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Abstrakt

Normalni kozni mikrobiom je pfitomen na zdravé kozni tkani. Za fyziologického stavu
si zachovava svou typickou bakteridlni skladbu, specifickou pro kazdého cloveka.
Ptedpoklada se, ze zmény v jeho slozeni mohou nastat v souvislosti s vyskytem nadorové
tkan€. Predkladand prace si dava za cil stanovit diverzity mikrobiomu a nalézt nové
moznosti 16¢by melanomu. Timto vyzkumem se zabyval Ustav Zivo&iiné fyziologie
a genetiky AV CR, ktery ke sledovani vyuzil modelové organismy, konkrétnd animalni

model libéchovskych miniprasat.

Celkem bylo odebrano 90 vzorkli z povrchu melanomu, sttedu melanomu a kize v jeho
okoli u zvirat ve véku 6., 8., 10., a 12. tydni. Pro ucely této prace byly vyhodnoceny vzorky
melanomové a kozni tkdn€¢ odebrané v 10. tydnu veéku zvitete. K analyzovani mikrobiomu
byly vyuzity metody molekularni biologie. Nejprve byla ze seSkrabli obou typi tkéni
izolovana DNA, ktera byla nasledné¢ amplifikovdana pomoci PCR. Primery pouzité
k amplifikaci ohrani¢ovaly V3 oblast genu 16S ribozomalni RNA. Useky DNA byly
rozdéleny metodou denaturaéni gradientové gelové elektroforézy a po vizualizaci
fragmentli bylo 48 znich vybrano a komerén€ osekvenovano. Nukleotidové sekvence
vzorkd byly zpracovany v programu Geneious a nasledné porovnany algoritmem BLAST

s databazi nukleotidovych sekvenci genu pro 16S ribozomélni RNA.

Porovnanim ziskanych vysledkd jsme zjistili diverzity bakterialnich druhti mezi vzorky
kize a melanomu. Melanomova tkan vykazovala vyrazn€ zvySeny vyskyt bakterii
Fusobacterium a Trueperella, které se fyziologicky na kiizi nevyskytuji. Prikazem téchto
rodit na melanomu tak mizeme predpokladat, Ze se jedna o bakterie, jejichz vyskyt je vazan
na nadorovou tkan. Zhodnoceni mikroorganismil vyskytujicich se na melanomové tkani
a kizi v jejim okoli by mohl znamenat posun pii diagnostice nebo terapii tohoto druhu

rakoviny kize.
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Abstract

Normal skin mikrobiom is present on healthy skin tissue. In physiological condition,
retains its typical bacterial composition, identical for each person. It is assumed that
changes in its composition can occur in relation to the occurrence of tumour tissue.
The thesis aims to determine the diversity of microbiome and to find new possibilities
of treatment of melanoma. This research was dealt with by the Institute of Animal
Physiology and genetics of the ASCR, which used to monitor the model organisms, namely

the model of Libechov Minipigs.

In total, 90 samples were taken from the surface of melanoma, the centre of melanoma
and the skin in the vicinity of animals aged 6, 8, 10, and 12 weeks. For the purpose of this
work, the samples of melanoma and skin tissue collected in 10™ week of age of the animal.
Molecular biology methods were used to analyze microbiome. At first, DNA was isolated
from the cutaneous scrapings of both types of tissue, which was subsequently amplification
of PCR. Primers used to amplification specifically targeting V3 region of the 16S ribosomal
RNA gene. DNA fragments were divided by the method denature gradient gel
electrophoresis and after visualization of the fragments, 48 of them was selected and
commercially sequenced. Nucleotide sequence samples were processed in the Geneious
program and then compared by the BLAST algorithm with the nucleotide sequencing gene
database for 16S ribosomal RNA.

By comparing the results obtained we found the diversity of bacterial species between
skin samples and melanoma. Melanoma tissue showed a significantly increased incidence
of bacteria Fusobacterium and Trueperella, which are not physiologically present
on the skin. The demonstration of these genera in melanoma can therefore assume that
occurrence of these bacteria is bound to the tumor tissue. The evaluation
of the microorganisms occurring on the melanoma tissue and the skin around it could mean

a shift in the diagnosis or therapy of this type of skin cancer.
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1 UVOD

Metody molekularni biologie jiz nejsou dnes doménou pouze védeckych pracovist’, ale
velmi Casto se setkavame s jejich aplikaci i v klinické laboratorni praxi, kde pouziti metod
molekularni biologie umozni zjistit o nemocich, jejich stadiu a 1écbé mnohem piesnéjsi
informace, nez tomu bylo diive. Pomoci téchto metod je mozné onemocnéni diagnostikovat
v ramci tzv. diagnostického okna, kdy se jesté¢ nevytvofilo dostatené mnozstvi protilatek
na prikaz standartnimi imunologickymi metodami, nebo patogeny identifikovat na zakladé

sekvence DNA.

Téma vyzkumu zhoubnych novotvart je velmi aktualni, protoze jim v Ceské republice
onemocni ro¢né vice nez 94 000 lidi (2015). A piestoze se objevuji nové metody v 1é€bé
onkologickych pacienttl, jako je biologicka ¢i protonova 1écba, neni pro 27 000 lidi ro¢né

tato 1é¢ba sp&sna (Ceska republika a rakovina v &islech, 2011).

Jeden z aspektli vyzkumu nddorového onemocnéni je jeho souvislost s mikrobialni
florou. Timto se jiz par let zabyvaji zahrani¢ni védecka pracovisté, kterd se specializuji

zejména na nadory stiev ¢i kolorektalni karcinom.

Jednim z pracovist v CR, které se vénuje vyzkumu nadorovych onemocnéni je Ustav
zivo¢isné fyziologie a genetiky Akademie véd CR. Zabyvé se vyzkumem melanomu, a to
specidlné mikrobidlnim osidlenim melanomu na modelu miniprasat. Divodem je, Ze
v Ceské republice se kazdy rok diagnostikuje pfiblizné 2400 novych pacienti
s melanomem. Ptestoze se da 1é¢it, tak kazdy rok na tento typ rakoviny 450 pacientd umira

(Prase, které si samo vyléc¢i rakovinu ktize, 2017).

Organismus miniprasat se ¢aste¢n¢ podoba lidskému, a proto je vhodnym modelem pro
vyzkum 1é€by melanomu. U nékterych modelt doslo ke spontanni regresi, kterd potlacila
rust nadoru a miniprase se vylécilo. Védci se nyni zabyvaji tim, jaké mechanismy se
spolupodileji na tomto zvratu v nemoci a zda svou roli v regresi nehraje 1 mikrobialni flora.
Zda se po objasnéni spontanni regrese zméni lécba melanomu u lidi zatim neni jasné,
nicmén¢ studium mikroflory novotvari muze v pribéhu let moznosti onkologické terapie

ovlivnit (Prase, které si samo vyléci rakovinu kaze, 2017).



2 SOUCASNY STAV

2.1 Fyziologicka fléra lidského téla

Bakteridlni osidleni lidského téla je nezbytné pro zdravi a vyvoj ¢loveéka. Slozeni
bakterialni mikroflory je individudlni a charakteristické pro momentéalni zdravotni stav
jedince. Fyziologicka mikroflora je ovlivnéna fadou faktorti. NejCastéji se jedna o vek,
geografickou lokalitou, ale také pouzivani osobnich hygienickych prostfedkt (mydlo,
deodorant). Vyznamnym faktorem je i dieta. Pokud bude pfi dietnim stravovani naptiklad
zvySen piijem zeleza, v intestindlnim traktu se budou objevovat bakterie schopné tyto
minerdly vyuZivat. Odhaduje se, Ze vtéle zdravého <¢lovéka Ize nalézt az
1 500 bakteridlnich druhti. Nejosidlenéjsi casti lidského téla je zazivaci trakt, konkrétné
stievo. Dalsi v pofadi je mikroflora kiize, Gistni dutiny, hornich cest dychacich, vaginy a oci.
Krevni ob¢h nebo vyssi ¢asti mocového traktu by mély byt sterilni (Juldk, 2006; Murray,
2016).

Bakterie, osidlujici télo hostitele, zajiSt'uji ochranu pred nezadoucimi patogeny, nezbytné
metabolické funkce a stimuluji imunitu. Hostitel poskytuje bakteriim misto pro jejich
kolonizaci, vyzivu a ochranu pied nezadoucimi druhy (nespecifickd imunitni odpovéd).
Pokud dojde k naruSeni mikroflory béznych bakterii, mohou organismus kolonizovat jiné
bakterie, které jsou za normalnich okolnosti neskodné. Vznikne tzv. superinfekce, ktera
muze byt disledkem antibiotické 1é¢by (Mikroflora lidského organismu, 2018; Murray,
2016).

Kromé bakterii osidluji fyziologicky lidské télo i houby a dal§i mikroorganismy, které
jsou pro zdravého cloveéka neSkodné, mohou byt dokonce prospé€sné. Vsechny tyto

organismy oznacujeme jako ,,normalni floru“ (Richard A. Harvey, 2007).

Spolecenstva mikroorganismi zdravych lidi a zvifat vytvari ve vnitinich prostorech a na
zevnim povrchu normalni mikrobidlni fléoru. Normalni virovd mikroflora zatim nebyla

charakterizovéna a jeji existence je diskutabilni (Hamplova, 2015).

2.1.1 SloZeni bakteridlni flory

Bakterialni osidleni lze rozdélit na autochtonni a alochtonni. Pivodni bakteridlni druhy

charakteristické pro zdravy organismus nazyvame autochtonnimi. Alochtonni organismy se

10



objevuji nepravidelné. Obvykle se vyskytuji po naruseni autochtonni flory vnéj$im

zasahem. Muze se jednat napfiiklad o radiacni ozafeni nebo podani antibiotik (Juldk, 2006).

Mikroorganismy pfitomné na sliznicich a kiizi Ize rozd¢lit do dvou skupin. Prvni z nich
je skupina rezidentnich organismd, jejichz vyskyt je podminén oblasti a vékem. Vyskytuji
se vsak pravideln€¢ a zachovavaji si schopnost rychlé obnovy. Kritkodobé nepatogenni
fléru vytvaii transientni organismy. Na téle se vyskytuji kratce, v fddech dnl az tydnd. Svij
vyznam maji v ptipad¢, kdy je porusena normalni mikrofléra a zplsobuji onemocnéni

(Julak, 2006; Hamplova, 2015).

Bakterialni osidleni dvou blizkych lokalit nemusi byt vzdy stejné. Jako ptiklad lze uvést
dutinu ustni, kde ve slinach Zziji aerobni bakterie a pod zubnim plakem, v anaerobnim
prostfedi, nalezneme zcela odlisné druhy. Casto se viak sousedni oblasti vzajemné
ovliviiyji. Typické je to naptiklad pro kozni floru ovliviiyjici vagindlni osidleni (Juldk,

2006).

Rozlozeni jednotlivych druhii bakterii zavisi na jejich schopnosti tolerovat rozdilna
prostiedi lidského téla (pH, mineréaly, koncentrace soli a kysliku). Pravé kvili nedostatku

kysliku kolonizuji vétSinu téla anaerobni a fakultativn€ anaerobni bakterie (Murray, 2016).

Ziidka se objevuji bakteridlni druhy, které osidluji lidské télo ve vétSim poctu.
Takovychto kmenil se objevuje jen n¢kolik desitek a pro sprdvné fungovani organismu je
dilezité, aby byly v dané lokalité v rovnovaze s minoritnimi druhy, které mohou byt i pies
své stopové mnozstvi potencidlnimi patogeny. Naopak nékteré bakterie, které jsou
fyziologicky velmi rozSitené a tvofi rezidentni mikrofloru, napt. viridujici streptokoky
hornich cest dychacich, mohou pfi priniku do krevniho obéhu a dale do srdce zpiisobit
endokarditidu. Takovéto onemocnéni nazyvame oportunni infekci (Hamplova, 2015; Julak,

2006).

2.1.2 Biofilm

Rezidentni mikroflora lidského organismu se vyskytuje ve dvou formach. Mensi
zastoupeni ma mikrofléra planktonicka, rozptylena v tekutinach. Castéji mikroorganismy
adheruji na povrch kize a sliznic, kde vytvaii mikrokolonie podobné koloniim na

kultivacnich ptadach. Biofilm vytvafi mikroorganismy se zménénym fenotypem
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aristovymi vlastnostmi. Pokud dojde k vytvofeni kolonie bakteriemi bez zménéného

fenotypu, nelze hovofit o biofilmu (Juldk, 2006; Schindler, 2014).

Jako biofilmy oznacujeme komplexni povlaky rezidentni mikroflory vytvarejici se na
povrchu tvoreném epitelidlnimi bunkami nebo inertnim organickém i anorganickém
povrchu. Nejsou pfitomny pouze na lidském téle, ale i na implantatech, kanylach apod.
Biofilm se zac¢ind tvorit v okamziku, kdy bakterie pomoci své povrchové struktury (fimbrie,
glykopeptidy) adheruje na povrch a vytvaii mikrokolonii, ktera se dale d€li a rozrista

(Julak, 2006).

Bakterie po pfichyceni zméni vlastnosti a za¢nou produkovat polysacharid, ve kterém se
bunky drzi a rozmnozuji. Na specificky signal se bakterie odtrhnou z biofilmu a jsou
odneseny proudem okolni tekutiny nebo vlastnimi pohybovymi organy na jiné misto, které

nasledné kolonizuji (Schindler, 2014).

Vzhledem k tomu, Ze je biofilm ekosystém riiznych druhii bakterii, panuji zde podobné
vztahy jako u souziti vySSich organismi. Tyto vztahy mohou byt prospé$né pro vSechny
a takovéto souziti se bude nazyvat komensalismus. Pokud bude mezi druhy konkurence,
bude se hovoftit o amensalismu. Jestlize mezi sebou nebudou jednotlivé druhy interagovat,

bude jejich souziti nazyvano neutralismem (Julak, 2006).

Nejznaméj$im a nejdiive objevenym biofilmem lidského téla je zubni plak. Vyskytuje se
na zubech fyziologicky a i po odstranéni se znovu vytvafi. Vyznamnéjsi roli maji biofilmy
pfi infekcich, jako je naptiklad endokarditida. Nej€astéji koky vytvatejici biofilm osidluji
chlopeni a spolecné s fibrinem vytvaii vegetaci. Cysticka choroba je dédi¢né choroba, ktera
je provazena opakovanymi infekcemi dychacich cest. V pokrocilém stadiu dochézi
v disledku téchto infekci k poskozeni epitelu, na ktery se usazuje biofilmem Pseudomonas
aeruginosa. Biofilm se vytvari také pti bércovych viedech, na povrchu popalenych ploch

a pfi chronickych zanétech prostaty (Schindler, 2014).

