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ABSTRAKT

Molekularné genetické metody studia mikrobiomu na mySim modelu obezity

Obezita a metabolické poruchy sni souvisejici jsou charakterizovany specifickymi
zménami ve sloZeni a funkei intestindlniho mikrobiomu, ktery se aktivné podili na mnoha
hostitelskych fyziologickych procesech. Zménénd stfevni mikrobidlni kompozice
spolecné s genetickymi predispozicemi muze prispét k metabolickym porucham
hostitele.

S pouzitim molekularné genetickych metod pro analyzu bakteridlni diverzity je cilem
srovnat mikrobiom traviciho traktu obéznich a kontrolnich mySich modelt (samci
C57BL/6N) za ruznych vyzivovych podminek. Pouzité metody jsou gelova elektroforéza
V denaturacnim gradientu (DGGE) s naslednou sekvenaci vybranych tsekd (bandi)
podle Sangera a Sekvenovani nové generace (NGS) za vyuziti platformy Ion Torrent.

Byly analyzovany rozdily v diverzité stfevni mikrobioty caeca a colonu v zavislosti na
druhu diety a zaroven byly patrné fenotypové rozdily mySich modelt. Vysokotukova
dieta oproti standardni diet¢ zvysila u mikrobiomu obou trakti pomér Firmicutes
k Bacteroidetes, potravinové dopliiky (omega-3 kyseliny) mély tendenci posunout
slozeni mikrobiomu zpét smérem k STD dieté, vyraznéjSi zmény byly pozorovany
U caeca. Byly zaznamenany napiiklad rozdily v zastoupeni bakterii fadu Clostridiales
a Bacteroidales, konkrétné&ji ¢eledi S24-7, Lachnospiracae nebo Prevotellaceae.

Klicova slova

Mikrobiom traviciho traktu, obezita, mysi model obezity, molekularné genetické metody,
sekvenovani DNA



ABSTRACT

Estimation of intestine microbiome in mice obesity model by tools of molecular
genetics

Obesity and its associated metabolic disorders are characterized by specific changes
in structure and function of an intestinal microbe, which is actively involved in many
of host’s physiological processes. Changes of the intestinal microbial composition along
with its genetic predispositions can contribute to metabolic disorders of the host.

The goal of using several molecular methods for analysis bacterial diversity is to compare
the digestive tract microbes of obese and control mouse models (C57BL / 6N males)
under various nutritional conditions. The methods used for the analysis were DGGE
followed by Sanger sequencing and next-generation sequencing (NGS) using
the lon Torrent platform.

Differences in the diversity of caecum and colon microbiota were analyzed, depending
on the type of diet; phenotypic differences of mouse models were also observed.
The high-fat diet compared to the standard diet for the microbioms of both tracts
increased Firmicutes to Bacteroidetes ratio; food supplements (omega-3 acids) had
tendencies to shift the microbial composition back towards to the STD diet; more
significant changes were observed in the caecum. There were differences for example
in the representation of the Clostridiales and Bacteroides bacteria, more specifically
in the family S24-7, Lachnospiracae or Prevotellaceae.

Keywords

Gut microflora, obesity, mouse model of obesity, molecular genetic tools, DNA
sequencing
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Seznam symbolu a zkratek

Seznam symbolii

Symbol Jednotka Vyznam

A Absorbance

£ (ng/ml) tecm?  Extinkéni koeficient
I m Délka drahy paprsku

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

LPS Lipopolysacharid

SCFA Mastna kyselina s kratkym retézcem

WHO World Health Organization

sSDNA Single-stranded DNA

dsDNA Double-stranded DNA

A260 Absorbance DNA pfi pouzité vinové délce 260 nm
A280 Absorbance DNA pti pouzité vinové délce 280 nm
RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction
dNTP Deoxyribonukleotidtrifosfat

dATP Deoxyadenosintrifosfat

dCTP Deoxycytosintrifosfat

dGTP Deoxyguanosintrifosfat

dTTP Deoxythymidintrifosfat

ddNTP Dideoxyribonukleotidtrifosfat

ddATP Dideoxyadenosintrifosfat

ddCTP Dideoxycytosintrifosfat

ddGTP Dideoxyguanosintrifosfat

ddTTP Dideoxythymidintrifosfat

gPCR Kvantitativni polymerazova fetézova reakce, real-time PCR
EtBr Ethidium bromid

pb Pary bazi

kb Kilobaze

DGGE Denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza
NGS Sekvenovani nové generace

TT Travici trakt

STD Standard

EPA Kyselina eikosapentaenova

DHA Kyselina dokosahexaenova

IRT Inhibitor Removal Technology

TEMED Tetramethylethylenediamine

TAE Tris-acetat-EDTA

oTu Operacni taxonomicka jednotka
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1 Uvod

Obezita, globaln¢ se vyskytujici epidemie moderni doby, je rizikovym faktorem
kardiovaskularnich onemocnéni a diabetu. VSudypfitomnost nadvahy a obezity
je na vzestupu a piedstavuje obrovskou zatéz pro zdravi. Pfi¢inou jsou kromé sedavého
zivotniho stylu a zvySené konzumace potravin také enviromentalni vlivy, genetické
faktory a zmény mikrobialniho osidleni gastrointestinalniho traktu. V soucasné dobé
se uvadi, ze interakce hostitelského organismu s jeho stfevni mikroflorou jsou zahrnuty
do patogeneze mnoha metabolickych onemocnéni, mezi které je kromé obezity zatazen
naptiklad i diabetes 2. typu. V niz§im lidském stievé se nachazi cca 10** mikroorganismi
a mnoho znich si vyvinulo vziajemné nebo komenzalni souziti s hostitelskym
organismem a aktivné se podili na mnoha jeho fyziologickych procesech. Zménéna
sttevni mikrobidlni kompozice spolecné s genetickymi predispozicemi mulze prispét
k metabolickym porucham hostitele, které vedou k mnoha onemocnénim. Studie ukazaly,
ze gastrointestinalni mikrobiota mohou ovlivilovat energetickou rovnovéhu, a to vyuzitim
energie ze stravy a ovlivnénim hostitelskych genii regulujici vydej a skladovani energie.

Metody zalozené na sekvenovani DNA umoznily rozsahlou charakterizaci
gastrointestinalni mikroflory. Pfedev§im sekvenovani nové generace ndm umoziuje
béhem kratké doby =ziskat informace o metagenomu bakterii nachazejicich
se vV gastrointestinalnim traktu, a to analyzou genu kodujiciho 16S TrRNA,
ktery se vyskytuje v genomu vSech zastupct bakterii.

Pfesny pftinos stfevni mikroflory k rozvoji obezity zatim ale neni zjevny z mnoha
davodd, jako je slozitost a rozmanitost stievnich mikrobt, etnické variace u studovanych
populaci a velké rozdily mezi studovanymi jedinci. Nicméné modulace stievni mikroflory
ma velky terapeuticky potencial pro léCbu rostouci epidemie obezity, predevsim
vV kombinaci diety a cvi¢eni. Budouci vyzkum by se proto mél zaméfit na posouzeni
moznosti zmény poméru kment bakterii Firmicutes k Bacteroidetes, jako terapeutického
feseni obezity. V souvislosti s obezitou je pomér prave téchto dvou hlavnich bakterialnich
kmenit v lidském 1 mySim travicim traktu ¢asto zminovan. Takovato zména by mohla byt
dosazena pouzitim antimikrobialnich ¢inidel, potravinovych doplikt nebo probiotik
ve spojeni se zménou selektivniho prosttedi vyvolaného pirechodem na stravu s nizkym
obsahem tuku nebo vysokym obsahem vlakniny.

Tato prace se zabyva molekularné genetickymi metodami pro studium mikrobiomu
traviciho traktu a dale srovnava sloZeni a diverzitu mikrobiomii mySich modelt obezity
a kontrolnich mysi, jez mély riizné vyzivové podminky. Vyzkum byl proveden na Ustavu
zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR v Laboratofi anaerobni mikrobiologie.
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2  Soucasny stav resené problematiky

2.1 Mikrobiom traviciho traktu

cey

Mikrobiom traviciho traktu zahrnuje vSechny mikroorganismy zde zijici. Nejmensi
zastoupeni bakterii, v disledku Zalude¢nich enzymu a kyselého pH, je v celém zaludku,
103-10% dale se hustota organismil podél stravovaciho kanalu zvysuje. Dosahuje
108 a7 10'° bakterii na gram obsahu v ileu a 10 na gram obsahu v tlustém stievé.
Mikrobiota hraji velmi vyznamnou fyziologickou roli v dulezitych procesech, jako
je traveni, syntéza vitamint (biotin, vitamin K), metabolismus xenobiotik, cukri
aaminokyselin a jiné. Dale zabranuje kolonizaci patogeny a pomaha pii vyvoji
imunitniho systému [1, 2, 3, 4].

VétSina mikrobialnich vyzkumi se v souc¢asné dobé zamétuje na stievni mikrofloru,
nebot’ se zde nachdzi vétSina bakterii. Pfevazna ¢ast dat je ziskavana ze stolice pro jeji
snadnou dostupnost, i kdyz vyzkumy ukazaly na rozdily v kompozici mikrobiot
u fekalnich vzorkd a vzorkd ziskanych biopsii sliznice. Analyza stolice tedy nemusi
pfesné odrazet gastrointestindlni trakt. I pfes to analyzy dokazuji vztah mezi dietou,
stfevni mikroflérou a mnozstvim metabolickych onemocnéni, jako je naptiklad obezita.
Piestoze ptesny mechanismus propojeni stfevni mikroflory s obezitou neni zatim piesné
znam, je zji$téno, ze stievni mikrobiota mohou zvysit produkci energie z potravy, prispét
k redukci zanétl v travicim traktu a mohou regulovat slozeni mastnych kyselin [1, 2].

Pro analyzu sloZeni stfevni mikroflory bylo pouzZito nékolika riznych technik.
Tradi¢ni postupy zahrnuji izolaci a kultivaci mikroorganismi v rliznych ristovych
médiich. Nicméné vétSina bakterii v tlustém stievé je anaerobni a v aerobnich
podminkach neptichazi kultivace v Givahu. Proto kultivaci mize byt analyzovano asi jen
30 % stfevnich mikroorganismi. Rozséhlejsi charakterizaci stfevni mikroflory zajistuji
metody zaméfujici se na detekci jednoho nebo nékolika markerovych gent, naptiklad gen
pro 16S rRNA kodujici malou podjednotku ribozomalni RNA. Dalsi techniky vyuzivaji
metagenomicky pristup, tedy kolektivni studii v§ech genomu v ramci jednoho vzorku [2].

Lidské té€lo obsahuje bilidony mikroorganismi, které ho obyvaji béhem celého Zivota.
Béhem téhotenstvi se zacind mikrobiom matky transformovat, v déloze matky postupné
ptrevladaji druhy bakterie Lactobacillus a ve stfevé se rozmnozuji mikroby, které ziskavaji
energii z potravy ucelnéji. Tato skutecnost ale pravdépodobné zpusobuje zanét stiev,
coz prispiva také ke kieCim a prijmim, hlavné ve tfetim trimestru. Toto bylo zjisténo
transplantaci mikrobiomu téhotnych zen (v 1.,2. a 3. trimestru) bezmikrobnim mysim.
Zvitata s mikrobiomem 3. trimestru pfibirala oproti zbylym vice na vaze a vykazovala
fadu metabolickych a imunologickych zmén zaznamenanych béhem téhotenstvi. Prvni
dvaroky zivota ditéte, zejména doba pted a po zavedeni pevné stravy predstavuje masivni
zmény ve sloZeni a diverzité mikrobiomu. Zvlasteé dulezité faktory pro vyvoj mikrobiomu
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je druh porodu a krmeni ditéte (kojeni / uméla vyziva). Dle studii jsou déti narozené
cisafskym fezem nachylné&jsi k vyvoji autoimunitnich onemocnéni, protoze nepiijdou
do kontaktu s vaginalnim mikrobiomem matky. Travici trakt ditéte v déloze matky
je neosidlen, dokud neni télo vystaveno vaginalnim mikrobtim pii normalnim porodu.
Béhem téhotenstvi maji vaginalni mikrobiota nizS§i rozmanitost a vyssi stabilitu.
Dominantnimi  bakteriemi je nékolik druhti Lactobacillus. Dalsim zdrojem
mikroorganismt je mateiské mléko a nasledujicim posunem ve vyvoji mikrobialni
kultury je konzumace pevné stravy. Poté zlstava stifevni mikroflora v podstaté
nezménéna az do stafi, kdy se kompozice opét proménuje [1, 5, 6].

2.1.1 Slozeni stirevniho mikrobiomu

Mikroby kolonizuji klizi, gastrointestinalni, urogenitalni a horni dychaci cesty, stejné jako
dal$i mista na lidském téle. V dolnim gastrointestinalnim traktu se vyskytuji ve vysokych
koncentracich a pfevazna vétsina mikroorganismu je zde anaerobnich. Stfevni mikrobiom
je 299 % bakterialni, jeho soucasti jsou ale i houby, prvoci a archea. Metagenom
mikrobiomu je asi 100x vétsi nez obsah lidského genomu. Prestoze je slozeni
mikrobiomu individualni, 90 % bakterialni populace spada do dvou zédkladnich kmeni,
grampozitivniho Firmicutes a gramnegativniho Bacteroidetes. Dal§i vyznamnéji
zastoupené kmeny jsou gramnegativni Proteobacteria nebo grampozitivni Actinobacteria
[1,7,8,9].

v

Nejhojnéjsi rody bakterii ve zdravém stievé ¢loveéka jsou gramnegativni Bacteroides,
Prevotella, Akkermansia a grampozitivni Clostridium, Bifidobacterium, Lactobacillus,
Ruminococcus, Streptococcus [10].

Slozeni stfevniho mikrobiomu se 1i$i od jedince Kk jedinci z hlediska druhu,
distribuce, rozmanitosti a celkového poctu mikroogranisml. Tyto rozdily ovliviiuji
faktory, jako je ve&k, pohlavi, geografickd poloha, ale i strava, zdravotni stav, uzivana
medikace a genetické predispozice hostitele. Vysledkem je, ze slozeni stfevni mikroflory
se neustale méni, coZ ovlivituje zdravi a pohodu hostitele. Mezi vSemi témito faktory mayji
na tvarovani mikrobiomu v pritbé¢hu zivota velmi vyznamny vliv pravé stravovaci
navyky, véetné konzumace alkoholu. Studie ukazaly, Ze uzivani antibiotik vykazuje
dlouhodobé snizeni bakteridlni diverzity. Obnoveni normalni mikroflory miZze mit
delsiho trvani, v zavislosti na antibiotiku a jeho spektru. Sirokospektralni antibiotika,
jako je clindamycin, mohou mit vliv pietrvavajici az 4 roky. Stres zpiisobeny narusenim
normalni flory po antibiotické 1é€bé vede ke zvySené rezistenci na 1écbu. Zatimco vysoka
davka antibiotik zahubi témét vSechny mikroby, pfi podani nizS$ich davek dochézi
ke zménam, které nepatrné zvySuji rezistenci mikrobu. Bylo také dokazano, Zze uzivani
antibiotik v raném détstvi (prvnich 6 mésicti zivota) je spojeno se zvySenou télesnou
hmotnosti, protoze antibiotika zasahuji do vyvoje mikroflory v téle, coz miize souviset
S pozd&jsi obezitou. Antibiotika také negativné ovlivituji kolonizaci bifidobakteriemi,
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ktera se zasadné podili na vyvoji imunitniho systému ditéte. Tim mtize byt zvyseno riziko
alergii nebo astmatu [1, 6, 11].

Hlavnim faktorem ovliviiujicim rozmanitost mikroflory je dieta. Jednou
mikroflory jsou probiotika a prebiotika. Probiotika jsou nepatogenni mikroorganismy
pouzivané jako potravinové dopliiky. Podavané v pfiméfeném mnozstvi prospivaji zdravi
hostitele. Nejb&znéjsi probiotickou potravinou je jogurt. Dal§i potraviny obsahujici
probiotika jsou syry, dzusy, cerealie apod. Prebiotikum je slozka potravy, kterou hostitel
nemuze $tépit. Jedna se o fermentovana dietni vlakna ptisobici na hostitele specifickou
zménou kompozice a aktivity bakterii (zejména laktobacili a bifidobakterii) v tlustém
stiev€, coz zlepSuje zdravotni stav hostitele. Mezi nejvice pouzivana prebiotika
V potravinaiském prumyslu patii laktuloza a inulin, ktery se pfirozené vyskytuje
v nékolika potravinach jako je porek, cibule, pSenice, chiest, banan, s6ja nebo ¢ekanka,
I kdyz by bylo potieba vysoké konzumace téchto potravin, aby byla vyznamné zménéna
kompozice bifidobakterii. Aby dosSlo k prebiotickému ucinku, je v soucasné dobé
ptidavan inulin do bézné konzumovanych potravin (jako jsou obiloviny, suSenky, jogurty
apod.) ve vyssich koncentracich. Existuje také fada komeréné dostupnych potravinovych
doplnkd, které inulin obsahujici [1, 2].

Studie ukazaly, ze u obéznich mysi je probiotiky také regulovan hormon GLP-1
(glukagon-like peptid 1), ktery hraje zasadni roli pii pfenosu signali o nutriénim
a energetickém stavu stfeva do centralniho nervového systému. Zmény stfevni mikroflory
mohou tedy stimulovat nebo potlaovat sekreci gastrointestinalnich hormoni [2].

Tabulka 2.1: Mikrobiom, jeho u¢inky a vztah k obezité [1, 6, 8, 12].

Firmicutes Gram-pozitivni anaerobni bakterie produkujici endospory,
jeden z hlavnich bakterialnich kmend v lidském a mys$im
stfevnim mikrobiomu. Souvisi s geny, které se podileji
na karbohydratovém katabolismu. Bohaté zastoupeny
uobéznich jedincli, zastoupeny ve vyS§i mife
u evropskych déti nez u déti africkych. Po chirurgickém
zédkroku v zaludku (by-pass) jejich mnozstvi klesa.
A pacient pozoruje dramatické zlepSeni metabolismu,
které nelze vysvétlit kalorickym omezenim a samotnou
ztratou hmotnosti.

Enterobacter Bakterie produkujici endotoxiny. Po inokulaci bakterii
gnotobiotickym mysim, byla indukovana obezita
a rezistence na inzulin.
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Bacteroidetes Gram-negativni anaerobni bakterie, které nevytvaii spory.
(Bacteroides, Prevotella) Jeden z hlavnich bakterialnich kmend v lidském a mySim
sttevnim mikrobiomu. Kmen je spojen se snizenou
(normalni) télesnou hmotnosti. Pievazuje u jedinct,
V jejichz stravé se bohaté¢ objevuje maso. Je dominujici
u mikrobiomu africkych venkovskych déti. Na geneticky
modifikovaném mysSim modelu doslo pfi zméné stravy
svyssim  podilem  vldkniny k obohaceni kmene
Bacteroidetes. Bacteroidetes jsou spojeny se zvySenou
absorpci energie z potravy a Snizkym stupném zanétu

sliznice.
Escherichia coli Souvisi s absenci obezity.
Lactobacillus reuteri Pozitivné spojen s obezitou, po pouZiti terapeutickych

potravin obsahujicich tuto bakterii byl sledovan nartst
hmotnosti u déti se syndromem Kwashiorkor
(nejrozsifenéj$i druh podvyzivy). U obéznich jedinct
pozorovano vyssi zastoupeni tohoto druhu.

Prevotellaceae Bakterie produkujici kyslik, u obéznich jedinci jsou

Vv Sir§im zastoupeni.

Prevotella Bakterie vice zastoupené v travicim traktu jedincd, ktefi
se Zivi pfevazné obilninami. U pacientd, ktefi podstoupili
operaci zaludecniho by-passu, bylo pozorovano zvySeni
jejich mnozstvi bakterii rodu Prevotella.

Bifidobacteia Stimulace rustu téchto bakterii je podminéna pozivanim
rostlinné stravy a mléka. Maji prosp&$né u€inky na zdravi.
Bifidobacterium breve snizuje télesnou hmotnost
u obéznich mysi (obezita dietou vyvolana).

Lactobacillus spp. Pozitivni vysledky pii podani téchto druhd bakterii
(L.casei, L. rhamnosus, obéznim jedincim. Byl zaznamenan vahovy ubytek
L. plantarum, L. gasseri, nebo zastaveni pfirlistku  hmotnosti  (pfi  obezité
L. curvatus) indukované vysokotukovou dietou).

2.1.2 Funkce stfevniho mikrobiomu

Vztah stfevniho mikrobiomu s hostitelem muize byt symbioticky, komenzalni
(zanedbatelny ucinek na fyziologii hostitele) nebo patogenni. Bylo zjisténo, ze stfevni
mikrobiom hraje dilezitou roli pfi traveni a absorpci jinak nestravitelnych Zivin, stejné
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jako pfi hospodafeni s energii. Jeho diverzita je vysoce ovliviiovana dietou, Zivotnim
stylem hostitele a Zzivotnim prostiedim. ZvySeni bakterii rodu Firmicutes
0 20 % a odpovidajici pokles Bacteroidetes souvisi s narGstem energetického piijmu,
coz vyvolava obezitu [8, 10].

Metabolismus zZivin

vvvvvv

vSechna zvifata mohou produkovat travici enzymy, pouze nékteti bezobratli jako jsou
mékkysi a termiti, vylucuji enzymy schopné $tépit strukturalni polysacharidy, naptiklad
celulozu. Bylozravi savci se zcela opiraji o degradacni vlastnosti mikroorganismii.
U ¢loveéka predstavuje fermentace v tlustém stfevé asi 10 % denniho pfijmu energie.
Bakterie stieva také poskytuji dulezité ziviny, jako je vitamin K [4, 11].

Ochrana proti patogeniim

Vétsina mikroorganismi je neSkodna a mnoho z nich poskytuje vyhody pro své hostitele.
Zvysuji odolnost epitelia a sliznice stieva vic¢i kolonizaci patogeny, které by musely
souteézit s mikroorganismy o ziviny a misto usidleni. Proliferaci patogent je zabranéno
také produkci latek inhibujici jejich rust. Vnéjsi slizni¢ni vrstva stievniho epitelu
je zodpovédna za selektivni vazbu, vyzivu stievnich mikrobl a redukci patogennich

organismu. Je tedy schopna ménit slozeni mikroorganismu [4, 10, 11].
Aktivace imunitniho systému

Jako dusledek své hlavni ulohy pfi zpracovani potravin a extrakci zivin je slizni¢ni povrch
stieva vystaven vysokému riziku napadeni patogeny, které kontaminuji hostitelskou
stravu. Proto ptedstavuje mikrobialni flora nenahraditelnou ulohu pii obrané sliznic.
Velké mnozstvi komenzalnich mikrobi je distribuovano na riznych mistech sliznic,
predevsim v gastrointestinalnim traktu a je nutné, aby byla k témto mikrobiim zachovana
tolerance. Mikroby se pravdépodobné vyskytuji v komplexu s protilatkou IgA zabranujici
jejich adhezi na sliznicni receptory a priniku do organismu. Protilatka ale nijak
neovliviiuje Zivotni cyklus bakterii. Pro funkci a vyvoj imunitniho systému je osidleni
sliznic mikrobioty velmi dulezité. V ptipad¢, ze je vzajemny vztah mezi hostitelem
a mikroflorou naruSen, mohou i sttevni mikrobiota zpiisobit nebo pfispét k onemocnéni
[13, 14, 15].

Vyznam mikrobiomu gastrointestindlniho traktu pfi vytvafeni mukézni imunitni
odpovédi byl prokazan pomoci mysi bez mikrobiomu (grem-free mouse), u kterych
je mukézni imunitni systém nevyvinuty. Zvifata bez mikrobiot maji nizkou hustotu
lymfoidnich bunék ve sliznici stfev a nizké koncentrace cirkulujicich imunoglobulinti
v krvi [16].

Zasadnim pocatecnim krokem infekce je pfipojeni patogenti na povrch intestinalniho
epitelu. Jako obranny mechanismus produkuje epitel hlenové a antimikrobialni latky,
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které inhibuji invazi patogent. Vrstva hlenu tvofi silnou bariéru proti patogeniim i proti
bakteriim mikrobiomu. Tato mukoézni vrstva je u mysi bez mikrobiot mnohem tenci
nez U standardnich mys$i, coz naznacuje, Ze mikrobiota mohou piispivat k produkci hlenu.
V souladu s touto hypotézou muze byt tloustka mukozni vrstvy u mysi bez mikrobiot
zvySena podavanim bakterialnich produktt lipopolysacharidd (LPS), imunologicky
aktivnich latek [15]. LPS jsou produkovany gramnegativnimi bakteriemi, ale v pfipadé
vys$siho zaplaveni organismu témito latkami mohou byt pfi¢inou vzniku septického Soku.
Dalsi produkty bakterii vzniklé pii fermentaci potravy a syntéza vitamint jsou dilezitym
zdrojem pro stfevni buiky a cely organismus. Mikrobiota mohou také ovladat funkci
epitelidlni bariéry produkci metabolitl, jako naptfiklad mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (SCFA) [13, 15].

Sliznice stfev je hlavnim rozhranim v organismu mezi imunitnim systémem
a vn&jSim prostiedim. Pod epitelem i tésné pod nim se nachazi lymfoidni folikuly,
oznacovany jako organizovany lymfaticky systém, jenz je povazovan za misto indukce
imunitni reakce. Difuzni organizovany lymfaticky systém je tvofen B a T lymfocyty,
neutrofily, zirnymi buiikami, eozinofily a makrofagy, které se difuzné rozprostiraji
pod celym slizniénim povrchem v lamina propria [13, 17].

