolice za
kterou mimo jiné stoji MUDr.
Jiri Vejmelka z nasi redakéni
rady, a slavnostni krest skvélé
knihy V. Sojky o kvaseni

a kvasenych potravinach.
Program se jesté ladi,
pozvanky dostanete e-mailem
a v€as je umistime i na nase
stranky do sekce Aktuality

V nedéli predtim, tedy
25.6.2023 Vas zveme na
rodinné odpoledne do zcela
vyjimecného Muzea
historickych nocniku a toalet
v Praze 12 kde chystame
program ve spolupraci se
ZkvaSeno.cz. MUzete se tésit
na novou knihu a diskusi

s autorem, workshop kvaseni
zeleniny vhodny i pro déti, kviz
o ceny a po celou dobu
moznost konzultovat

s odborniky z CMS své
mikrobiomové otazky.
Podrobnosti budou vcéas
zverejnény na nasem webu.

15.4.2023

V tomto ¢isle Vam prina$ime novinky o mikrobiomu mocovych cest,
ktery je v porovnani se stfevnim nebo koznim tak trochu Popelkou,
povidani s Vlad'ou Sojkou z webu Zkvaseno.cz o jejich nové knize,
prvni ¢tendfsky pfispévek do kuchynského okénka (hned zcela
inovatorsky) z autorské dilny naseho ¢tenéfe Jakuba Cahy

a samozrejmé obvyklou porci pozvanek na akce.

Ur¢ité se podivejte také na nase vylepsené webové stranky! Kromé
celkového faceliftu jsme velmi podstatné vylepsili nase stanoviska ,
objevila se nova sekce FAQ , tedy Casto kladenych otazek, a nové
mame také sekci Podcasty. Tam najdete jak nase vlastni
videopodcasty, které natacime ve spolupraci s Meditorial, tak
podcasty spratelenych médii, kam byli nasi ¢lenové pozvani.

Prejeme Vam inspirativni ¢teni, pfijemné jaro a budeme se tésit na
vidénou, napriklad na nékteré z nasich akci ke Svétovému dni
mikrobiomu.

Téma mésice: Mikrobiom v moéovych cestich

Moderni pohled prostfednictvim sekvenacnich technologii nové
generace (NGS) umoznil charakterizovat mikrobiom moc¢ového traktu
a vedl k revizi dfive obecné akceptovaného konceptu sterility mocového
méchyre. Nejen, ze se mikrobidlni komunita v mo¢ovém traktu podili na
zachovani zdravi jedince, ale zmény v jejim slozeni byvaji ¢asto spjaty

s funk¢nimi poruchami urogenitélniho traktu (symptomy dolnich
mocovych cest, neurogenni méchyf, urgentni inkontinence a chronicka
rendlni insuficience), syndromem chronické panevni bolesti, cystitidou,
a dokonce i s nddory moc¢ového méchyte. Diky detailnimu studiu
mocového mikrobiomu u zdravych jedinct a jeho role v rozvoji infekci
mocovych cest oportunnimi patogeny se otevrel novy studijni obor
zaméreny na prevenci, diagnostiku a strategie 1é¢by patologii mocového
traktu.
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Soucasnym zlatym standardem pro diagnostiku mikroorganismt v moci je jejich kultivace na
diagnostickych mediich, implementovana do laboratofi klinické mikrobiologie. Nicméné, tato metoda
umoznuje detekci pouze omezeného poctu mikroorganismii. Musi se jednat o mikroorganismy
kultivovatelné a je s vyhodou, pokud jsou zastoupeny v dostatecné vysokém mnozstvi. Pfedevsim se
jedna o rychle rostouci fakultativné anaerobni a aerobni bakterie jako je Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, S. saphrophyticus a Streptococcus agalactiae (Monsen
et al., 2015). Vedle této standardni mikrobiologické metody je dal$im néstrojem identifikace bakterii
vysokorozliSovaci analytickd technika hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS). Tato technika je
s uspéchem aplikovatelna nejenom pfi identifikaci klinickych kmend, jejichz rodové ¢i druhové urceni
je obtizné zjistititelné standardnimi kultivacnimi a biochemickymi metodami, ale maze

i prostfednictvim charakterizace jednotlivych komponent proteomu detekovat fadu biomarkera
virulence, které jsou pro dany mikroorganismus jedinecné. Skute¢ny pielom ovsem znamenalo az vyse
zminéné vyuziti NGS.

Dle dosavadnich poznatku ziskanych metodou NGS je mikrobiom moci tvoren rozmanitou $kélou
aerobnich a anaerobnich bakterii. Celkem bylo z moci identifikovano devét bakterialnich kmend,

z nichz 4 jasné dominuji: Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroides a Actinobacteria. V souvislosti

s urogenitalnim systémem bylo doposud popsano 562 raznych bakteridlnich druht nalezejicich do 210
rodu a predstavujicich 24,4 % prokaryotické diverzity lidského organismu (Hrbacek et al., 2021).