2.1.3 Fyziologické osidleni kiize

Kize je druhym bakteriemi nejvice osidlenym mistem lidského t8la. Na 1 cm® Zije
prumérné 2 000 aerobnich bakterii. Na mistech, kde je vys$si vlhkost nebo se jednd o kozni
zéhyby je tento pocet az 40x vyssi. Predné se jedna o podpazdi, rozkrok, v ryze pod prsy
au velmi obéznich lidi v mistech pfevisu biicha. Bakterie se nachdzi na povrchu, ve
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vlasovych folikulech i mazovych a potnich zlazkach. Mikroprostiedi téchto lokalit spole¢né
s tvorbou biofilmli umoznuje pfezivani anaerobnich bakterii, napt. rodu Propionibacterium

(Mikrofléra lidského organismu, 2018; Juldk, 2006).

Kiize je vyznamna soucast nespecifické imunity. Predstavuje mechanickou 1 chemickou
bariéru. Mechanicky pulsobi predevsim keratin, ktery neni vétSina bakterii schopna
degradovat. Vyznamnym ochrannym mechanismem je kyselé pH, jehoz hodnoty se
pohybuji od 4,2 az 5,5 v rtiznych ¢astech téla. Bakterie a kozni Zzlazy produkuji substance,
které hodnotu pH sniZuji. Slozky humoralni i buné¢né imunity, mastné kyseliny i vysoka

koncentrace chloridu sodného vytvari na kiizi antibakterialni prostiedi (Julak, 2006).

I kdyz je ktize prakticky neustdle v kontaktu s vnéj$im prostfedim, neumoziuje preziti
vSech organismi. NejcastéjSimi zastupci kozni mikroflory jsou grampozitivni bakterie rodu
Staphylococcus, zejména Staphylococcus epidermidis a dalsi koagulaza-negativni bakterie
tohoto rodu, které¢ se vyskytuji predev§im ve vnéjSich vrstvach kuze. Propionibacterium
acnes se nachazi v hlubsich vrstvach kize, vlasovych folikulech, mazovych a potnich
zlazkach. Dale se na kizi nachazi rody Micrococcus, Sarcina a Corynebacterium.
Clostridium perfringens lze izolovat na kizi az 20 % zdravych jedincl. Neni pravidlem, Ze
vSichni zastupci stejného rodu jsou pfisluSniky fyziologické flory. Napiiklad
Staphylococcus aureus je puvodcem zavaznych koznich onemocnéni. Staphylococcus
epidermidis muZe kolonizovat katetry a zptsobovat infekce krevniho ob&hu. Soucasti kozni
mikroflory nejsou pouze bakterie, ale 1 kvasinky a plisné. Candida albicans a dalsi houby
rodu Malassezia se nachdzeji zejména na vlhkych mistech klize. Gramnegativni tycky
obvykle nekolonizuji povrch kiize (s vyjimkou rodu Acinetobacter), nebot’ kiize je piili§

suchd (Juldk, 2006; Murray, 2009; Richard A. Harvey, 2007).

Vyuziti znalosti koZni mikroflory k diagnostice a 1é¢bé nemoci

Moderni techniky identifikace mikrobialnich komunit umoziuji identifikovat zmény,
které souvisi s onemocnénim klze. Miize se jednat o psoridzy, dermatitidy ¢i akné.
Predpokldda se, Zze znalost kozniho mikrobiomu bude slouzit jednak k diagnostice,

ale 1 k terapii daného onemocnéni (Grice, 2014).

Dtive byla identifikace mikrobiomu zaloZzena na kultivaci bakterii na pudach. Tyto

metody nebyly tak ptfesné. V dneSni dob¢ se charakterizuji bakterie pomoci metody
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sekvenovani DNA, ktera analyzuje mikrobiom ve srovnani se star§imi metodami mnohem
ptresnéji. K identifikaci se vyuziva sekvence bakteridlniho genu 16S pro ribozomalni RNA.
V tomto genu se nachazi variabilni oblasti, ve kterych jsou specifické sekvence typické pro
urcity bakteridlni druh. Srovnanim s referen¢nimi databazemi lze identifikovat bakterialni

puvod (Grice, 2014).

Je znamo, ze mikroflora souvisi se zdravim i nemocemi lidského té€la. V dnesni dob¢ se
pro svij pfinos, napiiklad pii 1€cbé antibiotiky, uzivaji probiotika v gastrointestinalnim
traktu. Probiotika jsou zivé organismy, nejcastéji bakterie ¢i kvasinky, jejichz rust podporuji
substraty nazyvané prebiotika. Pro mikrobiom kiize je nutné provést jest¢ fadu vyzkumi
k identifikaci vhodnych substratii a probiotickych kment, které budou prospésné pro

bakteridlni spolecenstvi pokozky (Grice, 2014).

2.1.4 Mikrobialni osidleni gastrointestinalniho traktu

Fyziologickd mikroflora gastrointestinalniho traktu oznacuje soubor mikroorganismui
pfitomnych v travicim traktu zdravého jedince. Vlivem nemoci ¢i 1écby se mohou tyto
mikroorganismy stat patogeny. Travici trakt je osidlen 10"*-10" mikrobialnimi zarodky.
Jedna se o variabilni soubor druhti liSicich se kvalitativné 1 kvantitativné s ohledem na

geografickou oblast ¢i stravovaci navyky (Zbotil, 2005).

Bakterialni mikrofléra je v jednotlivych Usecich intestindlniho traktu nerovnomérné
rozlozena. Vzhledem knizkému pH a zaludeénim enzymim je v zaludku
10'-10° mikroorganismti na gram Zalude¢niho obsahu. Piedstavy o GipIné sterilité Zaludku
ukoncily v 80. letech minulé€ho stoleti hromadici se dikazy o vyskytu bakterie Helicobacter
pylori, ktery je povazovan za pfic¢inu viedové choroby a prekancer6zni stav. Podobn¢ malo
jako zaludek je osidlené i duodenum. Naopak nejosidlengj$im mistem traviciho traktu je
kolon, kde je az 10" mikroorganism@ na gram stfevniho obsahu. Kvantitativni zastoupeni
je taktéz v jednotlivych oddilech odlisné. Obecné Ize fici, ze smérem k aboralnim oddilim
roste podil aerobnich mikroorganismi a klesa pocet anaerobnich. V tlustém stifevé tvori
nejpocetnéjsi skupinu rod Bacteroides. U déti je dominantni Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium  bifidum, Bidifobacterium longum a Lactobacillus acidophillus.
U dospélych Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium bacterium a Lactobacillus
salivarius. Dal$i bakterialni rody a kmeny Zijici v intestinalnim traktu popisuje Tabulka 1

(Zbotil, 2005; Richard A. Harvey, 2007; Mikrofldra lidského organismu, 2018; Ley, 2008).
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Tabulka 1: Osidleni traviciho traktu mikroorganismy (Zboril, 2005, Bednar, 1999)

Oddil traviciho traktu Zastupci mikroflory intestinalniho traktu

Streptococcus mutans, Bacteroides, Fusobacterium,

Ustni dutina, zuby Actinobacteria

Zaludek a duodenum Lactobacillus, Streptococcus, kvasinky

Lactobacillus, koliformni bakterie, Streptococcus,

Jejunum a ileum : . . i
d Bacteroides, Bifidobacterium, Fusobacterium

Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus, Eubacterium,
Kolon koliformni bakterie, Clostridium, Lactobacillus, Proteus,
Staphylococcus, Pseudomonas, kvasinky

Postupna pievaha anaerobnich mikroorganismu v jednotlivych oddilech traviciho traktu
vytvari podstatnou strukturalni zménu. Fakultativni anaeroby, kterym dominuje Escherichia
coli, spottebovavaji kyslik, ktery by byl pro anaeroby, citlivé na jeho pfitomnost, smrtelny.
Tyto dvé skupiny jsou na sobé takto existenéné zavislé. Pfi poSkozeni aerobl dochézi

nasledné k poskozeni i anaerobni skupiny mikroorganismu (Zbofil, 2005).

Stfevni mikroorganismy zajiStuji mikrobidlni bariéru pied patogeny, produkuji latky
ovlivityjici funkci stfev, stimuluji imunitni stfevni systém, produkuji vitaminy a redukuji
bakterialni translokace. Nejpocetnéjsi skupinou mikroorganismu v tlustém stfeveé jsou rody

Bacteroides a Bifidobacterium (Hamplova, 2015; Zbotil, 2005).

Vyvoj a zmény fyziologické mikrofléry traviciho traktu v pribéhu Zivota

Mikrobialni kolonizace traviciho traktu novorozence je ovlivnéna fadou faktord.
Dilezitou roli hraje vék ditéte (pfedCasny porod) a zplisob porodu. Vagindlni mikroflora
totiz podstatné ovliviiuje kolonizaci ditéte mikroorganismy. Dal§imi faktory jsou strava,

geografickd poloha a hygiena (Adamcova, 2010).

Travici trakt plodu v téle matky je prosty mikroorganismi. K jeho osidlovani dochéazi az
v prvnich dnech zivota zejména oralni cestou. Nejprve je osidlovan zaludek, pozdéji stievni
¢ast traviciho traktu. Hlavnim zdrojem mikroorganismi je koZni, Gstni a nosni mikroflora
matky. Prvnimi organismy jsou fakultativni anaeroby jako naptiklad Escherichia coli, dale
pak rody Enterococcus, Lactobacillus a Staphylococcus. Tyto bakterie jsou dominantni
¢trnact dni po porodu, pozdéji je GIT osidlen rody Bifidobacterium a Clostridium, které

jsou prekurzory pro kolonizaci dal§imi anaerobnimi bakteriemi. DlleZzitou roli pii vytvareni
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mikroflory hraje kojeni, pfi kterém dochazi k dominanci anaerobid. V kojeneckém obdobi
dochdzi také k narastu skupin rodt Enterobacterium a Bacteroides. Kojené déti ziskavaji
od matky nejen rizné druhy bakterii, imunoglobuliny, laktoferin, ale 1 prebiotika, ktera
pozitivné¢ stimuluji osidlovani traviciho traktu bakteriemi. Jsou schopny Iépe zvladat
enteralni a urogenitdlni infekce nez déti, kterym byla podavdna ndhrazka matetského
mléka. Doba kojeni ovliviiuje nejen mikrofloru. U déti, které byly kojeny jen kratce, jsou
popsany prujmy a vyskyty potravnich alergii. Slozeni mikroflory déti, jimz byla podavana
nahradni strava, je podobné&j$i dospélé mikroflote. Pokud je u déti krmenych nahradni
mlécnou vyzivou pridavan inulin, podoba se jejich mikroflora slozeni stfevni flory kojencii.
V obdobi, kdy je u ditéte ukonceno kojeni a zapocato podavani smisené stravy, dochazi
k nejvétsSim zménam. Mikroflora traviciho traktu ditéte se zacind vyrazn€é menit
v mikrofléru dospélého clovéka (Mikroflora lidského organismu, 2018; Zbotil, 2005;
Adamcova, 2010).

2.2 Geneticka informace mikroorganismiu

Bakterie jakoZto prokaryotni organismus nemé bunécéné jadro. Geneticka informace je
uloZena v chromozomu nebo extrachromozomalnim genomu. Chromozom je tvofen
kruhovité uzavienou dvousroubovici DNA sbalenou do klubka. Bakterie jsou haploidnimi
organismy, nebot’ maji v bunice jeden chromozom. Je upevnény k membran€ bunky.
Proteiny a kruhovity chromozom tvoii nukleoid. Bakteridlni geny jsou obvykle v jedné
kopii. Vyjimku tvofi geny pro rRNA kodujici tvorbu ribozomt (Otova, 2012; Bednaf,
1999).

Dalsi geneticka informace bakterii je uloZena v cytoplazmatickych organelach
nazyvanych plazmidy. Jednd se o kruhovitou molekulu DNA, ktera je mensi velikosti nez
chromozom. Plazmidy jsou uloZeny uvnitf bunék v nékolika kopiich a jsou schopny
nezavislé replikace na chromozomu. Genetickd informace ulozend v plazmidech je
variabilni a zvyhodiuje piisluSnou bakterii. Muze se jednat napiiklad o rezistenci
k antibiotiklim, produkci toxinli ¢i syntézu adhezinli. Konjugaci nebo transformaci se
mohou napfiiklad geny pro rezistenci pifendsSet mezi jednotlivymi bakteriemi (Otova, 2012;

Schindler, 2014).
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2.3 KoZni mikrobiom melanomi a melanocytarnich névi

Mikrobidlni flora kiize se na riznych castech téla 1i$i a pro kazdou oblast je typicka jina
skupina mikroorganismi. Néktera kozni onemocnéni, jako naptiklad atopicky ekzém, jsou
spojovana se zménami kozniho mikrobiomu. Objasnéni mikrobidlnich diverzit pfi
onemocnénich by mohlo vést k novym zpiisobim diagnostiky a 1écby. Spojovani

mikroflory a rakoviny kiize je prozatim hypotézou (Salava, 2016).

V dostupnych zdrojich je popséana studie zabyvajici se diverzitou mikrobidlni flory kiize
u melanomu. K vyzkumu bylo odebrano 15 koznich melanomi a 17 benignich
melanocytarnich névi. Cilem vyzkumu bylo ovéfeni, zda se mikroflora zdravé kiize 1isi od
mikrofléry melanomu. Bylo zjisténo, Ze 95 % taxonomickych skupin patfilo do kment
Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria a Bacteroidetes. Nejintenzivngj$i osidleni bylo
rodem Propionibacterium, nésledoval Staphylococcus a Corynebacterium. Statistickym
zpracovanim dat nebyly nalezeny vyznamné odchylky mezi bakterialni flérou jednotlivych
vzorkll. Vzorky melanomu mély okrajové rozdilnou mikrobidlni diverzitu. Ziskana data
tedy naznacuji, Ze koZni mikrobiom nemusi byt vhodnym nastrojem k diagnostice

melanomu a benignich melanocytarnich névia (Salava, 2016).

2.4 Melanom

Vznik melanomu je zplisoben maligni transformaci melanocytid. Neni zpiisoben mutaci
jediného genu, ale souborem vétSiho po¢tu zmén v genomu téchto bunék. NejveEtsi
zastoupeni tvoii melanomy vzniklé¢ z epidermalnich melanocytd. Pfiblizné 4 % jsou

melanomy z uveélnich melanocytl a primarnich melanocyti CNS (Krajsova, 2017).

K rizikovym faktorim vzniku tohoto onemocnéni patii genetické dispozice, velké
kongenitalni névy, 1ékova imunosuprese, naptiklad u nemocnych HIV a v neposledni fadé

UV zafeni (Stastnova, 2007).

Maligni melanomy se fadi k nejcastéjSim zhoubnym nadorim. Tvoii polovinu vSech
zhoubnych onemocnéni. Pouze 4 % koZnich nadorii jsou malignich, pfesto se jedna

o Castou pticinu umrti (Adam, 2003).