Mnozstvi a rozloZeni lymfoidnich folikul se mlize ménit v zavislosti na vystaveni
antigenim. Vyssi pocty folikul se objevuji naptiklad v nosnich mandlich, apendixu
aV Peyerovych placich (tenké stfevo). Bezprostiedn¢ po expozici mikrobim
se ve folikulech zvysuje pocet bunék produkujicich imunoglobuliny a tim se zvySuje
I koncentrace imunoglobulinu v séru [13, 17].

2.2 QObezita

Obezita je multifaktorialni stav vyplyvajici z interakce genotypu s enviromentalnimi
podminkami a nese s sebou vazné zdravotni dusledky, jako je zvySené riziko diabetu
2. typu, kardiovaskularni choroby, plicni hypertenze, spankova apnoe a fada nadord. Dale
je silné spojena se zvySenym rizikem Gmrti. Jako klinicky obézni jsou podle Center
pro kontrolu a prevenci nemoci klasifikovany osoby s indexem télesné hmotnosti (BMI)
30 a vy$Sim. Ackoli dostupnost a stabilita zasobovani potravinami se v poslednich
staletich zlepsila, lidské t€lo stale zlistava fyziologicky ptfedurceno chranit zasoby energie
prostfednictvim akumulace tukové tkané. Podle odhadi WHO z roku 2014 se vyskyt
obezity od roku 1980 vice nez zdvojnasobil. K roku 2015 byla vice neZ polovina evropské
populace obézni nebo s nadvéhou. Jednim z faktord pfispivajicich k vyvoji obezity je,
vedle genetickych, enviromentalnich a faktorli souvisejicich S imunitnim systémem,
stfevni mikrobiom [8, 10, 18].

Ve stavu obezity dochazi ke zmén¢ stfevni mikroflory, u obéznich jedincl bylo
vykdzdno mén¢ taxonomickych jednotek nez u jedincti s normalni véhou. Stfevni
mikroby mohou ovliviiovat jak pfijem energie ze slozek potravy, tak to, jak je energie
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uchovavana a zpracovavana. Pfi sekvenovani nukleovych kyselin distalni stfevni
mikrofléry u divokych mysi a ob / ob mysi (podrobnéji v kapitole 2.3 Mysi model
obezity) byly odhaleny konzistentni rozdily ve dvou bakteridlnich kmenech,
Bacteroidetes a Firmicutes. Zastoupeni Firmicutes bylo vy$si, zatimco mnozstvi
Bacteroidetes se navzdory podobné urovni aktivity a stravovani zredukovalo. Podobné
zmény byly zjiStény 1 u mysi s dietou vyvolanou obezitou, hlavni rozdil se tykal rozkvétu
tiidy bakterii nazyvané Mollicutes z kmene Firmicutes [8, 18].

Ob / ob mysi vykazuji mutaci v genu na chromozomu 6 kodujici leptin, ktery hraje
velkou roli v energetické homeostaze. Studie na zvifecich modelech a u lidi s vrozenym
deficitem leptinu (totalnim i relativnim) ukazaly, ze leptin reguluje fadu fyziologickych
funkei. Je vyluCovan pulzné, vyssi hladiny hormonu byly zjistény vecer a brzy rano.
Cirkuluje v plazmé ve volné a vazané form¢. Hladiny cirkulujiciho leptinu uzce souvisi
s tukovou hmotou a jsou akutné citlivé na nedostatek kalorii. Po jednom dni hladovéni
klesaji o 50 %. Leptin pfenasi do hypotalamu informace tykajici se mnoZstvi energie
uloZené v tukové tkani, jakoz i akutnich zmén piijmu energie, které méni chut’ k jidlu
a ovliviiuji energetické vydaje. Hladina leptinu je také regulovéna cytokiny a dalSimi
hormony, jako je inzulin nebo kortizol. Podavani leptinu ob / ob mysim snizuje piijem
stravy i t€lesnou hmotnost a koriguje metabolické a endokrinni defekty spojené s obezitou
[5, 19, 20, 21, 22].

Podobnych vysledkli, ze mezi obéznim a Stihlym clovékem existuji rozdily
ve sttevnim mikrobiomu, bylo dosazeno 1 u ¢lovéka v malé studii jedinci,
ktefi podstoupili Ubytek hmotnosti pomoci diet Snizkym obsahem sacharidii
nebo s nizkym obsahem tukid. Objekty byly sledovany po dobu jednoho roku. Pivodni
pomér mikrobd rodu Firmicutes a Bacteroidetes u obéznich osob byl podstatné vyssi
nez U 0S0b s normalni hmotnosti. U téch objektd, kterym se podafilo Gspésné snizit
hmotnost, se pomér dvou kmenii vratil do normalu [18].

2.2.1 Ovlivnéni kompozice stievniho mikrobiomu dietou

Stfevni mikrobiom se ucastni biochemickych procesii hostitele, které napomahayji traveni
a metabolismu potravy. Nedavné studie z roku 2015 ukazaly, ze konzumace dietnich
emulgatort souvisi se zménami kompozice sttevniho mikrobiomu. Mikrobiom obéznich
jedinct vykazuje odlisSny metabolismus sacharidti a lipidd. Sacharidy jsou dilezitym
zdrojem energie, ale pro c¢lovéka nejsou vSechny jejich formy stravitelné.
Mezi nestravitelné sacharidy patfi rostlinna vldkna (xyly, celuléza, inulin a Skrob).
Stfevni mikrobiom pfispiva k energetickému metabolismu prostfednictvim produkce
mastnych kyselin s kratkym fetézcem, které jsou syntetizovany pfi fermentaci zminénych
rostlinnych vldken. Nejvice produkované mastné kyseliny jsou propionat, acetat
a butyrat. Acetat a propionat je produkovan kmenem Bacteroidetes, zatimco butyrat
syntetizuji Firmicutes. Butyrat je pouZivan jako primdrni zdroj energie pro epitelialni
bunky tlustého stfeva, propionat a acetat jsou nezbytné pro lipogenezi a glukoneogenezi
Vv jatrech. Tyto metabolity tedy mohou také pusobit jako signaliza¢ni molekuly a mohou
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aktivovat dal§i procesy v jatrech a svalovych tkanich, jenz spousti klicové faktory
ucastnici se metabolismu cholesterolu, lipida a glukozy [1, 2, 8].

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem rovnéz moduluji expanzi regulacnich
T-lymfocytii a produkci cytokint, tak pusobi proti zanétlivym procesim a piispivaji
k homeostaze colonocyti [5].

U obéznich a hubenych mysi byl pozorovan rozdil v hladinach mastnych kyselin
s kratkym fetézcem. V genetickém modelu obezity maji mysi ob / ob ve srovnani
s hubenymi zvySené koncentrace butyratu a acetatu v caecu [2].

Obezita pravdépodobné souvisi se zvySenim Cetnosti bakterii kmenu Firmicutes,
snizenym vyskytem bakterii kmenu Bacteroidetes, vy$$i trovni kmene Actinobacterii,
niz§im podilem kmenu Verrucomicrobia a niz§im mnozstvim Faecalibacterium
prausnitzii. Tyto disproporce jsou spojeny se zvySenou permeabilitou stievni stény
zpuisobené zménami ve slozeni mikroflory, coz umoznuje, aby se do obéhu dostalo
vice lipopolysacharidi (LPS) (kovalentné spojend molekula lipidu a polysacharidu,
hlavni slozka vné&j§i membrany gramnegativnich bakterii pfedstavujici endotoxin,
na ktery imunitni systém siln¢ reaguje), to vede Kk aktivaci zanétlivych procesi
a ke snizené schopnosti reakce tkani na inzulin, coz je piivodcem mnoha komplexnich
onemocnéni. Inzulinova rezistence vede Kk neschopnosti dilatace cév, coz vede
k hypertenzi [5, 8, 10, 23].

Spotfeba potravy s vysokym obsahem tuku vede, jak u lidi, tak u zvifat,
K vyznamnému zvySeni koncentrace endotoxinu a ke zménam v kompozici stievni
mikroflory. ZvySeni systémovych hladin endotoxinu ze byt dusledkem zvySené
permeability stfev. Endotoxemie muize pak pfispét k zdnétlivému procesu, inzulinové
rezistenci, zmnozeni bunék tukové tkané a ke snizeni funkce B-bunék produkujici do krve
inzulin, coz charakterizuje metabolicky syndrom [18].

Druh pfijimané potravy ovliviluje sloZeni a rozmanitost stfevniho mikrobiomu,
napiiklad z&padni strava obsahujici vysoky obsah tuku s sebou nese nésledek zvyseni
relativnitho poc¢tu Firmicutes na ukor Bacteroidetes, ptedevSim tifidy Mollicutes.
Tyto zmény byly pozorovany jak na zvifecich modelech, tak na clovéku. Kmen
Firmicutes souvisi s geny, jez se podileji na metabolismu sacharidd. Obézni jedinci maji
V porovnani s normaln¢ vazicimi jedinci bohatsi zastoupeni bakterii kmene Firmicutes
a jsou méné osidleni kmenem Bacteroidetes. Podobné jsou u obéznich ptitomny vodik
produkujici bakterie ¢eledi Prevotellaceae. Intestinalni mikrobiom se také aktivné podili
na aktivaci, metabolismu a regulaci Zlucovych kyselin, které jsou vylucovany z jater
do traviciho systému a napomahaji pti vstiebavani tukd. Abnormalné vysoké mnozstvi
zluCovych kyselin je spojeno s mnoha metabolickymi poruchami, v¢etné obezity. Velkou
roli v metabolismu zluovych kyselin hraji predev§im Clostridium scidens, Clostridium
sordellii a Bacillus fragilis (vSechny kmen Firmicutes), proto kazda odchylka ve slozeni
téchto bakterii miiZze indikovat zménu hladin Zlu¢ovych kyselin vedouci k metabolickym
porucham [8].
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2.3  Mysi model obezity

Pouziti mySich modeli v biomedicinském vyzkumu dramaticky pfispélo k pokroku
ve zdravotnictvi. Je zaloZzeno na genetické, fyziologické, biologické a behavioralni
pro studium lidskych onemocnéni a lidského zdravi. Mezi vyhody pouziti mysi patii jeji
velikost a nendroc¢nost chovu, snadné udrzovani nebo dostupnost mnoha inbrednich
kment. Jeden rok zivota mysi predstavuje asi 30 let lidského zivota, doba Zivota mysi
jsou 3-4 roky, je tedy mozné v pomérné kratké dobé pozorovat nékolik generaci. Dale
je také znama jejich genetika, anatomie a fyziologie, coz umozinuje rozpoznat zpusobené
zmény chovani. Od roku 2002 je zmapovany mysi genom, lze tedy cilené manipulovat
S mysimi geny, coz predstavuje obrovskou vyhodu. Manipulaci s geny a pfizptisobenim
podminek mizeme napodobit lidskd onemocnéni nebo stavy. Mnohé z genti souvisejicich
s onemocnénimi jsou téméf totozné [24, 25, 26].

Rozpoznavani mechanismii, které jsou zakladem metabolickych onemocnéni
je naro¢né. Duvodem je jejich polygenni etiologie, ktera zvysuje riziko onemocnéni
v kombinaci s tolerantnim prostfedim. Mnoho ruznych typt bunék i interakce mezi
tkanémi a organy (svaly, jatra, pankreas, tukova tkan) zastupuje metabolickou regulaci
amize prispet k vytvoteni klinického fenotypu. Pfi zjiStovani mechanisml je nutno
porozumét tomu, jak genotyp interaguje s prostfedim a jak je interakce ovlivnéna funkci
bungk, tkani nebo organi [27].

Vzhledem k tomu, Ze s lidskymi geny neni mozné zatim manipulovat, je klicem
K porozuméni metabolickym onemocnénim vyvoj zvifecich modelt, jenz umoziuji
propojeni genli ve specifickych bunkach, tkénich nebo orginech s konkrétnimi
fenotypovymi vlastnostmi. Manipulace, které jsou nezbytné pro vyzkum intestinalniho
mikrobiomu, zahrnuji manipulaci s hostitelskym genetickym pozadim a manipulaci
s kompozici sttevni mikroflory. Protoze se vétSina piipadd lidské obezity povazuje
za polygenni, coz vyplyva z aktivity mnoha genti a kazd4 nese né&jaky rizikovy faktor,
rozdélujeme zvifeci modely obezity do riznych kategorii. Hlavni kategorie jsou zaloZeny
na mutacich nebo manipulaci jednoho nebo nékolika gent [12, 27, 28].

Kromé modelt, kde je obezita vyvolana vysokotukovou dietou, jsou ¢asto pouzivané
také obézni (0b / ob) mysi, které byly objeveny Vv roce 1949 kvili nahodné mutaci. Tato
mutace byla néasledné ptfevedena na pozadi inbredniho kmenu C57BL/6J. Homozygotni
zvifata s touto zménou méla témeéf trojnasobnou télesnou hmotnost oproti Kontrolnim
skupinam stejného kmene. Bylo zjisténo, ze doslo k mutaci genu kodujici leptin, ktery
je produkovan bilou tukovou tkani, hraje kli¢ovou roli v energetické homeostaze
a ma anorektické ucinky. Napomaha regulaci chuti k jidlu a také rozhoduje o ulozeni
nebo spotiebovani energie. Proto maji ob / ob mysi trvaly pocit hladu. V dusledku mutace
spotiebuji mysi nadmérné mnoZstvi potravy a stavaji se tézce obéznimi se zvySenym
pfijmem potravy, vyss§i hladinou cukru v krvi, zvySenou koncentraci inzulinu v Krvi,
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vysokymi hladinami kortikosteroidl, snizenou cinnosti S§titné Zzldzy a poruchami
metabolismu tukli (zvySend hladina cholesterolu). Gen kodujici leptin je u mysi
lokalizovan na 6. chromozomu, u lidi na 7. Jeho mutace pfedéasné¢ ukoncuje syntézu
leptinu [20, 21, 22, 27, 28].

Ackoli vysledky experimentt pfinesly vyznamny pralom v pochopeni vztahu mezi
stitevni mikroflérou a hostitelem, aplikovat takové vysledky z mySich modelt na ¢lovéka
neni mozné. Je tfeba vzit v potaz existenci nékterych kli¢ovych rozdili mezi obéma
systémy. Jednim rozdilem je misto, kde dochazi k hlavni fermentaci sacharidi, u mysi
V caecu, zatimco u clovéka je fermentace vazana na tlusté stfevo. Tento rozdil
pravdépodobné ovliviiuje rozmanitost a slozeni stievnich mikrobialnich komunit [12].

Na obrazku 2.1 je zobrazen mysi model obezity. Vpravo snimek z pocitacové
tomografie uréené pro mala zvifata, zobrazeni tukovych dep u obézni a hubené mysi (tuk

¢erveng, kosti zluté).

Obrazek 2.1: Mysi model obezity [29, 30]

2.4 Molekularni metody studia mikroorganismi

2.4.1 lzolace DNA

Jednou z uvodnich metod, které jsou pouzity pii ziskavani genetického materialu
z experimentalniho organismu, je extrakce a izolace DNA. Cilem je ziskat dostate¢né
mnozstvi genetického materialu pro dalsi analyzu. O uspéSnosti dalSich analyz rozhoduje
také kvalita izolované DNA. O pouziti metody izolace rozhoduje nasledna analyza,
Casové moznosti a naklady. VSechny metody extrakce se skladaji ze ¢&tyt kroku:
1. ptiprava vzorku, kterda muze zahrnovat promyvani, homogenizaci a odstranovani
vétsich castic; 2. lyza bunék, kterd se typicky provadi soub&zné s inaktivaci nukleaz
pfidavanim rGznych detergentti, chaotropnich ¢inidel nebo rozpoustédel; 3. odstranéni
kontaminujicich negenomickych materialtt a inhibitord PCR; 4. ziskani purifikované
nativni DNA [31, 32].

Pro ziskani mikrobialni DNA lze pouzit i komercné dostupné sady. Kazda sada
obsahuje navod a veskery material, jako jsou kolonky s filtrem, mikrozkumavky
Eppendorf a chemikalie. Nami uzitd izolacni sada QIAamp PowerFecal DNA Kit
Je urcena pro izolaci a pro¢isténi mikrobialni DNA z obsahu traviciho traktu hostitelského
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organismu. QIAamp kity se pouzivaji pro jednoduchou izolaci nukleovych kyselin
ze vzorkl a jsou zalozeny na principu silikagelové membrany, na kterou se nukleové
kyseliny vazou. Nasleduje eluace do pufrd nebo vody. Cistota DNA extrahované
z fekalnich vzorkt je klicovou otdzkou citlivosti a uziteCnosti biologickych analyz
jako je PCR, gPCR, Sangerovo sekvenovani a NGS. Kvalita analyzy nakonec zavisi

na ucinnosti lyzy vSech mikroorganismu ve vzorku [32, 33].

Mezi nejcastéji pouzivané metody izolace bez uziti komerc¢ni sady patii DNA
extrakce suzitim TRI reagentu, jinak nazyvana fenol-chloroformova extrakce. Jedna
se 0 pomérné pracnou metodu trvajici né€kolik hodin, avSak poskytuje velké mnozstvi
¢ist¢ DNA. Fenol a chloroform jsou chemikélie nemisici se s vodou. Po pfidani smési
k materialu, ze kterého chceme ziskat DNA, je nutné vSe mechanicky homogenizovat,
aby se rozrusily tkan¢, a promichat, aby mohlo dojit k denaturaci a naslednému vysrazeni
proteinti. Dal$im krokem je centrifugace. Vznikla vodni fdze obsahuje RNA a pod touto
fazi se vytvori organicka vrstva obsahujici proteiny a kvalitni DNA, kterou je nutno
dal$imi kroky ziskat. Toho docilime pouzitim kyselého fenolu. Postupnym promyvanim
a centrifugaci je ziskan roztok obsahujici vodny roztok nukleové kyseliny, ale i stopy
fenolu achloroformu, které by mohly zplsobit nezddouci denaturaci enzymi
pouzivanych pii dal§i praci snukleovou kyselinou. Cista DNA je ziskdna naslednou
precipitaci alkoholem. Nejhojnéji pouzivany je ethanol nebo isopropanol. Centrifugaci
je ziskan pelet sedimentujici na dno zkumavky, ktery se nafedi hydroxidem sodnym
a po dalsi centrifugaci ziskdvame supernatant obsahujici koncentrovany roztok DNA.
Koncentrace se pohybuji nej€astéji mezi 500-1000 ng/pl, pro dalsi pouziti je proto nutné
roztoky ziedit tkanovou vodou. Vhodna koncentrace DNA pro polymerazovou fetézovou
reakci a nasledné pro elektroforézu je 10 ng/ul [31, 34, 35].

Dalsi ¢asto pouzivanou metodou izolace DNA je uziti proteinazy K, ktera rozrusuje
tkané. Zde neni potfeba mechanického homogenizatoru. Lyzacni pufr spolecné
s proteinazou K je aplikovan na zivo¢isné tkan€. Ponecha se pfes noc pisobit ve vodni
lazni s teplotou 55°C. Nasledné je provedena centrifugace, precipitace v isopropanolu.
Po dalsi centrifugaci ziistdva pelet ¢ist¢ DNA na dné zkumavky, ktery se rozpusti
V hydroxidu sodném [31, 34].

2.4.2 Stanoveni kvality a koncentrace DNA

Pro dal$i analyzy je nutné znat kvalitu a pfesnou koncentraci izolované DNA. M¢éteni
koncentrace nukleovych kyselin se provadi UV absorpéni spektroskopii a je zalozeno
na vlastnostech aromatické struktury bazi, které absorbuji zafeni o vlnové délce 260 nm.
Mnozstvi absorbovaného UV zéfeni je pfimo tmérné mnozstvi DNA v méfeném vzorku,
pokud je vzorek Cisty, to znamena bez vyssiho mnozstvi necistot (bilkovin, zbytkového
mnozstvi fenolu z izolace). Absorbance pii vlnové délce 260 nm je rovna 1, pokud
je vmeéfeném vzorku obsazena dvouvlaknova DNA o koncentraci 50 pg/ml
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nebo jednovlaknova DNA o koncentraci pfiblizné 33 pg/ml. V ptipadé RNA odpovida
absorbanci 1 koncentrace 40 ng/ml [33, 36, 37].

Spektrofotometrické méfeni koncentrace je zaloZzeno na zjisténi utlumu zafeni,
které proslo vzorkem. Lambert-Beeriv zakon, ktery ma tvar

A=¢-c -l (1)

kde A je absorbance pti znamé pouzité vinové délce, &€ znaci extinkéni koeficient
(experimentalni zjiiténi & pro dsDNA pii A = 260 nm je 0,02 (ng/ml)* cm™, pro ssDNA
za stejnych podminek € = 0,027 (ug/ml)*cm™), | je délka drahy paprsku [33, 38].

Mg¢éteni absorpce UV zéteni lze vyuzit i pro stanoveni Cistoty ziskané DNA. Pomér
absorbance pii 260 nm a 280 nm muze byt pouzit jako indikator Cistoty nukleové
kyseliny. Napftiklad proteiny obsahujici aromatické aminokyseliny fenylalanin a tyrosin
maji maximum absorbance pfi 280 nm, coz snizi pomér A260/A280. P4s absorbance
proteinti ale zahrnuje 1 vinové délky 260 nm. Pokud tedy bude DNA zna¢né znecisténa
proteiny, bude naméiena vyssi koncentrace DNA, nez ve skute¢nosti je, a ziskdme falesné
vysledky. Vys$$i namétend absorbance pii 230 nm indikuje kontaminanty obsahujici
peptidové vazby nebo aromatické ¢asti, jako je fenol nebo dal§i organické cinidla.
Absorbance pfi 320 nm az 330 nm poukazuji na pfitomné castecky z kolonek, které
se vyuzivaji v komerc¢nich izolacnich kitech. U ¢istého vzorku by mél byt pomeér
A260/A280 > 1,8. Nizsi hodnoty poméru znamenaji kontaminaci vzorku DNA proteiny
nebo reagenciemi pouzitymi pfi izolaci [33, 37, 38].

Mezi vyhody spektrofotometrického méfeni koncentrace a ¢istoty nukleovych
kyselin patii rychlost a nizké finan¢ni naklady. Metoda je vhodna pro rutinni méfeni
u zab&hlych postupii. Udaj o absorbanci nam ale neposkytuje zadné informace o integrité
molekuly DNA, nelze tedy zjistit, zda pfi izolaci nedosSlo k fragmentaci nukleovych
kyselin. Zjisténi integrity Ize provést gelovou elektroforézou nebo PCR reakci,
amplifikaci tseku dlouhého 20-30 kb. V piipadé fragmentace bychom ziskali kratsi
produkty PCR. Velikost PCR produkti bychom zjistili opét gelovou elektroforézou
[31, 33].

2.4.3 lzolace RNA

24

Proto jsou vyzadovany pfisn¢jSi podminky, které je nutno pfesné dodrzovat. Jedna
se 0 praci na ledu, uziti Spicek s filtrem nebo uZiti vody zbavené ribonukledz, které
by RNA jinak degradovaly. Pfi izolaci se vyuziva metody fenol-chloroformové extrakce,
ktera byla zminéna v kapitole 2.4.1 lzolace DNA. Po aplikaci TRI reagentu, mechanické
homogenizaci, precipitaci chloroformem, promichani a centrifugaci se odebere vodna
faze obsahujici ribonukleové kyseliny. Nasleduje procisténi ethanolem, dalsi centrifugace
a vlastni separace RNA, kterou je nutno provadét ve sterilnim boxu [31, 34].
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Molekula RNA hraje kli¢ovou roli v pfenosu informace zakdédované v genomu
(DNA) do mnoha riznych forem proteint. Je to termodynamicky stabilni molekula, ktera
se vSak rychle §tépi v pfitomnosti téméi vSudypritomnych enzymi RNaz. Vysledkem je,
7e kratsi naStépené fragmenty RNA se vyskytuji ve vzorcich a mohou potencialné ohrozit
vysledky dalSich aplikaci, jako je genova exprese, RT-PCR nebo uziti mikroCipt.
Aby bylo mozné vyhodnotit stupen degradace, pouzivaji se pro oddéleni ruzné velkych
fragmenti molekul RNA elektroforetické metody. Molekuly RNA jsou obarveny
interkalacnim fluorescen¢nim barvivem (ethidium bromidem) a detekovany pomoci
laserem indukované fluorescence. Vysledky jsou zobrazeny na elektroferogramech,
obrazcich gelu nebo v tabulkach [39].

2.4.4 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce umoziiuje pomérné snadné zmnozeni vybraného useku
molekuly DNA in vitro. Jedna se o jednu z nejvice vyuzivanych metod genetické analyzy.
Princip je zaloZen na replikaci nukleovych kyselin. Amplifikovany usek je ohrani¢en
na obou svych koncich dvéma primery (18-25 nukleotidtl), kazdy hybridizuje s jednim
templatovym vldknem DNA tak, ze jejich 3’ konce smétuji proti sobé. Od téchto
prisedlych primerti probiha protismérna syntéza nového fetézce DNA [40, 41].

Reakce nejcastéji vyuzivd enzymovou aktivitu Tag-DNA-polymerdzy, enzymu
izolovaného z termofilni bakterie Thermus aquaticus Zijici v horkych vodnich pramenech
a odolavajici teplotdim denaturace DNA. Reakce zahrnuje 3 opakujici se kroky:
denaturace templatového vlakna DNA, hybridizace primert (annealing) a syntéza DNA.
Tyto kroky probihaji v termocykleru, ktery je schopen zmén teplot o desitky stupit
behem nékolika sekund podle naprogramovaného ¢asového intervalu. Zahajeni reakce
spo¢iva v ivodni denaturaci templatu, ktera probiha 3-5 minut za teploty 94-97 °C
a potom aZz nasleduji zminéné tfi opakujici se kroky. Je nutno rozvolnit vodikové mustky
na celém useku vlakna DNA. Pokud by nebyla tvodni denaturace (3-5 min) Giplna, mohlo
by dojit k renaturaci a k nespecifickému nasedani primert. Pti dalSich cyklech uz mtizeme
zvolit pro denaturaci krat$i dobu, protoze je v reakci jiz pfitomnad templatova DNA
vznikla z prvniho cyklu reakce. Budou se tedy denaturovat jen kratké useky ohranicené
primery [31, 40, 41].