V zavislosti na pohlavi jedince a povaze onemocnéni mocového traktu (nddorové ¢i benigni
onemocnéni, funkéni poruchy atd.) se mikrobiom lii druhovou skladbou a zastoupenim rodu. Stejné
jako v pripadé dalsich mikrobialnich spolecenstev, i mikrobiom mocovych cest ovliviuji hormonalni

zmény jako napf. menopauza nebo naopak zahajeni menstrua¢niho cyklu. U zdravych jedincti
muzského pohlavi ovliviiuje taxonomické slozeni urindlniho mikrobiomu navic jesté tfeba sexualni
aktivita, kdy muze byt dolni ¢dst mocové trubice osidlena mikrobiomem typickym typickym pro
bakterialni vagindzu, jak hezky shrnuje review Whiteside a kol., 2013.

U 60 % zen dominuje rod Lactobacillus, u 22 % rod Gardnerella, u ostatnich se vyskytuje smés nékolika
rodu bez zjevného dominantniho zastoupeni, jako jsou Corynebacterium, Streptococcus, Actinomyces

a Staphylococcus. Muzsky mikrobiom, ktery byl doposud detailné méné prostudovin, je tvoren
dominantnimi rody jako Staphylococcus, Streptococcus a pripadné Corynebacterium, Prevotella

a Pseudomonas, (Hilt et al., 2014 ; Hrbacek et al., 2021 ). Zaméfime-li se na funkéni poruchy mocového
méchyre napt. syndrom hyperaktivnitho mocového méchyre, vidime spojitost s pfitomnosti nejc¢astéji
se vyskytujicich rodu, jako jsou Lactobacillus, Corynebacterium, Streptococcus, Actinomyces a Staphylococcus.
Razné projevy zenské inkontinence byvaji spojeny s redukci celkové abundance rodu Lactobacillus

a naopak zvySenim zastoupeni rodu Gardnerella, u muza byly ve zdravi identifikovany prevazujici rody
Lactobacillus, Streptococcus, Corynebacterium a Escherichia, zatimco u pacientt s inkontinenci byl mnohem
variabilnéj$i mikrobiom zahrnujici Dialister, Gemella, Streptococcus, Sneathia, Prevotella, Aerococcus,
Veillonella, a Atopobium (viz review Aragon a kol., 2018). U muzi trpicich chronickou prostatitidou byl
oproti kontroldm zaznamendan znacny nartst po¢tu dominantnich taxont (17 oproti 5).

Alterovany mikrobiom byl prokazan také u pacientd s uroonkologickymi onemocnénimi. Konkrétné
napf. umuzl z karcinomem prostaty bylo oproti zdravym kontrolam detekovano vyznamné vyssi
zastoupeni rodt Acinetobacter; Anaerococcus, Rubrobacter, Sphingobacterium, Atopostipes a Geobacillus (Wu et
al., 2018), pfiCemz gram negativni bakterie rodu Acinetobacter byly v minulosti asociovény i s nidory
mocového méchyre u skotu.

V pripadé zdravych jedinct bylo zcela zavrzeno dogma sterilni moci, jelikoz u nich byly detekovany
dominantni rody Lactobacillus, Prevotella a Gardnerella (Siddiqui et al., 2011). Ac¢koli nékteré z téchto
mikroorganismi fadime mezi oportunni patogeny a jejich prevaha mize vést k vyvoji infekci

mocovych cest, vétsina z nich je povazovana za neskodné a pravdépodobné hraje prospésnou roli pri


http://www.mikrobiom-cms.cz
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4298542/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4298542/
https://czechurol.cz/pdfs/cur/2021/01/03.pdf
http://imop.med.auth.gr/sites/default/files/the-microbiome-of-the-urinary-tract.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3957746/
https://czechurol.cz/pdfs/cur/2021/01/03.pdf
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S2405456916301596?casa_token=JKdZAnTWRFEAAAAA:JHMpll0lWITVbchj_GVQ4qzChpC6xNruIXcIB5rQDnoa6GgaVNjFm5Mq0Kb9zTHxvaMigxidTQ
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S2405456916301596?casa_token=JKdZAnTWRFEAAAAA:JHMpll0lWITVbchj_GVQ4qzChpC6xNruIXcIB5rQDnoa6GgaVNjFm5Mq0Kb9zTHxvaMigxidTQ
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2018.00167/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcimb.2018.00167/full
https://link.springer.com/article/10.1186/1471-2180-11-244

www.mikrobiom-cms.cz 15.4.2023

udrzovani stabilniho zdravého prostifedi mocovych cest. S nejvétsi pravdépodobnosti bude
i v mocovych cestach hrat opét roli stara znama koloniza¢ni rezistence.

Klinicky vyznam stanoveni detailniho slozeni moc¢ového mikrobiomu souvisi pravé s charakterizaci
vyvoje akutni ¢i chronické infekce vyvolané mikroorganismy, od kolonizace sliznice komenzalnimi
bakteriemi (v koncentraci 10— 104 CFU/ml) az po invazivitu virulentnich kment do prostfedi
mocového méchyre. Detailni analyza mikrobiomu ndam umozni ur¢it, zda se jedna o eubiézu nebo
naopak dysbiézu mocového traktu.