Melanom se vyskytuje pfedevsim u lidi bilé rasy s mén¢ pigmentovanou kuzi. NejCastéji
se onemocnéni vyskytuje v Australii, Novém Zélandu, ale i ve statech severni Evropy,
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predev§im u svétlovlasych obyvatel. Ceska republika se fadi do zemi se stiedni incidenci

nemoci (Vorli¢ek, 2012).

2.41 Kozni melanomy

Prvni z typti kozniho melanomu vznika nejcastéji na mistech, ktera nejsou slunecnimu
zateni trvale vystavovana. Jedna se predevs§im o trup a proximalni ¢asti koncetin. Do této
skupiny patii plosné se §ifici melanom, melanom s vertikalnim ristem, primarné nodularni

melanom a sekundarné nodulérni, plosné se $ifici melanom (Krajsova, 2017).

Druhym typem koznich melanomil jsou melanomy vznikajici v disledku chronického
solarniho poskozeni. Objevuji se na chronicky vystavovanych oblastech kiize jako je hlava,

krk ¢i distalni ¢asti koncetin (Krajsova, 2017).

Poslednim typem kozniho melanomu je akrolentigin6zni melanom, charakterizovany
zvySenou genetickou instabilitou. Vyskytuje se na ploskach nohou, dlanich a subungualni

oblasti. U ¢ernocht predstavuje az 75 % vSech melanomu (Krajsova, 2017; Krska, 2014).

2.4.2 Slizni¢ni melanomy

Slizni¢éni melanomy vykazuji taktéz genetickou nestabilitu. Jejich vyskyt je velmi
vzacny. Vznikaji naptiklad ve vedlejSich dutinach nosnich, ¢i na sliznici Ustni dutiny,

zevnich rodidel a mocového méechyte (Krajsova, 2017; Krska, 2014).

2.4.3 Uvealni melanomy

Tento typ melanomu vznikd z melanocyti cévnatky, duhovky nebo fasnatého téliska.
Stfedni vrstva o¢ni koule neobsahuje lymfatické cévy, a proto se uvedlni melanomy Sifi

hematogenni cestou, preferencné do jater (Krajsova, 2017).

2.4.4 Primarni melanomy CNS

Vzicny typ melanomu vznikajici z melanocyti mékkych plen mozku. Diagnoza se

urcuje poté, co je vyloucena metastaze v jinych oblastech (Krajsova, 2017).
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2.4.5 Melanocyty

Melanocyty jsou buiiky neuroektodermalniho piivodu nachazejici se predevsim v kizi
abazalni vrstvé epidermis. Melanoblasty, nezral¢ prekurzory melanocytli, opoustéji
v prvnim trimestru embryogeneze neurdlni liStu a osidluji nejprve tkané, na zavér pak
epidermis. V tomto misté se ukladaji a diferencuji do vyzralych dendritickych melanocytt.
Krom¢ epidermis jsou melanocyty ulozeny také v koriu v okoli mazovych zlaz,

ve vlasovych folikulech a okoli prsnich bradavek (Krajsova, 2017; Krajsova, 2008).

Procesem melanogeneze vytvari vSechny melanocyty tmavy pigment, melanin. Ten
slouzi jako ochranny mechanismus ktze pted skodlivymi ucinky UV zafeni. V epidermis
jsou kromé melanocytli uloZeny keratinocyty v poméru od 1 : 4 azl : 15. Melanin
shromazd’ovany v melanozomech se dostavd pomoci melanocytii do keratinocytd, kterych
ma k sobé takto vazanych asi 30. Pouze kozni melanocyty maji schopnost predavani
melaninu do dal§ich bunék. Barva kize nezdvisi na poctu melanocytl, ale na odlisné

produkci melaninu a nasledném transportu do epidermis (Pizinger, 2003).

Pokud melanocyt zméni své vlastnosti a charakteristiky, nazyvame jej atypickym
melanocytem. Stejn¢ jako nezménény melanocyt tvoii benigni névy (atypické névy), které
maji ale vyssi riziko vzniku melanomu. Jestlize v atypickém melanocytu dojde k dalSim
genetickym nebo epigenetickym zméndm, melanocyt nabyvéa charakteru malignich bun¢k
a vznikd melanom, ktery se mize objevit jednak v existujicich benignich pigmentovych

1ézich, Castéji vSak vzniké na zdravé nepostizené kizi (Krajsova, 2008).

2.4.6 Vznik névu

Za normalnich okolnosti se melanocyty nachéazeji v klizi samostatné. Pokud se zacnou
mnozit a nasledné 1 hromadit, mohou se vytvofit bunééna hnizda podél bazalni membrany
a vznikd tzv. benigni melanocytarni junkéni névus. Jestlize melanocyty v dalsi vyvojové
fazi proniknou hloubé&ji do koria, budou vytvaiet intradermélni névy. Takovéto utvary se
vyskytuji u nékterych jedinch uz od narozeni nebo tésn€é po ném a nazyvame je
kongenitalnimi névy. Podle velikosti se déli do tii skupin. U kongenitalniho névu do 2 cm
je riziko maligniho zvratu malé, u névu vétSiho nez 20 cm je vyskyt melanomu Castéjsi.
Ziskané melanocytarni névy patii do druhé skupiny. Vyskytuji se mezi 12. a 30. rokem,

v pozdéjsim véku névy vymizi (Krajsova, 2008; Mé&st'ak, 2015).
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2.4.7 Charakteristika primarniho kozniho melanomu

Maligni melanom je obtizné léc¢itelny nador, ktery je v 75 % pfic¢inou umrti na rakovinu
ktize. VCasna diagnostika maligniho melanomu je pfedpokladem pro uspéSnou 1écbu.

Melanom, ktery metastazuje do organti téla je v podstaté nevylécitelny (Hejdukova, 2014).

Tvar léze

Tvar kozniho utvaru pomahd pii odliSeni maligniho melanomu a benigniho
melanocytarniho névu. Kozni melanom se vyznacuje asymetrickym tvarem na rozdil od

benigniho névu pravidelného tvaru (Krajsova, 2008).

Okraje a ohraniceni léze

Okraje melanomu byvaji nepravidelné¢ ohraniceny. Nepravidelnost ohraniceni roste

umérné s dobou vyvoje nadoru (Krajsova, 2008).

Pigmentace

Zbarveni kozni 1éze napomdahd k prvotnimu odliSeni benigniho a maligniho utvaru.
Benigni pigmentové névy jsou obvykle hnédé. U melanomu lze odlisit rizné intenzivni
hnédou barvu, kterd v misté proristani do vétsi hloubky ziskdva tmaveé modry az cerny
odstin. V mistech regrese nadoru maji léze namodralou barvu, pfi Uplné regresi je kize
v tomto misté bila. Pravé Cervené nebo Sed¢ zbarvend loZiska jsou vice nebezpecna.
Melanocyty takového utvaru jiz nejsou schopny tvofit pigment (Krajsova, 2008;

Hejdukové, 2014).

Velikost

Pokud je velikost 1éze v rozmezi 5—6 mm, vétSinou se nejedna o melanom. V piipade, ze
by byla prokdzana malignita, tak jde o ¢asnou formu nadoru a prognéza je v tomto piipadé
velmi pozitivni. Pfi klinickém vySetfeni nddoru by mél alespont jeden rozmér piekracovat

6 mm (Krajsova, 2008).

Povrch

V okamziku, kdy se na povrchu nadoru objevuji Supiny, krusty, mokvéani a krvaceni,

jedna se o pokrocilé stadium a progndza neni pfilis pozitivni (Krajsova, 2008).
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Vertikalni riust

Pokud je melanom rozpoznan v pocatku, nalezneme jej obvykle v plosné fazi. Rust
melanomu je individudlni, ale v pozd¢jsi fazi zaCne rast vertikdlné. Lozisko se muze
vyvySovat lokalné nebo v izolovanych partiich. U melanomu v pokrocilém stddiu dochazi

ke vzniku naddorovych uzli (Krajsova, 2008).

2.4.8 Diagnostické metody vySetfeni melanomu u lidi

Vysetieni zalind pacientovou anamnézou, vysoce rizikovym pacientim je nabidnuto
genetické poradenstvi. Nejstar§i metoda pouzivand k diagnostice melanomu se nazyva
ABCDE (asymetry — asymetrie, border — okraje, color — barva, diameter — velikost,
elevation — elevace). Z histopatologického hlediska se hodnoti u melanomu tloustka
nadoru dle Breslowa a hloubka invaze dle Clarka. U pokrocilého stadia se objevuji
zanétlivé okraje, krvaceni ¢i svédéni. Upfednostiiuje se vysetieni celého téla véetné mist,
kterd nejsou pravidelné vystavovana slunci, nebot’ 1 zde se ¢asto melanomy vyskytuji. Za
nejrizikovéjsi oblasti téla se povazuji zada, paze, krk a hlava (gt’astnové, 2007; Adam,

2003; Krika, 2014).

Léze se vySetiuji tzv. dermatoskopem, ktery umoziuje az dvacetindsobné zvétSeni
autvar je mozné podrobnéji vySetfit. Pii diagnostice melanomu se vyuZiva
imunohistochemické barveni a histologické vySetfeni. Kvili zvySenému riziku tvorby
metastdz neni u léze maligniho typu doporuc¢ovéana biopsie. Terapie zac¢ina chirurgickym
odstranénim tumoru a v pokroc€ilych stadiich pokracuje lé€ba uzivanim interferonu alfa,
ktery ma cCasteCné protinadorové UCinky a pravdépodobné stimuluje protinadorovou
imunitni odpovéd’. Chemoterapie je urcena pro pacienty s metastdzami, které se nejcasteji

objevuji v kostech, plicich a jatrech (Stastnova, 2007; Hejdukova, 2014).

2.5 Modelovy organismus pro vyzkum

K experimentalnim wc¢elim se chovaji zvifata, u nichZ jsou zndmé genetické
1 fyziologické vlastnosti. U vSech generaci je vramci laboratorniho chovu zajisténa
standardizovana strava a prostfedi. Zvifata jsou posuzovana z genetického a mikrobialniho
hlediska. Genotypova a fenotypova variabilita je ovlivnéna reprodukci jedinct. Prvni
skupina jsou inbredni, geneticky totozna zvifata. Jedinci outbrednich kment jsou naopak

geneticky unikatni. Nej€astéji uzivanym laboratornim modelem jsou mys a potkan.
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Pro dal§i specifické pokusy tykajici se napfiklad respiraéniho systému nebo
neurofyziologickych problému se pouzivaji i vétsi obratlovei jako kocka ¢i opice (Sobotka,

2012).

Pro nasi vyzkumnou c¢innost se jevil optimalni model miniprasat MeLiM, ktery byl
vySlechtén z prasete domaciho. Domestikace divokého prasete saha do mladsi doby
kamenné. Prvnim stdtem, kde se prase chovalo pro laboratorni ucely, byly Spojené staty
americké na konci 40. let 20. stoleti. V prvni fad¢ se Slechtitel¢ snazili minimalizovat
hmotnost prasete. Miniprasata jsou mén€ narocnd na ustijeni a spotiebu potravy.
V porovnani s jate¢nimi prasaty ma miniprase mén¢ podkozniho tuku. Pohlavni dospélost

nastava u miniprasat mezi 4. a 5. mésicem zivota (Jebavy, 2011).

Ustav Zzivo¢iiné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i. v Lib&chové chovda MeLiM model
miniprasat s dédi¢nou formou spontanné regredujiciho maligniho melanomu. Melanomy
téchto miniprasat jsou svymi vlastnostmi velmi podobné lidskym malignim melanomtim
a z toho divodu jsou vhodné jako model pro védeckd zkoumdani. Déle jsou miniprasata
v Libéchoveé vyuzivana pii vyzkumu Huntingtonovy choroby, nebot’ maji ve své genetické
informaci inzertovan mutovany lidsky gen kédujici protein huntingtin, ktery je spojeny se
vznikem tohoto neurodegenerativniho onemocnéni (Olivova, 2016; Prase, které si samo

vyléci rakovinu kiize, 2017).

Obrazek 1: Libéchovské miniprase MeLiM (Prase, které si samo vyléci rakovinu kiize, 2017)
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2.6 Molekularni metody studia mikroorganismi

2.6.1 Metody izolace DNA

K ziskani cisté a nativni nukleové kyseliny z biologického materidlu vede nckolik
metod, z nichz kazda vyuziva jiné vlastnosti. Jedné se o rozdilné rozpustnosti biologickych
makromolekul, adsorpci na pevny poklad nebo ultracentrifugaci v gradientnich roztocich.
Pouze vybér spravné metody a zachovani postupu vede k vytézku kvalitniho materialu pro

dalsi zpracovani (Smarda, 2005).

Pti izolaci DNA je nezbytné zachovat standardni operacni postupy, které vedou k zisku
kvalitni, neznecisténé a nefragmentované DNA. Zpracovani materidlu po nespravné
provedené izolaci by mohlo vést k faleSnym vysledkiim a ohrozeni pacienta. Pokud bude
ale izolace provedena spravné, ziskdme DNA, kterd je velmi stabilni molekulou a za

vhodnych podminek muaze byt skladovéana fadu let (Zvarova, 2012).

Zakladnim rysem purifikace nukleovych kyselin je dostupnost vstupniho materidlu
ajejich oddéleni od ristovych médii (u bakteridlnich kultur) nebo homogenizace tkani
a pletiv. Nejvhodnéjsi ke zpracovani je materidl Cerstvy, zamrazeny nebo lyofilizovany, aby

nedochézelo k degradaci nukleovych kyselin (Smarda, 2005).

Vybér vhodného lyza¢niho ¢inidla zavisi na typu buiiky. K rozruseni bakterialni stény se
vyuziva enzym lysozym spolecné s detergenty pro solubilizaci cytoplazmatické membrany
a EDTA, jakoZto chelata¢ni Cinidlo vyvazujici dvojmocné kationty vapniku, ¢imz inhibuje
deoxyribonukleazy a destabilizuje vngjsi bakterialni st€énu. K lyze buné€k rostlin a hub se
vyuziva enzym celuldza. Pro rozruSeni zivociSnych bunék postaci slabé neiontové
detergenty. Nejcastéji pouzivanym detergentem je Triton X-100 nebo dodecylsulfat sodny.
Pii izolaci DNA ztkdni je nezbytné pfed pouZzitim detergentu tkdn homogenizovat

(Kocarek, 2007).
Zahtatim na 65 °C se vzorek zbavi nezddoucich deoxyribonukledz, které by mohly

poskodit DNA. Tato teplota ovS§em neomezuje uc¢innost teploté stabilnich ribonukleaz, které

ze vzorku odstrafiuji RNA (Smarda, 2005).
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Extrakce proteiniazou K

Proteinaza K je enzym S$tépici bilkoviny. Pouziva se tehdy, pokud je nezbytné izolovat
velmi Cistou DNA. Obvykle je soucasti extrakéniho pufru, ktery se pfidava k izolovanému
materidlu. Smés se inkubuje pii 37 °C (popt. 57 °C). U pojivovych tkani se pouZzivaji

enzymy elastdza nebo kolagenaza (Kocarek, 2007).