Pfi denaturaci se teploty pohybuji nejcastéji mezi 90-95 °C po dobu 20-30 sekund,
dochazi k poruseni vodikovych vazeb spojujici fetézce polynukleotidi. Ty se rozvolni
a vzniknou dv¢ jednovlaknové molekuly DNA. Pro nasednuti primeru se teplota snizuje
na 40-60 °C v zavislosti na délce a poétu GC parti pouzitych oligonukleotidi. Cim vétsi
délka pouzitych primert a ¢im vice GC para, tim vyssi teplotu k hybridizaci vyzaduji.
Dalsi pozadavky na primery jsou: rovhomémé rozloZzeni oblasti bohatych
na GC a AT pary, podobné teplota annealingu vyssi nez 50 °C, absence vnitinich
sekundédrnich struktur a komplementarnich sekvenci, kdy by se tvotily nezadouci
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duplexy, a specificnost — matrice DNA nemtze obsahovat nespecificka vazebna mista.
Navrzeni primert je mozné pomoci nékterého ze softwarii volné dostupnych na internetu.
Ve druhém kroku se navaze primer na specifické tiseky DNA. Komplementéarni Giseky
DNA/primer jsou rozpoznany DNA-polymerdzou. Ve tietim kroku dochazi k samotné
syntéze DNA. DNA-polymeraza posouva po templatovém vlakné ve sméru od 5’ konce
ke 3’ konci a podle templatového vlakna komplementarn¢ dosyntetizovava nukleotidy
rychlosti cca 60 bazi za sekundu. Optimalni teploty se pohybuji v rozmezi 70-75 °C
pro PCR reakce, kde se pouziva Taq-polymeraza. Pro jiné druhy polymeraz se mohou
teploty lisit podle optima jejich aktivity [31, 40, 41, 42].

Tyto 3 kroky se cyklicky opakuji za ptesné kontroly. Délka trvani kazdého cyklu
je nékolik minut a kazdym cyklem se mnozstvi DNA zdvojnasobi. Z divodu ziskani
dostate¢ného mnozstvi produktu se cykly opakuji 25-35krat. Po 30 cyklech je mozné
vytvofit az 130 milionti kopii pivodniho vldkna DNA vymezeného primery. Pokud
bychom zvolili vice cykll, vznikalo by nam i velké mnozstvi nezadoucich nespecifickych
produkti PCR. Reakéni smés pouzivana pro PCR reakci obsahuje kromé vy$e zminénych
primeri  a DNA-polymerdzy také hofeénaté ionty Mg?* a jednotlivé
2’-deoxyribonukleosid-5 ‘trifosfaty (AINTP — dATP, dCTP, dGTP a dTTP). Tyto dvé
sloZzky spolu tvofi rozpustny komplex, ktery je rozpoznavan DNA-polymerazou.
Pro kazdou PCR reakci je nutno stanovit jejich optimalni koncentraci. Schéma PCR
je na obrazku 2.2 [31, 37, 40].

Vyslednym produktem polymerazové fetézové reakce jsou useky DNA
s definovanou délkou desitky az tisice parti bazi, amplikony. Usp&né provedeni reakce
se prokaze elektroforetickou separaci na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu.
Dalsi analyza miZe byt provedena naptiklad pomoci hybridizaci se znacenou sondou,
ktera je komplementarni k amplifikovanému useku, a enzymovou imunoanalytickou
detekci (ELISA) [31].

Mezi faktory, které mohou ovlivnit PCR, patii doba a teplota annealingu, kterd mize
zvysit vytézek reakce, ale miize dochazet i ke snizeni specifity nasedani. Dal§im faktorem
je laboratorni teplota. DNA-polymerdza mtiZe katalyzovat prodluzovani primert 1 za niZ$i
teploty, nez je optimalni teplota jeji aktivity. Vznika nespecificky produkt, zejména
pfi nizkych koncentracich templatové DNA. Pfili§ vysokd koncentrace primert vede
k jejich nespecifickému nasedani anebo ke vzajemnému parovani. Nizka koncentrace
primert miiZze byt pfi¢inou nedostatecného mnoZzstvi PCR produktu. Dal§im faktorem
ovlivitujici vznikly produkt je pfili§ velké pocate¢ni mnozstvi templatové DNA,
které mize zpiisobit opét nespecifické nasedani primerd. Vysledky reakce mize ovlivnit
1 kontaminace jedinou molekulou cizorodé DNA, kterd mlze vytvofit faleSny signal.
Pro minimalizaci faleSnych vysledkli je doporuceno piesné dodrzovat urcené postupy,
pouzivat jednorazové rukavice, Spicky s filtry a fidit se doporuc¢enymi koncentracemi
a teplotami [31, 42].
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Polymerase chain reaction - PCR
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Obrazek 2.2: Prib¢h fetézové polymerazové reakce [43]

Gen 16S rRNA

Izolace DNA poskytne celkovou DNA vSech mikroorganismii nachazejicich
se ve vzorku. Pro zkoumani bakterialnich komunit se lze zaméfit na gen o délce
cca 1550 bazi kodujici 16S rRNA. Tento gen, dulezity pro tvorbu bilkovin, sdileji
vSechny bakterie. Ma nékolik konzervovanych a variabilnich oblasti, které mohou byt pro
urcité skupiny nebo druhy bakterii specifické. Univerzalni primery se obvykle voli jako
komplementarni ke konzervovanym oblastem na zacatku genu a bud’ v oblasti 540 bp
nebo na konci celé sekvence. V ptipadé dalsi analyzy DGGE se pouziva sada primerd,
z nichz jeden obsahuje dlouhou sekvenci bohatou na G-C pary. Sekvence 16S rRNA genu
byla urcena pro velké mnozstvi kment. GenBank, nejvétsi databanka nukleotidovych
sekvenci, ma vice nez 90 000 sekvenci genu 16S rRNA. S témito ulozenymi sekvencemi
muzeme porovnavat nami ziskané neznamé sekvence. Obecné plati, Ze srovnani sekvenci
genu 16S rRNA umoznuje diferenciaci mezi organismy na urovni rodu napfi¢ vSemi
hlavnimi kmeny bakterii. Gen 16S rRNA byl pfijat jako klasifikaéni standard
pro bakterie. Proto se metodou PCR amplifikuje [32, 44].

2.4.5 Kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR, jinak oznacovana jako real-time PCR nebo gPCR je laboratorni
technika pro méfeni koncentrace cilové sekvence DNA s vysokou piesnosti. Je zalozena
na principu klasické PCR (kapitola 2.4.4 Polymerazova tetézova reakce). Kvantifikace
je provedena na zakladé detekce fluorescenéniho signalu, ktery je emitovan b&hem
amplifikace zna¢enymi sondami nebo interkalacnimi latkami obsazenymi v reakéni
smési, které se specificky ¢€i nespecificky vazi na amplikony DNA (obrazek 2.3).
Mezi interkalaéni latky zafazujeme nespecificky se vazici ethidium bromid nebo ¢asto
pouzivany SYBR Green. Tato barviva se vimezetuji mezi dvé vldkna DNA. Nevyhodou
interkalac¢nich barviv je moznost navazani se i na nespecifické produkty, tudiz miize
dochézet k tvorbé faleSnych signald, které ptresahuji signaly skute¢ného mnozstvi
produktu. Déle tato barviva emituji nizky signal fluorescence i v nenavazaném stavu
[31, 32, 37].
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Obrazek 2.3: qPCR za pouziti interkala¢niho barviva SYBR Green [45]

Pouzitim specificky se vazicich sond tyto faleSné signaly eliminujeme. Sondy jsou
kratké flouorescenéné znacené oligonukleotidy, které emituji flouorescencni zareni,
pokud hybridizuji s teplatem mezi primery. Kazda molekula sondy ma na jednom konci
fluorescen¢ni barvivo, na druhém konci je pfipojena sloucenina, ktera fluorescencni
signal inhibuje. Hybridizaci je vazba porusena a dochazi ke generovani fluorescencniho
signalu. Pouziti sond oznacenych riznymi fluorescenénimi barvivy umoziuje souc¢asnou
detekci a kvantifikaci vice cilti v jedné (multiplexni) reakci [37].

Nespecifické produkty lze zjistit z kiivky tani (melting curve), kterou lze zobrazit
po probéhnuti reakce. Nespecifické produkty maji znateln¢ nizni hodnotu tani nez delsi
specifické amplikony. Ani toto zobrazeni neni plné¢ prokazatelné, protoze amplikony
délkou podobné, ale neidentické, maji teplotu tani podobnou specifickym [31, 32, 37].

Svételna fluorescence je pristrojem zachycena za predpokladu prekroceni prahové
hodnoty. Zvyseni fluorescenéniho signalu je pifimo umérné mnozstvi exponencialné
se hromadicich molekul PCR produktu (amplikont) produkovanych béhem opakujicich
se fazi reakce (viz kapitola 2.4.4 Polymerazova fetézova reakce) Pocet cyklu potiebnych
k vytvoreni detekovatelného signalu ziskame extrapolaci vzniklé kiivky k nule. Hodnota
znacici se Ct (pocet cykll) je zavisla na pocatecni koncentraci templatu. Pro nizsi pocet
cykld plati vyssi pocateéni koncentrace templatové DNA. Kiivka zavislosti signalu
fluorescence na poctu cyklli Ct na obrdzku ¢islo 2.4. Vznikajici mnozstvi produktu qgPCR
lze kvantifikovat porovndnim s rizné nafedénymi standardy o zndmé pocatecni

koncentraci, nebo porovnanim s kalibra¢ni ptimkou, pokud vyuzijeme zndmé mnozstvi
DNA [31, 32].

Pribéh reakce qPCR je mozné rozdélit do Ctyf fazi (obrazek 2.4). V takzvané
,baseline” fazi dochazi k exponencidlnimu naristu mnozstvi templatové DNA,
ale emitovany fluorescencni signal jesté nedosahl prahové hodnoty detekce. Detektorem
snimana intenzita fluorescence je signal na pozadi. Pfi exponencidlni fazi dosahl vytézek
prahové hodnoty detekce, proto mize byt pribéh reakce jiz sledovan. Neustale dochazi
k exponencialnimu narastu PCR produktu. Postupné se zvySuje koncentrace templatu,
linearni rust. Posledni faze, ,plateau,”“ maximalni vytézek reakce. Muze dojit
ke spotiebovani jednotlivych slozek reakce (nukleotidy, polymeraza) a detekovana
fluorescence z této faze nemusi odpovidat realnému mnozstvi templatové DNA [46, 37].
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Obrazek 2.4: Pribéh reakce qPCR [46]

Jednotlivé reakce jsou charakterizovany cyklem, pii némz nejprve vzroste
fluorescence nad prahovou hodnotu, ktera se nazyva kvantifika¢ni cyklus (Cq). Pokud
je niz8i. Pokud je vychozi koncentrace DNA, amplifikace je pozorovana v pozd¢jsich
cyklech a Cq je vyssi (obrazek 2.5) [46].
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Obrazek 2.5: Pribéh reakce qPCR, kvantifikacni cyklus [46]
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2.4.6 Purifikace nukleovych kyselin

Precisténi nukleovych kyselin zahrnuje odstranéni vesSkerych nezadoucich slozek,
které vzorek kontaminuji. Purifikace je soucdsti procesu izolace DNA nebo RNA,
ptecistovani produkti PCR reakce nebo piecistovani DNA po elektroforetické separaci.
Casto se vyuziva komeréné dostupnych purifikagnich sad (kitii) pracujicich na zakladé
gravita¢nich kolonek. Principem je zachyceni molekul nukleovych kyselin na vhodny
nosi¢ V kolonce, nasledné opakovani odstfedéni a promyvani, ¢imz dochazi k odmyti
nezaddoucich molekul. Poslednim krokem je uvolnéni nukleovych kyselin z nosice
za pouziti jiného pufru nebo vody. Vyslednym produktem je roztok cisté nukleové
kyseliny [31, 47].
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2.4.7 Elektroforetické separace nukleovych kyselin

K nejpouzivanéjSim molekularné biologickym separacnim technikdm pii analyze
nukleovych kyselin nebo bilkovin mizeme zafadit elektroforetickou separaci. Jedna
se o metodu, pfi které dochdzi kmigraci elektricky nabitych  molekul
ve stejnosmérném elektrickém poli. Fosfatova skupina molekul nukleovych kyselin
je zaporn¢ nabita, proto se v elektrickém poli pohybuje k anodé, kladn¢ nabité elektrodé.
Rychlost migrace molekuly zavisi na dvou faktorech — jejich tvaru a poméru naboje
k hmotnosti [31].

Gelova elektroforéza

Pokud se elektroforéza provadi v gelu, je hlavnim faktorem separace velikost
jednotlivych fragmentd DNA. PCR smés obsahujici namnozené fragmenty se nanese
do startovacich jamek na vhodném nosi¢i, kterym mize byt agardzovy,
polyakrylamidovy gel nebo jejich smés. Gely vytvaieji komplexni sit’ porl, skrz
které budou fragmenty DNA migrovat. Do jednoho nebo vice zlabku se aplikuje standard
(marker) obsahujici fragmenty znamé délky, kterd byla stanovend sekvenovanim.
Ptibliznou velikost separovanych neznamych ¢asti DNA Ize proto urcit jejich porovnanim
se standardy. Po zapnuti elektrického pole se zacnou zaporné nabité fragmenty DNA
pohybovat k anod¢. Jakou rychlosti migruji, zavisi na velikosti dané molekuly. Vé&tsi
fragmenty se pohybuji pory v gelu pomaleji nez fragmenty malé, proto dojde k jejich
rozdéleni podle velikosti. Separace molekul je také ovlivnéna jejich konformaci. Méné
spiralizovand DNA migruje v gelu pomaleji nez superspiralizovand DNA, ktera prochazi
gelovou strukturou snadnéji. Je mozné tak odlisit kovalentné uzaviené cyklické molekuly,
oteviené cyklické molekuly a linearni molekuly. Relativni pohyblivost téchto forem
molekul je zavisla na podminkach elektroforézy [31, 37, 48, 49].

Nasledna identifikace separovanych molekul, které nejsou okem viditelné, se provadi
obarvenim vhodnym barvivem a néslednym vystavenim UV zéfeni. Jednim ze zpisobl
barveni je ponofit gel do roztoku obsahujici barvivo. Jako barvivo se Casto pouziva
ethidium bromid (EtBr), ktery se na DNA navéze a pii osvétleni UV zafenim fluoreskuje.
Molekuly DNA jsou na gelu viditelné jako prouzky v pfipad¢, Ze je jejich koncentrace
dostateéna (obrazek 2.6). Intenzita fluorescence usek (bandi) je pfimo umérna
koncentraci DNA. Pokud tsek obsahuje méné nez 10 ng DNA, nemusi byt pfi vystaveni
UV zafeni viditelny. EtBr se pridava do samotného gelu i do pufru, ve kterém je gel
ponofen. Je ale nutné s nim pracovat opatrné a rychle, nebot’ ma silné mutagenni ucinky.
Vmezetuje se mezi sousedni pary bazi do molekul DNA, coZ zplsobuje ¢astecné odvijeni
dvojsroubovice DNA [31, 37, 48].

Elektroforetické gely jsou nejCastéji slozeny z agarézy nebo polyakrylamidu.
Tyto slozky vytvareji sitovou strukturu polymernich molekul s pory. Velikost port
muzeme ovlivnit slozenim roztoku a koncentraci polymerni latky, vyssi koncentrace gelu
zajistuje lepsi separaci kratSich fragmentii. Pro separaci molekul nukleovych kyselin
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velikosti 100 pb-50 kb jsou vhodné agarézové gely. Pro separaci menSich molekul
10 pb az 1 kb se pouzivaji polyakrylamidové gely s malymi pory [31, 50].

samples

A B C

Marker

1,200 bp

1,000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500 bp

400 bp

300bp

200 bp

100 bp

Obrazek 2.6: Ilustrace separovanych fragment DNA na gelu, velikost jednotlivych fragmenti
se ur¢uje podle markeru obsahujiciho fragmenty o znamé délce [51]

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

DGGE se vyuziva pro analyzu rozmanitosti mikrobidlnich spolecenstev na zakladé
primarni struktury (sekvence) DNA. V PCR namnozené fragmenty DNA, gen 16S rRNA,
jsou oddélovany v polyakrylamidovém gelu obsahujicim denatura¢ni gradient. Ten
se vytvoii pfi nalévani gelu do svislé formy, kde koncentrace denatura¢niho cinidla
(formamidu nebo mocoviny) linedrné vzristd. Separace fragmentdl DNA probiha
na zakladé ¢astecného rozpleteni dvousroubovice DNA (obrazek 2.7). Heteroduplexy
namnozenych amplikoni 16S rRNA se diky riznému obsahu G-C part rozdilné
denaturuji, vytvareji rozvétvené struktury obsahujici jednofetézcové oblasti.
Elektroforetickd mobilita zavisi na sekvenci fragmentu. Vyssi vyskyt G-C pard,
tedy vys$si pocet pevnéjsich trojitych vodikovych mistkti zpomaluje denaturaci.
Amplikony se béhem DGGE pohybuji gradientem formamidu a mocoviny, dokud
nedosdhnou kritické denaturacni koncentrace. V tomto okamziku se normalné linearni
amplikony vice podobaji globularnim proteintim [31, 52, 53].

Vysledkem DGGE je elektroforeticky profil mikrobiomu piitomného ve vzorku
(obrazek 2.8). Kazdy vodorovny pas usekd (bandi) predstavuje jeden druh bakterie.
Po elektroforéze jsou migrované amplikony uvnité polyakrylamidového gelu barveny
ethidium bromidem, barvivem SYBR Green nebo dusi¢nanem sttibrnym [32].
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Obrazek 2.8: DGGE gel
Kapilarni gelova elektroforéza

Kapilarni gelova elektroforéza se pouzivd pro stanoveni délky jednofetézcovych
oligonukleotidii DNA, které¢ byly ziskany sekvenovanim. Pohyblivost téchto fragmenti
musi zaviset pouze na jejich délce, proto je nutné zabranit vytvaieni dvoufetézcovych
fragmentt, které by tuto separaci negativné ovliviiovaly. Z tohoto divodu elektroforéza
probihda za teplot 50-60 °C a gel obsahuje vyssi koncentrace denaturujicich latek
(mocovina). Migrujici fragmenty DNA jsou udrzovany v denaturovaném stavu
av piipadé Sangerova sekvenovani putuji gelem (podle velikosti od nejkrat$iho
po nejdelsi) k laserovému svazku a detektoru emitovaného fluorescenéniho zafeni
[31, 33].
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2.4.8 Sekvenovani nukleovych kyselin

Sekvenovani je proces urceni primarni struktury nukleovych kyselin, tedy piesné poradi
nukleotidli (A, G, C, T) v fetézci DNA. V dnesni dob¢ jsou jiz znamy kompletni nebo
témét kompletni sekvence celych genomi u vice nez 2000 virt, 700 bakterii a archei.
Déle zname sekvenci u 99 % euchromatinu lidského genomu. Stanoveni piesné sekvence
DNA je klicové pro dalsi analyzu genomd, zjisténi mutaci nebo pro urychleni dalSich
molekularné biologickych metod, napf. polymerazové fetézové reakce (kapitola 2.4.4),
kdy je mozné rychleji urcit potiebné sekvence primera [31, 55].

Pro studium bakterialni diverzity je tradiné vyuzivan gen 16S rRNA,
ktery ma dostate¢nou variabilitu ke zjisténi fylogenetickych rozdili a ma dostatek
konzervovanych oblasti, které mohou byt amplifikovany. V soucasné dobé& existuje
nckolik postupli pro sekvenovani DNA, mezi nejpouzivanéjsi patii Sangerovo
sekvenovani (enzymova metoda) a neustdle se rozvijejici Sekvenovani nové generace
(NGS). Vsechny metody Ize rozdélit do dvou hlavnich kategorii zaloZenych
na sekvenovani: (1.) uziti klonovych knihoven a (2.) pfimé sekvenovani [32, 37, 56].

Analyza knihoven klonovanych genti 16s rRNA je tradiéni metoda zalozena
na sekvenovani. Tato metoda poskytuje informace o struktufe bakteridlni komunity
ve stievech. Primery jsou vyuzity k amplifikaci univerzalniho genu, ktery se vyskytuje
napti¢ vSemi ¢leny danych komunit. Amplikony jsou nasledné ligovany (integrovany)
do bakterialnich plazmida elektroporaci (vytvofeni pora pomoci elektrického impulsu,
do hostitelské bunky lze vpravit cizi geneticky material) nebo teplotnim Sokem (42 °C),
ktery zajisti vtaZzeni plasmidové DNA do buiky. DalSim krokem je Sangerovo
sekvenovani. Kazdy bunéény klon bude obsahovat jeden vlozeny amplikon predstavujici
jediného jednotlivce z komunity. Dalsi vyhodou je moznost snadného provedeni Giplného
sekvenovani genu 16S rRNA (vSech 9 variabilnich oblasti), coz umoziuje zjistit
fylogenetické zafazeni [32, 57].

Metagenomika, hromadna studie vSech genomi v jedné komunité, zahrnuje piimé
sekvenovani, které umoznuje charakterizaci bakterialnich komunit bez klonovani.
V soucasné¢ dobé& existuji Ctyfi primarni dodavatelé sekvenacnich platforem nové
generace (NGS sekvenovani): (1.) 454 Life Scienses, (2.) [lluminia, Inc., (3.) Applied
Biosystems a (4.) Life Technologies. Systémy se 1isi v sekvena¢ni biochemii. Dale
se v kapitole 2.4.8 Sekvenovani nukleovych kyselin budu vénovat platformé Life
Technologies, ktera byla pouzita v praktické casti této diplomové prace [32].

Sangerovo sekvenovani

Sekvenovani pojmenované podle svého autora Frederica Sangera je zaloZeno na principu
vytvoreni jednovlakonové DNA (ssDNA). Velikost molekul se od sebe lisi pouze jednim
nukleotidem, je tedy mozné je nasledné separovat elektroforézou na polyakrylamidovém
gelu nebo kapilarni elektroforézou. Zakladni podminkou pro zacatek reakce je vytvoreni
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molekul DNA s ptesné znamymi konci, proto se nejcastéji pouzivaji produkty ziskané
z PCR [37, 31].

Prvnim krokem je piiprava jiz zminénych jednofetézCovych molekul DNA.
Na identicka mista kazdé molekuly DNA, je navazan kratky oligonukleotid. Tento
oligonukleotid bude nasledn¢ pusobit jako primer pro syntézu nového komplementarniho
retézce DNA. Synteticka reakce je katalyzovana enzymem DNA polymeraza a vyzaduje,
stejné jako u PCR reakce, ¢tyfi deoxyribonukleotidfosfaty (AINTP — dATP, dCTP, dGTP,
dTTP). Dale se reakce ucastni (zpravidla v poméru 1:100) i fluorescenéné znacené
dideoxynukleotidfosfaty ~ (ddNTP  —  ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP),
které postradaji -OH skupinu na 3¢ konci, potiebnou k vytvotreni dal§i vazby s dalsim
nukleotidem. Blokuji tedy dalsi prodluzovani fetézce a pusobi jako terminator syntézy
DNA. Kazdy z ddNTP nese jiny fluorescenéni marker. DNA polymeraza nerozliSuje mezi
deoxy — a dideoxynukleotidfosfaty. Ty jsou podle pravidel o parovani bazi syntetizovany
do rostouciho fetézce. Z diivodu vyssiho mnozstvi ANTP nez ddNTP vznika soubor
fragmentu, které kon¢i v riznych vzdalenostech od pivodniho primeru [31, 37, 55].

Vysledkem je soubor nové syntetizovanych molekul DNA rizné délky a vSechny
jsou zakoncené fluorescencné znacenym dideoxynukleotidem, jehoZ identita urcuje
povahu nukleotidu pfitomného v ekvivalentni pozici v templatovém fetézci DNA.
Identifikace koncového dideoxynukleotidu probiha separaci PCR produktd podle jejich
délky na kapilarni nebo polyakrylamidové gelové elektroforéze. Po oddéleni
je detekovana fluorescence jednotlivych terminac¢nich znacek [31, 37].

Reakce se provadi soucasné ve ¢tyfech oddélenych vzorcich. Kazdy vzorek obsahuje
tf1 normalni oligonukleotidy a jeden terminacni, fluorescencné znaceny. V kazdé reakci
jsou tedy vSechny PCR produkty zakonéeny jen jednim typem ddNTP. Produkty
jednotlivych reakci se po skonceni syntézy smichaji do jednoho vzorku a po denaturaci
jsou naneseny do drahy automatizované kapilarni elektroforézy, aby mohla prob&éhnout
jejich separace na zéklade délky. Vizualizace se provadi detekci vinové délky emitované
flouorescencné znacenym ddNTP. Z potradi detekovanych signalil je sestavena sekvence
DNA. Na obrazku 2.9 je zobrazen pocitacovy vystup nukleotidové sekvence [37, 55, 31].

EQ me Sample name: 1F

Obrazek 2.9: Elektroforegram, pocitacovy vystup nukleotidové sekvence
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Sekvenovani nové generace

Metody sekvenovani nové generace poskytuji rychlé a piesné informace o genomech.
Vyhodou téchto postupt je schopnost produkce velkého mnozstvi dat za relativné kratkou
dobu a nizkou cenu. Na trhu je nyni dostupnych vice komerénich platforem,
které pouzivaji razné sekvencni technologie, proto je mozné pro konkrétni aplikace
vybirat tu nejvyhodnéjsi. VSechny dostupné metody zahrnuji nékolik krokt: izolace
DNA, polymerazova fetézova reakce, ptiprava knihoven, piiprava templatii, sekvenovani
a analyza dat [58, 59].