A na zavér jedna zajimavost z blizkého sousedstvi - stfevni bakterie Oxalobacter formigenes je uzce
spojena s velmi znamym onemocnénim urogenitalniho traktu, tzv. ledvinovymi kameny. O. formigenes je
ve stievé odpovédny za degradaci oxalatu z potravy. Pfitomnost této bakterie znamenala az 70%
snizeni rizika vzniku ledvinovych kament a dokonce se zacala testovat moznost vyuzit O. formigenes
jako probiotickou profylaxi ledvinovych kamend (Kaufman 2008; Hiremath a kol., 2022).

Medailonek

RNDr. Andrea Palyzova Ph.D. vystudovala PfF UK v Praze, obor Mikrobiologie a molekularni genetika
a v soutasné dobé¢ pracuje jako védecky pracovnik v Mikrobiologickém tstavu AV CR, vvii., kde se
dlouhodobé vénuje studiu fyziologie a morfologie patogennich mikroorganismt vyskytujicich se

v organizovanych spolec¢enstvech kolonizujicich pfirozeny ekosystém se zaméfenim na produkci
sekundarnich metabolitt s aplikacnim potencidlem v oblasti Iékarské mikrobiologie a biotechnologie.

Upozornéni na mezinarodni akce:

Velky vybér mezinarodnich konferenci s mikrobiomovou
tematikou naleznete zde

Za zminku stoji

5.-9.6.2023 ONLINE SYMPOZIUM “Living a Microbial
World”. Registrace zdarma ! Info ZDE

Konference_Future Microbiome konana 26.-27.6.2023
v Bostonu, USA, nabizejici méné casta témata jako
,Lidsky mikrobiom jako zdroj bioaktivnich latek” nebo
,Nové techniky pro identifikaci interakci v mikrobiomu*,
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KNIZNI OKENKO

Dnes mizeme nase okénko povazovat za vyslovené svatecni. Pfinasime Vam rozhovor s autorskym
tandemem Vl1dd'ou Sojkou a Zuzkou Ouhrabkovou, ktefi uz jedenactym rokem pripravuji web
zkvaseno.cz o domdci pripravé nejruznéjsich fermentovanych potravin a pochutin z celého svéta.
Vlid’a a Zuzka pravé dokonéuji knihu ZKVASENO - kuchatka na doma, kterou jsme ve vyboru
spole¢nosti méli tu Cest Cist jako ,beta“ ¢tendfi. VSichni bez rozdilu jsme byli nad$eni. UZ vymyslime,
jak spojime oslavy Svétového dne mikrobiomu 27. 6. 2023 s kitem knihy. A Vam ted’ chceme nabidnout
malé nahlédnuti ,,pod poklicku“ pfimo od autora:

Vlad’o, muzes nam pripravovanou knihu predstavit?

S nabidkou pfislo nakladatelstvi Jota a dalo ndm dplnou volnost v tom, co by mélo byt na dané téma
zpracovano. Nebylo to uplné jednoduché, protoze kucharek, pricetnych knizek o vcelku relevantni
zdravé vyzivé ¢i fermentaci uz je na ¢eském trhu nékolik a pocet ostrym tempem roste, tak jsme
nechtéli opakovat to, co uz bylo mnohokrat napsano. Zvolili jsme taktiku vlozit do knihy to, co kazdy
z nas v redakci uz nékolik let Zije, co nim chutnd a co povazujeme za vhodné k pravidelné konzumaci,
doprovozeno kontextem a zastfeSeno poznatky vyzivovych specialistti a mikrobiologt. V dvodu
vysvétluji, proc¢ a jak je super jist kazdy den co nejvice druhti vlakniny, poté se presouvame k navodam
na uzite¢né fermenty z oblasti zeleniny, lusténin, mléka a ndpoja a nakonec Zuzka, coby zkuseny
reSer$ér, sazi jeden recept bohaty na vldkninu a fermentované suroviny za druhym. Hlavni poslani zni:
levné zakladni suroviny, které mize mit kazdy doma, hodné vlakniny, festival chuti a kratky ¢as na
pfipravu samotného pokrmu.

Co Tebe a Zuzku privedlo ke kvaseni takového rozméru?

V: U mé to byl urcité soubéh nékolika faktorti, z nichz vétsina ma kofeny uz v mém détstvi: laska

k originalnimu a pestrému jidlu, touha psat a popularizovat a v neposledni radé tendence odjakziva
'bejt tak trochu divnej'. Kdyz pomalu koncilo obdobi gastronomického temna po roce 2010, objev
termentace s neprebernou paletou chuti, viini a textur skytal prilezitost v Zivoté zacit délat zase néco
nového a naplnujiciho.

Z: Polsky bors¢ z fepného kvasu. A snaha si ho vyrobit doma, coz vedlo k tomu, Ze jsem si precetla
Sandora Katze a jeho Wild Fermentation a byla jsem ztracend. Dalsi hypotéza ika, ze si mé z té fepy
osidlili mikrobové, ktefi nyni skrze osu stfevo-mozek chtéji, aby si vice a vice lidi osidlilo svoje stfeva
jejich kulturou!
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Je néjaka kvasena potravina, kterou jste jesté nezkusili? Nebo néjaka, ktera Vas treba
poradné pozlobila?