Fenol-chloroformova extrakce nukleovych kyselin

Pro zvySeni uc¢innosti experimentu je nezbytné odstranit proteiny, které by se mohly
navazat na DNA a ovlivnily by takto vysledek. Protedzy lze nahradit smési fenolu
a chloroformu nebo pufrem ekvilibrovanym fenolem. Po pfidani zminénych organickych
latek do vodného prostiedi bunécného lyzatu vznikaji dveé vrstvy. Dikladnym promichanim
dochazi k denaturaci proteinu. VysraZené proteiny lze oddélit centrifugaci. V ptipadé, ze
byl pouzit fenol ekvilibrovany neutrdlnim nebo zasaditym pufrem, nukleové kyseliny
zustaly ve vodné fazi. Oddélit nukleové kyseliny do dvou fazi 1ze za pfedpokladu, Ze bude
pfi extrakci pouzit kysely fenol. Ve vodné fazi zistava RNA a DNA piechdzi do organické
faze. K ptecisténi nukleové kyseliny od fenolu a chloroformu slouzi precipitace alkoholem.
P¥itomnost jednomocnych ionti (Na', K") nukleovou kyselinu vysrazi do podoby agregatu,
ktery sedimentuje pfi centrifugaci na dno zkumavky. Pfidanim soli (2M NaCl) a snizenim
teploty na -70 °C lIze Uc€innost sraZeni zvysit. Soli se mohou c¢astecné s nukleovymi
kyselinami srazit a je nezbytné, aby se poté =z precipititu odstranily promytim
70% etanolem. Vzorek se nechd nasledné stat, aby doSlo k odpafeni etanolovych par.
K DNA se ptfida vodny roztok pufru TRIS-HCI1 (pH 7,5-8,0) a inhibitor nukledz EDTA
(Smarda, 2005).

Adsorpce na silikat

K bunécnému obsahu se pfidava chaotropni stil a suspenze silikdtovych ¢astic — DNA
v jeji pritomnosti adheruje na silikatovy povrch. Protfepanim ulpivaji molekuly DNA na
Casticich a ostatni latky se usazuji. Roztok nad c¢ésticemi se odsaje a zbyly obsah je
proplachnut novou davkou pufru s chaotropnimi solemi. Obsah zkumavky se opét odstiedi,
odsaje se roztok a na €asticich zlistdva adherovana €ista DNA. Pfidanim vody nebo pufru se
DNA z ¢astic snadno uvolni. Po odstfedéni zlistanou ¢éstice na dné zkumavky a nad nimi

Cisty roztok DNA.
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Magnetické ¢astice

K izolaci DNA se vyuzivaji také magnetické ¢astice kulovitého tvaru. Jejich velikost se
pohybuje od 5 nm do 100 um. Izolace nukleové kyseliny zacind jejim navazanim na
optimalné modifikovany povrch Castice. Zkumavka je poté ptilozena k magnetu. Vzhledem
k tomu, Ze je jadro tvofeno z magnetitu (popt. maghemitu), ¢astice s navdzanou nukleovou
kyselinou se pfes sténu zkumavky pfilnou k magnetu. Pfebytecnd kapalina je odstranéna
a zkumavka je opakovan¢ promyvana. Nakonec je pfiddna latka, ktera uvolni nukleovou

kyselinu z ¢astic do roztoku (Janochova, 2009).

2.6.2 Stanoveni koncentrace a kvality DNA

U nékterych laboratornich metod je nezbytné pfipravit roztok DNA o pfesné
koncentraci. K jejimu stanoveni se pouzivaji dvé metody — fluorometrickd metoda a Casté;ji
uzivana spektrofotometrickd metoda. Vyuziva se schopnosti nukleové kyseliny absorbovat
zafeni o vlnové délce 260 nm. Absorbance odpovida koncentraci nukleovych kyselin.
Absorbance rovna 1,0 odpovida 50 pg/ml dsDNA. Spektrofotometrickou metodou se da
zméfit nejen koncentrace, ale 1 Cistota. DNA je nejcastéji kontaminovana fenolem, nebo
bilkovinami, které absorbuji zafeni o vinové délce 280 nm. Pokud je pomér absorbanci pti
260 a 280 nm niz8i nez 1,75, doporucuje se opakovat purifikaci. Optimalni hodnoty

absorbance Cisté DNA je 1,8-2,0 (Kocarek, 2007; Brown, 2007).

Nékteré laboratofe vyuzivaji ke kontrole Cistoty DNA pomér absorbanci pfi vinovych
delkach 260 a 230 nm. Pfi 260 nm absorbuji nukleové kyseliny, pfi 230 nm
nizkomolekularni latky jako fenol, EDTA ¢i polysacharidy. Optimélni hodnota poméru

absorbanci by u ¢isté nukleové kyseliny méla piesahnout 2,0 (Janochova, 2009).

2.6.3 Amplifikace DNA

Metoda PCR zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem byla velkym piinosem do oboru
molekuldrni biologie. Principem PCR je cyklicky se opakujici amplifikace vybraného
useku DNA, ktery se oznaci pomoci dvou primert. Syntéza novych tsekl probiha ve sméru
5' -> 3' za pfitomnosti termostabilnich DNA polymerdz ziskanych z bakterii Zijicich
v prosttedi horkych pramentd. NejzndméjSimi jsou Thermus aquaticus, Thermus
thermofilus, Thermus flavus, Pyrococcus furiosus a Thermococcus litoralis. Vybér vhodné

DNA polymerazy zohlediiuje n€které jeji vlastnosti, jako napiiklad Zivotnost pii vysokych
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teplotach, presnost ¢i rychlost elongace. Nejcastéji pouzivand DNA polymerdza je
izolovana z bakterie Thermus aquaticus. Primery jsou kratké oligonukleotidy DNA
komplementarni k zaCatku a konci amplifikovaného useku (genu). V ramci této prace byl
primery oznacen gen pro 16S ribozomdlni RNA. V okamziku, kdy se piida DNA
polymerdza s nukleotidy, zacne probihat protismérné¢ na obou matricovych fetézcich

syntéza novych vladken (§marda, 2005; Dvotéakova, 2007).

Pii PCR se cyklicky opakuji tii kroky, béhem nichz probihaji v zavislosti na teploté

rozdilné d¢je.

e 94-97 °C — vprvnim kroku dvoufetézcovd molekula DNA denaturuje. Proces
pocatecni denaturace trva 2—5 minut. Denaturace amplikont trva 15—45 vtefin.

e 30-65 °C — na fetézce DNA nasedaji primery. Doba pro navadzani primerti se
pohybuje od 30 do 60 vtefin.

e 6575 °C — DNA polymerdza syntetizuje nové fetézce DNA rychlosti

cca 60 bazi/vtefinu. Tento krok trva 45 vtefin az 2 minuty.

Pfistroj, vnémz jsou automaticky nastaveny teploty a Casové intervaly jednotlivych
krokt, se nazyva termocykler. Metodu PCR lze oznacit jako zplsob klonovani DNA, nebot’
pfi opakovani cykll roste exponencidlné pocet kopii vybraného tseku. Optimalni pocet
cykli je 25 az 30, pfi vy$Sim poctu se zvySuje mnozstvi nespecifickych produkti PCR
(Smarda, 2005).

v 7 N v r . Mo w ’ . + N o7 .
Reakéni smés je tvofena DNA polymerazou, primery, hofe¢natymi ionty Mg*" tvoficimi

rozpustny komplex s nukleotidy rozpoznavanymi DNA polymerazou (Smarda, 2005).

2.6.3.1 Nejcast¢ji pouzivané modifikace PCR v mikrobiologii

Kvantitativni PCR (qPCR)

Real-time PCR je kvantitativni verze metody PCR. Rozdil od konven¢ni PCR je
v detekci fluorescence béhem amplifikace produktu. K vizualizaci amplifikace DNA se
pouzivaji specifické a nespecifické chemické latky. Mezi skupiny nespecifickych
chemickych latek patii tzv. interkalacni barvy. Reverzibilné se vazou do zldbku
dvouvldknové DNA a zpusobuji fluorescenci, kterd je detekovand PCR fluorimetrem.

S prirastkem PCR produktu roste fluorescence vzorku. Nevyhodou nespecifickych barviv
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je, ze se vmezeti také do dvousroubovice nespecifickych produkti a vysledek qPCR je
zkreslen. NejCastéji uzivanymi barvivy je SYBR Green, SYBR Gold, Fluorescein
a ethidiumbromid. Vyuzivani sondy k detekci amplifikace DNA se fadi do druhé skupiny
specifickych chemickych latek. Kazda sekvence useku DNA vyzaduje vlastni sondu, diky
¢emuz lze béhem jedné qPCR reakce detekovat amplifikaci vice rozdilnych sekvenci

najednou. Vyroba specifickych sond je finan¢né nakladna (Dvotakova, 2007; Inglis, 2012).

Hybridizacni sondy jsou kratké oligonukleotidy, které se specificky vazou na
amplifikovany usek DNA. Pouzivaji se Hydrolyzaéni sondy TagMan™ nebo Scorpions®

(Lyskova, 2008).

Primery i1 hybridiza¢ni sondy jsou oznacovany fluorofory, které po absorpci svétla
emituji svétlo vyssi vinové délky. Nékteré sondy maji dvojité znaceni, kdy obsahuji navic
zhased, ktery piijatou energii z fluoroforu rozptyli ve form& svétla nebo tepla (Smarda,

2005).
Reverzné transkripéni PCR (RT-PCR)

Zpétna PCR vyuziva retrovirové zpétné transkriptazy k ptrevedeni izolované molekuly

RNA do cDNA. Amplifikace probiha standardnim postupem (Lyskova, 2008).

PCR amplifikace a predchazejici ptevod RNA do ¢cDNA mohou probihat jako one-step
RT-PCR v jedné zkumavce, nebo oddélen¢ v tzv. two-step RT-PCR. Pti one-step RT-PCR
se vyuzivda DNA polymeraza izolovand z Thermus thermophilus k ptevedeni RNA na
cDNA a po nasednuti dvou primerti stejnd polymerdza syntetizuje druhé vlakno

(Ruzickova, 2012).

V klinické praxi se metoda vyuziva pti analyze genové exprese, podezieni na geneticky
podminénou nemoc, u které jsou zaznamenany zmény v sekvenci mRNA a posledni

vySetfeni je u nemoci, jejichz ptivodci jsou RNA-viry (Kocarek, 2007).

2.6.4 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin

Elektroforéza vyuziva schopnosti pohybu nabitych molekul v elektrickém poli.
Fragmenty DNA jsou rozdéleny podle naboje a molekulové hmotnosti. Fosfatové skupiny

nukleovych kyselin zpiisobuji celkovy zadporny naboj molekuly, a proto se v elektrickém
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poli pohybuji ke kladné elektrodé¢ — anodé. Elektroforézou lze oddélit nejen nukleové

kyseliny, ale i proteiny (Koéarek, 2007; Smarda, 2005).

2.6.4.1 Gelova elektroforéza

Nosi¢em u tohoto typu elektroforézy je gel. Jedna se o polyakrylamidové nebo
agarozové gely vytvarejici sitovitou strukturu s péry. Zménou slozeni nebo koncentraci
polymeru lze ovlivnit velikost téchto port a tim docilit optimalnich vlastnosti nosice pro
separaci molekul. Gelova elektroforéza se rozliSuje podle polohy gelu na horizontalni

a vertikalni. Kapilarni elektroforéza ma gel uvniti kapilary (Smarda, 2005).

Agarozovy gel se pripravuje z polysacharidu agar6ézy ziskaného z moiskych fas.
Zahtatim se rozpousti v pufru a naléva do forem, kde tuhne v gel. Agar6zova elektroforéza
se pouziva pro separaci molekul nukleovych kyselin od 100 bp do 50 kb. K rozdéleni
fragmentl o délce 200 bp se pouziva 4% gel. S rostouci velikosti usekll se sniZuje
koncentrace gelu. Pro mensi molekuly od 10 do 100 bp se vyuzivaji polyakrylamidové gely,
které jsou pfipravovany z akrylamidu a N,N'-metylenbisakrylamidu. Molekularni sito je
velmi husté a umoZiiuje rozdélit Gseky liSici se jednim péarem bazi. Roztok k vyrobé
polyakrylamidového gelu se lije mezi dvé skla, aby polymerace probehla bez piistupu

vzduchu (gmarda, 2005; Kocarek, 2007).

Néboj na molekule nukleové kyseliny je rovhomérné rozprosten. Pro rychlost pohybu
v gelu, oznaCovanou jako elektroforetickd pohyblivost, se nezohlediiuje velikost naboje, ale
velikost molekuly. Zde plati, Ze ¢im jsou fragmenty DNA mensi, tim rychleji se pohybuji.
Mensi useky DNA budou tedy bliZze k anod€. Pfi identifikaci vzorkd neznamé velikosti se
vysledek elektroforézy porovnava se standardy velikosti nebo hmotnostnimi standardy,

u nichz byla velikost zji§téna jiz diive sekvenovanim DNA (Smarda, 2005; Ko&arek, 2007).

Ke spravnému vyhodnoceni gelové elektroforézy je nezbytné piesné urcit polohy
separovanych molekul. Toto zhodnoceni neni mozné provést pouhym okem. Pro vizualizaci
DNA se pouziva interkalacni barvivo ethidiumbromid, které se dostdva mezi sousedni pary
bazi. Vznika komplex, ktery po osvétleni UV zatfenim Cervené fluoreskuje. K obarveni Ize
pouzit také barvivo komeréné znacené SYBR Green nebo GelRed. U polyakrylamidovych

gell 1ze DNA vizualizovat stiibrem. Intenzita zbarveni je pfimo imérna koncentraci DNA.
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Polohu fragmentii DNA lze detekovat hybridizaci se zna¢enou sondou. Vizualizace DNA je

mozn4 transiluminatorem, ktery gel prosviti UV svétlem (Smarda, 2005).
Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza byla poprvé aplikovana na vyzkumu
mikrobialnich skupin v roce 1993. Primarné se pro identifikaci bakterii touto metodou

vyuziva 16S rRNA gen, ale pouzivaji se také geny cpn60 a rpoB (Inglis, 2012).