Ve zpracovani praktické ¢asti byla pouzita platforma Life Technologies (lon Torrent)
zalozend na detekci vodikovych iontl, které se uvolnuji béhem polymerace DNA.
Pti polymeraci je vytvofen komplementarni fetézec k templatovému vlaknu.

Soucasti sekvenatoru je kiemikovy polovodicovy €ip s mikroskopickymi jamkami,
ve kterych je imobilizovana templatova DNA. Jamky jsou na iontové senzitivni vrstve,
pod niz je iontovy senzor (ISFET). Jamky jsou postupné zaplaveny smési DNA
polymerazy a jednotlivymi deoxyribonukleotidtrifosfaty. V ptipadé, ze je dany
deoxyribonukleotidtrifosfat komplementarni k templatovému vlaknu, dojde k jeho
navazani do rostouciho fetézce, coz zpusobi uvolnéni vodikového iontu a zménu pH.
Zména pH je detekovana Cipem jako zména signalu. V ptipad€, Ze nukleotid neni
K rostoucimu fetézci komplementarni, neptipoji se a nedochazi k zadné zméné napéti.
Nésledné jsou volné nukleotidy odmyty a je aplikovdn dal§i typ
deoxyribonukleotidtrifosfatu. Po ukonceni sekvenace se elektrické impulsy zaznamenané
¢ipem do pocitace prevedou na sekvence DNA [60, 61].
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2.5 Cile prace a hypotézy

Cilem této prace je seznamit se s metodikou a vypracovat literarni reSersi o vztahu obezity
a mikrobiomu traviciho traktu (TT) a 0 zptisobech popisu mikrobiomu traviciho traktu.

Dal$im cilem je seznameni se s pfistrojovym vybavenim, které je nutné pro ovladani
molekularné genetickych metod, a tyto metody prakticky zvladnout. Jedna se o metody
izolace DNA a RNA, amplifikace vybranych genti metodou PCR, kvantifikace
mikroorganizmi pouzitim real-time PCR, elektroforetické techniky jako je agarézova
a gelova elektroforéza v denaturacnim gradientu (DGGE) a sekvenovani nukleovych
kyselin, v¢etné provedeni statistického vyhodnoceni.

S pouzitim vySe uvedenych metod pak srovname mikrobiom traviciho traktu
obéznich a kontrolnich mysi za riznych vyzivovych podminek.

Hypotézy

e Potravinové dopliiky zlepSuji parametry obezity.
e Potravinové dopliiky podavané mysim s vysokotukovou dietou zméni mikrobiom

smérem k mikrobiomu mysi se standardni télesnou hmotnosti.
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3 Metody

3.1 Mysi model

Souvislost mezi obezitou a stievni mikroflérou byla ptivodné zjisténa na zakladé studii
U mysi bez zarodk mikrobiot. Tyto mysi jsou chovany pro experimentalni ucely, jsou
na svét privedeny sterilnim cisafskym fezem, poté se umistuji do sterilniho prostredi
ajejim podavana sterilizovana potrava. Jejich télo tedy neosidluji zadné
mikroorganismy, mysi pomalu rostou a pomé&rn¢ Casto trpi defekty, pii kontaktu s vnéj$im
nesterilizovanym prostifedim brzy hynou [2, 62].

Mezi vSemi druhy zvifat byla pravé laboratorni my$ napomocna pii modelovani
lidské biologie a chorobnych stavii. Dostupnost rozsahlych informaci o genetice mysi,
pouziti inbrednich bunéénych linii a rozvoj molekularni biologie ucinily z geneticky
modifikovanych mySich modelli cenny néstroj pro pochopeni biologickych funkci. Dale
se knockout mysi (mysi se zamérné inaktivovanymi geny) vyuZzivaji i pfi vyvoji novych
léciv [63].

Konzervativné chované mysi maji o 40 % vyssi obsah télesného tuku a 0 47 % vyssi
obsah tuku v gonadach nez gnotobiotické mysi, ackoli konzumuji méné potravy.
Kdyz byla transplantovana distalni stfevni mikrobiota od standardnich mysi
gnotobiotickym mysim, byl sledovan narust té€lesného tuku béhem dvou tydni o 60 %
bez jakéhokoli zvySeni spotieby potravy nebo zjevnych rozdilli v energetickém vydeji.
To naznacuje, ze stfevni mikrobiota ovliviiuji fenotypové charakteristiky hostitele
spojené s obezitou [2].

Pro experiment provadény v laboratoii Biologie tukové tkan¢ na Fyziologickém
tistava AV CR byly pouzity mysi C57BL/6N (B6), idealni také pro vyzkum dietou
vyvolané obezity (obrazek 3.1). Dale kmen vykazuje zvySenou preferenci alkoholu
a narkotik, proto je vyuzivan i ke genetickym studiim zneuzivani navykovych latek.
Kmen C57BL/6 je pouzit jako zaklad rozsahlych genomovych knihoven [63].

Cerné zbarveni samci ve véku 10 tydni byli zakoupeni od Charles River Laboratories
(Sulzfeld, Némecko). Byli udrzovani po dobu dvou tydnli v pravidelném
dvandactihodinovém cyklu svétlo (od 6:00 hod) / tma pfi teploté¢ 22 °C. Zvifata méla
neustaly ptistup k vod¢ a k nizkotuéné potravé. Ve v€ku dvanacti tydnl byly mysi
pfevedeny na experimentdlni vyzivu, jejiZz soucasti byly i metabolické in vivo testy.
Béhem testil byla monitorovana t&lesnd hmotnost mysi. Cerstva potrava byla podavana
kazdé¢ dva dny. Vypocet primérného energetického piijmu byl zalozen na méteni
spotieby potravy béhem 24 hodin, které bylo hodnoceno pro jednotlivé mysi jedenkrat
tydné.

Na konci experimentu, po 8 tydnech podavani experimentalnich diet, byly mysi
usmrceny cervikalni dislokaci v diethyletherové anestezii, byla odebrana krev
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z cervikalniho fezu. Mys$i a vybrané vypreparované tkané byly zvazeny, tkané nasledné
zmrazeny V kapalném dusiku a uchovany pfi teploté — 70 °C pro nasledné biochemické
analyzy. VSechny pokusy na zvifatech byly schvaleny Etickou komisi Fyziologického
ustavu Akademie véd (schvalovaci ¢islo 127/2013).

LR

Obrazek 3.1: Mysi model, kmen C57BL/6 [64]

3.1.1 Experimentalni diety

Diety byly mys$im podavany v laboratofi Biologie tukové tkané na Fyziologickém tstavu
AV CR pod vedenim MUDr. Martina Rossmeisla Ph.D. a Mgr. Olgy Hordkové, Ph.D.
Zde byly i odebrany vzorky, jejichZ analyza probihala na Ustavu Zivoé&isné fyziologie
agenetiky AV CR v Laboratofi anaerobni mikrobiologie pod vedenim Ing. Jakuba
Mrazka, Ph. D.

Kontrolni mysi se standardni hmotnosti (STD) byly krmeny standardni stravou
S nizkym obsahem tuku zalozenou piedevsim na sacharidech (pSeni¢ny Skrob — 100 %

celuldzy), bilkovinach a na vlakning.

V experimentu bylo pouzito 6 rtiznych diet: vySe zminéna standardni nizkotukova
dieta (STD), dale vysokotukova cHFc dieta, cHFc-F, Krill-H, Krill-L a Cal-L.
Potravinové dopliikky, omega-3 mastné kyseliny (EPA a DHA ziskané z motskych
zivo€ichll) snizuji riziko kardiovaskularnich onemocnéni a mohou zlepsit patologické
stavy spojené s obezitou. Podle studie [65] bylo v ptipadé podavani dopliki ve formé
fosfolipidii dosaZeno silnéjsich biologickych t€inkl ve srovnani s triglyceridovou formou
a u obéznich mysi s pfidavky EPA/DHA k vysokotukové dieté byl sledovan nizsi
hmotnostni pfirtstek. Slozeni vSech diet je zndzornéno na obrazku 3.4.

Dieta cHFc

Pro vyvolani obezity a nékterych symptomti metabolického syndromu byla pouzita
obezogenni dieta s 33% obsahem lipidu. U vysokotukové diety oznac¢ené jako cHFc (corn
oil high-fat diet) zastupoval hlavni slozku lipidi kukufi¢ny olej bohaty na omega-6
nenasycené mastné kyseliny (mastné kyseliny se dvéma a vice dvojitymi vazbami
v uhlikovém fetézci). Soucasti jsou i esencialni mastné kyseliny, vlaknina, Sunar,
mineraly, bilkoviny a kukufi¢ny Skrob. Celkova energeticka hodnota je 21,4 MJ/kg.

Slozeni diety je zndzornéno na grafu na obrazku 3.3.
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SLOZENIi CHFC DIETY

Ostatni

6%
Proteiny
24%

Slozité cukry
(Skrob)
19%

Mineralni
slozka
6%

Obrazek 3.2: Graf slozeni vysokotukové cHFc diety, ze které vychazeji dalsi druhy
V experimentu pouzitych diet

Dieta cHFc-F

V diet¢ cHFc bylo nahrazeno 15 % lipidd koncentratem omega-3 mastnych kyselin
z motskych ryb, Epax® 1050 TG (EPAX AS, Norsko). Jedna se o vysoce koncentrovany
triglyceridovy olej ziskany z moiskych ryb, ktery obsahuje ptiblizné 60 % EPA (kyselina
eikosapentaenova) + DHA (kyselina dokosahexaenova), tj. 32,5 g EPA/DHA na 1 kg
stravy [66].

Dieta Krill-H

Dieta cHFc je doplnéna o vyssi davku oleje z krillu (Rimfrost USA, Avoca Farm Road,
Merry Hill, NC, USA), ktera odpovida obsahu EPA + DHA pii dieté¢ cHFc-F, tedy 32,5 g
EPA/DHA na 1 kg stravy. Krill je bohaty jak na EPA, tak na DHA ve fosfolipidovych
mastnych kyselinach, na rozdil od rybiho oleje, kde jsou obé¢ kyseliny obsazeny pievazné
v triglyceridech. Fosfolipidy jsou vice amfifilni (maji lipofilni i hydrofilni vlastnosti)
a maji tedy emulgacni vlastnosti, které mohou pfispét ke zvysené absorpci [66].

Dieta Krill-L

Dieta cHFc doplnéna nizsi davkou oleje z krillu stejného mnozstvi jako slozky Epax®
1050 TG (52,5 g), kde EPA + DHA odpovidaji obsahu 1/3 u diety cHFc-F, tj. 10,8 g
EPA/DHA na 1 kg stravy.

Dieta Cal-L

Dieta cHFc doplnéna nizkou davkou oleje Calanus (Calanus AS, Stakkevollvegen65,
N-9010, Tromso, Norway), ktera odpovida mnozstvi Epax® 1050 TG z diety cHFc-F
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v

(52,5 g). Olej je extrahovan ze zooplanktonu Calanus finmarchicus, nejhojné;jsiho koryse
v severnim Atlantském oceédnu, a ve studiich byl pouzivan na snizeni télesni hmotnosti

u dietou vyvolané obezity u mysi [67].

; M Fiber
krill-+ - [ — Y/ = Ash
il #A W Proteins
m Carbohydrates
cHrf - [l Misc. fats
e corn-ol
I Fish-oil
chow NI #Krilloil
0% 10% 20% 30% 0% 50% 60% 70% 80% 90% 100% M omega-3

Obrazek 3.3: Slozeni diet pouzitych v experimentu. Chow = STD [79]

3.2 Sbér vzorku

U mysi byl odebran materidl z horni ¢asti slepého stieva (caecum), které je dilezitym
mistem pro fermentaci rostlinnych vlaken, stejné jako pro produkci vitaminu K a B [12],
a z tlustého stieva (colon), obrazek 3.5. Vzorky byly dodany z laboratoie Biologie tukové
tkané na Fyziologickém ustavu AV CR. Nasledna analyza byla provedena na Ustavu
zivogisné fyziologie a genetiky AV CR v Laboratofi anaerobni mikrobiologie
pod vedenim Ing. Jakuba Mrazka, Ph. D.

Celkovy pocet mysich modelt byl 48. Z kazdé mysi byly pro dalsi analyzu odebrany
dva vzorky — material z colonu a caeca, celkovy pocet vzorku byl 95, jeden vzorek colonu
byl pti odbéru pravdépodobné znehodnocen. Mysi byly rozdéleny podle diety do 6 skupin
po 8 zvitatech, kazdému vzorku bylo pfifazeno identifikacni ¢islo 1-48 a kdd “col™ nebo
“cae”. Rozdéleni do skupin je zadéno do tabulky 3.1.

Stomach

Colon

Cecum,

Small intestine

Obrazek 3.4: Travici trakt mysi, upraveno [68]
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Tabulka 3.1: Rozdéleni vzorku do skupin podle diet

Dieta Colon Caecum

cHFc 8 vzorkl 8 vzorkil
CHFc-F 7 vzorka 8 vzorkd
Krill-H 8 vzorkd 8 vzorkd
Krill-L 8 vzorkl 8 vzorkl
Cal-L 8 vzorku 8 vzorku

STD 8 vzorkd 8 vzorkd
Celkem 95 vzorki

3.3 lzolace DNA

Mikrobialni DNA byla izolovana pomoci komercéni soupravy (Kitu) QIAamp®
PowerFecal® DNA Kit (obrazek 3.6). Postupovali jsme piesné podle vyrobcem
prilozeného manudlu ze srpna 2016. Doporuc¢end hmotnost jednoho piivodniho fekalniho
vzorku je 0,25 g. Kazdy vzorek se homogenizuje ve zkumavce o objemu 2 ml,
kter4 obsahuje granatové kulicky. Rozbiti bunck bylo realizovdno na pfistroji FastPrep
(MP Bio) pfirychlostech 6,5 m/s po dobu 30 sekund. Bunéénou lyzu provadi mechanické
srazky kuli¢ek a chemické naruSeni bunéénych membran. Technologie IRT (Inhibitor
Removal Technology®) se pouziva pro odstranéni nezddoucich latek obsazenych
ve vzorcich stolice, jako jsou polysacharidy, hemové slouceniny a zlu¢ové soli. Celkova
genomova DNA je po provedeni centrifugace zachycena na membrané¢ z oxidu
kfemicitého. Po promyti a eluci z membrany je DNA pfipravena na dals§i analyzy.
Tabulka 3.2 uvadi reagencie pouzité pii izolaci DNA a jejich slozeni, které se podafilo
dohledat. Kompletni slozeni vSech roztokt vyrobce neuvadi [69].

Reagencie

Tabulka 3.2: Reagencie pouzité pro izolaci DNA (QIAamp® PowerFecal® DNA Kit)

Reagencie Slozky
PowerBead solution Soucasti je guanidinium thiocyanate (% w/w = 1-10),

chaotropni a silné denaturacni Cinidlo.

C1 Solution Soucasti je dodecylsiran (% w/w = 1-10), detergent
denaturujici bilkoviny, narusuje bunééné stény.

C2 Solution neuvedeno

C3 Solution neuvedeno

C4 Solution Soucasti je guanidine hydrochloride (% w/w = 50-70), silné
chaotropni ¢inidlo, a isopropylalkohol (% w/w = 1-10).

C5 Solution Obsahuje ethanol (% w/w = 50-70).

C6 Solution 10 mM Tris.
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Postup

Vzorek o hmotnosti cca 0,25 g jsme vlozili do zkumavky s granatovymi kulickami
Dry Bead Tube a pridali 750 ul PowerBead Solution, 60 pul Solution C1 a kazdy vzorek
homogenizovali vortexovanim. Solution C1 obsahuje dodecylsiran sodny podporujici
lyzu bunc¢k a je aniontovym detergentem, jenz rozkladda mastné kyseliny a lipidy
V bunécné membrané. Déle jsme vzorky 10 minut ohiivali ve vodni 1azni o teploté 65 °C,
coz urychlilo reakce rozkladu bun€k stolice.

Nasledovalo horizontalni vortexovani v pfistroji MP-FastPrep®-24. Zvolili jsme
program 4, zahrnujici 3 cykly: 1 minuta vortexovani a 5 minut pauza. Mechanickym
protfepavanim doslo k uplné homogenizaci vzorku a chemickych ¢inidel.

Vsechny vzorky byly nésledné¢ centrifugovany rychlosti 12000 rpm po dobu
90 sekund za pokojové teploty. Do novych eppendorfek jsme ptidali 250 pl Solution C2,
jenz ma vySe zminénou technologii IRT, a supernatant vznikly centrifugaci, smés lehce
homogenizovali vortexovanim a 5 minut chladili (2-8 °C). Pfi tomto kroku dochazi
Kk vysrazeni organického i anorganického materialu neobsahujiciho DNA, ktery by mohl
snizit Cistotu DNA. Tyto vysrdzené slozky se pfi nasledné centrifugaci (12000 rpm
90 sekund) usadi na dno zkumavek.

Do dalsi sady eppendorfek jsme ptidali 200 pl Solution C3 a vznikly supernatant
(cca 600 pl), aniz by doslo ke kontaktu se sedimentem. Smés jsme opét homogenizovali
vortexovanim a zchladili (2-8 °C, 5 minut). Solution C3 ma rovnéz technologii IRT
aje druhym ¢inidlem zajiStujicim vysrazeni anorganickych a organickych slozek
neobsahujici DNA. Jejich odstranéni je pro dals$i vyuziti DNA klicové. Po opétovné
centrifugaci (12000 rpm 90 sekund) jsme vznikly supernatant (max. 700 pl) pfenesli
do novych eppendorfek s 1200 ul Solution C4 a smé&s homogenizovali. Solution
C4 je vysoce koncentrovany roztok soli a DNA se pifi vysokych koncentracich soli
snadno vaZze na oxid kfemicity na membrané.

Do kolonek MB Spin Column jsme pienesli 650 pl supernatantu a centrifugovali
(12000 rpm, 90 s, 20 °C). Odlili jsme tekutinu ze spodni ¢asti kolony. Cely krok jsme 3x
opakovali. DNA se navédzala na membranu, zatimco kontaminanty proSly.

Do kolony s navazanou DNA jsme piidali 500 pl Solution C5 a centrifugovali
(12000 rpm, 90 s, 20 °C). Promyvaci roztok C5 na bazi ethanolu se pouziva k dalsimu
¢isténi DNA a k odstranéni zbytkovych soli a dalSich kontaminant. Tekutinu ze spodni
¢asti kolony jsme opét vylili a provedli centrifugaci prazdné kolony (12000 rpm, 90 s,
20 °C), aby byly odstfedény zbytky ethanolového roztoku C5.

Vrchni ¢ast kolony s membranou jsme umistili do Cistych eppendorfek a ptidali
100 pl Solution C6 do centra filtracni membrany, doslo k uvolnéni DNA z membrany.
Pti centrifugaci (12000 rpm, 90 s, 20 °C) uvolnéna DNA s 10 mM Tris prochazi
membranou do zkumavky Eppendorf [69].
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Obrazek 3.5: QIAamp® PowerFecal ® DNA Kit

Na NanoDropu One® jsme zméfili koncentraci ziskané DNA a hodnoty zaznamenali.
Vsechna DNA byla nafedéna sterilni dH2O na koncentraci 20 ng/ul podle vzorce (2):

d=

)

VA

kde d je mnozstvi koncentrované DNA, X pozadované mnozstvi nafedéné
DNA, y pozadovana koncentrace ziedéné DNA a zje naméfend koncentrace DNA.
Po nafedéni do PCR desky byly vzorky skladovany v — 20 °C.

Izolace DNA byla provedena pro vSech 95 vzorki (47 colon, 48 caecum). Veskeré
naméfené a spoctené hodnoty jsou v tabulce v Piiloze A.

3.4 Amplifikace 16s rRNA — PCR

Polymerazova fetézova reakce umoznuje zmnozeni vybraného tiseku molekuly DNA
in vitro. Vybranym tsekem je gen pro 16s rRNA, ktery sdileji v§echny bakterie.

Reagencie
Tabulka 3.3: Reagencie pro reakci PCR [53]
Izolovana DNA — koncentrace 20 ng/ul 1 ul
Forward primer — 10x 338 GC (konc. 10 uM) 1l
Reverese primer — 10x 534 RP (konc. 10 pM) 1 pl
PCR mix — OneTaq Quick-Load 2X Master Mix with Standard Buffer 15 ul
PCR voda 12 ul
Celkem na 1 vzorek 30 ul
Postup

Do eppendorfky jsme smichali reagencie pro 100 vzorkd (50 caecum, 50 colon)
podle tabulky 3.3 [53].

PCR smés jsme aplikovali do PCR desky po 29 pul do kazdé jamky. Do kazdé jamky
s mixem jsme piidali 1 pl nafedéné DNA a PCR desku zalepili folii, aby nedoslo pti PCR
reakci k vypateni vzorkd.
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Desku jsme vlozili do termocykleru Biometra TAdvanced. Amplifikace probihala
podle programu PCR - DGGE, jehoz parametry jsou zaneseny do tabulky 3.4.

Tabulka 3.4: Detaily programu PCR-DGGE [53]

Krok °C Cas Opakovani
1 95,0 5 minut
2 95,0 30 sekund .
3 61,0 20 sekund 34 cykli
4 72,0 40 sekund
5 72,0 5 minut
6 8,0 0

Celkovy ¢as PCR reakce je 1 hodina 17 minut a 58 sekund.

Ziskanych 95 vzorkt bylo identifikovano elektroforézou.

3.5 Agarozova elektroforéza

Namnozené fragmenty DNA se nanesou do jamek Vv pfipraveném gelu a po pusténi
elektrického proudu dojde k jejich migraci skrz gel. Po zobrazeni gelu bychom méli
identifikovat produkt o velikosti cca 200 pb.

Reagencie

Tabulka 3.5: Reagencie potiebné pro ptipravu 3 gelli na agar6zovou elektroforézu

PCR Agaréza Top-Bio 15¢g
0,5x TBE pufr 100 ml
Ethidium bromid 2,5 ul

1,5 g agardzy jsme rozpustili ve 100 ml 0,5x TBE (zahfatim na magnetickém
michadle). Po zchlazeni na 50 °C jsme ptidali Ethidium bromid a promichali. Gel jsme
nalili do pfipravené vanicky, do které jsme vlozili hiebinek pro utvofeni startovacich
jamek pro nanaseni vzorku a gel nechali ztuhnout (45 minut).

Ztuhly gel jsme vlozili do elektroforetické vany a zalili 0,5x TBE do uplného
ponofeni. Do prvni jamky jsme napipetovali 5 pl standardu a do ostatnich po 2,5 pl
vzorki ziskanych z PCR reakce. Po prikryti vikem a nasledném propojeni elektrod jsme
nastavili elektricky proud na 90 V. Po 30 minutach jsme vanu odpojili, vyndali gel
avlozili jej do transiluminatoru propojeného s pocitacem. V programu Bio-Capt jsme
gel zobrazili. U vSech geli byly zfetelné jasné useky (bandy) o velikosti cca 200 pb, coz
potvrdilo uspésnost PCR reakci.
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3.6 Stanoveni mikrobialni diverzity metodou PCR-DGGE

Metoda PCR-DGGE se vyuziva pro analyzu rozmanitosti mikrobidlnich spole¢enstev
na zaklad¢ sekvence DNA. Namnozené fragmenty genu 16S rRNA jsou oddé€lovany
Vv polyakrylamidovém gelu S denatura¢nim gradientem od 35 % do 60 %. Gel obsahuje
formamid a ureu, které rozplétaji dvousroubovici DNA.

Realizaci DGGE jsme provedli podle protokolu vyrobce [53].

3.6.1 Priprava roztoki

Reagencie
Tabulka 3.6: Reagencie pro piipravu roztokd na DGGE gel

35% gel 60% gel
40% akrylamid 5,56 ml 5,56 ml
50% TAE pufr 0,5 ml 0,5 ml
Formamid 3,5ml 6 mi
Mocovina 3,6759 6,39
dH20 do 25 ml
APP 10% 200 pl
TEMED 2041

(Tetramethylethylenediamine)

Postup

Podle tabulky 3.6 jsme ptipravili dva roztoky, které se pfi liti gelu misi. Smichali jsme
mocovinu, TAE pufr, akrylamid, formamid a dolili jsme dH>O do celkového objemu
25 ml. Na magnetické michacce jsme nechali reagencie rozpustit a skladovali v lednici
pii 4 °C.

10% APP a TEMED jsme piidali bezprostiedné pted michanim roztoku pfi nalévani
gelu.

3.6.2 Sestaveni aparatury, naliti gelu a naneseni vzorku

Sestavili jsme aparaturu pro naliti gelu. Mezi velké a malé sklo jsme vlozili spacery
a opatrné dali do boc¢nic. Mezi skla jsme aplikovali kartu a podle ni nastavili spravnou
vzdalenost rozpérek (spacerti) od sebe. Lehce jsme pfitlacili bo¢nice, utahli Srouby,
pod skla jsme vlozili gumu a pienesli do pfedni ¢asti stojanu, dotahli jsme packy.

Sestaveni aparatury je klicovou véci pro dalsi analyzy. Pfi chybném sestaveni mize
gel ¢astecné nebo zcela vytéci, coz porusi koncentracni gradient.
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Ptipravili jsme si dva roztoky. Pfi nalévani gelu se vyuziva spojenych nadob (obrazek
3.7). Nejdiive jsme otestovali jejich dobrou prichodnost. Kohoutem jsme uzavieli
spojovaci trubici nadob a do kazdé nadoby nalili dH20, pustili jsme ¢erpadlo, otevienim
kohoutu jsme obé nadoby propojili. Hadi¢ku s injekéni jehlou jsme vlozili do odpadni
kadinky a sledovali proud dH20, ktery musel byt rovhomérny, do odte¢eni veskerého
objemu dH20. Opét jsme uzavieli spojovaci kohout.