Z: Porad na mé ¢ekaji skandinavské alkalicky kvasené ryby, paryby a ov¢i hlavy a strasné moc
dalnévychodnich dobrot, o kterych jesté ani nevim, ze existuji. Nespolupracuje se mnou velmi ¢asto
pravé tieba fepa, protoze velmi rada chyta kfis, nebo slizovati.

V:V zikladu jsem ochutnal anebo pripravuji skoro ze vSech oblasti domaci pfipravy fermentt aspon
néco krom alkohold, ale manko u téch severskych putridné zapachajicich ryb mame se Zuzkou stejné.
Ne ze bych se néjak zvlast’ obaval, ono moje fadné rozklizené tofu také umi odehnat péknych par
zvédavci, ale nedava mi smysl jist tak tézko dostupné nelokalni vyrobky, na které se nedaji ani moc
sehnat suroviny (a navic to neni na kazdodenni jidlo). Co v$ak soustavné trapi mne, je pfiprava
dobrych plnych octt. Ty se mi v malém mnozstvi v domacnosti prosté nedafi a rozhodné mé s nimi

v pristich dekadach ¢ekad jesté mnoho osobniho vyfizovani.

Kdy bude kniha na pultech knihkupectvi?

Plan je vyjit na zacatku leto$niho Cervna, tak se snad nepokazi nic ve vyrobé a pfi alokaci papiru
v tiskdrné. Moc radi bychom pfivitali leto$ni Svétovy den mikrobiomu 27. ¢ervna pravé kitem.

Otazka, na kterou byste radi odpovédéli, a nikdo se zatim jesté nezeptal?

Z: Kdo byl nejlepsi cesky slechtic a pro¢ pravé Frantisek Antonin Spork a Jindfich z Lipé. Ale to je
spi$ nékam jinam a na strasné¢ dlouho.

V: Proc je tak strasné super mit doma, v praci, i na vefejnych toaletach k dispozici podnozku. Jsme
chodici a velmi dimyslny fermentor a z néjakého podivného diavodu délame v poslednich nékolika
stovkach let v civilizovaném svété vse pro to, aby vystupni produkt, ¢ili stolice, odchazel z naseho
traviciho astroji s prekazkou fyziologicky nespravného sezeni s nohama svirajicima s télem pravy tahel.
Podnozka na kazdé toaleté zpiijemni kazdy den! I toto téma patii ke stravovani a zdravému Zivotnimu
stylu plnému vlakniny a mikroutd!
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Metodické okénko aneb pro¢ o stfrevnim mikrobiomu stale
h...0, pardon, STOLICI vime

A je to tady. Hromady prace a teorie za nami. Mame kyzenou DNA. Mame vybranou cestu, kterou
pujdeme po stopach bakterii ve vzorku. A kone¢né se priblizujeme k tomu hranatému zazraky
konajicimu pfistroji, ktery pomohl zménit svét. Ze ptehanim? Mozné to je. Ale i $karohlid musi uznat,
ze néstup sekvenovini nové generace (NGS) umoznil studovat do té doby nestudovatelné (nebo jen

s obtiZzemi studovatelné) a utratit ¢astky do té doby nevidané. Chcete osekvenovat cely lidsky genom?
Zitra ho mite na stole (Teda v pocitaci na stole... Nebo v pocitaci v batohu, v tasce, klidné i na zemi.
Vytiskly na papir by se vim tam nevesel, ani kdybyste si tam uklidili ten neporadek, protoze by byl
pres 262 tis stranek dlouhy. To je jako 175 tlustych knih. Mohla bych v pfirovnavani pokracovat, jak
vysoky stoh by to byl a jak dlouho by musela letét moucha, aby dosahla vrcholu, ale prosté geniality
Cimrmana bych nikdy nemohla dosidhnout, a tak jen drobna reminiscence na jeho odpovéd’ v prvnim
svétovém internetu: Muchomtrka zelena je tak prudce jedovata, ze pouhy jeji tlomek byl by schopen
otraviti takové mnozstvi mysi, Ze tyto polozeny vedle sebe vytvorily by fadu, podél niz by zdatny
chodec pochodoval 34 dnt. A ji chci cenu za vytvoreni nejdelsi a nejzbyte¢néjsi zavorky tohoto roku).
Mno a v tom pocitaci na stole muzete mit do zitika i stovky lidskych i jakychkoliv jinych genomd,
obdobné transkriptomt a dokonce i nasich milovanych metagenomu. Ne ze bychom do té doby
nevédéli, ze s nami cestuji mali spolubydlici pomdhajici nim s travenim potravy, produkci vitamint
aio té podpore imunity jsme to tak néjak tusili. Ale Ze jich je takové mnozstvi druhd, Ze je mezi
hostiteli tak dechberouci variabilita a Ze souvisi s rozvojem tolika civiliza¢nich onemocnéni, to by si
pred nistupem NGS tipnul jen védec se slovem Nostradamus ve jménu (u Zeny je pfipustna varianta
Sibyla). Takze prosté NGS je minimalné technologickym milnikem. A protoze seznidmeni se

s technologii NGS je pred samotnou pfipravou knihovny nezbytné, jdeme si k nému ¢uchnout uz ted'.