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza vyuziva rozdilnou elektroforetickou
mobilitu. DokaZe detekovat odchylky v sekvenci (bodové mutace) v kratkych molekulach
Casteén¢ denaturované 1 nedenaturované DNA. Denaturaéni gradientové gelové
elektroforéze predchazi stejn¢ jako u ostatnich typa elektroforéz PCR, pii niz jsou
fragmenty DNA amplifikovany. Vzorky se nésledné aplikuji do polyakrylamidového gelu.
Podstatnou vlastnosti gelu je linearni denaturacni gradient, ktery miize byt zajistény
vzristajici  koncentraci denatura¢niho Cinidla nebo vzrustajici teplotou. Béhem
elektroforézy dvoufetézcovd DNA denaturuje, ¢imz se vytvaii vétvend struktura
s jednofetézcovymi oblastmi. Rychlost denaturace je zavisla na jeji sekvenci (GC pary drzi
pevnéji nez AT pary). Stejné¢ dlouhé molekuly dvoufetézcové DNA obsahujici sekvencni
polymorfismus vytvafi odliSné struktury s rozdilnou elektroforetickou mobilitou. Na konce
analyzovanych fragmenti se ptipoji GC svorky, diky nimZ nedojde k uplné denaturaci, pti
které by vysledkem byly jednofetézcové formy. Pii zajiSténi kvalitniho gradientniho gelu

umozituje DGGE specificky separovat smés molekul lisici se jedinou bazi (Smarda, 2005).

2.6.5 Sekvenovani nukleovych kyselin

Sekvenovani nukleovych kyselin je metoda, pfi které dokdzeme piesné urcit potadi
nukleotidii v fetézci. Sekvenovani se vyuziva u fady dalSich biopolymert, naptiklad

proteintl, kde ur¢ujeme potadi jednotlivych aminokyselin (Zvarova, 2012).

Historie sekvenovani saha do roku 1973, kdy Frederik Sanger s kolegy ve Velké Britanii
popsal metodu, kterd se pozd€jsimi modifikacemi stala zakladem pro tzv. ,,plus-minus‘
metodu, ktera primarn¢ slouzila ke ¢teni genomu bakteriofagu phiX174. V roce 1977 popsal
novy postup, pfi némz bylo opét vldkno syntetizovano DNA polymerazou a baze byly
radioaktivné znacCeny. Rozdil byl ale v principu detekce poradi bazi. V nové metodé

dochazelo k zastaveni polymerace v misté zvolené¢ baze. O dva roky pozd¢ji publikovali
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Allan Maxam a Walter Gilbert metodu sekvenovani zalozenou na chemické degradaci.
V dob¢ svého objeveni byly obé metody popularni. V soucasné dobé se upiednostiiuje
Sangerova metoda pfed Maxam-Gilbertovou metodou, pii které se pouzivaji toxické
chemikalie. Vyhodou Sangerovy metody je taktéz moznost automatizace (Zvarova, 2012;

Brown, 2007).

Sangerovo enzymatické sekvenovani

Tento typ sekvenovani patii do skupiny metod oznacované jako sekvenace syntézou.
K templatovému vldknu je syntetizovano komplementarni vlakno tak, jak k tomu dochazi

in vivo (Zvarova, 2012).

Sekvenovani metodou podle Frederika Sangera je modifikaci klasické PCR. Smés pro
tuto metodu tvoii DNA, primer, DNA polymerdza a stavebni jednotky, kterymi jsou
nukleotidy (dNTP) a fluorescenéné znacené modifikované dideoxynukleotidy (ddNTP),
které nemaji OH skupinu na druhém, ale ani na tietim uhliku, na kterou by se mohl navazat
dalsi nukleotid. Syntetizovani DNA probiha ve sméru od primeru, kde PCR polymeraza
podle komplementarity templatového vldkna postupné ptidava stavebni jednotky. Pokud
jsou soucasti nového vldkna klasické nukleotidy, syntéza pokracuje dal. V okamziku, kdy je

do syntézy zapojen modifikovany nukleotid, je reakce zastavena.

K zastaveni reakce dochazi ndhodné na riznych pozicich molekul, diky ¢emuz vznikaji
dvouvlaknové fetézce lisici se svou délkou. Kazdy z produkti je zakon¢en modifikovanym
dideoxynukleotidem, ktery byl diive znacen radioaktivné. Dnes se k oznaceni pouzivaji

fluorescen¢ni znacky Ctyt riznych barev (Zvarova, 2012).

Vysledkem ctyf reakci, z nichz kazda probihd s odliSnym dideoxynukleotidem, jsou Ctyfi
smési, ve kterych jsou polynukleotidy zakonc¢ené vzdy jednim typem dideoxynukleotidu.
Nasleduje separace v gelové elektroforéze, kdy je detekovana fluorescence z délky
a signalu (kazdy z nukleotidii ma jinou znacku). Pouzivaji se polyakrylamidové gely

s mocovinou (Brown, 2007).
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Maxam-Gilbertova metoda chemického sekvenovani

Maxam-Gilbertova metoda se vyuziva k sekvenovani DNA, u které se vytvari smycky.
Ty by mohly u Sangerovy metody branit v postupu DNA polymerdzy. V bézné praxi se

jedna spise o alternativni metodu (Brown, 2007).

Vzorek je nejprve oznacen fosfatovou skupinou a poté zahiat na 90 °C. Dochazi
k denaturaci a rozpleteni na dvé vldkna rozd€lena gelovou elektroforézou na zakladé
mnozstvi purinovych bazi. Vldkno je piecisténo a ve Ctyiech odliSnych zkumavkéch se
nechd reagovat s jednou z chemikalii. Rozdil oproti enzymové metodé spociva v tom, ze
zde dochazi ke Stépeni analyzovaného tseku DNA namisto syntézy komplementarniho
vldkna k templatovému. Pouzitd chemické ¢inidla jsou specifickd pro urCitou bazi, kterou
z fetézce uvolni a v takto oslabeném misté¢ dojde k St€peni. Nevyhodou této metody je

pouziti radioaktivniho fosforu ke znaceni fragmenti DNA (Zvarova, 2012; Brown, 2007).

Sekvenovani nové generace (NGS)

U sekvenovani podle Sangera je nutné oddélit geny pochazejici z riiznych bakterii,
protoze vysledné signaly by se piekryvaly a nebylo by mozné urcit, které z bakterii
nukleotid patii. Sekvenovani nové generace tuto selekci nevyzaduje a je schopno paralelné
sekvenovat az tisice riznych sekvenci soucasné. V soucasné dob¢ je na trhu n€kolik NGS
technologii, které se 1i$i sekvenacni kapacitou, rychlosti, délkou cteni, kvalitou sekvenci,
cenou piistrojii a reagencii. Nicméné vSechny technologie vychéazeji z obecného postupu.
Prvnim krokem sekvenovani je fragmentace DNA. Useky dlouhé fadové nékolik set bazi
jsou enzymaticky oznaceny na koncich adaptéry. Fragmenty DNA jsou pomoci PCR
amplifikovany a nasledn¢ sekvenovany. Vystupem je velké mnozstvi dat, které je dale
analyzovano. Nejuzivangj$imi platformami NGS jsou technologie 454 od firmy Roche,
Solexa od firmy Illumina a Iont Torrent od firmy Life Technologies (Sekvenovani nové

generace, 2014).
Genové Cipy

Genové Cipy se vyuzivaji napiiklad k detekci mutaci, zmén genové exprese nebo
sekvenovani. Principem metody je hybridizace nckolika desitek az tisich sond
s vySetfovanou nukleovou kyselinou. Podle pfitomnosti, nepfitomnosti a intenzity signalu

lze urcit patologické stavy jako mutace ¢i amplifikace genl. Sondy jsou naneseny na
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specidlnim skle nebo membrané a chemickymi nebo fyzikalnimi procesy jsou na povrchu
pevné uchyceny. Chemicka latka na povrchu sklenéného bioCipu vytvaii s nukleovymi
kyselinami pevnou kovalentni vazbu. U membranovych bioCipli se provadi fixace
pusobenim UV zafeni. Hybridizac¢ni signdl je zaznamendvan skenerem nebo kamerou
a vyhodnocen pocitacovym programem. Kromé fluorescencnich barviv se ke znaceni
pouzivaji radioaktivni znacky. U aktivnich bioCipti jsou sondy spojeny se zdrojem napéti.
Pfi navazani nukleové kyseliny na sondu se zméni napéti, které je zaznamendno méficim
aparatem. Vyhodou aktivnich bioipti je moznost uvolnit nukleovou kyselinu od sondy

a ¢ip znovu pouzit (Kocarek, 2007).
Technologie 454 (Roche)

Technologie vyuzivajici pyrosekvenovani fragmentt pfipravenych emulzni PCR. I u této
metody plati, Ze zacind fragmentaci DNA na tseky dlouhé 300-800 bp. K oznaeni se
pouzivaji dva typy adaptéru, jez by mély vzdy ve dvojici fragment oznagit. Useky s parem
stejnych adaptérti jsou odstranény. Fragmenty jsou imobilizovany na kuli¢ky. Ty jsou
v nasledujicim kroku zapouzdieny emulznim olejem. Kazda kulicka obsahuje prvky
nezbytné k prob&hnuti PCR reakce. Vyhodou emulzni PCR je, Ze umoznuje amplifikaci
dil¢ich fragmenti. Jednotlivé kuli¢ky jsou po dokonceni PCR vlozeny do jamek desticky.
Ke kazdé¢ kulicce je pfidana ATP sulfurylaza, luciferaza a DNA polymeraza, ktera
syntetizuje DNA na vSech molekuldch vazanych na kuli¢ku. Tento krok probiha opakovang,
nebot’ se pfidava vzdy pouze jeden typ nukleotidu. Pfi navazéni nukleotidu dochazi ke
vzniku ATP preménujiciho luciferin na oxyluciferin. Vysledkem téchto enzymatickych
reakci je luminiscence zachycovana detektorem. Na zavér reakce je ze smési piidanim

apyrazy odstranéno ATP a pfebyte¢né nukleotidy (454 (Roche), 2014).
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3 CIL PRACE

Cilem bylo seznamit se s technikami a metodami stanoveni mikrobidlnich diverzit téla

¢lovéka a laboratornich modelu.

Pomoci molekularné-biologickych metod analyzovat kozni a melanomovou tkan
miniprasat MeLiM, ktera jsou vhodnym modelem k analyze kozni mikroflory, nebot’ jeji

slozeni je velmi podobné lidské.

Stanovit diverzitu mikrobiomu zdravé a melanomové tkané€, protoze znalost zastoupeni

bakterialnich druht by mohla piispét k efektivnéjsi 1écbe lidskych melanomd.

33



4 METODIKA

4.1 Skupina analyzovanych zvirat

K vyzkumu byl vybran praseci MeLiM (Melanoma Libechov Minipig) model. Vzorky
byly odebrany z prasat ve véku 6., 8., 10. a 12. tydnl s progredujici i regredujici fazi
onemocnéni. 10. tyden staii je povazovan za obdobi, kdy se onemocnéni zacne vyvijet
regresivné ¢i progresivné. Pro analyzu kozniho mikrobiomu byly odebirdny vzorky

v 10. tydnu véku zvifat.

Pro analyzu mikrobiomu bylo vybriano 8 jedinci v regresivni fazi onemocnéni

a 4 jedinci v progresivni fazi. Kontrolni skupinou bylo 15 zdravych jedincu.

Miniprasatim uréenym k vyzkumu nebyla podavana zadna antibiotika ¢i antiseptika,

ktera by mohla ovlivnit slozeni kozniho mikrobiomu.

4.2 Odbér biologického materialu

Seskraby z melanomu a kiize byly provadény ze stejnych mist téla zvifete, aby se
predeslo interferencim zpisobenymi diverzitami mikroflory rtznych oblasti. Kazdé dva

tydny byly provadény odbéry ze stejného melanomu a stejné vzdalenosti od melanomu.

Odbéry probihaly v Laboratofi biologie naddort pod vedenim Be. RNDr. MUDr. Moniky
Cervinkové, Ph.D.

4.2.1 SeSkraby z melanomu a kiize

Seskraby z melanomu a kiize byly provedeny z definované plochy o velikosti 4 cm?
sterilni Cepeli skalpelu. SeSkraby klize se provadely 5 cm od okraje ptislusSného melanomu.

Byly uchovavany ve zkumavce s enzymatickym lyza¢nim pufrem piti -80 °C.
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4.3 Izolace DNA

K izolaci DNA jsme pouzily DNeasy PowerBiofilm Kit od firmy QIAGEN urceny
k izolaci DNA z biofilmovych vzorkt. Postupovali jsme podle doporu¢eného navodu firmy
dostupného  na  webovych  strankdch  https://www.qiagen.com/us/shop/sample-

technologies/dna/genomic-dna/dneasy-powerbiofilm-kit/#orderinginformation.

Veskery biologicky material ziskany od konkrétniho zivocCicha jsme pouzili k izolaci
DNA. Do nové 2 ml zkumavky jsme vlozili ptiblizn€ 0,2 g materialu ziskané¢ho seSkrabem.
Zkumavku jsme pii 13 000 x g pod dobu 1 minuty centrifugovali. Biologické vzorky se lisi
obsahem vlhkosti, kterd by mohla snizit vytézek DNA. Z tohoto divodu je nezbytné
biologicky materidl v prvnim kroku centrifugovat. Pfebyte¢nou kapalinu jsme odsali
pomoci pipety. Materidl, ktery zstal na dné, jsme resuspendovali ve 350 pl roztoku BFI
aprenesli do zkumavky, ktera obsahovala drobné kulicky slouzici k mechanické
homogenizaci vzorku (Bead tube). Roztok BF1 obsahoval detergent, ktery zptisobil
degradaci bunécné stény a prispél ke stabilizaci DNA. V dal§im kroku jsme ptidali 100 pl
roztoku BF2, ktery taktéZ napomahal lyze buniky a zachovani integrity DNA. Kratce jsme
pomoci vortexu promichali. Abychom zaktivovali lyzacni komponenty, zkumavku jsme

nechali inkubovat pti 65 °C po dobu 5 minut.

K homogenizaci jsme pouzili pfistroj FastPrep, do kterého jsme vlozili zkumavku
a 30 vtefin pii 3 200 rpm obsah homogenizovali. Nasledné jsme pii 13 000 % g 1 minutu
obsah centrifugovali. VeSkery supernatant jsme ptenesli do nové 2 ml zkumavky. Timto
krokem se bunécné ulomky a dalsi organické 1 anorganické latky usadily na dn€ zkumavky,
zatimco DNA zlstala v supernatantu. Pfesunem supernatantu do nové zkumavky jsme

zajistili zvySeni vysledné Cistoty DNA.

Do zkumavky jsme pfidali 100 pl roztoku BF3 a kratce promichali. Inkubovali jsme
Sminut pii 4 °C. Tento roztok byl cCinidlem, ktery zajistil odstranéni latek, které
neobsahovaly DNA. Jednalo se zejména o polysacharidy a bilkoviny. V nasledujicim kroku
jsme zkumavku centrifugovali pfi 13 000 x g 1 minutu. Zkumavku s peletou jsme odstranili
a do nové zkumavky jsme pfesunuli supernatant, ke kterému jsme ptidali 900 pl roztoku
BF4. Na vortexu jsme smés kratce promichali. Cinidlo BF4 byl koncentrovany solny
roztok, ktery v tomto kroku zajistil vhodné prostfedi pro naslednou vazbu DNA na oxid

kfemicity.
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Odebrali jsme 650 pl supernatantu a pienesli jsme jej do MB Spin kolony a opét
centrifugovali pfi 13 000 x g 1 minutu. Stejny postup jsme dodrzeli i u zpracovani zbylého

supernatantu. DNA se selektivné navazala na membranu uvnitt kolony.