Ptiblizné 25 ml roztoki jsme nalili do nadob, koncentrovanéjsi roztok do nadoby
u vypusti. Injekéni jehlu s hadickou jsme aplikovali mezi skla. Spojené nadoby byly
Umistény na magnetickou michacku. Do obou roztokt jsme ptidali 200 ul APP a 20 pl
TEMEDu. Otocenim kohoutu jsme spojili nadoby, zapnuli jsme cerpadlo a cekali,
az hladina gelu mezi skly bude sahat 5 mm pod okraj. Vypnuli jsme ¢erpadlo a vlozili
hiebinek do gelu. Nechali jsme 45-60 minut polymerovat, spojené nadoby jsme 3x
promyli dH20, aby se materidl pouzivany na gel odplavil a nepolymeroval v hadi¢ce
nebo v injekéni jehle.

Obrazek 3.6: Spojené nadoby a Cerpadlo

Do elektroforetické vany (obrazek 3.8) jsme doplnili 1% TAE a zapli zahtivani
na 60 °C. Po ohfati pufru a polymerizaci gelu jsme aparaturu s gelem mezi skly vlozili
do elektroforetické vany. Po odstranéni hiebenu jsme vzniklé jamky pomoci injekéni
stiikacky s jehlou promyli pufrem, aby se z jamek vyplavily zbytky gelu.

Poté jsme nanesli vzorky do jamek, zavieli viko vany a zapli zahfivani a elektricky
zdroj na 30 V. Po znovudosazeni 60 °C jsme zvysili elektrické napéti na 60 V. DGGE
elektroforéza probihala 17 hodin.

Poté jsme vypli zdroj i zahfivani a pockali par minut, nez elektrody zchladnou.
Aparaturu s gelem a vzorky jsme vyjmuli a nechali 5 minut chladnout. Mezitim jsme
ptipravili lazen na barveni gelu.

46



3.6.3 Barveni a vyhodnoceni

Pro vizualizaci vzorku v gelu je nutno jej obarvit, v naSem piipadé jsme pouzili barvivo
SYBR Green. Béhem chladnuti gelu jsme pfipravili 1azeil na barveni. Do plastové misky
jsme nalili 50 ml 1x TAE a pfipipetovali 5 pl barviva SYBR Green. Z aparatury jsme
vyjmuli skla s gelem, odstranili spacery a malé sklo, ofizli jsme jamky a roh gelu (kvili
identifikaci), ptenesli jej do misky s barvivem a ulozili na 30 minut na michacku.

Po 30 minutach barveni jsme gel vlozili do transiluminatoru BIO RAD Molecular
Imager Gel Doc™ XR+ se softwarem Image Lab a vyfotili. Ziskali jsme elektroforeticky
profil mikrobiomu. Ve 4 gelech jsme zpracovali v§ech 95 vzorku (47 colon, 48 caecum),
gely byly nasledné vyhodnoceny. Vybrali jsme celkem 22 vyznamnych tsekt (bandi),
které jsme dale analyzovali.

3.6.4 Identifikace bakterii z DGGE gelu

Po vyhodnoceni a vybéru vhodnych usekd bylo nutné znich DNA ziskat zpét
a identifikovat, o jakou bakterii se jednd. Gel jsme prosvitili UV zafenim, coz ndm
zviditelnilo obarvené tuseky. UrCené useky jsme vyfizli a vlozili do eppendorfky,
ptidali 100 pul dH20. DNA jsme skladovali v -20 °C.

Pro dalsi zpracovéani jsme DNA namnozili a purifikovali.

Pied samotnou PCR jsme vyfiznuté kousky gelu protiepali na vortexu, aby se DNA
uvolnila z gelu, a odstiedili v centrifuze (10000 rpm, 10 minut).

PCR a agarézova elektroforéza

DNA z fragmentli gelu byla zmnozZena PCR reakci. Tabulka 3.7 udava reagencie
pro PCR.

Tabulka 3.7: Reagencie pro reakci PCR z fragmentu gelu

dH.0 + DNA 5ul
Forward primer — 10x 341 FP 1 ul
Reverese primer — 10x 534 RP 1 ul
PCR mix — OneTaq Quick-Load 2X Master Mix with Standard Buffer 15 ul
PCR voda 8 ul
Celkem na 1 vzorek 30 ul

Postupovali jsme stejné jako pro amplifikaci genu 16S rRNA v kapitole
3.4 Amplifikace 16S rRNA - PCR. Podle tabulky 3.7 jsme pfipravili PCR smés
pro 25 vzorku a aplikovali ji do PCR desky po 25 ul, do kazdé jamky s mixem jsme
ptidali 5 pl DNA. PCR desku jsme zalepili folii, aby pii PCR reakci nedoslo k vypaieni
vzork.
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Desku jsme vlozili do termocykleru Biometra TAdvanced a zapli program
PCR - DGGE, jehoz parametry jsou zaneseny v tabulce 3.4 v kapitole 3.4 Amplifikace
16S rRNA - PCR

Produkty reakce PCR jsme identifikovali gelovou elektroforézou. Postup byl totozny
jako v kapitole 3.5 Agarozova elektroforéza.

Popsanym postupem jsme zpracovali viech 22 vzorku. Poté jsme provedli purifikaci
amplifikované DNA pomoci komeréné dostupné sady QIAquick PCR purification Kit.

Purifikace DNA

Purifikace DNA probihé na bazi membrany z oxidu kiemicitého, na kterou se DNA vaze
za pritomnosti vys$§i koncentrace soli. Nasleduje eluce vodou nebo pufrem s nizkou
koncentraci soli. DNA je zbavena primert, zbytkovych nevazanych nukleotidd, enzymi,
agarozy z gelu, ethidium bromidu a dalSich necistot.

Pii purifikaci jsme dodrzovali postup doporuceny vyrobcem.

Ke kazdému PCR produktu (cca 28 pl) jsme ptidali 140 pl roztoku Buffer PB.
Vzorky jsme pienesli do kolonky QIAquick column, odstiedili v centrifuze (13000 rpm,
60 s) a objem spodni ¢asti kolony wvylili. Na membranu jsme nanesli 750 ul
centrifugaci (13000 rpm, 120 s), tentokrat samotné kolony, aby se odstfedily posledni
zbytky roztokl ulpivajicich spole¢né¢ s DNA na membrané.

Vsechny kolony jsme na 3 minuty otevieli, aby se odpafil zbyvajici ethanol obsazeny
v roztoku Buffer PE. Cast kolony s membranou jsme vlozili do novych eppendorfek.
Do centra membrany jsme aplikovali 30 ul EB pufru, aby se DNA uvolnila z membrany.
Zkumavky s ¢asti kolony jsme stocili na centrifuze (13000 rpm, 60 sekund), abychom
odstredili DNA.

U vsech 22 vzorkl jsme na NanoDropu One® zméfili koncentraci DNA.

3.6.5 Sangerovo sekvenovani

Vzorky pro Sangerovo sekvenovani jsme pripravili podle pozadavki spolecnosti SEQme,
ktera je osekvenovala.

Procisténou a amplifikovanou DNA jsme smichali s 2,5 pl sekvena¢niho primeru
a dH20, aby celkovy objem jednoho vzorku byl 10 pl. Pro PCR produkt o délce
do 500 pb je pro uspesnou sekvenaci potieba cca 50 ng DNA. Napiiklad pro zmeéfenou
koncentraci 13,17 ng/pl bylo smichano 2,5 ul primeru, 4 pl DNA a 3,5 pl dH20.

V ptiloze B je vloZena tabulka s naméfenymi hodnotami koncentrace DNA, vcetné
informaci o namichani vyslednych vzorki k sekvenaci.
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Vsech 22 vzorkd jsme v oznacenych eppendorfkach odnesli do schranky SEQme
na Ustavu molekularni genetiky AV CR.

Vysledky nam byly doruCeny elektronicky béhem dvou dni. Nasledné jsme
zpracovali v programu Geneious (https://www.geneious.com/). Ziskané sekvence
jsme porovnali s databazi  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ a sestavili tabulku
nejpravdépodobnéjsSich druhti bakterii ke kazdému vzorku. Celd tabulka je vlozena
v kapitole 4.3 PCR-DGGE. Vygenerovali jsme fylogram, ktery bude dale komentovan
v kapitole 4 Vysledky a kapitole 5 Diskuze.

3.7 Stanoveni mikrobialni diverzity metodou NGS

Sekvenovani nové generace poskytuje rychlé a pfesné informace o genomech.
Lze zpracovavat velky pocet rizné DNA. V soucasné dobé je dostupno nékolik
komercénich platforem. V této praci bylo pouzito sekvenovani nové generace podle

lon Torrent™ Platforms od KAPA BIOSYSTEMS.

Postupovali jsme podle protokolu NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for Ion
Torrent od BioLabs Inc. a podle KAPA Library Quantification Kit, Torrent™ Platforms.

Celé sekvenovani nové generace obsahuje n¢kolik krokt, které budou nésledné
popsany.
Izolace DNA

Pro izolaci DNA jsme pouzili komer¢ni sadu QIAamp® PowerFecal® DNA Kit.
Pro nasledujici kroky jsme pouzili mikrobialni DNA, kterou jsme pomoci této sady
izolovali a ktera byla dale amplifikovana a zpracovavana DGGE a Sangerovym
sekvenovanim.

Podrobny postup izolace je popsan v kapitole (kapitola 3.3 Izolace DNA).
Priprava amplikonu

Amplifikovali jsme gen 16S rRNA vyskytujici se u vSech druhi bakterii.

Tabulka 3.8: Reagencie pro PCR na NGS

Izolovand DNA 1,5ul
Forward primer — BactBF (GGATTAGATACCCTGGTAGT) 1wl
Reverese primer — BactBR (CACGACACGAGCTGACG) 1 ul
PCR mix — OneTaq Quick-Load 2X Master Mix with Standard Buffer 15 ul
PCR voda 11,5 ul
Celkem na 1 vzorek 30 ul

Ptipravu amplikont jsme provedli podle Fliegerova a col. 2014 [70]. Zpracovavali
jsme rovnéz 48 vzorku caeca a 47 vzorku colonu.
49



Samotna PCR prob¢hla v termocykleru Biometra TAdvanced, zvolili jsme program
popsany v tabulce 3.9.

Tabulka 3.9: Detaily programu pro amplifikaci 16S rRNA pro NGS

Krok °C Cas Opakovani
1 95,0 10 minut
2 95,0 30 sekund
3 57,0 30 sekund 34 cykla
4 72,0 30 sekund

Poté jsme agar6zovou elektroforézou ovérili, ze amplifikace prob&hla uspésné.
Postup byl stejny jako v kapitole 3.5 Agarozova elektroforéza. Ocekavana délka
zobrazeného produktu byla 300 bp.

Nasledné jsme vSech 97 amplifikovanych vzorkt procistili sadou QIAquick PCR
purification kit. Dodrzovali jsme postup doporuéeny vyrobcem, popsany v Kapitole 3.6.4
Identifikace bakterii z DGGE gelu. DNA jsme eluovali do 35 pl EB pufru. U vSech
vzorku jsme spektrofotometricky zméfili koncentraci na NanoDropu One®, ktera se méla
pohybovat mezi 20 a 40 ng/ul.

DNA jsme pienesli do dvou PCR desek. Na jedné¢ desce byly pouze vzorky
pro caccum a na druhé pro colon. Kazdou desku jsme zpracovavali zvlast’, postup byl

totozny.
Piiprava knihovny

Dodrzovali jsme postup doporuceny protokolem NEBNext® Fast DNA Library Prep Set
for lon Torrent od BioLabs Inc.

Na produkty PCR byly navazany sekvenacni adaptéry (barkody), které se pouzivaji
ke specifickému oznaeni vSech vzorki. Ptiprava knihovny se sklada z nékolika krokt
popsanych nize.

1. ,End repair«

Do eppendorfky jsme pfipravili smés pro 50 vzorki podle tabulky 3.10.

Tabulka 3.10: Reagencie pro smés v kroku ,,End repair*

Pocet vzorki 1 50
EB buffer (End Repair Reaction Buffer) 3ul 150 ul
ER enzym (End Repair Enzyme Mix) 1,5 pl 75 ul
dH20 20,5 pl 1025 pl
Celkovy objem 25 ul 1250 pl
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Do kazdé jamky (48) nové desky jsme ptidali 25 pl smési a 5 ul DNA. Desku jsme
inkubovali v termocykleru 20 min pfi teploté 25 °C, pak 10 minut pfi teploté 70 °C. Desku

se vzorky jsme zchladili v lednici.
2. Ligace adaptoru

Ptipravili jsme dalsi roztok podle tabulky 3.11.

Tabulka 3.11: Reagencie pro smés v kroku Ligace adaptort

Pocet vzorki

T4 Ligase Buffer
P1 Adaptor

DNA polymeraza
T4 Ligase

dH-0

Celkovy objem

50
250 ul
25 ul
25 ul
150 pl
500 pl
950 ul

Ke kazdému vzorku z kroku 1. ,,End repair® jsme pfidali po 19 pl nového roztoku
a1 pl barkodu (lonExpress, Life Technologies) ze zasobni PCR desky. Jedna se o kratkou
unikatni sekvenci, podle které se vzorky spojeni do jedné knihovny identifikuji [71].

Peclivé jsme si zaznamenali ¢isla vzorkd a k nim ptifazené ¢islo barkodu. Schematické

zobrazeni ¢isel vzorku s pfifazenymi barkody je udano v tabulce 3.12.

Tabulka 3.12: Uspotadani vzorku s piifazenymi barkody (pro caecum)

CAECUM 1 2 3 4 5 6 7 8
Samples A | 1 7 13 17 23 33 39 46
B| 2 8 14 18 24 30 34 40

CcC| 3 9 45 19 25 29 35 41

D| 4 10 15 20 26 48 36 42

E| 5 11 16 21 27 32 37 43

F| 6 12 22 28 31 38 44 47

1 2 3 4 6 8

Barcodes A | 1 2 3 4 6 8
B 10 11 12 13 14 15 16

C|17 18 19 20 21 22 23 24

D|25 26 27 28 29 30 31 32

E|[33 34 35 36 37 38 39 40

F| 41 42 43 44 45 46 47 48

Diet

cHFc

CHFc-F
Krill-H
Krill-L
Cal-L
STD

Z tabulky 3.12 je patrné uspotadani o¢islovanych vzorku a jejich barkodu. V prvni

¢asti jsou vzorky rozdéleny do fadek podle druhu diety. Ve druhé ¢asti tabulky jsou ¢isla
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c¢arovych koda. Pro lepsi orientaci uvedu piiklady: Ke vzorku cislo 1 (mys
s vysokotuc¢nou dietou cHFc) na pozici A1 byl piidan ¢arovy kod Cislo 1 ze stejné pozice
na desce, jako je vzorek (Al). Ke vzorku ¢islo 31 (mys$ s nizkotukovou dietou STD)
na pozici F5 byl ptidan barkdd na stejné pozici (F6) ¢islo 45.

ProtoZe jsme zpracovavali zvIast’ vzorky pro caecum a pro colon, mohla byt pouzita
stejnd sada ¢arovych kodi. Pro colon vypada tabulka vzorka a jejich ¢arovych koda
stejné, vyjma chyb¢jiciho vzorku cislo 18.

PCR desku jsme inkubovali v termocykleru po dobu 15 minut za teploty 25 °C
a 5 minut za teploty 65 °C. Vzorky jsme zchladili v lednici.

3. Purifikace s kulickami AmpureBeads

Dalsim krokem je procisteni DNA pouzitim magnetickych kuli¢ek. Objem smési
Vv jamkach je 50 pl. Do kazdé jamky jsme piidali 60 ul roztoku obsahujici magnetické
kulicky s povrchem s karboxylovymi skupinami, na ktery se navaze DNA. Promichali
jsme pipetou a nechali inkubovat 5 minut. PCR desku jsme vlozili na specidlni
magneticky stojan. Kulicky s DNA byly po 2-3 minutach fixovany na sténu jamky
U magnetu a supernatant zustal Ciry. Pipetou jsme jej bez dotyku $picky kuli¢ek odstranili.
Do kazdé jamky jsme piidali 180 ul 70% ethanolu, sundali desku z magnetu a inkubovali
asi 30 sekund. Opét jsme pod desku vlozili magneticky stojan (ale 0 jamku jsme jej
posunuli, aby kulicky migrovaly k jiné sténé. Po odstranéni ethanolu jsme tento krok
zopakovali a nasledné nechali zbyly ethanol v jamkach odpafit, sundali desku ze stojanu
apo 5 minutach jsme do kazdé jamky piidali 50 ul dH20, aby se proc¢isténa DNA uvolnila
z povrchu kuli¢ek. Smés jsme promichali pipetou a opét seckali 5 minut. Desku jsme
vratili na magneticky stojan. Kulicky se shroméaZdily na sténé jamek u magnetu.
Supernatant nyni obsahoval procisténou DNA ve vodném roztoku. 40 pl supernatantu
jsme pienesli do nové desky [72].

4. Amplifikace

Ptipravili jsme mix primerti a PCR Mastermixu podle tabulky 3.13.

Tabulka 3.13: Reagencie pro smés v kroku Amplifikace

Vzorky 1 50

Primery NEBNext Library Primers for lon Torrent 2l 100 ul
NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix 25 ul 1250 ul
Celkovy objem 27 ul 1350 pl

Do nové PCR desky jsme napipetovali 27 ul smési z tabulky 3.13 a ptidali 23 pl
purifikované DNA z piedchoziho kroku. Desku jsme slozili do termocykleru a provedli
PCR reakci. Program amplifikace je popsan v tabulce 3.14.
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Tabulka 3.14: Detaily programu pro amplifikaci DNA

Krok °C Cas Opakovani
1 98,0 30 sekund
2 98,0 10 sekund
3 58,0 30 sekund 7 cykla
4 72,0 30 sekund

5. Purifikace s kulickami AmpureBeads I1I.

Opakovali jsme cely krok 3. Purifikace s kulickami AmpureBeads a ziskali
amplifikovanou pro¢isténou koncentrovanou DNA v PCR desce.

6. Zredéni knihoven a jejich kvantifikace

Do nové desky jsme napipetovali 95 ul dH20 a pridali po 5 ul koncentrované DNA
do kazdé jamky. Tim jsme DNA natedili na pomér 1:20. Do dalsi desky jsme napipetovali
98 ul dH20 a pienesli 2 pl natedéné DNA z desky ptedchozi, abychom ziskali 1000x

ziedénou DNA pro dalsi pouziti.

Dale jsme provedli qPCR podle protokolu KAPA Library Quantification Kit,
Torrent™ Platforms. Reagencie jsou uvedeny v tabulce 3.15.

Ptipravili jsme Mastermix pro 64 vzorku: 48 vzorki caecum
6 vzorku standard KAPPA
5 vzorkt standard ION TORRENT

1 vzorek voda (4 vzorky rezerva)

Tabulka 3.15: Reagencie pro qPCR, celkovy objem reakce 20 pl

Vzorky 1 64
KAPA SYBR FAST gPCR Master Mix (2X) 10 ul 640 pul
Primer Premix (10X) (1 mL) 2 ul 128 ul
ROX High or Low (50X) 0,4 pl 25,6 pl
PCR voda 3,6 ul 230,4 ul
Celkovy objem 16 ul 1024 pl

Po homogenizaci vortexem jsme do jamek nanesli 16 ul Master mixu a ptidali 4 pl
DNA zifedéné 1:1000. Do jamek urcenych pro standardy nebo vodu jsme pfidali také
po 4 ul prislusné reagencie. Schéma PCR desky se vzorky a standardy je zaneseno
do tabulky 3.16, koncentrace standardd ukazuje tabulka 3.17. Jamky jsme utésnili vicky
a desku vlozili do termocykleru.
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Tabulka 3.16: Schéma PCR desky pro gPCR
STANDARDS
4 5 6 7 8
2 3 4 5 6 KAPPA'1 I.TORR.1
10 11 12 KAPPA2 |.TORR.2
13 14 45 15 16 22 KAPPA3 I.TORR.3
17 18 19 20 21 28 KAPPA4
23 24 25 26 27 31
33 30 29 48 32 38 dH,0
39 34 35 36 37 44
46 40 41 42 43 47

T O mMmmOO®D>D

Koncentrace standarda ukazuje tabulka 3.17.

Tabulka 3.17: Koncentrace standarda KAPPA a ION TORRENT

Koncentrace KAPPA (pM) Koncentrace ION TORRENT (pM)
STD 1 83 6,8
STD 2 8,3 0,68
STD 3 0,83 0,068
STD 4 0,083 0,0068
STD5 0,0083 0,00068
STD 6 0,00083

Dale jsme provedli qPCR podle nasledujicich parametrti (tabulka 3.18.
Po vyhodnoceni vysledkt jsme DNA natedili na koncentraci 26 pM.

Tabulka 3.18: Parametry qPCR

Krok °C Cas Opakovani
1. tvodni denaturace 95,0 5 minut
2. denaturace 95,0 30 sekund 3%
3. annealing 60,0 45 sekund
4. analyza ktivky tani 65,0 — 95,0

Nameéfend koncentrace plati pro 1000x nafedénou DNA. Pro fedéni na 26 pM
je nutno znat pivodni koncentrace. Naméfené hodnoty koncentrace DNA vynasobime
1000x. Pro zjisténi koncentraci zfedéné DNA 1:20 vydélime koncentraci nefedéné DNA
20. Podle vzorce 3 jsme spocetli objem dH20, ke kterému ptidame 1 pl DNA nafedéné
Vv poméru 1:20.

Ci:20 3
Vinzo = T -1 ( )

kde c1:20 je koncentrace 50x zfedéné DNA.
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Do malé eppendorfky jsme nanesli po 1 ul 26pM DNA od kazdého
vzorku a skladovali do dalsich kroki v lednici. VSechny PCR desky s DNA jsme ulozili
do -20 °C.

Priprava templatu

Templat jsme piipravili vyuzitim komercéni sady ITon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit
na piistroji Ion OneTouch™ 2 System (Thermofisher Scientific). Postupovali jsme podle
ptiruc¢ky dostupné na webu https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/44747
79 a podle navodu pfilozeného Vv ptiloze C.

Sekvenovani templatu

Dalsi den jsme pokracovali se vzorkem ziskanym z pfistroje lon OneTouch™ 2 System.
Pro sekvenaci jsme pouzili komer¢ni sadu lon PGM Hi-Q View Sequencing Kit
(platforma lon Torrent) a ¢ip Ion 316 Chip Kit v2 (stfedni kapacita) BC. Postupovali jsme
ptesné podle protokolu pfiloZzeného v ptiloze D. Vysledkem byly sekvence ve formatu
* fastq. Cisla ziskanych sekvenci odpovidala &islim barkodi.

Analyza dat

Ze serveru lon Torrent jsme ziskali v§echny sekvence ve formatu *.fastq, exportovali
je do programu QIIME a dale zpracovavali.

QIIME je software provadejici analyzu mikrobidlni komunity. Pouziva
se pro analyzu a interpretace vysledki pro sekvencni data ziskana z NGS (sekvence genu
16S rRNA). To =zahrnuje demultiplexovani a filtrovani, vybér OTU (operacni
taxonomicka jednotka, organismy seskupené na zakladé podobnosti sekvenci DNA),
taxonomické zafazeni a fylogenetickou rekonstrukci, déale také rozmanité analyzy
a vizualizace [73, 74].

Pouziti softwaru QIIME k analyze dat z mikrobialnich komunit se sklada z napsani
série piikaza do terminalového okna a zobrazeni grafického a textového vystupu. Veskeré
zpracovani se provadi v Linuxu. Vychazeli jsme z webovych stranek www.giime.org,
kde jsou ptesné navody na vytvoreni mapping file a popisy skripti [73].

Kazdému vzorku a jeho barkddu jsme pfitadili Sample ID, pod kterym dale vzorek
vystupoval pti dalsi analyze. Sample ID bylo pfifazeno po seskupeni vzorkt podle diet.
Ukazka je zobrazena v tabulce 3.19 (sloupec mouse zobrazuje ¢islo mysi, pod kterym
byla chovana pii experimentu). Protoze ziskané soubory *.fastq byly ocislovany podle
barkodi, bylo nutné tato data pfejmenovat, aby ¢isla barkodl odpovidala Sample ID.
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Tabulka 3.19: Ukazka oznaceni vzorka — sample ID, barkod a &islo vzorku
sample ID  barcode sample location mouse diet

1 41 6 caecum 23 STD
2 42 12 caecum 37 STD
13 5 23 caecum 21  cHFc
14 6 33 caecum 15 cHFc
17 9 2 caecum 42  cHFc-F
18 10 8 caecum 8 cHFc-F

Dale jsme piipravili soubor Maps.txt, obsahujici vSechny informace o jednotlivych
vzorcich potiebné pro provedeni analyzy: Sample ID, sekvence primeru, néazev
experimentu, Cislo vzorku, ¢islo mySi, organ a druh diety. Nazvy vzorkii mohou
obsahovat pouze alfanumerické znaky (A-z, 0-9) a te¢ku (.) [73]. Nahled souboru Maps
muzeme videt na obrazku 3.9, cely soubor Maps Vv priloze E.