Pro zjednoduseni se nyni zaméfim pouze na dnes nejrozsifenéjsi technologii Illumina, ktera vyuziva
sekvenaci syntézou (tedy zahrnuje amplifika¢ni krok pomoci PCR). Amplifika¢ni krok se (ak uz
zkuSeny ¢tendf jisté pfedpokliadd) mize stit zdrojem chyb, a proto mnohé sekvena¢ni metody
novéjsich generaci jiz PCR krok nevyzaduji. Dnes je v zdjmu zachovani rozumné délky ¢lanku
vynechame, ale nemusite se bat, jak jsem jiz v predchozich prispévcich slibovala, v nékterém z dal$ich
okének se podivame i na to, jak osekvenovat cely gen pro 16S rRNA a v ten okamzik si pfedstavime

i platformy tzv. 3. generace umoznujici sekvenaci dlouhych readt bez PCR kroku. Ale hezky postupné,
nic neuspéchejme. Aby ndm okénko nenabobtnalo do jesté extrémnéjsich rozmért, omezime se dnes

i ve véci pfedmétu naseho zdjmu, a budeme se vénovat pouze DNA. RNA i s jejim specifickym
prepisem do cDNA, zpusoby fragmentace ¢i popisem metody, jak vybrat k sekvenaci pouze mRINA si

taktéz schovame na jindy. Jojo, jen tak se mé nezbavite

Illumina ma celé spektrum pristroju, které vybirate podle toho, jakou prosekvenovanost vas projekt
pottebuje a podle poctu vzorkd, které chcete primérné sekvenovat (tedy pokud potfebujete
sekvenovat malé diagnostické panely co druhy den, aby pacienti dlouho neéekali, staci jeden

z piistroji s co nejmens$im outputem, protoze nékdy méné znamenad vice). Prehled ktery pfistroj je
vhodny na kterou aplikaci najdete zde.
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Obecny postup sekvenovani je nasledujici:
Obrazek ¢. 1 — Obecny postup sekvenace na pristrojich Illumina
DNA ziskéte pomodi vhodné Klm;mrr'n.nx.:-r.\‘uv.n..lm
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v jednotlivych klastrech sekvenacnimu kitu
I V prvnim kroku se zamilované podivate na svoji ¢istou DNA, kde mate pfesné to, ¢ehoz
jednotlivé baze si pieje vase oko spatfiti.
2. Protoze sekvendtory druhé generace ¢tou pouze kritké ready (od 36 bp do 2x300 bp), je

v ptipadé genomové nebo celometagenomové DNA potfeba zvolit vhodnou fragmentaci.

K fragmentaci mizete vyuzit bud’ enzymatické stépeni, nebo mechanické, které je nejcastéji
provedeno pusobenim ultrazvuku. V dnesni dobé se vice prosazuje enzymatické stépeni, protoze je
jednoduché, nevyzaduje zadné dalsi pristrojové vybaveni a neprodrazuje se na rozdil od sonikace ve
spotfebnim materidlu. Sonikace naproti tomu poskytuje vice vyrovnané knihovny v pozadované délce

fragmentd. Vyhody a nevyhody obou postupt jsou shrnuty v tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1 — Vybody a nevybody mechanické (sonikace) a enzymatické fragmentace

L e s

2vlddne Gspéiné Vyiaduje specidlni drahé
nafragmentovat Siroké vybaveni a ke kaZdé reakci
rozsah koncentraci specialni drahy spotfebni
vstupniho materidlu material

Nevnasi zadnou chybovost  Pri sonikaci velkého
mnoiZstvivzorkd je metoda

Sonikace (mechanick ¢asové velmi néroéna

fragmentace) Vytvafi rovnomérné VyZaduje vétsi mnozstvi

dlouhé fragmenty vzorku a mize zpasobit
2traty

Neni potfeba ke vzorku
pridavat dal$i chemikalie,
které s nim mohou
interferovat

Staci zakladni laboratorni  MuzZe vnést chybu, ktera se
vybaveni, jednoduchy pozdéji projevi u

postup a lze zpracovavat sekvenace

vétsi mnoistvi vzork(

najednou.
Enzymatickd fragmentace ElIuEUHERLTYET] Byva citlivé k pocateénimu
vzorku mnoZstvi DNA a k obsahu
GC pard, ¢asto vyZaduje
optimalizaci

Muze zpdsobit variaci mezi
jednotlivymi vzorky
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Pokud se ptate, co je to ta pozadovana délka, tak odpovéd neni tplné jednoznacna. Zilezi jak na
zvoleném sekvena¢nim kitu (li$i se délkou sekvenovanych oblasti), tak i na zvoleném kitu pro pfipravu
knihoven, proto se drzte pokynta vyrobci. Obecné by se délka méla v priméru pohybovat mezi
200-500 bp bez adaptért. Dlouhé ready vykazuji sniZzenou kvalitu zejména v readu 2 (za chvili se
doctete, co to ten read 2 je). Kratké fragmenty se zase vazi efektivnéji a jsou pak nadmérné
zastoupené. Navic pokud jsou kratsi nez zvolend délka readu, prosekvenujete se az na flowcell, coz
mize pri velkém poctu takovychto fragmentt vést az k pred¢asnému ukonc¢eni runu, nebo zhorseni
jeho kvality. Pozor, oba extrémy muzete mit v rimci jedné knihovny! Vzdy je potfeba si pomoci
kapilarni elektroforézy zkontrolovat, jak dlouhé fragmenty v knihovné jsou pfitomny. Priklady
sekvenovatelnych i nesekvenovatelnych knihoven si mtzete prohlédnout na obrazku ¢. 2.