Kolonu jsme ptenesli do nové 2 ml zkumavky, piidali jsme 650 pl roztoku BF5 a pii
13 000 x g 1 minutu centrifugovali. Roztok BF5 byl na bazi alkoholu a pouzili jsme jej
k procisténi DNA. Promyvanim jsme odstranili zbytky soli a dalSich kontaminujicich latek,

zatimco DNA ziistala navdzana na membrané kolony.

Kapalinu, ktera protekla kolonou jsme odstranili a ptidali 650 pul BF6 a opét jsme pfi
13000 x g 1 minutu centrifugovali. Roztok BF6 zajistil uplné odstranéni roztoku BFS.
Kapalinu na dn¢ jsme odstranili a nechali jsme zkumavku centrifugovat pii 13 000 x g
2 minuty. Opakovanou centrifugaci jsme odstranily zbytky roztoku BF6, jehoZ slozky by

mohly ptipadné zpiisobit interference s fadou metod.

Kolonu jsme vlozili do nové 2 ml zkumavky. Abychom zajistili efektivni uvolnéni DNA
z membrany, navlh¢ili jsme ji 100 pl roztokem BF7. Na zavér jsme zkumavku pfii
13 000 x g 1 minutu centrifugovali. Odstranili jsme kolonu a uschovali DNA, kter4 byla na

dné¢ zkumavky v elu¢nim roztoku.

Celkem byla izolovana DNA z 90 vzorki.

4.4 Amplifikace genu kodujiciho 16S rRNA

Pro stanoveni mikrobidlnich diverzit bylo nezbytné ziskat dostatecné mnoZstvi DNA
pfitomnych mikroorganismti, ve které jsme pro analyzu vybrali gen kodujici
16S ribozomalni RNA, ktery tvoii mensi podjednotku ribozomti prokaryot. Je dlouhy asi
1500 bp a na zéklad¢ timluvy roz¢lenén na deset konzervovanych oblasti, v ramci kterych
se mikroorganismy pfili§ neli$i a devét variabilnich usekli, podle kterych je mozné
mikroorganismus identifikovat. My jsme si oznacili primery usek V3, ktery patfi mezi

variabilni useky (Inglis, 2012).
K oznaceni variabilnich Gsekll se pouzivaji tfi typy primerd. Prvni a druhy primer ma

svou jedine¢nou sekvenci, tieti primer méa sekvenci totoZnou s prvnim typem primeru, ale

na svém 5' konci je navic ptidano 40 nukleotidovych GC sekvenci, které se oznacuji jako
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GC svorka. K amplifikaci vybraného tseku se pouzivaji kombinace prvniho a druhého
nebo druhého a tretiho primeru, které koresponduji s pozicemi 338 a 534 u Escherichie coli.
Sekvence pouzitého forward primeru 338GC byla 5'-CGCCCGCCGCGCCCCG
CGCCCGGCCCGCCGCCGCCGCCGCACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3',  sekvence
reverse primeru RP534 byla 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3' (Muyzer, 1992).

Tabulka 2: Objemy reaktantii pri PCR reakci

DNA templat 1 pl
F primer 10x338GC 1 pl
R primer 10x534RP I ul
PCR mix 15 ul
dH,O 12 ul

Ve 200 pl mikrozkumavce byl smichan DNA templét, forward primer, reverse primer,
PCR mix a PCR voda o poZadovaném objemu (Tabulka 2). Celkovy objem byl 30 ul
Reakéni smés jsme promichali a vlozili do termocykleru. Aby reakce probchla podle
ocekavani, bylo nezbytné zkumavku v bloku utésnit, zavfit viko a zaSroubovat. Vyhodou
pouzivaného termocykleru je vyhtivané viko, které zabratiuje kondenzaci par. V pfistroji je
preddefinovany program PCR-DGGE, ve kterém jsou zvoleny délky a teploty dil¢ich krokt

potiebnych k GspéSnému provedeni reakce.

Vzorky byly nejprve pii teplot€¢ 94 °C po dobu 5 minut denaturovany, nasledovalo
35 cykli skladajicich se z denaturace pii 94 °C 30 vtefin, annealingu primert pii 58 °C
30 vtefin a elongace pii 72 °C 30 vtefin. Findlni prodluzovani probihalo pii 72 °C po dobu
5 minut. Tento postup je modifikaci teplotniho programu uvedeného v publikaci Muyzera

(Muyzer, 1992).

Poslednim krokem pfiblizn€¢ 2 hodinové reakce bylo chlazeni na 8 °C. V tomto
okamziku jsme pfistroj vypnuli, aby chlazeni neprobihalo dale. Dlouhodobym chlazenim se

sniZzuje Zivotnost pfistroje.

Vzorky byly stabilni pifi pokojové teploté, ale pro dal$i zpracovani jsme je uskladnili

v mrazaku.
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4.5 Agaroézova elektroforéza

Kvalitu probéhnuté PCR reakce jsme zkontrolovali elektroforézou v agar6zovém gelu.
Rozpusténim 1,5 g agardzy ve 100 ml 0,5% TBE pufru jsme ziskali 1,5% gel. Za stalého
michani jsme smés piivedli k varu a poté odstavili z vafi¢e. Po mirném ochlazeni gelu jsme
ptidali 3 pl ethidiumbromidu a mirné promichali. Kdyz teplota agar6zy doséhla asi 50 °C,

nalili jsme ji na misku 50 ml, vlozili hiebinek a nechali ztuhnout.

Po vyjmuti hiebinku vznikly ve ztuhlém gelu jamky pro nanaSeni vzorku. Do prvni
jamky jsme nanesli 5 pl standardu a do kazdé nasledujici 2 pl vzorku. Elektroforéza

probihala 30 minut pfi 110 V.

Po skonceni elektroforézy jsme gel vyjmuli a pomoci transiluminatoru s UV svétlem jsme

DNA vizualizovali, ¢imZ jsme si ovéfili pfitomnost amplikont pied zacatkem DGGE.

4.6 Stanoveni mikrobialni diverzity metodou PCR-DGGE

Vzorky byly analyzovany metodou PCR-DGGE. Denatura¢ni gradientové elektroforéze
pfedchazela reakce PCR, kde byla cilovd molekula amplifikovana a nasledné byla
provedena agar6zova elektroforéza, kterou se ovéfilo, zda PCR reakce probéhla spravné

a amplifikace byla dostate¢na.

4.6.1 Priprava DGGE gelu

Denaturacni gradientovou gelovou elektroforézu jsme provedli na sestavé pro DGGE
Protean II system od firmy Bio-Rad. Postupovali jsme podle manualu vyrobce, ktery je
dostupny na webové strance http://www.bio-rad.com/en-cz/product/dcode-universal-

mutation-detection-system?ID=b06708b1-b4d2-4ac4-a32b-c696666a4{90.

Pro analyzu jsme pfipravili gel s denaturaéni silou v rozmezi 35 - 60% podle Tabulky 3.
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Tabulka 3: Priprava gelu pro DGGE

Koncentrace 35% 60%
40% Akrylamid 5,560 ml 5,560 ml
50x TAE 0,500 ml 0,500 ml
Formamid 3,500 g 6,000 g
Mocovina 3675¢ 6,300 g
Voda 12,250 ml 9,500 ml

40% akrylamid jsme pfipravili rozpusténim 38 g akrylamidu a 2 g bis-akrylamidu ve
100 ml vody. K pftipravé gelu byla pouzita deionizovanad voda. Rozpusténi mocoviny jsme

urychlili michanim na magnetické michacce.

Abychom ziskali denatura¢ni gel, vyuzili jsme systému spojenych nadob, které jsme
nejprve procistili deionizovanou vodou. Nasledné jsme do nadoby, ktera byla bliz k vypusti,
nalili 60% roztok. Do vzdalenéj$i nadoby jsme nalili 35% roztok. V dolni ¢asti byl gel
tvofen roztokem o vyS§i koncentraci denaturacnich latek (formamidu a mocoviny)
a smérem nahoru, k jamkam, do kterych se pozdéji aplikovaly vzorky, se koncentrace

snizovala dusledkem fedéni méné koncentrovaného roztoku.

Pro pfipravu gelu jsme do aparatury umistili dvé skla pro DGGE a pevné utdhli
svorkami tak, aby gel pfi plnéni po stranach neunikal. Do prostoru mezi skly jsme vloZili
jehlu vypusté michacky. U spojenych nadob jsme zapnuli maximélni mozné michéani a do
obou roztokli jsme ptidali 20 ul TEMED a 200 pl 10% amonium persulfatu sodného. Obé&
tyto piisady slouZzily k polymeraci gelu. Na zavér jsme spojili nadoby a zapnuli ¢erpadlo.
V okamziku, kdy byla hladina gelu asi 1-5 mm od okraje skel, vyjmuli jsme jehlu
z prostoru mezi skly, pfesunuli ji do odpadni nddoby a systém jsme opakované promyli
deionizovanou vodou. Do gelu jsme ihned po dokonceni plnéni vlozili hiebinek k tvorbé

jamek pro nasledné nanaseni vzorku. Gel jsme nechali 45 minut zpolymerovat.

Do tanku na elektroforézu jsme nalili asi 7 1 1x koncentrovaného TAE pufru, ktery jsme
ziskali nafedénim 50x koncentrované¢ho zasobniho roztoku. Pufr jsme nechali ohfat na

60 °C.
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4.6.2 Spusténi DGGE

Bocnice se skly a gelem jsme vyjmuli ze stojanu a nasadili do vnitini ¢asti DGGE

aparatury.

Cely systém jsme vlozili do tanku s pufrem. Jednotlivé jamky jsme proplachli a nanesli
30 pl vzorku. Krajni jamky =zGstaly bez vzorku. Na pfistroji jsme nastavili
30 V a spustili jsme elektroforézu. Pipetovanim vzorku doslo k mirnému ochlazeni pufru.
Z tohoto diivodu jsme nastavili 55 V az poté, co se pufr ohial zpét na 60 °C. Elektroforéza

probihala 18 hodin.

4.6.3 Ukonceni DGGE

Vypnuli jsme zdroj napéti a vyhtfivani. Viko jsme odkryli asi po minutovém intervalu,

kdyz elektrody vychladly.

Do misky jsme si piipravili 50 ml 1x TAE pufru a 5 pl interkalac¢ni barvy SYBR Green.
Rozebrali jsme sestavu skel a gelu, u kterého jsme si oznalili zacatek elektroforézy. Gel
jsme nechali 30 minut barvit v pufru s barvou. Gel byl vizualizovén transiluminatorem pod

UV svétlem a zdokumentovan syst¢émem GelDoc (Biorad).

4.6.4 Sekvenace DNA fragmenti z DGGE

Na obréazku gelu, ktery jsme si vytiskli inverzné, tzn. svétly gel s cernymi prouzky, jsme
si vyznacili ty, které budou pro dalSi zpracovani vyznamné. Pod UV svétlem jsme je
skalpelem vyfizli a umistili do 1,5 ml mikrozkumavky se 100 ml sterilni deionizované vody.
Smés jsme promichali a centrifugovali 10 minut pfi 10 000 rpm (bez chlazeni). Timto

procesem jsme docilili zisku DNA, ktera byla v gelovych §palicich.

Takto ziskanou nukleovou kyselinu jsme amplifikovali metodou PCR. Do
mikrozkumavky jsme dali 5 pl centrifugované smési, 1 pl F primeru 341 (sekvence
CCTACGGGAGGCAGCAGQG), 1 pl R primeru 534, 15 pl PCR mixu a 8 pl deionizované
vody pro PCR. Program je totozny s programem pro DGGE. Po skonceni amplifikace jsme
zkontrolovali reakci agar6zovou elektroforézou, kde jsme ziskali 1 produkt o velikosti asi

200 bp.
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PCR smés jsme precistili kitem QIAquick PCR purification Kit od firmy QIAGEN.
Postupovali  jsme  dle  navodu  dostupného na  webovych strankach
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail7id=390a728a-e6fc-43f7-bt59b12091
cc4380&lang=en.

V poméru 5 : 1 jsme smisili pufr PB a PCR smés urcenou k precisténi. K navazani DNA
jsme pouzili kolonu QIAquick dodavanou vyrobcem kitu, kterou jsme vlozili do 2 ml
zkumavky. Pti pokojové teploté a 17 900 x g jsme 40 vtefin obsah centrifugovali. Odstranili
jsme tekutinu, kterd po centrifugaci ziistala na dn€ zkumavky, a kolonu jsme vratili zpét. Ke
vzorku jsme ptidali 0,75 ml pufru PE a za stejnych podminek jsme opét 40 vtefin
centrifugovali. Tekutinu ve zkumavce jsme odstranili a kolonu umistili zpét do totozné
zkumavky. Centrifugaci jsme znovu opakovali, abychom odstranili zbyly puft, ktery nebyl
pfi predchozi centrifugaci odstfedén. Kolonu jsme poté umistili do Ccisté 1,5 ml
mikrocentrifugacni zkumavky. K eluci DNA jsme pouzili pufr EB. Do stfedu kolonové
membrany jsme piidali 50 pl tohoto pufru a 1 minutu centrifugovali. Abychom dosahli
maximalniho zisku DNA z membrany, pfidali jsme po centrifugaci 30 pl eluéniho pufru
a nechali 1 minutu stat. Poté jsme centrifugaci opakovali. Pomoci pfistroje Nanodrop jsme

u precistené DNA zméfili Cistotu a koncentraci.

Sekvenovani DNA provedla firma SEQme, kterd nabizi nejen Sangerovo, ale i NGS
sekvenovani. Pro identifikaci mikroorganismii na melanomech byla zvolena metoda
Sangerova sekvenovani pro PCR produkty. Vzorky k sekvenaci jsme pfipravili podle
pozadavkl firmy. Nejdiive jsme PCR smeés precistili dle vySe uvedeného postupu a poté
pfipravili smés templatu a primeru. Podle koncentrace DNA zji§téné pomoci nanodropu
jsme odebrali u jednotlivych vzorkli pravé takovy objem, aby vyslednd koncentrace
odpovidala 50 ng (pf. u vzorku byla naméfena koncentrace 25 ng/ul, pro sekvenaci byly
potieba 2 pl). K templatu jsme ptfidali 2,5 pl vlastniho 10 pM primeru 341FP nebo 534R.
Smés jsme doplnili vodou na celkovy objem 10 pl. Vzorky jsme nasledné odeslali ke

komerénimu sekvenovani.