B change log £ [ mapstxt E1
1 |#SampleID BarcodeSequence LinkerPrimerSequence Tract Description
1 GGATTAGATACCCTGGTAGT obesity € 23
3 2 GGATTAGATACCCTGGETAGT obesity 12 37
4 3 GGATTAGATACCCTGGETAGT cbesity 22 26
5 4 GGATTAGATACCCTGGTAGT obesity 28 32
5 GGATTAGATACCCTGGTAGT obesity 31 54
7 6 GGATTAGATACCCTGGETAGT obesity 38 47
7 GGATTAGATACCCTGGETAGT obesity 44 52
=) g GGATTAGATACCCTGGTAGT obesity 47 49
10 9 GGATTAGATACCCTGGTAGT obesity 1 16
11 10 GGATTAGATACCCTGGTAGT obesity 7 7
12 11 GGATTAGATACCCTGGETAGT obesity 13 31
13 12 GGATTAGATACCCTGGETAGT cbesity 17 51 C
14 13 GGATTAGATACCCTGETAGT cbesity 2321 gcagcum — cEFcERMS

Obrézek 3.8: Soubor Maps.txt
Ze souboru Maps jsme piipravili mapping files. Pro kazdy vzorek (celkem 95) jsme

vytvofili jednu slozku, do které jsme umistili pfislusnou ¢ast z Maps. Na obrazku 3.10
je zobrazen obsah mapping file pro vzorek se Sample ID 11.

H change log ]EI]]&L-E‘.[~1 [ maps11td E3 |

1 ‘#SampleID BarcodeSequence LinkerPrimerSequence Study Sample Mouse Tract Descriptioniid
2 11 GGATTAGATACCCTEGTAGT cbesity 13 31 gascum cHFcIA®

Obrazek 3.9: Maps11, obsah slozky mapping file pro vzorek se Sample ID 11

Po spusténi QIIME jsme nahrali vSechna data. Podle piilohy F jsme spoustéli
jednotlivé piikazy, které budou niZe popséany. V pftiloze jsou uvedeny piikazy pro jeden
vzorek caeca.

convert fastaqual fastqg.py

Ze souboru FASTA (zapis nukleotidové sekvence) generuje soubor FASTQ
(nukleotidové sekvence s hodnotami kvality). Vystupni soubor FASTQ oznaceny jako
".fastq", se vygeneruje ve specifikovaném vystupnim adresaii se stejnym nazvem
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jako soubor FASTA. Soubor FASTQ je vurCeném vystupnim adresafi rozdélen
na soubory FASTA a QUAL [74].

validate mapping file.py

Prikaz zkontroluje soubor mapping file, zda ma platny format. Kontroluje sekvence
barkodi, primerd, zjisti, jestli nejsou duplikovana data sample ID nebo barkodi. Dale
kontroluje datova pole a ptipadny vyskyt neplatnych znak. Na chyby je upozornéno
Vv protokolu. Piikaz dokdze nahradit vSechny neplatné znaky nebo vytvofrit html soubor,
ktery bude obsahovat umisténi chyb a jejich zvyraznéni [74].

split libraries.py

Skript umoznuje analyzovat vice sekven¢nich cyklu paralelné. Pfifazuje jednotlivé
barkoédy vzorklim a sefadi je. Vysledné soubory spliiuji uzivatelem zadané parametry,
jako je délka sekvence, ofiznuti sekvence a minimalni kvalita. Déle skript pfejmenuje
ready podle zadaného Sample ID [74].

cat '/home/giime/pgm/01/01 split/seqgs.fna'

Vsechny soubory jsou sestfihany, spojeny a uloZeny do jednoho souboru. V tomto
kroku je mozné do souboru nezahrnout vzorky s nizkym poc¢tem sekvenci, a tim je tedy
vyfadit. U vzorkt caccum byly takto vytazeny 3 vzorky, u colonu 14 [74].

validate demultiplexed fasta.py

Zkontroluje soubor fasta, zda byl spravné demultiplexovan a jestli je to platny format
obsahujici pouze platné nukleotidové znaky. Dale také kontroluje shodu Sample 1D s daty
v ptilozeném mapping file [74].

identify chimeric segs.py

Identifikuje a odstraiuje chimérické sekvence vytvoreni pii amplifikaci DNA [74].

pick open reference otus.py

Vybere operacni taxonomické jednoky (OTU). Skript je rozdélen do 4 moznych
krokti vybéru OTU a 2 kroki pro vytvoieni taxonomickych stromi a tabulek, které jsou
dale zpracovavany. V naSem piipadé bylo pouZzivano open reference clusterovani,
kdy jsou sekvence porovnavany s databazi. Neshodujici se sekvence nejsou vyrazeny,
ale jsou shlukovany mezi sebou [74].

57



biom summarize-table-i

Do nového souboru specifikovaného parametrem i poskytne souhrn informaci
0 poctech na zaklad¢ vzorka [74].

core diversity analyses.py

Skript pro spusténi zakladni sady analyz diverzity QIIME. Generuje grafy beta
diversity (rozdil mezi jednotlivymi mikrobialnimi komunitami), alpha diversity
(rozmanitost v ramci mikrobidlni komunity), taXxonomické grafy apod. Vyuziva
tabulku OTU a fylogeneticky strom vytvoteny V pfedchozich krocich [73, 74].

alpha diversity.py

Vypocteni alpha diversity z OTU tabulky [74].
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4  Vysledky

4.1 Télesna hmotnost mysSi
Data byla ziskana z laboratote Biologie tukové tkané, kde byl experiment provadén.

Na obrazku 4.1 je graf zobrazujici primérné télesné hmotnosti pro vSechny skupiny
mysi s experimentdlni dietou, hmotnosti byly zjiStény po 8 tydnech podavani
experimentalnich diet (na konci experimentu).

Priimérna télesna hmotnost mysi
50,0 -

40,0 -
30,0
20,0
10,0
0,0

cHFc cHFc-F Krill-H Krill-L Cal-L

hmotnost (g)

Obrazek 4.1: Graf zobrazujici primérnou télesnou hmotnost mysi na konci experimentu

4.2 Vzorky a DNA

Nasledujici tabulky 4.1 a 4.2 zobrazuji seznam vSech zpracovavanych vzorkl spolecné
s dopliyjicimi informacemi o mysich a koncentrace izolované DNA. lzolace DNA
s uzitim komeréni sady byla popsana v kapitole 3.3 l1zolace DNA.

Tabulka 4.1: Caecum: seznam zpracovavanych vzorka rozdélenych podle diet, koncentrace

izolované DNA
Dieta Cislo Trakt Cislo Koncentrace izolované DNA Hmotnost mysi (g)
vzorku mysi (ng/ul)

6 caecum 23 177,6 31,1
12 caecum 37 136,7 28,2
STD 22  caecum 26 179,2 31,3
28 | caecum 32 126,7 25,7
31  caecum 54 128,2 31,0

59



Dieta

STD

cHFc

cHFc-F

Krill - H

Krill - L

Cal-L

Cislo
vzorku
38

44
47

13
17
23
33
39
46

14
18
24
30
34
40

45
19
25
29
35
41

10
15
20
26
48
36
42

11
16
21
27
32
37
43

Trakt

caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum

Cislo
mysi

47
52
49
16

7
31
51
21
15
29
30
42

8
34

6
18
45
27
38
50
33
10
13
17
20
19

9
24
36
12
41
11
25
48
53
22
14
46
40

28

Koncentrace izolované DNA
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(ng/ul)

162,8
208
104,7
126
165,6
125,3
32,2
130,6
143,7
172,6
203,5
74
166,4
68,4
95,7
164,3
99,5
162,9
95,8
108
102
86,9
1241
116,7
110,9
133,5
130,1
163,2
148,4
78,9
156,2
102,5
181,7
191,8
1955
107,1
112,6
148,9
78,6
72,2
161,9
1345
145,8

Hmotnost mysi (g)

30,7
30,5
30,3
43,4
42,3
47,4
40,3
47,9
37,1
48,1
47,2
34,2
40,7
43,4
35,3
41,7
40,7
37,2
45,0
34,4
35,6

37
34,1
35,5
36,1
29,5
36,4
435
43,0
44,7
40,6
46,0
47,3
42,0
41,4
38,1
37,8
44,5
36,9
44,1
415
44,0
38,1



Tabulka 4.2: Colon: seznam zpracovavanych vzorkt rozdélenych podle diet, koncentrace
izolované DNA

Dieta

STD

cHFc

cHFc-F

Krill - H

Krill - L

Cislo
vzorku
6

12
22
28
31
38
44
47

13
17

33
39
46

14
18

30
34
40

45
19
25
29
35
41

10
15
20
26
48
36
42

Trakt

colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon

Cislo
mysi

23
37
26
32
54
47
52
49
16

7
31
51
21
15
29
30
42

8
34

6
18
45
27
38
50
33
10
13
17
20
19

9
24
36
12
41
11
25
48
53

Koncentrace izolované DNA
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(ng/ul)

neni

1743
62,3
1731
66,7
1345
110,1
1417
80,7
103,3
143,3
50,5
1545
39,8
61,2
86,8
102,7
54,3
167,7
114,6

73,7
82,3
157,5
80,7
68,3
1241
19,1
58
118,8
63,2
64,5
93,6
108
109,9
73,4
107
102,9
126,8
85,2
110,7

Hmotnost mysi ()

31,1
28,2
31,3
25,7
31,0
30,7
30,5
30,3
43,4
42,3
47,4
40,3
47,9
37,1
48,1
47,2
34,2
40,7
43,4
35,3
41,7
40,7
37,2
45,0
34,4
35,6

37
34,1
35,5
36,1
29,5
36,4
43,5
43,0
44,7
40,6
46,0
47,3
42,0
41,4



Dieta Cislo  Trakt  Cislo Koncentrace izolované DNA Hmotnost mysi (g)
vzorku mysi (ng/ul)
5 colon 22 83,3 38,1
11 colon 14 88,9 37,8
16 colon 46 70 445
21 colon 40 48,6 36,9
Cal=L %7 colon 2 72,5 44,1
32 colon 3 185,5 41,5
37 colon 28 80,4 440
43 colon 1 97 38,1

4.3 PCR-DGGE

Na nasledujicich obrazcich 4.2, 4.3, 4.4 a 4.5 jsou vyfocené DGGE gely se v§emi vzorky
(caecum i colon). Vzorky na gelech jsou rozdélené podle diet. Z kazdého gelu bylo
vybrano nékolik vyznamnych usekl (bandii; zelen€ oznacené) pro dalsi analyzu. Celkem

bylo vybrano 22 tuseki. Postup pii analyze a vybér useku je popsan v kapitole 3.6
Stanoveni mikrobialni diverzity metodou PCR-DGGE.

s

Kri

Obrazek 4.2: Caecum — DGGE gel pro diety cHFc, cHFc - Fa Krill - H
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Obrazek 4.3: Caecum — DGGE gel pro diety Krill - I, Cal - L, STD

"

Obrazek 4.4: Colon — DGGE gel pro diety cHFc, cHFc — F a Krill —
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Obrazek 4.5: Colon — DGGE gel pro diety Krill — L, Cal —

L,STD

Do tabulky 4.3 jsou zaneseny databazi NCBI pfifazené druhy bakterii, 4. sloupec
zobrazuje shodu sekvence ze Sangerova sekvenovani s databazi.

Tabulka 4.3: Bakterie zjisténé na zakladn¢ podobnosti sekvenci ze Sangerova sekvenovani
a databaze NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Cislo
vzorku Identifikace
(bandu)
1=6  Eisenbergiella
massiliensis
2 Eisenbergiella
tayi
3 Parabacteroides
distasonis
4 Breznakia
pachnodae

Taxonomie

Bacteria; Firmicutes; Clostridia;

Clostridiales; Lachnospiraceae

Bacteria; Firmicutes; Clostridia;

Clostridiales; Lachnospiraceae
Bacteria; Bacteroidetes;
Bacteroidia; Bacteroidales;
Tannerellaceae;

Bacteria; Firmicutes;
Erysipelotrichia;
Erysipelotrichales;
Erysipelotrichaceae;
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Shoda
(%)
99

99

94

81

Or

cae.

cae.

cae.

cae.

gan

Zatazeni
useku
do diety
cHFC
cHFC

cHFc-F

cHFc-F



Cislo Zatrazeni

vzorku Identifikace Taxonomie S?(;:)ja Organ = tGseku
(bandu) do diety
5 Capnocytophaga Bacteria; Bacteroidetes; 97,1 cae. Krill-H
granulosa Flavobacteriia; Flavobacteriales;
Flavobacteriaceae;
6=1  Eisenbergiella Bacteria; Firmicutes; Clostridia; 99 cae. cHFC
massiliensis Clostridiales; Lachnospiraceae;
7 Moryella Bacteria; Firmicutes; Clostridia; 99 cae. Cal-L
indoligenes Clostridiales; Lachnospiraceae;
8 Lachnoanaeroba = Bacteria; Firmicutes; Clostridia; 92 cae. Cal-L
culum umeaense = Clostridiales; Lachnospiraceae;
9 Lactobacillus Bacteria; Firmicutes; Bacilli; 94,9 cae. Cal-L
gasseri Lactobacillales; Lactobacillaceae;
10 Lachnoanaeroba = Bacteria; Firmicutes; Clostridia; 97 cae. STD
culum umeaense = Clostridiales; Lachnospiraceae;
11 Corynebacteriu Bacteria; Actinobacteria; 88,2 col. cHFc-F
m variabile Corynebacteriales;
Corynebacteriaceae;
12 Parabacteroides Bacteria; Bacteroidetes; 98 col. cHFc-F
distasonis Bacteroidia; Bacteroidales;
Tannerellaceae;
13=19 Bacteroides Bacteria; Bacteroidetes; 89,6 col. cHFc-F
acidifaciens Bacteroidia; Bacteroidales;
Bacteroidaceae;
14 Lactobacillus Bacteria; Firmicutes; Bacilli; 93 col. cHFc-F
herbarum Lactobacillales; Lactobacillaceae;
15 zadna podobnost col. cHFc-F
16 Alistipes Bacteria; Bacteroidetes; 91 col. Krill-H
putredinis Bacteroidia; Bacteroidales;
Rikenellaceae;
17 Parabacteroides Bacteria; Bacteroidetes; 85 col. Krill-H
distasonis Bacteroidia; Bacteroidales;
Tannerellaceae;
18 Pectinatus Bacteria; Firmicutes; 95 col. Krill-L
frisingensis Negativicutes; Selenomonadales;
Veillonellaceae
19=13 Bacteroides Bacteria; Bacteroidetes; 100 col. CaL-L
acidifaciens Bacteroidia; Bacteroidales;
Bacteroidaceae;
20 Lactobacillus Bacteria; Firmicutes; Bacilli; 97 col. CalL-L
johnsonii Lactobacillales; Lactobacillaceae;
21 Prevotella Bacteria; Bacteroidetes; 96 col. STD
dentalis Bacteroidia; Bacteroidales;
Prevotellaceae;
[Ruminococcus]  Bacteria; Firmicutes; Clostridia;
22 torques Clostridiales; Lachnospiraceae; 94 col. STD
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V softwaru Geneious byl vytvoren fylogram (obrazek 4.6). Kvuli prehlednosti byly
do fylogramu ptidany nékteré druhy bakterii.

GU410136 Capnocytophaga granu...
100 —— ABOB0386 Bacteroides sp.

L 16 Alistipes putredinis
100 5 Capnocytophaga granulosa

L 17 Parabacteroides distasonis
ELIT28713 Prevotella sp.
21 Prevotella dentalis

qyon[— 3 Parabacteroides distasonis
53 AB238923 Parabacternides dist...

82 _|: 12 (reversed) Parabacteroides dis.

13 Bacteroides acidifaciens

581
Bacteroidetes

| = 99.3[ ABS95951 Bacternides acidifac...
19 Bacteroides acidifaciens

ELI589443 Pectinatus frisingen...
14 Lactobacillus herbarum
— KM405320.1 Lactobacillus taiw...
EE 9 Lactobacillus gasser

20 Lactobacillus johnsonii
11 (reversed) Corynebacterium var.
56.6 ——— 22 Ruminococcus torgues

Firmicutes 5
Qo3

99.9

987

==l
==l

6 Eisenbergiella massiliensis

sda—— 7 Moryella indoligenes
—— 10 Lachnoanaerobaculum ume..

82.5[ 1 Eisenbergiella massiliensis
2 Eisenbergiella tayi

ﬂ: FJ796700 Lachnoanaerobaculum ...

8 Lachnoanaerobaculum ume...

- 18 Pectinatus frisingensis
100 4 Breznakia pachnodae
L—— 15 no similarity
0.03

Obrazek 4.6: Fylogram vytvofeny v programu Geneious
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Na obrazcich 4.7, 4.8, 4.9 a 4.10 jsou PCA analyzy vytvofené v programu
(http://www.applied-maths.com/bionumerics).

2e04

1e04

-1e04

KrilkH
cHFc-F
cHFc

Obrazek 4.7: PCA analyza pro caecum: cHFc, cHFc — F, Krill - H

a0

Ze0d

Ze0d

z 1204 -2eld STD

Cal-L

Obrazek 4.8: PCA analyza pro caecum: Krill - L, Cal - L, STD
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2eld

-2e0q

cHFc-F
KrilkH
cHFc

Obrazek 4.9: PCA analyza pro colon: cHFc, cHFc — F, Krill - H

Geld

4e04

2e04

-2eld

-3eld

Obrazek 4.10: PCA analyza pro colon: Krill - L, Cal - L, STD
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4.4 NGS

Na nasledujicich obrazcich 4.11 a 4.12 jsou detaily prob&éhlé NGS analyzy: zleva
procentualni obsazeni ¢ipu sekvencemi, pocet sekvenci a jejich délka.

Run Summary

1.47 G 82

Total Bases

1%
ISP Loading

ISP Density

SN2-3-Obesity_2
Loading Density (Avg ~ 71%)

1192 welke

Run Summary

881 M 80

Total Bases Key Signal

63%
ISP Loading

ISP Density

SN2-3-Obesiy_1
ing Density [Avg — 63%

Load!

ISP Summary

63%
Loading

37%

Empty Wells

100% EEEEYE

Enrichment

91% [ENIEEEE
Chomal

97%

3,494,059
Final Libeary

6,702,793 219 bp 275bp 295 bp
Key Signal Total Reads Mean Median Mode
84% Read Length
Usable Reads o Baad \nehh vibogars
ISP Summary
100 71% 29%
i Loading Empty Wellz
100% [ 0% e
0% Enrichment No Template wreth
509 88% 12%
Rod Oomal Potyclonal
i 95% % hdestus
0% Final Ubrary 2% Low Quality
Obrazek 4.11: Informace o pribé¢hu NGS pro caecum
3,494,059 252 bp 294 bp 295 bp
Total Reads Mean Median Mode
89% Read Length
Usable Reads — it gt HSegay

2y
&3
3l

Obrazek 4.12: Informace o priabéhu NGS pro colon

Na obrazku 4.13 je zndzornén sloupcovy graf ukazujici procentudlni zastoupeni
jednotlivych fadu bakterii pro caecum a pro colon. Pomér Firmicutes a Bacteroidetes
se mezi obéma trakty vyrazné li§i. Pro caecum je celkové procento Firmicutes 56,6 %
a Bacteroidetes 38,8 %. Pro colon je celkové procento Firmicutes 43,6 % a Bacteroidetes
51,4 %. Zbyla procenta se bohuzel nepodafilo identifikovat. V mikrobidlnim slozeni
colonu je patrné vyraznéjsi zastoupeni fadu Lactobacillales (Firmicutes).
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100 %

k__Bactenap_ Firmicutes;c__Erysipelotnchi:o__Erysipslotrichales
k__Bactena,p_ Fumicutes.c_ Closindia.o_ Clostdisles
k__Baclena,p_Frmicutes,c_ Bacill,o_Lactobacillales

k_Bacteniap_Bacteroidetes:c_ Bacteroidia;o_Bactaroidales

0% — I Vs Ot Othr Ot
caecum colon

Obrazek 4.13: Sloupcovy graf znazoriujici mikrobialni diverzitu na Grovni fadu u caeca
a colonu

Obrazek 4.14 ukazuje PCoA analyzu. Zakladnim vystupem je ¢tvercova matice,

kde je ur¢ena rozdilnost mezi jednotlivymi vzorky [73].

C2 (4.07 %)

PC1(4.63 %)

N . (45) caecum
'PC3 (3.49 %) Il 24 coen

Obrazek 4.14: Nevazena analyza PCoA pro colon i caecum

Z obou obrazkl je patrné, Ze sloZeni mikrobiomu caeca a colonu se lisi, proto byly
vSechny dals$i analyzy provadeény zvlast'.

4.4.1 Caecum

V této kapitole jsou zobrazeny vysledné grafy ziskané analyzou QIIME (kapitola 3.7
Stanoveni mikrobidlni diverzity metodou NGS) pro caecum. Nasledujici graf (obrazek
4.15) ukazuje procentudlni zastoupeni jednotlivych kment bakterii. Obrazek 4.16
zobrazuje rozdéleni do Celedi nebo fadu bakterii pro caecum. Vzorky byly rozdéleny
podle diet popisovanych v kapitole 3.1.1 Experimentalni diety. Pomér bakterii kmene
Firmicutes a Bacteroidetes (obrazek 4.15) se méni v zavislosti na dieté, stejné tak jako
zastoupeni jednotlivych ¢eledi bakterii (obrazek 4.16).
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Obrazek 4.15: Sloupcovy graf znazoriiujici mikrobialni diverzitu na trovni kmene u caeca.
Kazdy sloupec zastupuje vzorky jedné diety.

0 %

L

cHFc
cHFC-F
Krill-H
Krill-L

Unassigned; Other

k_ Bacteria;p__Actinobacteria
k_ Bacteria;p__Bacteroidetes
k_ Bacteria;p__Deferribacteras
k__Bacteria;p__Firmicutes

BN k__Bacteria:p__Tenericutes

Il .

100 %

|
‘ ‘ I
[
2 Z
- T
(5] v

|

0%

- I. ‘-:| ‘
- |. - ‘|

. I .
Kri“-HI .

Unassigned;Othes; Other;OtherOther

k_Bacteria;p_Bactemidetes;¢_ Bacteridiz;o_Bacteroidales:f_
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k_Bacteria;p_Firmicutes;c_ Clostridia;o_ Clostridiales;f_
k_Bacteria;p_Firmicutesic_Clostridia;o_ Clostridiales;f_Lachnospirazeae
k_Aacteria:p_Firmicutes:c_ Clestridia:o_ Clostridialesf _Ruminecoccaceae
k_Bacteris, p_Firmicutes;c__Erysipelotrichio_ Erysipsloichales;f_Erysipslotrichaceas

_Bacternidales:f_Porphyremonadaceas

Obrazek 4.16: Sloupcovy graf znazoriiujici mikrobialni diverzitu na urovni celedi U caeca.
Kazdy sloupec zastupuje vzorky jedné diety.
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Na obrazku 4.17 vidime nevazenou PCoA analyzu, kterd zobrazuje vztahy mezi
jednotlivymi mikrobiomy na zékladé beta diverzity. Vzorky byly barevné rozliSeny podle
druhu diety. Zluté kuli¢ky predstavuji mysi modely se standardni nizkotuénou dietou,
je mozné pozorovat jejich shlukovani a oddé€leni od ostatnich vzorki.

C2 (451 %)

PC1(4.82 %)

PC3 (4.05 %)

Obrazek 4.17: Nevazena analyza PCoA pro caecum

Obrazek 4.18 zobrazuje krabicové grafy (boxplots) urcujici bakterialni diverzitu
pro vzorky z caeca (pocet detekovanych OTU). Graf je opét rozdélen podle diet.
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Obrazek 4.18: Caecum: zndzornéni bakterialni diverzity
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4.4.2 Colon

V této kapitole jsou vyobrazeny vysledné grafy ziskané analyzou QIIME (kapitola 3.7
Stanoveni mikrobialni diverzity metodou NGS) pro colon. Nasledujici graf (obrazek
4.19) zobrazuje procentudlni zastoupeni jednotlivych kmeni bakterii. Obrazek 4.20
naznacuje rozdéleni do ¢eledi nebo fada bakterii pro colon. Vzorky byly rovnéz rozdéleny
podle diet popisovanych v kapitole 3.1.1 Experimentalni diety. Pomér bakterii kmene
Firmicutes a Bacteroidetes (obrazek 4.19) se, stejné jako u caeca, méni v zavislosti
na dieté, méni se tak i zastoupeni jednotlivych ¢eledi bakterii (obrazek 4.20).
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k_ Bacteria:p_ Protecbacteria

III Cal-L

Obrazek 4.19: Sloupcovy graf znazoriujici mikrobialni diverzitu na trovni kmene u colonu.
Kazdy sloupec zastupuje vzorky jedné diety.
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Obrazek 4.20: Sloupcovy graf znazoriiujici mikrobialni diverzitu na arovni ¢eledi u colonu.
Kazdy sloupec zastupuje vzorky jedné diety.

Obrazek 4.21 ukazuje nevazenou PCoA analyzu pro colon zobrazujici vztahy mezi
jednotlivymi mikrobiomy na zéklad¢ beta diverzity. Vzorky byly také barevné rozliSeny
podle druhu diety. Zluté kulicky predstavuji mys$i modely se standardni nizkotuénou
dietou, stejné jako u caeca je mozné pozorovat jejich shlukovani a odd€leni od ostatnich
vzork.