Obrazek ¢.2 — Priklady sekvenovatelnych i nesekvenovatelnych kniboven (resp. sekvenovatelnych jen pro odvazné

a bobaté)

Samoziejmé pokud nezadinate genomovou DNA, ale PCR amplikony, tak fragmentaci délat nemusite,
ale volite PCR produkt o vhodné délce (tedy tak, aby se vim pfi ¢teni z obou konct propojil — pokud
sekvenuji 2x250 bp, potfebuji idedlné 50 bp na prekryv, takze amplikon maze byt max. 450 bp dlouhy,
viz. obrazek ¢. 3).

Obrazek ¢.3 — PE ready bez propojeni (overlapu) pro celogenomové a celometagenomové knibovny — a s overlapem
zejména pro amplikonové knibovny (napf. pro gen 16S rRNA)
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3. Pokud chceme nase fragmenty osekvenovat, musime k nim pfipojit adaptor (obrizek ¢. 4),
ktery je naprosto nezbytny. Ptite se proc?

* Protoze zajisti navazani kazdého fragmentu na flowcell (desti¢ku, na které v pfistroji probihd tvorba
klastrt a sekvenace). K tomuto navizani slouzi na strané adaptoru sekvence (zelend Ps a zlutd Py
oblast na obr. 4) komplementarni k oligonukleotidim (graftim) pokryvajicim flowcell. Na flowcell
jsou dva typy graftl, P5 (zelena oblast) a P7 (Zlutd oblast) a tedy i nase fragmenty musi mit na kazdé
strané jiny adaptor.

* Protoze poskytuje misto pro navizazni sekvenacnich primert pro read 1 a read 2 (Cervend a svétle
fialova oblast), protoze bez primerd by nemohla probéhnout PCR potfebna pro samotnou
sekvenaci.

* Protoze zajisti rozliSeni nasich vzorka mezi sebou. Sekvenacni kapacita je prilis velkd, nez abychom
sekvenovali pouze jeden jediny vzorek a proto je v podstaté vzdy multiplexujeme (= sekvenujeme
vice vzorki najednou, prosté je smichdme). Na adaptoru najdeme znacku (index, tag, mid — modra
oblast), kterd umozni kazdy vzorek podepsat. Zatimco index 1 ma vzdy sviij primer (pro jeho
nasednuti slouzi tmavé fialova oblast) a tedy musi byt pro néj i oblast na adaptoru, pro index 2 slouzi
u nékterych pfistroju jako ,primer® graft z flowcelly, u jinych ma sviij specialni primer a situace je
tedy podobna jako u indexu 1

Obrazek ¢. 4 — Schéma adaptori upraveno

4. Nez se konecné dostanete k pristroji, ceka vas posledni tkol. Do pristroje totiz musi jit
knihovna o spravné koncentraci. Pokud date malo koncentrovanou knihovnu, ziskate malo (ale
kvalitnich) dat. Pokud pfili§ vysokou, budou se prekryvat klastry (viz. dal$i body) a vy neziskéte jasny
signal a dané sekvence neptjdou precist. Ziskate tedy velké mnozstvi nekvalitnich dat. Po tomto tkolu
se uz ale opravdu presouvame k sekvena¢nimu pristroji a vkladame do né¢j vzorek. Ted’ uz je pouze

v moci jeho fluidiky bezproblémové naneseni vzorku na flowcellu. Flowcell je takové sklicko, na
kterém jsou navazany grafty komplementarni s nasimi adaptory a které je opatfeno porty pro moznost
promyvat flowcell vSemi pro sekvenaci potfebnymi roztoky. Jesté se mizete u nejvétsiho z pristroju,
NovaSequ, setkat s tzv. paternovanou flowcell, ktera je opatfena jamkami a do kazdé jamky je mozné
navazat jen jeden fragment. To vede k presnéjsimu a rychlejsimu sekvenovani, kde vim nedéla takovy
problém rozsifeny nesvar $patné zmérené koncentrace knihoven.
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5. Jesté, nez zacneme sekvenovat, musime si kazdy fragment DNA amplifikovat, abychom ziskali
tzv. klastry (obrézek ¢. 5). Kazdy klastr by mél obsahovat pouze kopie jednoho fragmentu a klastry by
mély mit kolem sebe dostatek prostoru, aby je kamera dokazala mezi sebou rozlisit. Diky zmnozZeni
templatu zvys$ime intenzitu signalu, ktery pak neni pro citlivy detektor problém zachytit. Cely proces
nazyvime mustkovou amplifikaci (bridge amplification).