4.7 Analyza sekvenci

Firma SEQme dodala vysledné¢ sekvence ve formatu ABI. Data jsme zpracovali

v programu Geneious v 11.1.2. Program je dostupny na webové strdnce www.geneious.com.
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AAGTCAGTGECGGTACCGACAGAAGAAGCGACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGWAATAR
Obrazek 2: Chromatogram sekvendtoru — vzorek 4F
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¥
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ACAGAATTGCTCEATCRBACTTGTGETCCATTGTCCAATATTCCCCACTCCTECCRECCaT ARE
Obrazek 3: Chromatogram sekvendtoru — vzorek 4R
Obrazek 2 a Obrazek 3 zobrazuji chromatogram vzorku €. 4., ktery byl stejné jako
vSechny ostatni vzorky oznaceny dvéma primery. Sekvenace probéhla z obou stran
fragmentu a v programu byly tyto chromatogramy na zaklad¢ shody bazi spojeny v jeden
(Obrazek 4).

Obrazek 4. Srovnani chromatogramu 4F a 4R

Chromatogramy jsme exportovali do formatu FASTA. Ziskali jsme zapis sekvence
nukleotidii (Obrazek 5), ktery jsme porovnavali s databazi NCBI algoritmem BLAST
dostupnym na webové strance https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

bel A new nucleotide sequence entered manually
CTACSGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACSCAAGTCTGATGGAGCACGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGTTNTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTGGTGAAGAAGGATAGAGGTAGTAACTGGCCTT
TATTTGACGGTAATCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGRTAATAA
>82 A new nucleotide sequence entered manually
CTACGGGWGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAARCTCTGTTRTTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCAC
ATCTTGACGGTACCTAAYCAGAAAGCCACGGCTWACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAA
>@3 A new nucleotide sequence entered manually
YCYTACGGGWGGCAGCAGTAGGGAWTCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTG
AGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGC
ACATCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAMGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTA
Obrdazek 5: Sekvence nukleotidii — format FASTA
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5 VYSLEDKY

5.1 1Izolace DNA

Izolaci DNA jsme provedli celkem z 90 vzorki. Jednalo se o seSkraby z klze

a melanomu. V Tabulce 4 jsou vybrany vzorky, které byly odebrany v 10. tydnu véku

zvirete.

N101/7 — progredujici. Samec narozen 24. 10. 2017. Cerné barvy, mnohodetné
melanomy. Vzorek odebran z melanomu na hibetu. Uhyn v 10. tydnu.

N101/8 — progredujici. Samec narozen 24. 10. 2017. Cerné barvy, mnohodetné
melanomy. Odebréan vzorek z melanomu na hibetu. Uhyn v 11. tydnu.

NI101/9 — regredujici. Samice narozena 24. 10. 2016. Cerné barvy, malo postizené
zvite. Celkem mé¢la dva melanomy, vzorek byl odebran z melanomu na rozhrani
ptredni koncetiny a hibetu.

P109 — progredujici. Samice narozena 13. 6. 2015. Cerné barvy, na téle mnohocetné
melanomy. Odebran vzorek z melanomu na hibetu. Uhyn v 10. tydnu.

P123 — progredujici. Narozeno 6. 7. 2015. Cerné barvy, na téle mnoholetné
melanomy. Vzorek odebran z melanomu na hibetu. Uhyn v 11. tydnu.

K5/10 — regredujici. Samec narozen 10. 11. 2016. Cerné barvy, silné postizené zvite.
Mnohocetné melanomy, drobné melanomy a névy. Vzorek odebran z melanomu na
hibetu.

K5/11 — regredujici. Samec narozen 10. 11. 2016. Cerné barvy, mnoho&etné melanomy,
névy, slabé vybélovani. Vzorek odebran z melanomu na hibetu.

K5/12 — regredujici. Samice narozena 10. 11. 2016. Cerné barvy, mnohoéetné
melanomy, vybé€lovani. Vzorek odebran z melanomu na hibetu.

L.325/6 — regredujici. Samice narozena 22. 11. 2017. Cerné barvy, po t&le mnohocetné
melanomy a rozsev drobnych névii bez zndmek vybélovani. Odebran vzorek
z melanomu na hibetu.

L325/7 — regredujici. Samice narozena 22. 11. 2017. Cerné barvy, mnoholetné
melanomy a drobné névy. Bez zndmek vybélovani. Odebran vzorek z melanomu na

hibetu.
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e 1.325/8 — regredujici. Samice narozena 22. 11. 2017. Cerné barvy, po téle mnohoéetné
melanomy, rozsev drobnych névii bez znamek vybélovani. Vzorek odebran
z melanomu na hibetu.

e 1325/9 — regredujici. Samec narozen 22. 11. 2017. Cerné barvy, na téle mnoho&etné
melanomy a drobné névy, bez znamek vybélovani. Vzorek byl odebran z melanomu

na hibetu.

Tabulka 4: Izolace DNA ze vzorkii odebranych v 10. tydnu véku zvirete

Cislo vzorku Zvite | Stai | Misto odbdry | oneentrace A260/280
[ng/pl]
1 N101/7 | 10 kaze 33,9 1,384
2 N101/7 10 melanom 283,2 1,743
3 N101/8 | 10 kaze 218,4 0,903
4 N101/8 10 melanom 302,5 1,044
5 N101/9 | 10 kaze 2,4 1,110
6 N101/9 10 melanom 187,3 1,826
7 P109 10 kaze 7,837 1,606
8 P109 10 melanom 10,891 1,224
9 P123 10 kize 6,3 1,564
10 P123 10 melanom 4,5 1,317
11 K5/10 10 kaze 12,1 1,000
12 K5/10 10 melanom 155,6 1,786
13 K5/11 10 kaze 6,5 1,473
14 K5/11 10 melanom 72,4 1,782
15 K5/12 10 kaze 124,7 0,723
16 K5/12 10 melanom 365,0 0,917
17 L325/6 | 10 kaze 1,2 1,162
18 L325/6 10 melanom 170,4 1,818
19 L325/7 | 10 kaze 151,0 0,805
20 L325/7 | 10 melanom 349.3 1,301
21 L3258 | 10 kaze 2,5 2,286
22 L325/8 10 melanom 7,8 1,515
23 L3259 | 10 kaze 6,797 1,307
24 L3259 | 10 melanom 142,339 1,601
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Stari prasat je uvedeno v tydnech. Pomér absorbance pii vinovych délkach 260 a 280 nm
vyjadiuje Cistotu DNA. Jedna se o pomér absorpcnich maxim DNA a bilkovin. Hodnota

v

bilkovinami.

5.2 Agardzova elektroforéza

Na Obrazku 6 je v prvnim sloupci pismenem M oznacena drdha hmotnostniho standardu
DNA marker 100-1 500 (Top-bio), podle n¢hoZ jsme mohli porovnat fragmenty DNA
ostatnich vzorkli a uréit tak jejich ptibliznou velikost. Tato elektroforéza slouzila pouze
jako kontrola, zda amplifikace probéhla a dal jsme neanalyzovali vzorek, ve kterém by
nebylo dostate€né mnoZstvi DNA. Souvisld linie prouzki odpovidd fragmentim DNA

o velikosti 200 bp. Ciselné oznaceni drah souhlasi s &islem vzorku v Tabulce 4.

(B U b & ) & O ¢

Obrazek 6: Kontrolni agarozova elektroforéza
5.3 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza
Maximalni kapacita DGGE se li§i v zdvislosti na pouzitém hiebinku, ktery vytvari
jamky pro nanaSeni vzorku. Jednd se obvykle o 20-25 jamek, pficemz krajni jsme pro

analyzu nevyuzivali. DGGE jsme néckolikrat opakovali a podle tloustky a vyskytu

fragmentti DNA vybirali vhodné pro sekvenaci.
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Obrazek 7:DGGE gel. V gelu jsou graficky vyznaceny fragmenty DNA urcené k sekvenaci

Po dokonceni elektroforézy a vizualizaci gelu bylo vybrano 7 fragmenti DNA, které byly
osekvenovany. Za predpokladu, ze v jedné linii se nachazi DNA stejné bakterie, jsme si
mohli subjektivné vybrat ty nejvhodnéjsi pro sekvenaci. Z tohoto diivodu nebyl od kazdého
vzorku vybran jeden fragment. Zhodnotily se gely vSech probéhlych reakci DGGE a z nich
se zpracovali k sekvenaci nejreprezentativnéj$i fragmenty, u nichZ bylo patrné, ze se
vyskytuji u vice vzorkll ze stejného materidlu a obsah DNA bude pro tspéSnou sekvenaci

dostate¢ny. Ze vSech gelii bylo k sekvenaci zaslano 48 fragmenti DNA.

5.4 Bioinformaticka analyza nukleotidovych sekvenci

K identifikaci mikroorganismii podle jejich nukleotidovych sekvenci jsme vyuzili
srovnavani s genetickou databazi. Algoritmus BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
porovnal studovanou sekvenci mikroorganismu se sekvencemi mikroorganismii diive

identifikovanymi a vybral n€kolik zastupcti, které se v dané sekvenci shoduji.
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Na webové strance https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PAGE_TYPE=BlastSearch
jsme zadali sekvenci kazdého vzorku, kterou jsme méli ve forméatu FASTA. Z dostupnych
databazi jsme vybrali bakteridlni 16S rRNA, se kterou byly nami ziskané sekvence

porovnavany.

Konkrétné u vzorku €. 4, ktery je zminovan v kapitole Analyza sekvenci se jednalo

o druh Fusobacterium necrophorum (Obrazek 8).

. Total :
Description Ident  Accession
score
Fusobacterium necrophorum strain JCM 3718 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 318 99% NR 114400.1
Fusobacterium necrophorum subsp. funduliforme strain Fn524 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 318 99% NR 104683.1

Fusobacterium necrophorum subsp. funduliforme strain DSM 19678 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 318 99% NR 115077.1

Fusobacterium necrophorum strain ATCC 25286 16S ribosomal RNA, partial sequence 316 99% NR 042365.1
Fusobacterium equinum strain JCM 11174 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 302 98% NR 113379.1
Fusobacterium equinum strain VPB 4027 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 302 98% NR 028933.1

Obrazek 8: Identifikace mikroorganismu vzorku ¢. 4

5.5 Prehled identifikovanych mikroorganismiu

Vsechny vysledky byly zpracovany stejnym postupem jako vzorek ¢. 4 v predchozi
kapitole. Ze sedmi vzorkl jsme identifikovali Sest bakterii vyskytujicich se na melanomu

a jednu, ktera je soucasti fyziologické mikroflory kiize (fragment 7).

Tabulka 5: Identifikace bakterii ze vzorkit odebranych v 10. tydnu

Fragment Bakterie Identita | Misto odbéru | Oznaceni

1 Staphylococcus agnetis 99% melanom NR 117863
2 Trueperella pyogenes 99% melanom NR 117537
3 Streptococcus dysgalactiae 99% melanom NR 118304
4 Fusobacterium necrophorum 98% melanom NR 114400
5 Fusobacterium necrophorum 99% melanom NR 114400
6 Fusobacterium necrophorum 98% melanom NR 114400
7 Lactobacillus crispatus 99% ktze NR 119274

V programu Geneious jsme vytvorili fylogeneticky strom, ktery graficky znazornuje
pfibuznost mezi taxonomickymi druhy identifikovanymi ze vzorkl odebranych v 10. tydnu.
Pod ¢isly 1-7 jsou ukryty sekvence piimo z fragmentii a Ciseln€¢ souhlasi s oznacenim
v Tabulce 5. Vétev oznadend kdédem a pojmenovadnim vychdzi z databdzové sekvence
bakterie, kterd méla nejvétsi shodu s komeréné ziskanou sekvenci. Z obrazku je patrné, ze

sekvence DNA ziskana z fragmentu 1 se stoprocentné shoduje se sekvenci z databaze.
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Obdobé to plati i u 3., 7. a 2. fragmentu. Vysokou shodu vykazuje i 4. fragment, 5. a 6. se

nepatrné lisi. Celd tato trojice je nejblizsi sekvenci bakterie Fusobacterium necrophorum.

1
100‘

NR_117863_Staphylococcus _agnetis

99.8

100

— NR_118304 Streptococcus dysgalactiae

100

NR_119274 Lactobacillus_crispatus

NR 114400 Fusobacterium _necrophorum

100

63.5

100

NR_117537_Trueperella_pyogenes
0.04

Obrazek 9: Fylogeneticky strom bakterii

Aby bylo mozné zhodnotit diverzity mikrobiomu kiize a melanomu, jsou v Tabulce 6
uvedeny vSechny bakterie, které bylo mozné analyzou sekvenci taxonomicky zatadit.
U nékterych vzorkll bylo jiz pfi zpracovani v programu Geneious patrné, Ze nebude
pravdépodobné¢ mozné presn¢ identifikovat bakterie ze vSech zpracovanych fragmentl
z gelu. Ve vétsing piipadd doslo k tomu, Ze baze nebylo moZné sprdvné rozpoznat a ve
vysledném chromatogramu bylo namisto nékterého ze Ctyf pismen charakterizujici stavebni
jednotky DNA uvedeno pismeno, které poukazovalo na chybu pfi ¢teni sekvence. Pokud
bylo ve vzorku takovychto chyb nékolik, sekvence nebyla dostatetné reprezentativni
avzorek proto nemohl byt identifikovan. Z celkového poctu 48 fragmenti nebylo

identifikovano 8 z nich.
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Tabulka 6: Identifikace bakterii

Bakterie Identita Misto odbéru Oznaceni

Lactobacillus 97% Kize NR 119274
Staphylococcus 97% Melanom NR 037007
Staphylococcus 98% Melanom NR 117863
Fusobacterium necrophorum 99% Melanom NR 114400
Staphylococcus equorum 98% Melanom NR 027520
Streptococcus dysgalactiae 96% Melanom NR 118304
Trueperella pyogenes 92% Melanom NR 117537
Staphylococcus 93% Kize NR 117863
Streptococcus dysgalactiae 87% Kuze NR 118304
Kosmotoga olearia 82% Melanom NR 044583
Staphylococcus equorum 96% Kuze NR 027520
Turicibacter sanguinis 91% Klze NR 028816
Treponema amylovorum 91% Stfed melanomu NR 026377
Spirochaeta 84% Stied melanomu NR 102960
Staphylococcus 97% Melanom NR 117863
Trueperella pyogenes 97% Melanom NR 117537
Fusobacterium necrophorum 99% Melanom NR 114400
Staphylococcus 91% Melanom NR 117863
Streptococcus dysgalactiae 97% Melanom NR 118304
Fusobacterium necrophorum 98% Melanom NR 114400
Fusobacterium necrophorum 98% Melanom NR 114400
Peptoniphilus indolicus 99% Melanom NR 117566
Lactobacillus 93% Kize NR 119274
Trueperella pyogenes 99% Melanom NR 117537
Staphylococcus 100% Melanom NR 117863
Staphylococcus 99% Melanom NR 117863
Papillibacter cinnamivorans 100% Klze NR 025025
Staphylococcus 97% Melanom NR 113351
Turicibacter sanguinis 96% Klze NR 028816
Streptococcus 94% Kize NR 152063
Lactobacillus 94% Kuze NR 119274
Staphylococcus 88% Melanom NR 115938
Staphylococcus equorum 93% Melanom NR 027520
Staphylococcus equorum 96% Kuze NR 027520
Staphylococcus 100% Melanom NR 117863
Streptococcus dysgalactiae 95% Melanom NR 118304
Fusobacterium necrophorum 92% Melanom NR 042365
Staphylococcus 100% Melanom NR 117863
Lactobacillus 99% Melanom NR 119274
Streptococcus 83% Melanom NR 113594

V Tabulce 6 jsou uvedena rodova, popiipadé druhova jména identifikovanych bakterii.
Identitou je myslena procentudlni shoda analyzované sekvence se sekvenci mikroorganismu

identifikovaného databazi. Identifikace bakterie na vice jak 97 % je povaZovana za
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dostate¢nou. Naopak u vzorki, kde byla shoda mensi nez 96 %, je mozné, ze sekvence
analyzovaného mikroorganismu neni reprezentativni nebo jes$té neni v databazi a byla
vybréna bakterie, kterd jiZ soucasti databdze je a s analyzovanou bakterii ma nejvétsi shodu.