C2 (6.31 %)

(6) CaL-L
(5) cHFc
(6) cHFc-F
(5) Krill-H
(5) Krill-L
(7)8TD

PC1 (7.53 %)

—~
PC3 (558 %)

Obrazek 4.21: Nevazena analyza PCoA pro colon
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Obrazek 4.22 zobrazuje krabicové grafy (boxplots) urCujici bakterialni diverzitu
pro vzorky z colonu (pocet detekovanych OTU). Graf je opét rozdélen podle diet.
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Obrazek 4.22: Colon: znazornéni bakterialni diverzity
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5 Diskuse

Télesna hmotnost

Samci kmene C57BL/6N byli ve vé€ku 12 tydna pfevedeni na experimentalni vyzivu,
popsanou V kapitole 3.1.1 Experimentalni diety, ktera byla mySim podavana po dobu
8 tydnti. Na konci experimentu byly vSechny mySi zvdzeny. Podle ocekavani mély
na sacharidech. Priimérna télesna hmotnost téchto mysi byla 29,8 g, primérna hmotnost
jedinct s vysokotukovou dietou cHFc 44,2 g. Zbylym 4 skupinam byly k vysokotukové
diet¢ dodavany dopliiky stravy ve formé omega-3 mastnych kyselin, které redukovaly
zvySovani hmotnosti. Nejlepsich vysledki (tj. nejmensi pfibyvani na vaze) bylo dosazeno
podavanim vyssich davek omega-3 kyselin ve fosfolipidové formé. Mysi s dietou Krill-H
rybiho oleje mély primérnou hmotnost vyssi (39,8 g). CozZ se shodovalo s experimentem
[65], kde bylo dosazeno lepsich vysledki pii pouziti omega-3 mastnych kyselin ve formé
fosfolipidii nez ve formé triglyceridi. Mysi s obezogenni dietou doplnénou o olej Calanus
mély na konci experimentu prumérnou hmotnost 40,7 g. Piidavek nizké davky oleje
z krillu k obezogenni diet¢ m¢l na zpomaleni ptirGstku hmotnosti nejmensi vliv, mysi
priameérné vazily 43,6 g.

Vzorky a DNA

V prvni ¢asti prace jsme izolovali mikrobialni DNA z fekalnich vzorki (z caeca a colonu)
mySiho kmene C57BL/6N pomoci komercni sady QIAamp® PowerFecal® DNA Kit.
Koncentrace DNA ve vSech izolovanych vzorcich byla dostatecna pro dalSi pouZiti,
hodnoty se pohybovaly mezi 32 ng/ul a 208 ng/pl.

Ve studii [75] bylo porovnano nékolik zptisobti extrakce DNA z fekalnich vzorku.
Nejlepsich vysledkii bylo dosazenou pouZzitim rozbijeciho aparatu. Tento mechanismus
jsme pouzili v nasem experimentu, izolace s vyuzitim pfistroje FastPrep (MP Bio)
je popsana v kapitole 3.3 Izolace DNA.

PCR-DGGE

Dale jsme provedli DGGE analyzu amplikont oblasti genu 16S rRNA. Vybrané useky
(bandy) jsme vyfizli a poslali spole¢nosti SEQme, aby vzorky osekvenovala. Pti vizualni
studii gelt nebyly mezi jednotlivymi dietnimi skupinami pozorovany velké rozdily
ve slozeni mikrobiomu, avsak je mozné sledovat mirné rozdily v kvantité¢ bakterialni
DNA. Rozdily byly patrné i v ramci skupin. U gelii pro vzorky zcaeca je mozné
pozorovat vyraznou linii (asek Cislo 1 a 6), blize byl urCen jako gen charakteristicky
pro bakterie ¢eledi Lachnospiraceae, u gelt se vzorky z colonu se podafilo identifikovat
jednu linii ¢eledi Bacteroidaceae (iseky 13 a 19). Taxonomické zatazeni jsme ziskali
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porovnanim dat ze sekvenatoru sdatabazi NCBI. Sestavili jsme tabulku
nejpravdépodobnéjSich zastupcd, kteti odpovidaji vybranym usekiim (bandim)
a v programu Geneious jsme ze sekvenci sestavili fylogram (obrazek 4.6). Z jeho analyzy
je patrné, Ze dominantnimi kmeny bakterii jsou Firmicutes a Bacteroidetes, coz odpovida
standardnimu sloZeni mikrobialniho traktu [7]. U jednoho vzorku se bohuzel nepodafilo
urcit druh bakterie, ale byl zafazen mezi Firmicutes.

Pti studiu shlukovych analyz (obrazek 4.7 — 4.10) bylo znatelné clustrovani
mikrobiomu diety Cal-L a standardni nizkotukové diety (STD) u caeca (obrazek 4.8),
kde je viditelné oddéleni téchto dvou skupin. Separaci naznacuji i skupiny cHFc a Krill-H
u colonu (obrazek 4.9).

NGS

Pti NGS analyze pro caecum bylo pokryti ¢ipu 71 % (obrazek 4.11). Bylo ziskéno celkem
8070 035 sekvenci, kdalsi analyze pokracovalo 8 062 813 a 12 % znich bylo
polyklonalnich, proto byly vyfazeny spolu s dal$imi sekvencemi s nizkou kvalitou.
Celkovy pocet sekvenci, které jsme analyzou NGS ziskali, byl 6 702 793. Na histogramu
je zobrazena délka fragment. Vétsina z nich je dlouha cca 300 pb, ale objevily
se i nespecifické fragmenty o délce kolem 50 a 150 pb, které ale spadaji
do vyfazenych. Pravdépodobné vznikly pii PCR reakci, kdy doslo k amplifikaci
nespecifickych produkti.

Pfi zpracovani vzorkt colonu byl ¢ip obsazen sekvencemi z 63 % (obrazek 4.12),
coz odpovida navéazani 3 973 154 sekvencim. K dalsi analyze §lo 3 968 473 sekvenci.
Z nich bylo 9 % polyklonalnich a tyto sekvence byly vyfazeny, stejné€ jako v dal§im kroku
2 % sekvenci nizké kvality. Celkovy pocet ziskanych sekvenci byl 3 494 059. Histogram
popisuje délku fragmentu, ktera byla stejné jako u caeca cca 300 pb, ale nevyskytovaly
se zde nespecifické produkty.

SloZeni mikrobiomu colonu a caeca u vSech zivocichu se zasadné 1i8i, v tenkém
acastecné 1 ve slepém stievé mohou byt zbytky kysliku, tudiz se zde vyskytuji
i acrotolerantni bakterie, na rozdil od tlustého stfeva, kde je pfevaha anaerobnich.
Nejhojnégji zastoupeny tad bakterii v caecu, bez ohledu na experimentalni dietu, byly
Clostridiales (Firmicutes) snecelymi 54 %, druhy vysoce zastoupeny fad
byl Bacteroidales (Bacteroidetes) a dosahoval témét 39 %. V colonu se pomér téchto
dvou hlavnich fadii otoc€il, vyssi zastoupeni (51,3 %) mél tad Bacteroidales oproti
Clostridiales (39 %). Bifidobakteria (Actinobacteria) se vyskytovaly v 0,15 % u caeca
a u colonu byla jejich hladina o 0,3 % vyssi. LiSilo se i zastoupeni fadu Lactobacillales
(Firmicutes), u caeca 1 %, u colonu 2 %. Tyto poznatky jsou v souladu s dosud
publikovanymi daty [12].

Z nevazené PCoA analyzy na obrdzku 4.14 jasné vycteme, Ze mikrobiom caeca
se vyrazné odlisuje od mikrobiomu colonu. Z téchto divodu jsme dal$i analyzy provadéli
pro kazdy trakt zv1ast.
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Caecum

Se zménou diety ze standardni nizkotukové na vysokotukovou cHFc dietu doslo v caecu,
kde u mysi probiha fermentace, ke zméné¢ kompozice hlavnich bakteridlnich kment,
Firmicutes a Bacteroidetes (obrazek 4.15). Obezita je zde spojena se zvySenim relativniho
zastoupeni Firmicutes a odpovidajicimu poklesu Bacteroidetes, coz je v souladu s dalSimi
studiemi [12, 18, 8, 23]. Podle Nguyena a spol. [12] je posun v pomérech zplsoben
zménami na nizSi taxonomické urovni kmene Bacteroidetes, kde dochazi ke snizeni
hladiny rodi Prevotella a Roseburia na tkor zvySeni rodu Bacteroides, Alistipes
a Barnesella. Tyto poznatky jsme pozorovali i v nasem experimentu a budou popsany
nize.

Mysi se standardni dietou mély v priméru 60,4 % bakterii kmene Firmicutes
a 35,4 % kmene Bacteroidetes, pfechodem na vysokotukovou dietu se relativni pocet
bakterii kmene Firmicutes zvysil na 73,6 % a Bacteroidetes se snizily na 23,2 %.
Potravinové dopliiky ve form¢ omega-3 kyselin ovlivnily zastoupeni zminénych dvou
zakladnich kmenti. VSechny zplsobily nartst relativnich pocti bakterii kmene
Bacteroidetes, ¢imz mikrobiom pfiiblizily ke sloZeni mikrobiomu standardnich mysi.
Standardnimu mikrobiomu se slozenim nejvice podobal mikrobiom jedinct s dietou
Krill-L. Zména mikrobiomu smérem ke $tihlym mysim ale neodpovidala fenotypovym
zméndm, protoze mysi s touto dietou vazily v priméru 43,6 g, coz je témet srovnatelné
s vahou obéznich mysi s vysokotukovou dietou bez doplikd. Nejvyssi nartst hladiny
Bacteroidetes na ukor Firmicutes bylo pozorovano u obezogenni diety s pfidavkem
vysoké davky oleje z krillu (Krill-H), kdy relativni ¢etnost kmene Bacteroidetes ptesahla
i mysi se STD dietou. Tato zména mikrobiomu korelovala s fenotypovou zmeénou,
kdy mysi dosahovaly nejnizsich hmotnosti v ramci obezogennich diet (pramérné 34,8 Q).
dosahovaly mysi, kterym byly podavany omega-3 mastné kyseliny ve fosfolipidové
formé&. Mysi s vysokotukovou dietou s piidavkem rybiho oleje (CHFc-F) a mysi s dietou
solejem Calanus (Cal-L) mély srovnatelné zvySenou hladinu kmene Bacteroidetes,
fenotypové se také podobaly. Olej Calanus ale pravdépodobné ptisobi kladné na bakterie
kmene Actinobacteria, soucast probiotik, jejichz relativni Cetnost se zvysila z 0,1 %
na 0,84 %. Existuji ale nazory, ze Actinobacteria nemusi byt sekvenovdnim genu
16S rRNA rozpoznany [23].

Bakterialni slozeni v caecu na urovni ¢eledi je na obrazku 4.16. Nejvyraznéjsi zmeéna
mezi sloZzenim mikrobiomu mysi s STD a cHFc dietou je patrnd u bakterii fadu
Clostridiales (Firmicutes, tmaveé hnéda). Bakterii se bohuzel nepodafilo dale klasifikovat.
Dlvodem muiZze byt chyba v sekvenaci nebo se miiZze jednat o neklasifikovany typ
bakterii. Vysokotukova dieta zpusobuje dramatické zvySeni komunity Clostridiales
(z 34,7 % (STD) na 59,2 % (cHFc) na ukor ¢eledi Lachnospiraceae (kmen Firmicutes),
jejichz zastoupeni bylo u cHFc jen 6,6%. Omega-3 kyseliny zptisobily sniZzeni hladiny
bliZze neklasifikovanych Clostridiales. Dalsi zmény byly pozorovany u bakterii S24-7
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(Bacteroidetes), které patfi mezi nekultivované celedi predstavujici podstatnou slozku
mysi mikrobialni komunity. Podle publikace [76] se jednd o fermentacni anaerobni
bakterie podobné celedi Bacteroidales. Dalsi pozorovana zména je u bakterii Celedi
Bacteroidaceae (kmen Bacteroidetes, rod Bacteroides), kde vysokotukova dieta
zastoupeni téchto jedinct zvysila (odpovida [12]), jesté vyssi nartst byl pozorovan u diet
solejem zkrillu, a to az na 12,6 %. Naopak snizeni Vv disledku obezogennich diet
se projevilo u bakterialni komunity celedi Prevotellaccae  (Bacteroidetes),
coz je vsouladu s ¢lankem [12], kde je uvedeno, ze bakterie rodu Prevotella (Celed’
Prevotellaceae) mély niz§i zastoupeni u obéznich zvifat nez u $tihlych. Tyto zmény
Vv bakteridlni komunité u mysi souhlasi s humannimi studiemi, kdy byla sledovana vyssi
hladina rodu Bacteroides (¢eled’ Bacteroidaceae) u lidi konzumujicich dlouhodobé vice
tukl a bakterie rodu Prevotella ptevladaly u lidi konzumujicich vice sacharidu [12].
Avsak ani literatura neni v tomto jednotna. Autofi [77] uvadéji, Ze u obéznich jedinctu
byly sledovany vyssi hladiny bakterii ¢eledi Prevotellaceae v porovnani s protéjsky
S normalni hmotnosti.

Je dulezité zminit, Ze zmény na Urovni bakteridlnich kmenli nemusi korelovat
se zménami taxonomického zafazeni vramci celedi nebo rodu. To znamena,
Ze pti sniZzeni poctu Bacteroidetes miize dojit ke zvySeni poctu celedi Bacteroidales
(Bacteroidetes) [78]. Proto je na misté dale se zaméfit spiSe na konkrétni Celedi, rody
a druhy bakterii nez porovnavat kmeny mezi sebou [1].

PCoA analyza pro caecum (obrazek 4.17) ukazuje, ze slozeni mikrobiomu caeca
je vice ovlivnéno dietou nez potravinovymi dopliiky, mikrobiom zvifat na standardni
diet¢ (zluté body) se vyrazné liSil od ostatnich mikrobioma na vysokotukové dieté.

Dale jsme zde nepozorovali dalsi vyrazné shlukovani.

Graf na obrazku 4.18 odrazi celkovou diverzitu bakterialni populace a Srovnava
odlisnosti poc¢tu OTU (pocet bakterialnich druhti) v zévislosti na dietach. Jak uvadi studie
[8], mikrobiom obéznich jedinct vykazuje nizsi pocet OTU, coZ je zde potvrzeno u mysi
s vysokotukovou dietou bez omega-3 doplinku. Nejvyssi diverzita byla pozorovana
u mikrobiomu mysi se standardni dietou, dale ale také u mysi s dietami Cal-L a Krill-H,
z ¢ehoz vyplyva, ze dopliiky z oleje Calanus a z oleje z motského krillu ve vyssi davce
pusobi pozitivné na rozmanitost a kompozici druhti v ramci mikrobiomu. U ostatnich
doplikt je rozpéti diverzity nizsi. Vys§i pocet OTU je povazovany za kladny znak,
nicméng rozptyly u zvitat byly tak velké, Ze z toho nevyplyva Zadna zavislost.

Colon

U mikrobiomu tlustého stfeva byly viditelné mensi rozdily mezi jednotlivymi dietami

v poméru kmend Firmicutes a Bacteroidetes (obrazek 4.19). U mysi se standardni

nizkotukovou dietou byla relativni Cetnost prevladajiciho kmene Bacteroidetes 62,5 %

a kmene Firmicutes 32,3 %. Vysokotukova dieta i u colonu zptsobila zmnozeni bakterii
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kmene Firmicutes, ale uz zde nebyl patrny vliv potravinovych doplnkt, jako u caeca.
Vyjimku tvofi pouze piidavek ve formé rybiho oleje, ktery posunul slozeni mikrobiomu
zpét ke standardnimu. Nartist mizeme pozorovat u zastoupeni kmene Actinobacterii,
ktery byl zpisoben vysokotukovou dietou, a to z 0,1 % u STD na 0,8 % cHFc. Vyssi
nariist (na 2,83 %) byl zaznamendn u mysi, kterym byla obezogenni dieta doplnéna
olejem Calanus. Naopak snizeni vlivem diety nastalo u Proteobacterii.

Pii detailngj$Sim pohledu na celedi bakterii u mikrobiomu colonu (obrazek 4.20)
mizeme zaznamenat zménu Vv zastoupeni nekultivované celedi S24-7. Vlivem
vysokotukové diety se tato ¢eled’ redukovala. Zda se, ze omega-3 Kyseliny tuto redukci
jeste podpotfily, kromé oleje z motskych ryb, u kterého naopak doslo ke zmnozeni bakterii
nad ramec standardu, a to na ukor blize neklasifikovaného fadu Clostridiales. Samotna
obezogenni dieta pivodné zastoupeni fadu Clostridiales zvysila, avSak dopliky mély
tendenci k jeho snizovani. Dal§i vyrazna zména zpisobena konzumaci diety s vys$§im
obsahem tuki je sledovana Celedi Lactobalillaceae, kdy jeji relativni Cetnost stoupla
20,2 % (STD) na 6,65 % (cHFc) a u Cal-L na 8,84 %. Rybi olej a olej z krillu zvyseni
redukovaly. Podle Nguyen a spol. [12] maji obézni mysi, jak bylo zminéno vyse, nizsi
zastoupeni bakterii rodu Prevotella nez mysi §tihlé. Toto tvrzeni je v souladu S nasimi
vysledky. Procentualni zastoupeni ¢eledi Prevotellaceae (pievazné rod Prevotella) kleslo
ze 16,43% (STD) na 4,16 % (cHFc). Nejvyssi zpétny nartst vlivem doplikt je sledovan
u diety Krill-H. Svyse uvedenou literaturou souhlasi i nase vysledky u celedi
Bacteroidaceae, jejiz cernost se u cHFc diety oproti STD mirn¢ zvysila, omega-3 kyseliny
ale tento nartst jest¢ podportily. Dale jsme zjistili, Ze pfidavek ve formé& oleje Calanus
podporuje zmnoZeni Bifidobacterii.

I'u colonu je podle PCoA analyzy sloZzeni mikrobiomu ovlivnéno ve vétsi mite dietou
nez potravinovymi dopliiky (obrazek 4.21). Mlzeme ale pozorovat vétsi rozdily mezi
jednotlivymi mikrobiomy. Zluté body (standardni dieta) jsou zietelné oddéleny
od ostatnich. Je patrny rozdil mezi mikrobiomem standardnich mys$i a mysi
s vysokotukovou dietou s olejem Calanus (oranzové body). Dale je vidét odliSnost mezi
standardni dietou a vysokotukovou dietou cHFc (modré body).

Krabicovy graf pro mikrobiom colonu na obrazku 4.22 ukazujici celkovou diverzitu
bakterialni populace (pocet detekovanych OTU) udéva, Ze mikrobiomy mysi
se standardni dietou vykazovaly velké rozpéti druhli, zatimco piidavky bakteridlni
diverzitu snizily. Ne&které vzorky u colonu musely byt vyfazeny z diivodu kratkych
sekvenci DNA, proto je v grafu zahrnuto mensi zastoupeni mikrobiomu v rdmci
jednotlivych diet, coz miZe sniZovat statistickou vyznamnost. Rozptyly u zvifat byly
tak velké, ze ani zde nevyplyva zadna zavislost.

Srovnani metod PCR-DGGE a NGS

Pii srovnani vysledkt ziskanych pomoci metod PCR-DGGE a NGS jsme zjistili,
ze vétSina Celedi detekovanych bakterii z PCR-DGGE souhlasi s vysledky z NGS. Silny
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usek (band) 21 u vzorku colonu (dieta STD) (obrazek 4.5) byl uren jako celed
Prevotellaceae, ktera méla ve vysledcich NGS pro STD dietu u colonu relativni
zastoupeni 16,43 %, vysSi nez ostatni diety. To potvrzuje i intenzita useku. Dalsi
dominantni Gsek vyskytujici se u v8ech vzorku (asek 1 a 6) byl u PCR-DGGE (obrazek
4.2 a 4.3) urCen jako ¢eled’ Lachnospiraceae, kterd byla v NGS zastoupena ve 13 %
v caecu a 14,1 % colonu. U usek, jejichz taxonomické zafazeni podle databaze NCBI
nekorelovalo se zarazenim v softwaru QIIME, bylo 5. Divodem mohlo byt pouziti
odlisnych primerti vV obou metodach. Kazdd zminénd metoda vychazi ze sekvenovani
jiného useku genu 16S rRNA. Primery k PCR-DGGE byly navrzeny roku 1993 [53]
a k NGS roku 2014 [70], kdy bylo znamo nebo 1épe popsano mnohem vice bakterii.
| pfes to, ze primery by meély byt obecné pro vSechny bakterie, nemusi byt pomoci
primert k PCR-DGGE sekvenovany druhy bakterii, které v dobé vyvoje metody nebyly
znamé. V soucasné dob¢ jsou tedy presnéjsi vysledky ziskané pomoci NGS.
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6 Zaver

V soucasné dobé¢ stale existuje mnoho uskali ohledné porozuméni vztahu mezi stravou,
Zivotnim stylem, stievni mikroflorou a obezitou. Pro dalsi identifikaci vzajemného vztahu
obezity a stfevniho mikrobiomu je potfeba soustfedit se naptiklad na lepsi pochopeni
funkci stfevniho mikrobiomu a jejich fyziologického vyznamu pro obezitu, dale bude
nutné analyzovat ucinky dlouhodobych stravovacich navykii na mikrobialni populace
ve stifevech, pochopit vliv potravin, které mohou ohrozit integritu sttevni sliznice, jenz
je povazovana za klicovou pro celkovy zdravotni stav a obezitu. Je dulezité pii dieté
vyuzivat potraviny, které udrzuji stfevni sliznice neporusené, aby nedochazelo k zanétim
sttevni sliznice. V neposledni fadé¢ bychom méli zjistit, jak na mikrobiom plisobi
dlouhodobé podavani vitamind, 1€k a dalSich dopliiki stravy, a jaky maji vliv na obezitu.
Velmi dillezité je i omezeni uzivani antibiotik.

Obezita je v celosvétovém méfitku zasadnim problémem a K jejimu pochopeni
alécbé by mélo byt pouzito vSech dostupnych prostiedkii. Pro 1é¢bu obezity se védci
po celém svété snazi pouzivat nejnovéjsi technologie. Je zndmo, Ze kromé zvyseni piijmu
energie ze stravy existuji i dal$i faktory ptispivajici k obezité. Na zaklad¢ vyse zminénych
skute¢nosti je jasné, ze lepsi pochopeni role mikrobiomu pii obezité by vedlo k moznym
feSenim pro 1é¢bu této poruchy. Protoze jsou mikroorganismy stfev schopné regulovat
energii z potravy, zasahovat do genové exprese a ménit t€lesnou hmotnost a adipozitu,
je jednim z cilti soucasného vyzkumu, aby mohl byt normalni stav obéznich pacientd
dosazen modifikaci intestinalniho mikrobiomu, i kdyz to nemtze nahradit zdravou stravu
a aktivni pohyb.

Ve své praci jsem uzitim molekularné biologickych metod, jako je izolace DNA,
amplifikace vybranych genit metodou PCR, qPCR, DGGE elektroforéza, Sangerova
sekvenovani nukleovych kyselin a NGS, analyzovala a srovnavala stfevni mikrobiomy
mySi sriznymi typy diet — nizkotukovou, vysokotukovou a vysokotukovou
S potravinovymi doplilky ve formé fosfolipidd a triglyceridi. Bylo zjiSténo,
ze potravinové dopliikky maji vliv na mikrobiom i na té€lesnou hmotnost mysi, doslo
ke zlepSeni parametrii obezity, ¢imz byla potvrzena prvni hypotéza. Dieta ovlivnila
jak slozeni mikrobiomu (pomér bakteridlniho kmenu Firmicutes a Bacteroidetes),
tak jeho potravinové dopliiky podavané spolu s obezogenni dietou vyraznéji zménily
mikrobiom smérem k mikrobiomu mysi se standardni télesnou hmotnosti. Timto byla
potvrzena i1 druhd hypotéza. Z mikrobiologického hlediska vSak nelze z pouzitych
potravinovych doplilkli jednoznacné urcit jeden konkrétni, ktery by byl nejlepsi.
Byly detekovany rozdily, ¢imz jsme si ovéftili, ze se s hmotnosti méni i mikrobiom.