Obrazek c. § — Schéma vzniku klastri upraveno

6. Sekvenace neni nic jiného, nez PCR se znacenymi nukleotidy. V kazdém cyklu se pfipoji vzdy
jen jeden nukleotid, takze koupite — li napt., kit pro sekvenovani 2x150 bp (300 cykld), osekvenujete
presné 150 bp z jedné strany fragmentu a pak 150 bp z druhé strany fragmentu (obréizek ¢. 6). Pro
dobrodruhy je mozné si ale s nastavenim hrat a zkusit osekvenovat napf. 200 bp z jedné strany a 100
bp z druhé strany fragmentu. Casto se ale s aplikacemi, které by néco takovéhoto vyzadovaly
nesetkate. V téchto 300 cyklech chemie nejsou zapocéitany potiebné cykly pro indexy, ty vam
poskytuje Illumina zcela zdarma.

Obrazek ¢ 6 — Schéma samotné sekvenace

Vzdy se jako prvni ¢te read jedna, k ¢emuz slouzi zminovany sekvena¢ni primer pro read 1. Nasledné
se pfecte pomoci vlastniho primeru index 1. Po pfipojeni k druhému graftu ndm samotny graft
poslouzi jako primer pro index 2. Nasleduje syntéza druhého fetézce a plivodni fetézec odmyjeme (tim
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jsme si pieklopili sekvenci do opa¢né orientace), a mizeme osekvenovat read 2 pomoci primeru pro
read 2. Proto tedy ve vysledcich vidime vSechny hodnoceni kvality pro 4 ready, jejichz poradi je read 1,
index 1, index 2 a read 2. Vyhoda samostatného ¢teni indext je v tom, Ze se vzdy prectou s dostate¢nou
kvalitou, i kdyz z néjakého divodu klesa kvalita ¢teni vlastni sekvence.

7. A uz jenom ¢ekdame na vyhodnoceni softwaru, ktery nam rekne retézec vSech bazi za sebou.
Jak Ze k nim vlastné prijde? Pfi fazi sekvenovani jsou pri amplifikaci do fetézce inkorporovany znacené
baze s reverzibilnim terminatorem. Kazda ze 4 bazi ma svou fluorescené¢ni barvicku. Ve chvili, kdy se
inkorporuje, dojde k detekci barvicky. Protoze ma kazdy nukleotid kromé barvicky taky reverzibilni
terminator, nemize se pfipojit vice nez jedna baze. Po detekci dojde k odblokovani nukleotidu,
odstranéni fluroforu a cyklus mize zacit nanovo. Ze sérii zableskt pak software zrekonstruuje celou

sekvenci naseho fragmentu a my se dostavame na konec cesty

Cely proces, ktery nasleduje po naneseni vzorku na flowcell mazete sledovat uz klidné z druhé strany
svéta, online na BaseSpace. Tam také muzete nalézt kvalitativni parametry celého sekvena¢niho runu.
Vysledky vam v pocitaci pristanou v tzv. FastaQ) formatu a vy si s tou hromadou vysledkt mazete
vesele hrat, dokud nedostanete jednoznacny pozadavek od vaseho $éfa vse sepsat do ¢lanku, ktery
spasi svét, idedlné v kvalité pro Nature.

Kdo docetl az sem, zaslouzi metal. Dneska mozna mirné ubylo humoru a pfitvrdilo se s mnozstvim
pojmu, ale fekla jsem si, ze kdyz uz, tak uz, a preci jen NGS vytlacuje z laboratofi star$i metody
a potka se s nim témér kazdy pracujici v oblasti molekularni biologie, tak pro¢ mu nerozumét?

Vyhody sekvenace jsou nasnadé. Pfesto mizeme nalézt i mnoho nevyhod. Pro velké metagenomické
projekty je metoda stale draha, sekvenace stale vykazuje urcitou chybovost a obzvlasté

v metagenomice bychom uvitali dlouhé ready, je to tedy jeden z divodd, pro¢ o stfevnim mikrobiomu
stdle h...o, pardon, STOLICI vime.

MikrobioKuchyné

Dubujang pocesku — neznama lahtidka korejské klasterni kuchyné -

Ani nevim jak, ale néjak mé béhem jednoho vecerniho prokrastinovani YouTube zavedl k videim
korejského kulturniho centra. Z nich mé zaujalo predevsim jedno. Zenova korejska radova sestra Jeong
Kwan tam pfedvadi vyrobu fermentované tofu pasty dubujang (Cti: dubuzank). Zarazil jsem se, protoze
jsem o tomto fermentovaném pokrmu jesté neslysel, a to u nas doma kvasi nejedna sklenice se
zahadnym obsahem. Vyhledavani googlem mi rychle odhalilo, Ze v ceském prostfedi o dubujangu
skutecné neni napsano ani n. Ale ani na anglickém internetu toho moc neni — pouze ¢lanky a videa,
kde Jeong Kwan popularizuje korejskou klasterni kuchyni nebo recenze na korejské restaurace, které
vafi podle klasternich zpasobu.