Pod kodem uvedenym v poslednim sloupci lze nalézt podrobnéjsi informace o bakteriich

jako napftiklad taxonomické zarazeni nebo ¢asteCnou sekvenci genu.

Na Obrazku 10 je graficky zobrazena bakterialni diverzita pomoci Pearsons Correlation
of Principal Coordinate Analysis (PCoA). Jednd se o statistickou metodu, kterd se vyuziva
k vizualizaci skupinovych rozdiléi. Cervené body znazoriiuji bakterie nachazejici se na
melanomové tkani, zelené zastupuji kozni mikrobiom. V tomto piipade je pouzita vazena

analyza, ktera porovnava sady kvantitativng.
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Obrazek 10: PCoA plot

Pouzita metoda PCR-DGGE patii mezi nastroj kvalitativni analyzy. V tomto ptipadé
jsou tedy vystupem konkrétni druhy mikroorganismti zastoupené na melanomové a kozni
tkani. Pro kvantitativni zhodnoceni by bylo nezbytné vyuzit metody, které toto umoznuji,

jako je naptiklad qPCR nebo NGS. Paraleln¢ s metodou PCR-DGGE byla v ramci tohoto

50



vyzkumu provadéna i technologie NGS, kterd je mimo pozadovany rozsah této prace. Na

Obrazku 11 je zobrazen sloupcovy graf kvantitativné charakterizujici mikrobidlni populaci,

ktery je pouzit z ¢lanku, jenZ komplexné pojednava o celé problematice. TM7 a SRI je

oznaceni pro skupiny bakterii, které zatim nebyly izolovany a dosud nejsou pojmenovany.
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Obrazek 11: Kvantitativni charakteristika mikrobialni populace kozni a melanomové tkané (Mrazek, 2018)

Na Obrazku 12 je graficky znazornén pocet mikrobidlnich druhii. Z obrazku je patrné, ze

na melanomové tkéani je v porovnani s kiizi pocet mikroorganismt snizeny.
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Obrazek 12:Boxploty hodnotici kvantitativni osidleni tkane mikroorganismy (Mrazek, 2018)
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6 DISKUZE

Hlavnim cilem prace bylo stanoveni mikrobialnich diverzit na povrchu melanomové
tkan¢ a klize za pouziti molekularné-biologickych metod. Mikrofléra je pojem oznacujici
soubor vsech bakterii, virti, hub, a dalsich eukaryotnich organismi zijicich v daném case na
hostiteli. Skladba mikroorganismu zijicich uvnitt a vné téla taxonomicky podobnych druhta
je obdobna, neplati vSak, Ze je identicka. Jeji sloZeni je ovlivnéno naptiklad aktualnim

zdravotnim stavem hostitele, prostfedim a v neposledni fad¢ i genetikou.

Vzhledem k tomu, Ze nebyla k vyzkumu pouzita lidské kiize a melanom, bylo nezbytné
vyuzit laboratorni model, jehoz slozeni mikrobidlni fléry se bude maximalné podobat
lidskému mikrobiomu. Toto kritérium splituje prase¢i tkan, v tomto piipadé se jednalo
0 MeLiM, model libéchovskych miniprasat. Jedna se o transgenni organismy chované
v Libéchové pro vyzkumné ucely. Opakovanym kiizenim se rodi nové generace, které

kozni nador od predkt zdédily (Prase, které si samo vylé¢i rakovinu ktze, 2017).

Ze seskrabli nddorové a zdravé tkan€ jsme izolovali DNA mikroorganismi. Vzorky kliZze
obsahuji relativné malo bakterii a hlavné spoustu hostitelské DNA. Ovéfili jsme si, Ze nasi
metodou lze ziskat bakterialni DNA vhodnou k molekuldrné genetickym analyzam diverzit.
Abychom ziskali dostatecné mnozstvi nukleové kyseliny k identifikaci bakterii, izolovanou
DNA jsme amplifikovali metodou polymerazové fetézové reakce. Vyuzili jsme primery,
které se specificky navadzaly na tisek DNA, ktery koduje gen pro 16S ribozomalni RNA.
Sklad4 se z deviti variabilnich oblasti oznacovanych V1 az V9. Celkova délka genu je
priblizné 1 500 bp. Pro fylogenetické studie se vyuziva variabilni sek V3, ktery je dlouhy
asi 200 bp. Tento gen neni jedinym, ale velmi ¢asto uzivanym markerem pro identifikaci
mikroorganisml. Vhodnou alternativou jsou cpn60 a rpoB geny, které maji oproti genu
16S rRNA vyhody napiiklad v délce (v n€kterych ptipadech je nezbytné, aby byla piectena
celd sekvence genu), nebot’ jejich délka je mensi nez 750 bp. Nevyhodou téchto genti je

nedostate¢na komplexnost druhovych databazi (Inglis, 2012).

Smés amplikonl jsme rozd¢lili denaturacni gradientovou gelovou elektroforézou. Jedna
se o0 modifikaci klasické polyakrylamidové elektroforézy, do jejihoz gelu jsou ptidany latky
zpusobujici denaturaci dvouvlaknové DNA. Obvykle se jedna o formamid a mocovinu.
Do okamziku denaturace se pohybuje molekula DNA rychlosti, kterd je ptedurcena jeji

molekulovou hmotnosti a nabojem. Dvouvlaknovd DNA je krom jinych vazeb spojena
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vodikovymi mustky. Mezi parem AT jsou dva, mezi GC jsou tfi a rychlost rozvolnéni
dvouvlakna tedy zavisi na poctu GC part, jejichz oddéleni je komplikovanéjsi. Tato metoda

vV

useky DNA podle nukleotidovych sekvenci.

Gel jsme obarvili barvivem SYBR Green a vizualizovali transilumindtorem pod
UV svétlem. V programu GelDoc jsme snimek gelu déle zpracovévali. Vybrali jsme
fragmenty, které byly dostatecné silné (vysoky obsah DNA) a zastoupeny v nékolika
ruznych vzorcich, abychom zahrnuli do zpracovani bakterie, které budou patficné
reprezentovat mikrobiom. Fragmenty DNA jsme zaslali do firmy SEQme, kterda vzorky

osekvenovala Sangerovou metodou.

Sekvence nukleovych kyselin jsme porovnavali s databdzemi dostupnymi na webu
a podle shody pfitazovali ndzvy bakterii jednotlivym fragmentim. Na zaklad¢ taxonomické
shody jsme zhotovili fylogeneticky strom, kde jsou podle ptibuznosti druhii bakterie
rozdéleny. Vytvorili jsme PCoA plot, ve kterém je schematicky rozdélena mikrobialni

populace kozni a melanomové tkang.

Bakterialni slozeni mikrobiomu se liSilo v zévislosti na misté, ze kterého byl vzorek
odebran. Potvrdila se tak pocate¢ni hypotéza, kdy jsme ptedpokladali, ze mezi kozni
a melanomovou tkani budou pfitomny mikrobidlni diverzity. Bakterialni kmen Firmicutes
byl pfitomen na kazi zvifat, jejichZ dominantnimi bakteriemi byly rody Staphylococcus,
Streptococcus a Lactobacillus. U melanomové tkané¢ byl kromé& kmenu Firmicutes
prokazany také rod Fusobacterium a kmen Actinobacteria. Bakterie kmenu Firmicutes
arodu Trueperella byly pfitomny v mikrobiomu melanomu pouze tehdy, kdyz byl soucasné

vysoky vyskyt rodt Staphylococcus a Streptococcus.

Vzhledem ktomu, Ze byla béhem vyzkumu prokdzana rozdilnd diverzita mezi
melanomovou a kozni tkani, mohou tyto vysledky slouZzit jako zaklad pro dalsi studie
zabyvajici se nemocemi a konkrétné pak rakovinou kize, kde se pii chorobnych stavech

méni sloZzeni mikrobidlni flory.

V roce 2015 byl vydan ¢lanek finského plivodu, ktery popisuje vyzkum zabyvajici se
koznim mikrobiomem u melanocytii a melanocytarnich névii. Vzorky byly na rozdil od

naSeho projektu odebirany pacientim. U obou skupin nebyla v obdobi experimentu
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podavana zadna antibiotika, kterd by mohla ovlivnit slozeni mikrobiomu. K analyze
mikrobiomu byl taktéz vyuzit gen kodujici 16S rRNA, u finského vyzkumu vyuzili tsekt
V1-V3, my jsme se zaméfili konkrétné na variabilni ¢ast V3. K urCeni sekvence genu
pouzili zahrani¢ni pracovnici technologii 454 a vysledek porovnali s databazi SILVA.
Nejcastéjsim bakterialnim rodem kozni tkdn¢ byl Propionibacterium, dale nasledoval rod
Corynebakterium a Staphylococcus. U melanomové tkané neprokézali signifikantni zmény,
poukazali pouze na celkové mensi pocet bakteridlnich kmenli v porovnani se zdravou tkani.
Mikrobiom melanomu zhodnotili pouze kvantitativn€, nebot’ vysledky nepovazovali za
statisticky vyznamné a ztohoto divodu nepokladali kozni mikrobiom za vhodny

diagnosticky prostiedek k diagnostice melanomu (Salava, 2016).

My jsme se naopak snazili ziskat kvalitativni vysledky, abychom mohli porovnat
diverzity ve skladbé konkrétnich rodt. V mikrobidlnim sloZeni zdravé kize jsme dosli
k obdobnym vysledkim, avSak i u melanomové tkan¢ jsme nasli nékolik konkrétnich rodd,
které byly ve vétsSim poctu zastoupeny. Tento aspekt s vySe uvedenou literaturou neni

mozné zhodnotit, nebot’ melanomovy mikrobiom hodnotila pouze kvantitativng.

Na zéklad¢ dostupné literatury se miizeme domnivat, Ze zmény ve sloZeni mikrobiomu
nejsou vazany pouze na rakovinu ktize. V €lanku z roku 2011 je zhodnocena mikrobiélni
flora kolorektalniho karcinomu a zdravé stfevni tkan€. Vyzkumni pracovnici neprokézali
zvySeny narlst potencidlnich patogennich bakterii, ale n&které druhy byly pfece jen
vyraznéji zastoupeny. Tykalo se to bakterii Coriobacteridae, Roseburia, Fusobacterium
a Faecalibacterium. Tyto druhy patfi ke stievnim komenzalim a podle autorl je
mikrobidlni posun patrné zpusoben dramatickymi zmeénami, které v nadorové tkani

probihaji (Marchesi, 2011).
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7 ZAVER

Normalni kozni mikrofléra, jakozto mikrobidlni osidleni hostitelského organismu, muize
byt ovlivnéna fadou nejriznéjSich onemocnéni. Nejcastéji se jedna o nemoci banalnéjsiho
charakteru jako akné ¢i atopicky ekzém. Velmi Casto se vSak v populaci vyskytuji lidé, ktefi
onemocnéli mnohem zavaznéj$im, v nékterych ptipadech dokonce fatdlnim onemocnénim,
kterym je kozni nador, konkrétné¢ melanom. Prestoze se v soucCasné¢ dobé vyzkumu
nadorovych onemocnéni vénuje pomérné mnoho védecky pracovist, spojeni nadort

a mikrobiomu neni ve vét$ing studii hlavni myslenkou.

Cilem tohoto projektu bylo porovnani mikrofléry melanomové a koZni tkané
a porozumét tak mikrobidlnim diverzitdm, které mohou piimo souviset s nadorovym
onemocnénim. K vyzkumu byla vybrdna prasata, jejichz kozni mikrobiom je velmi
podobny lidskému. Z tohoto diivodu mohou byt vysledky povazovany za vypovidajici ve

vztahu k lidskému organismu.

Vyzkumem byla prokazéna rozdilna diverzita mikrobidlni populace na melanomové
tkani a kizi. Vysledky mohou byt aplikovany do praxe a pfinést nové mozZnosti zplisobu
1é€by nadorovych onemocnéni klize. Z literatury, kterd je soucasti reSerSe, je u jinych
experimentll zabyvajicimi se nadorovymi onemocnénimi patrné, Ze nami prokazané
bakterialni druhy na nadorové tkani se nevyskytuji pouze na melanomu, ale naptiklad i na
karcinomu tlustého stieva. Lze tedy pfedpokladat, Ze by mohly vysledky vyuzit nejen Iékati

koznich nadord, ale 1 dalSich onkologickych odvétvi.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP — Adenosintrifosfat

AV CR — Akademie véd Ceské republiky

bp — Par bazi (base pair)

cDNA — DNA vzniklé reverzni transkripci (complementary DNA)
CNS — Centralni nervova soustava

ddNTP — Dideoxyribonukleotid trifosfat

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

dNTP — Deoxyribonukleotid trifosat

dsDNA — Dvouvlaknova DNA (double-stranded DNA)

EDTA — Kyselina ethylendiamintetraoctova

GIT — Gastrointestinalni trakt

HCI — Kyselina chlorovodikova

kbp — Tisic part bazi (kilo base pair)

MeLiM — Libéchovské miniprase s melanomem (melanoma libechov minipig)
mRNA — Mediatorova RNA (messenger RNA)

NaCl — Chlorid sodny

NGS — Sekvenovani nové generace (next generation sequencing)
OTU — Operacni taxonomicka jednotka

PCR — Polymerazova fetézova reakce

qPCR — Kvantitativni polymerazova fetézova reakce

RNA — Ribonukleova kyselina
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rRNA — Ribozomalni RNA (ribosomal RNA)
RT-PCR — Reverzné transkripéni polymerazova fetézova reakce
TBE — Tris-borat-EDTA

TRIS — Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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