To nadm dava potencidl k dalS§imu vyzkumu, kde bychom mohli modulaci
mikrobiomu terapeuticky fesit celosvétovou epidemii obezity.
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Priloha A: Izolace DNA, koncentrace, redéni DNA

COLON CAECUM
DNA DNA DNA DNA
vzorek naméfend 20ng/ul H20 (ul) naméfend 20ng/ul H20 (ul) dieta
(ng/ul) (ul) (ng/ul) (ul)

1 103,3 19,4 80,6 126 15,9 84,1 cHFc
7 143,3 14,0 86,0 165,6 12,1 87,9 cHFc
13 50,5 39,6 60,4 125,3 16,0 84,0 cHFc
17 154,5 12,9 87,1 32,2 62,1 37,9 cHFc
23 39,8 50,3 49,7 130,6 15,3 84,7 cHFc
33 61,2 32,7 67,3 143,7 13,9 86,1 cHFc
39 86,8 23,0 77,0 172,6 11,6 88,4 cHFc
46 102,7 19,5 80,5 203,5 9,8 90,2 cHFc
2 54,3 36,8 63,2 74 27,0 73,0 cHFc-F
8 167,7 11,9 88,1 166,4 12,0 88,0 cHFc-F
14 114,6 17,5 82,5 68,4 29,2 70,8 cHFc-F
18 neni 95,7 20,9 79,1 cHFc-F
24 73,7 27,1 72,9 164,3 12,2 87,8 cHFc-F
30 82,3 24,3 75,7 99,5 20,1 79,9 cHFc-F
34 157,5 12,7 87,3 162,9 12,3 87,7 cHFc-F
40 80,7 24,8 75,2 95,8 20,9 79,1 cHFc-F
3 68,3 29,3 70,7 108 18,5 81,5 Krill-H
9 124,1 16,1 83,9 102 19,6 80,4 Krill-H
45 19,1 104,7 -4,7 86,9 23,0 77,0 Krill-H
19 58 34,5 65,5 124,1 16,1 83,9 Krill-H
25 118,8 16,8 83,2 116,7 17,1 82,9 Krill-H
29 63,2 31,6 68,4 110,9 18,0 82,0 Krill-H
35 64,5 31,0 69,0 133,5 15,0 85,0 Krill-H
41 93,6 21,4 78,6 130,1 15,4 84,6 Krill-H
4 108 18,5 81,5 163,2 12,3 87,7 Krill-L
10 109,9 18,2 81,8 148,4 13,5 86,5 Krill-L
15 73,4 27,2 72,8 78,9 25,3 74,7 Krill-L
20 107 18,7 81,3 156,2 12,8 87,2 Krill-L
26 102,9 19,4 80,6 102,5 19,5 80,5 Krill-L
48 126,8 15,8 84,2 181,7 11,0 89,0 Krill-L
36 85,2 23,5 76,5 191,8 10,4 89,6 Krill-L
42 110,7 18,1 81,9 195,5 10,2 89,8 Krill-L
5 83,3 24,0 76,0 107,1 18,7 81,3 Cal-L
11 88,9 22,5 77,5 112,6 17,8 82,2 Cal-L
16 70 28,6 71,4 148,9 13,4 86,6 Cal-L
21 48,6 41,2 58,8 78,6 25,4 74,6 Cal-L
27 72,5 27,6 72,4 72,2 27,7 72,3 Cal-L
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32
37
43

12
22
28
31
38
44
47

185,5
80,4
97
174,3
62,3
173,1
66,7
134,5
110,1
141,7

80,7

89,2
75,1
79,4
88,5
67,9
88,4
70,0
85,1
81,8
85,9

75,2

161,9
134,5
145,8
177,6
136,7
179,2
126,7
128,2
162,8
208

104,7

93

87,6
85,1
86,3
88,7
85,4
88,3
84,2
84,4
87,7
90,4

80,9

Cal-L

Cal-L

Cal-L
STD
STD
STD
STD
STD
STD
STD
STD



Priloha B: Namichani vzorku pro Sangerovo
sekvenovani

Vzorek (¢islo bandu) = primer = voda (ul) = DNA (ul)

(ul)
1 2,5 4 3,5
2 2,5 2,5 5
3 2,5 2 5,5
4 2,5 4 3,5
5 2,5 3 45
6 2,5 4 35
7 2,5 4 35
8 2,5 2,5 5
9 2,5 1,5 6
10 2,5 4 35
11 2,5 2 5,5
12 2,5 3 45
13 2,5 0 75
14 2,5 0 75
15 2,5 3 45
16 2,5 2,5 5
17 2,5 4 35
18 2,5 3,5 4
19 2,5 0 7,5
20 2,5 2 5,5
21 2,5 4,5 3
22 2,5 0 7,5
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Priloha C: Protokol pro lon OneTouch™ 2
Instrument

Run the lon OneTouch™ 2 Instrument Day 1 at 4pm

1. Ensure that the centrifuge lid of the lon OneTouchm 2 Instrument is closed.
2. Onthe home screen, touch Run:

3. Touch the drop-down menu, then select either PGM: lon PGMm Hi-Qm OT2 Kit- 200 or 400
depending on the read-length of the library:

4. Touch Next.
5. 5. Touch Assisted or Expert:

Protacol: Protar
r- r-

Assisted | Expert

« Assisted mode displays the individual task screens for setting up the run.Select this mode if you are
a new user and need step-by-step onscreen guidance. Complete each task, and prepare and install the
amplification solution then touch Next.

Set up the Ion OneTouch™ 2 Instrument

A)_Install the Ton OneTouch™ Recovery Tubes and Ion OneTouch™ Recovery
Router

1. Dispense 150 puL Ion OneTouch™ Breaking Solution into each of two lon
OneTouch™ Recovery Tubes and Insert them into the two centrifuge positions.

2. Install the Ton OneTouch™ Recovery Router into the center slot of the
centrifuge and close the centrifuge lid.
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-’:_, lon OneTouch™ Recovery Tube
(Z) lon OneTouch™ Recavery Router

B) Install the lon OneTouch™ Amplification Plate:

Remove the used Cleaning Adapter, insert the plate, and pull the handle to
close the heat block. Thread the disposable tubing through the catch and pinch
valve.

o e

C)_Install the disposable injector (You should hear a click).

Up position Down position

\ \.

D) Install the Reagent Tubes
1. Install the lon OneTouch™ Oil: fill the Reagent Tube half-full with Oil.

2. Install the Ion OneTouch™ Recovery Solution: fill the Reagent Tube
one quarter-full with Recovery Solution.

E) Empty the waste container of waste.
F) Prepare the amplification solution
To a2-mL tube (violet cap) containing 800 puL of lon PGM™ Hi-Q™ View Reagent

Mix, add the following components in the designated order. Add each component, then
pipet the amplification solution up and down to mix:

Order Reagent Cap volume
color
1 Nuclease-free Water 25 ul
2 Ion PGM™ Hi-Q™  View Brown 50 uL
Enzyme Mix
3 Diluted library (26pM) 25uL
4 lon PGM™ Hi-Q™ View ISPs Black 100uL

Prepare the Ion PGM™ Hi-Q™ View ISPs:

a. Vortex the ISPs at maximum speed for 1 minute to resuspend the particles.
b. Centrifuge the ISPs for 2 seconds.

c. Pipet the ISPs up and down to mix.

d. Immediately proceed to the next step.
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G) Fill and install the Ion OneTouch™ Reaction Filter
D :I |I Q . II |J

Y

(1) Sample port

1. Pipet 1000 pL of the amplification solution through the sample port of the lon
OneTouch™ Reaction Filter.

2. Pipet 850 pL of Ion OneTouch™ Reaction Oil (25-mL size) through the sample
port.

3. Change the tip and pipet an additional 850 pL of Ion OneTouch™ Reaction Oil
through the sample port.

4. Invert then install the filled lon OneTouch™ Reaction Filter into the three holes
on the top stage of the lon

OneTouch™ 2 Instrument

H) Start the run
1. After installing the Ion OneTouch™ Reaction Filter, touch Next to start the run.
Remove the samples <16 hours after starting the run.

Day 2 in the morning

A) Recover the template-positive ISPs
1. At the end of the run, follow the screen prompts to centrifuge the sample

2. After the centrifuge has stopped, touch Open Lid. Wait until the lid clicks open,
then remove and discard the Ion OneTouch™ Recovery Router.

3. Remove both Ion OneTouch™ Recovery Tubes from the instrument, then put the
two tubes in a tube rack.

4. Remove all but 100 pL of the Recovery Solution from each Recovery Tube.

5. Process the ISPs:

a. Add 500 pL of Ion OneTouch™ Wash Solution to each Recovery Tube.

b. Pipet up and down to disperse the ISPs, then combine the suspension from
each Recovery Tube into one new labeled 1.5-mL Eppendorf LoBind™ Tube.

c. Centrifuge the ISPs for 2.5 minutes at 15,500 x g.

d. remove all but 100 pL of the Wash Solution from the tube.( Withdraw the
supernatant from the surface and on the opposite side from the pellet).

B) Enrich the template-positive lon PGM™ Hi-Q™ View ISPs

B1) Prepare reagents then fill the 8-well strip

1) ISPs v

1. Obtain an 8-well strip from the Ion OneTouch™ ES Supplies Kit. Ensure that the
square-shaped tab of an 8-well strip is on the left:
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2. Pipet the ISPs up and down 10 times to mix, then transfer the suspension into Well
1 of the 8-well strip.

I1) Wash and resuspend the Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1Beads:

1. Vortex the tube of Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 Beads for 30 seconds
to resuspend the beads thoroughly, then centrifuge the tube for 2 seconds.

2. pipet the dark pellet of beads up and down until the pellet disperses.

3. Transfer 13 pL of Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 Beads to a new 1.5-
mL Eppendorf LoBind™ Tube.

4. Place the tube on a magnet for 2 minutes, then carefully remove and discard
the supernatant without disturbing the pellet.

5. Add 130 pL of My One™ Beads Wash Solution to the Dynabeads™ MyOne™
Streptavidin C1 Beads.

6. Remove the tube from the magnet, vortex the tube.

111) Prepare Melt-Off Solution
Prepare fresh Melt-Off Solution by combining the components inthe following order:

Order Component Volume
1 Tween™ Solution | 280 pL
2 1M NaOH 40 pL
Total 320 uL
1V) Fill the remaining wells in the 8-well strip as follows:
Well number Reagent to dispense in well
Well 1 100 pL Template positive ISPs
1) ISPs
Well 2 130 pL Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1
I1) Wash and resuspend the Beadst+ My One™ Beads Wash Solution
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin
C1Beads
Well 3 300 pL of Ton OneTouch™ Wash Solution
Well 4 300 pL of Ton OneTouch™ Wash Solution
Well 5 300 pL of Ton OneTouch™ Wash Solution
Well 6 1
Well 7 300 uL of freshly-prepared Melt-Off Solution
I11) Prepare Melt-Off Solution
Well 8 1
]
%
)

**Confirm that the square-shaped tab is on the left, then insert the filled 8-well strip
with the 8-well strip pushed all the way to the right end of the slot of the Tray
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B2) Prepare the Ion OneTouch™ ES
1. Install a new PCR collection tube and a new pipette tip.
2. Add 10 pL of Neutralization Solution to a new 0.2-mL PCR tube.

B3) Perform the run

1. Press Start/Stop. The screen displays "run™ during the run. The run
takes ~35 minutes.

2.

At the end of the run, the instrument displays "End" and beeps. Press the

Start/Stop button

3. Immediately after the run, securely close, then remove the PCR tube containing
the enriched ISPs.

4. Mix the contents of the PCR tube by gently inverting the tube 5 times.

Note: Ensure that the 0.2-mL PCR tube has >200 pL of solution containing the
enriched ISPs. After a successful run on the instrument, the sample is in ~230 pL of Melt-
Off Solution, lon OneTouch™ Wash Solution, and Neutralization Solution. If the tube
has <<200 pL of solution containing the enriched ISPs, contact Technical Support.

7. Remove then discard the used tip and used 8-well strip.

C)
1.

2.
3.
4

oo

~

10.

11.

12.

Clean the Ion OneTouch™ 2 Instrument

Determine the appropriate reagents to use for maintaining the Ton OneTouch™ 2
Instrument: Already using the Ton PI™ Hi-Q ™ OT2 200 Kit.

Check the level of lon OneTouch™ Qil in the Reagent Tube (must be half-full).
Remove and discard the used Ion OneTouch™ Reaction Filter.

Insert the Cleaning Adapter into the three holes on the top stage of the
Instrument.

Keep the Ion OneTouch™ Amplification Plate in the heat block.

The tubing is out of the valve. Remove the injector from the Ion OneTouch™
DL Injector Hub and place it into the waste tube.

On the home screen of the instrument, touch Clean.

Complete each task that is displayed on the screen, then touch Next. After you
touch Next on the last task, a progress bar appears, and the cleaning starts.

At the end of the cleaning run, the screen displays "Time Remaining 00:00:00,
Cleaning Run Complete. Press Next

Remove and discard the used Amplification Plate, injector, and tubing.
(Leave the heat block open)

On the instrument display, touch Open Lid, wait until the lid clicks open, then
open the centrifuge lid. Wipe the residue from the centrifuge lid with dry
Kimwipes™ disposable wipers, then close the centrifuge lid.

Touch Next to return to the home screen on the instrument.
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Priloha D: Protokol pro lon PGM Hi-Q View
Sequencing Kit

Create a Planned Run

Condition the Wash 2 Bottle for first use
To condition the Wash 2 Bottle:
1. Fill the bottle to the mold line with 18 MQ water, add the entire container of Wash 2 Bottle

Conditioning Solution, then cap the bottle and invert it 5 times to mix.

=

8.

9.

2. Allow the bottle to sit at room temperature for at least 8 hours (preferably overnight)

Clean the lon PGM™ System

18 MQ water cleaning
Press Clean, and select the 18-MOhm water cleaning. Press Next.
Using ungloved hands, secure a used chip designated for cleaning in the chip clamp.
Remove all wash and reagent bottles attached to the instrument. Keep the sippers in place
at all positions. Press Next.
Empty any remaining solution from each cleaning bottle and rinse each bottle twice with
~100 mL of 18 MQ water.
Add 250 mL of 18 MQ water to an empty 250-mL cleaning bottle W1.
Rinse the outside of the sipper tube in the W1 position on the instrument with 18 MQ
water.
Attach the 250-mL bottle containing 18 MQ water to the W1 position, ensuring that the
W1 cap is screwed on tightly. Press Next.
Place the empty 2-L cleaning bottle in the W2 position and the empty 250-mL bottle in
the W3 position. Do not screw on the caps.
Place collection trays below the reagent sippers in the dNTP positions. Press Next to
begin cleaning.

10. When cleaning is complete, remove the bottles and sippers from the W1, W2 and W3

positions. Leave the reagent sippers and collection trays in place. Press Next to return to
the main menu and proceed to initialization.

Initialize the lon PGM™ System

Before initialization Check the tank pressure for the nitrogen gas.

Prepare the Wash 2 Bottle

1. Rinse the Wash 2 Bottle (2 L) 3 times with 200 mL of 18 MQ water.
2. Fill the bottle to the mold line with 18 MQ water. The volume of water is ~2 liters.
3. Add the entire bottle of Ion PGM™ Hi-Q™ View Sequencing W2 Solution to the

Wash 2 Bottle.

4. Add 70 pL of 100 mM NaOH to the Wash 2 Bottle.
5. Cap the bottle and invert 5 times to mix

Prepare the Wash 1 and Wash 3 Bottles
1. Rinse the Wash 1 and Wash 3 Bottles 3 times with 50 mL of 18 MQ water.
2. Wash 1 Bottle: Add 350 pL of freshly prepared 100 mM NaOH to the Wash 1 Bottle,

then cap the bottle.

3. Wash 3 Bottle: Add lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing W3 Solution to the 50-mL

line marked on the Wash 3 Bottle, then cap the bottle.

Begin the initialization
1. On the main menu, press Initialize.
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2. Make the following selections in the next screen, then press Next:

 Click Enter barcode to scan or enter the barcode on the Ton PGM™ Hi-Q™ View
Sequencing W2 Solution bottle, or the 2D barcode on the lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing
Solutions box.

» Alternatively, select the checkbox for the Ion PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit from
the dropdown list.

* In the same screen, if you routinely experience clogging during initialization, select the
Line Clear checkbox to clear any blockage in the fluid lines before initialization. This is optional.

lon PGM™ System

After you press Next, the system will check the gas pressure.
3. Following the gas pressure check:

4. Wearing clean gloves, firmly attach a new, long gray sipper to the cap in the W2
position.

5. attach the prepared Wash 2 Bottle in the W2 position, then tighten the cap. Press Next.

6. firmly install new sipper tubes (short gray) in the caps in the W1 and W3 positions.

7. attach the prepared Wash 1 and 3 Bottles, then tighten the caps. Press Next.

8. Following line clear, or if you did not select that option, the sequencer begins adjusting
the pH of the W2 Solution, which takes ~30 minutes. After 15 minutes, check the instrument
touchscreen to confirm that initialization is proceeding normally.

Prepare the 50-mL Reagent Bottles with dNTPs
1. label four new Reagent Bottles as dGTP, dCTP, dATP, and dTTP.
2. Put 20 pL of each dNTP stock solution into its respective Reagent Bottle.
3. Cap each Reagent Bottle and store on ice until you are ready to attach it to the instrument.
dNTP stocks back into  —20°C for storage.

Attach the sipper tubes and Reagent Bottles

1. After the wash solutions have initialized, remove the sipper tubes and collection trays
from the dNTP ports.

2. insert a new sipper tube (blue) into each dNTP port.

3. Attach each prepared Reagent Bottle to the correct dNTP port and tighten firmly by
hand until snug. Press Next.

4. Follow the touchscreen prompts to complete initialization. The instrument will fill each
Reagent Bottle with 40 mL of W2 Solution.

5. At the end of initialization, lon PGM™ System will measure the pH of the reagents:

« If every reagent is in the target pH range, a green Passed screen will be displayed.

6. Press Next to finish the initialization process and return to the main menu.

Load the chip and start the sequencing run

Add controls to the enriched, template-positive 1SPs

1. Vortex the Control Ion Sphere™ Particles, then pulsecentrifuge in a picofuge for 2
seconds before taking aliquots.

2. Add 5 pL of Control ISPs directly to the entire volume of enriched, template-positive
ISPs in a 0.2-mL PCR tube.

Anneal the Sequencing Primer
Mix the tube containing the ISPs by thoroughly pipetting up and down.
Centrifuge for 2 minutes at 15,500 x g.
remove the supernatant. Leave~15 pL in the tube
Vortex the primer for 5 seconds, Add 12 pL of Sequencing Primer to the ISPs, then
confirm that the total volume is 27 Ml

el NS
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Pipet the mixture up and down thoroughly to disrupt the pellet.
Place the tube in the thermal cycler, Program a thermal cycler for 95°C for 2 minutes and
then 37°C for 2 minutes, then run the program.

ISl

Perform Chip Check

1. On the main menu of the Ton PGM™ Sequencer touchscreen, press Run. Remove the waste
bottle and completely empty it. Press Next.
use the same used chip that was used for initialization. Press Next to clean the fluid lines.
3. select the instrument that you used to prepare the template-positive ISPs (OT2). Then press

Next.
4. use the scanner to scan the barcode located on the new chip, or press Change to enter the
barcode manually.
Replace the old chip with the new one. Close the chip clamp, then press Next.
Press Chip Check
Following a successful Chip Check, empty the waste bottle, then select the Waste bottle is
empty checkbox on the touchscreen. Press Next.

N

No o

Bind the Sequencing Polymerase to the ISPs
1. After annealing the Sequencing Primer, add 3 pL of Ton PGM™ Hi-Q™ View Sequencing
Polymerase to the ISPs, for a total final volume of 30 pL.
2. Pipet the sample up and down to mix, then incubate at room temperature for 5 minutes.

Remove liquid from the chip

1. Following chip calibration, remove the new chip from the Ion PGM™ Sequencer.
Insert a used chip in the chip clamp while loading the new chip.

2. Tilt the new chip at a 45° angle so that the loading port is the lower port.

3. Insert the pipette tip firmly into the loading port, then remove as much liquid as possible
from the loading port. Discard the liquid.
,f:"',/\(j

4. Place the chip upside-down in the minifuge bucket, then transfer the bucket with the
chip tab pointing in (toward the center of the minifuge). Balance the bucket with another chip.

5. Centrifuge for 5 seconds to empty the chip completely.
6. Remove the chip from the bucket, then wipe the bucket with a disposable wipe to remove
any liquid.

Load the chip
1. Place the chip rightside up in the bucket on flat surface. Following polymerase incubation,
load the chip with following volume of prepared ISPs

Chip Volume to load Recommended pipette!!
lon 316" or lon Entire velume | Rainin™ Pipet-Lite™ LTS L-100XLS, 10-100 pL
318™ Chip (~30 L)
lon 314™ Chip 10 uL Rainin™ Pipet-Lite™ LTS L-20XLS, 2-20 pL

2. Insert the tip firmly into the loading port of the chip.

3. With the pipette unlocked, apply gentle pressure between the tip and chip and slowly dial
down the pipette (~1 pL per second) to deposit the ISPs. To avoid introducing bubbles into the
chip, leave a small amount in the pipette tip (~0.5 pL).
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4. Remove, then discard any displaced liquid from the other port of the chip.
5. Transfer the chip in the bucket to the minifuge with the chip tab pointing in (toward the
center of the minifuge), then centrifuge for 30 seconds.

6. Turn the chip so that the chip tab is pointing out (away from the center of the minifuge),
then centrifuge for 30 seconds.

7. Remove the bucket from the minifuge, then place it on a flat surface. Set the volume of
the pipettor as follows, depending on your chip type:

* Ion 316™ or Ion 318™ Chip: 25 pL

8. Tilt the chip at a 45° angle so that the loading port is the lower port, then insert the pipette
tip into the loading port.

9. Without removing the tip, slowly pipet the sample out and then back into the chip one
time. Pipet slowly to avoid creating bubbles.

10. Slowly remove as much liquid as possible from the chip by dialing the pipette. Discard
the liquid.

11. Turn the chip upside-down in the bucket, transfer it back to the minifuge, then centrifuge
for 5 seconds. Remove and discard any liquid.

12. If some liquid remains in the chip, lightly and rapidly tap the point of the chip tab against
the benchtop a few times, then remove and discard any collected liquid. Do not flush the chip.

13. When chip loading is complete, press Next on the touchscreen, then proceed immediately
to performing the run.

Select the Planned Run and perform the run

Select the Planned Run

1. Press Browse next to the Planned Run field and select the name of the plan you created,
then touch Next.

2. Confirm that the settings are correct. If necessary, make any changes using the touchscreen
controls.

Perform the run

1. After you enter the Planned Run, press Next to verify the experimental setup. Press OK
to confirm the settings or press Cancel to return to the touchscreen to adjust the settings.

2. When prompted by the instrument, load and clamp the chip, then press Next.

3. At the beginning of the run, visually inspect the chip in the clamp for leaks before closing
the cover. The instrument will flush any loose ISPs from the chip and begin calibrating the chip.

4. When the calibration is complete (~1 minute), the touchscreen will indicate whether
calibration was successful.

5. After 60 seconds, the run will automatically begin, or press Next to begin the run
immediately.

6. When the run is complete, leave the chip in place, then touch Next to return to the Main
Menu. You can then remove the chip and proceed with another run or perform a
cleaning/initializing if required.
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Priloha E: Maps — QIIME

#SamplelD
1
2

o g B~ W

~

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

BarcodeSequence
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT

obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity

obesity

LinkerPrimerSequence Study

6
12
22
28
31
38
44
47
1

7

13
17
23
33
39
46
2

8

14
18
24
30
34
40
3

9

45
19
25
29
35
41
4

10
15
20
26
48
36
42
5

11
16
21
27
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Sample
23
37
26
32
54
47
52
49
16
7
31
51
21
15
29
30
42
8
34
6
18
45
27
38
50
33
10
13
17
20
19
9
24
36
12
41
11
25
48
53
22
14
46
40
2

Mouse

caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum
caecum

caecum

Tract
STD
STD
STD
STD
STD
STD
STD
STD
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-L
Krill-L
Krill-L
Krill-L
Krill-L
Krill-L
Krill-L
Krill-L
CalL-L
CaL-L
CaL-L
CalL-L
CaL-L
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46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
9%

GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT
GGATTAGATACCCTGGTAGT

obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity
obesity

obesity

32
37
43

12
22
28
31
38
44
47

13
17
23
33
39
46

14
24
30
34
40

45
19
25
29
35
41

10
15
20
26
48
36
42

11
16
21
27
32
37
43
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28

23
37
26
32
54
47
52
49
16

31
51
21
15
29
30
42

34
18
45
27
38
50
33
10
13
17
20
19

24
36
12
2
11
25
48
53
22
14
46
40

28

caecum
caecum
caecum
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon
colon

colon

CaL-L
CalL-L
Cal-L
STD
STD
STD
STD
STD
STD
STD
STD
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
cHFc-F
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-H
Krill-L
Krill-L
Krill-L
Krill-L
Krill-L
Krill-L
Krill-L
Krill-L
CaL-L
CalL-L
CaL-L
CalL-L
CaL-L
CalL-L
CalL-L
CaL-L



Priloha F: Analyza NGS dat ve formatu *.fastq -
QIIME

Pro jeden vzorek:

convert_fastaqual_fastq.py -f /home/qgiime/pgm/01.fastq’ -o ‘/home/qiime/pgm/01' -c
fastq_to_fastaqual

validate_mapping_file.py -m ‘/home/qgiime/pgm/01/maps01.txt' -b -p -0
'lhome/qiime/pgm/01/01_mapping_check'’

split_libraries.py -m ‘/home/giime/pgm/01/maps01.txt' -f '/home/qiime/pgm/01/01.fna’ -
g '/home/giime/pgm/01/01.qual’ -o /home/qgiime/pgm/01/01_split' -b 0 -p -1 250 -w 50 -s
15

cat '/home/qiime/pgm/01/01_split/segs.fna> '/home/qiime/pgm/combined_segs.fna’

validate_demultiplexed_fasta.py -m '/home/giime/pgm/maps.txt’ -i
'lhome/giime/pgm/combined_segs.fna’ -o 'Yhome/qgiime/pgm/validate_demultiplexing' --
suppress_barcode_checks

identify_chimeric_segs.py -m usearch61 -i /home/qgiime/pgm/combined_seqgs.fna’ -r
'lhome/giime/pgm/chimera/97_otus.fasta' -o 'Yhome/giime/pgm/chimera/' --threads 4

pick_open_reference_otus.py -i /home/giime/pgm/combined_seqgs.fna' -o
'lhome/qgiime/pgm/open_ref_OTU_pick’ -p home/qgiime/pgm/param.txt’

biom summarize-table -i
'lhome/qgiime/pgm/open_ref OTU_pick/otu_table_mc2_w_tax.biom' -0
'lhome/qgiime/pgm/open_ref_OTU_pick/otu_table_summary.txt'

core_diversity_analyses.py -0 '’Thome/giime/pgm/core_diversity' -i
'lhome/qiime/pgm/open_ref OTU_pick/otu_table_mc2_w_tax.biom'-m
'lhome/giime/pgm/maps.txt’ -t 'home/qgiime/pgm/open_ref OTU_pick/rep_set.tre' -e
1212 -p ‘home/giime/pgm/param.txt’ -c Description

alpha_diversity.py -i
'lhome/qgiime/pgm/open_ref_OTU_pick/otu_table_mc2_w_tax.biom' -m
chaol,observed otus,equitability,gini_index,observed_species,shannon,simpson -0
/home/giime/pgm/caecum_alpha.txt
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Priloha G: Obsah prilozeného CD

Klic¢ova slova

Abstrakt ¢esky

Abstrakt anglicky

Naskenované zadani diplomové prave

Kompletni diplomova prace
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