S prikopnickym pocitem prvenstvi jsem se tedy rozhodl pustit se do pfipravy (snad) prvniho ¢eského
dubujangu. Je to vlastné hrozné jednoduché. Clovék musi vymackat z jednoho bloku tofu vodu,
rozmackat ho rukama na co nejjemné;jsi kousky, pridat Izici s6jovky, vétsi Izici soli a nechat takto
vzniklou pastu fadné promichanou a upéchovanou v uzavrené sklenici ,pracovat® tyden na teplém
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misté. M4 to ale jeden ha¢ek — dubujang piesné podle receptu v Cesku vlastné nejde udélat. Dno
sklenice se totiz md vymazat trochou jiz hotového dubujangu, stejné tak jako se ma nahofe ve sklenici
z hotového dubujangu udélat ,zatka,” kterd zamezi pfistupu vzduchu. Ani korejsti buddhisté v mém

okoli dubujangem nedisponuji, proto jsem se rozhodl improvizovat a la Jirka Babica. Kdyz nemas
dubujang, dej tam miso. Zazatkoval jsem tedy sklenici nékolikamilimetrovou vrstvou miso pasty,
neboli pasty z lusténin, na kterych zhruba dva roky hodovala kulturni plisen kropidlak ryzovy.
Pravdépodobné to trochu zménilo proces fermentace, ktery se ve sklenici odehraval, ale rozhodné ne
k horsimu. Po tydnu na topeni obsah sklenice trochu nakynul, nechytil Zddnou plisen (diky bohu)

a chytil sytou bézovou barvu. Chut'ové je vysledek vyborny — vyrazna je predevsim sland a bohata
umami chut’. Dokonce i viiné je liba, pfipomind jemny syr. Rozhodné necekejte silna aromata ¢pavku
a sirovodiku, kterd mizete znat z alkalickych fermentaci lusténin. Jediné, co bych svému dubujangu
vytkl, je konzistence. Je trochu moc hrudkovity. Pravdépodoné je to tim, ze jsem zvolil

»klasické“ pevné tofu, které ¢lovek sezene v supermarketu. Doporucil bych tedy pristé zkusit
hedvibné tofu z asijského obchodu, konzistence pak asi bude krémovéjsi, tak jak ma byt.

Ve chvili, kdy mam dubujang hotovy, se samoziejmé otevira klasickd nerudovska otazka - Kam s nim?
V korejské klasterni kuchyni se dubujang podava jako soucast pestrého, dvakrat denné
konzumovaného, jidla, kde je tak néjak vSechno. Na pare varend zelenina, vyvar, ryze, s6ja. Ja se ale
musim pfiznat, ze takhle fancy nejim, a Ze jsem si to prosté mazal na chleba s margarinem. I tak mohu
viele doporucit.
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Aktualita:

Souvislost strevniho mikrobiomu s chronickym dnavovym
syndromem

Myalgickd encefalomyelitida (ME), zndma také jako chronicky
tnavovy syndrom (CFS), je onemocnéni charakterizované mimo jiné
dlouhodobym extrémnim vycerpanim, psychickym tatlumem,
bolestmi svald a stfevnimi problémy, kdy ke zlepseni nedochazi ani
po dikladném odpocinku. Spoustéce ME/CFS nejsou znamy,

a prestoze pacienti maji zménénou stfevni mikrobiotu, dasledky
mikrobidlnich zmén spojenych s ME/CFS ztistavaji nejasné.

Podle recentni studie je ME/CFS je spojena se snizenou hladinou
stfevnich mikrobt schopnych produkovat butyrat - metabolit, ktery
se podili na zachovani integrity stfevni bariéry a modulaci
imunitniho systému. Vysledky jejich studie, které byly publikovany
v ¢asopise Cell Host & Microbe, mohou pomoci vyvinout nové
diagnostické nastroje a lepsi zvifeci modely ME/CES.

Williamsova studie na vzorcich 106 osob s ME/CEFS a 91 zdravych
kontrol zjistila, Ze u lidi s ME/CFS byla snizena hladina
Faecalibacterium prausnitzii a Eubacterium rectale, dvou mikroba
produkujicich butyrat, které jsou bézné v lidském strevé. Tym zjistil,
ze niz$i hladiny F prausnitzii byly spojeny s téz$i unavou. Podle védca
mohou tyto vysledky poskytnout cile pro diagnostické nastroje

a terapeutické pristupy. ,,I kdyz tato zjiSténi jednoznacné
neprokazuji pfi¢inné vztahy mezi poruchami mikrobiomu

a symptomy, predstavuji tyto vztahy mezi mikrobiomem

a symptomy potencidlné vyuzitelné, manipulovatelné cile pro
budouci terapeutické studie," fikd Williams. "Tyto studie by se
mohly zaméfit na dietni, probiotické, prebiotické nebo synbiotické
intervence a mohly by poskytnout primy dtikaz, Ze stievni bakterie
ovliviuji projevy chronickych symptomd."

Cas ukéze, zda by tato zjisténi mohla pfispét k vyvoji novych
diagnostickych nastroju a lepsich zvifecich modela ME/CFS.
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