CESKE VYSOKE UCENi TECHNICKE V PRAZE

Fakulta biomedicinského inzenyrstvi
Katedra pfirodovédnych obort

Molekularné genetické metody studia vlivu infekce Leishmania major na
mikrobiom traviciho traktu mysi

Estimation of influence of Leishmania major infection on mouse gut
microbiome by tools of molecular genetics

Diplomova prace

Studijni program: Biomedicinska a klinicka technika

Studijni obor: Pfistroje a metody pro biomedicinu

Vedouci prace: RNDr. Tat’ana Jarosikova, CSc.

Odborny konzultant: Ing. Jakub Mrazek, PhD.

Bc. Barbora Zavolokova

Kladno, Cerven 2018



[ Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta biomedicinského inzenyrstvi

Katedra prirodovédnych obort Akademicky rok: 2017/2018

Zadani diplomové prace

Student: Bc. Barbora Zavolokova

Studijni obor: Pristroje a metody pro biomedicinu

Téma: Molekularné genetické metody studia vlivu infekce Leishmania major
na mikrobiom traviciho traktu mysi

Téma anglicky: Estimation of influence of Leishmania major infection on mouse gut

microbiome by tools of molecular genetics

Zasady pro vypracovani:

Ukolem préce je e & @
1) Seznamit se s metodikou a vypracovat literarni reéerél 0 parazitu Leshmama major a zpusobech popisu
mlkroblomu travlciho trald:u‘ .

genu metod : ?CR. kvﬂnhﬁkace‘nﬂ]n'oorgamzmu
) I ovénf NK véetnd stahshckeho

vyhodnocem
3) Srovnat metody lzolace‘ k
4) S pouzitim vyse uvedenyck
mysi. Testované budou vn

MD, Knight R, Gordon JI Evolution of mammals and their gut microbes, Séiefice 329 zaoa 1647-1651 s.
[3] Inglis GD, Thomas MC, Thomas DK, Kalmokoff ML, Brooks SPJ, Selinger LB, Molecular methods to measure
intestinal bacteria, ] AOAC Int 95 (1), 2012, 5-20 s.

Vedouci: RNDr. Tatana Jarosikova, CSc.
Konzultant: Ing. Jakub Mrazek, Ph.D.

Zadani platné do:s _ 20.09.2019 52

- e

vedouci katedry / pracoviste ' dékan

V Kladné dne 23.10.2017



Fakulta biomedicinského inzenyrstvi
Ceské vysoké uceni technické v Praze

Nazev diplomové prace: Molekularné genetické metody studia vlivu infekce

Leishmania major na mikrobiom traviciho traktu mysi

Abstrakt:

Leishmanidza je jednou z nejvice opomijenych nemoci. Je zplisobena parazitickym prvokem
rodu Leishmania. Toto onemocnéni je problém v 98 zemich po celém svété. Kazdy rok toto
onemocnéni zpusobi asi 50000 umrti. Je znamo, Ze stfevni mikrobiota maji vliv na imunitni
systém a piipadna mikrobialni dysbioza zptisobena onemocnénim nebo infekci parazity muze
mit negativni vliv na zdravi hostitele. Pfedstavujeme metody molekularni biologie pro
zkoumani vlivu L. major na stievni mikrobiom. Nasim cilem bylo identifikovat zmény osidleni
tlustého a tenkého stieva zpusobené infekci parazitem L. major. VSechny parametry byly
analyzovany 8 tydnu po infekci L. major. Zaméfili jsme se na analyzu mikrobiomu pomoci
metody PCR-DGGE, vybrané zony gelu byly nasledné identifikovany pomoci Sangerova
sekvenovani pro vytvoreni dendrogramu a shlukové analyzy. Mikroby byly dale analyzovany

sekvenovanim nové generace (lon Torrent PGM). Data byla analyzovana softwarem QIIME.

Klicova slova: Leishmania major, mysi model, tenké stfevo, tlusté stievo, fecal kit
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Master’s Thesis title: Estimation of influence of Leishmania major infection

on mouse gut microbiome by tools of molecular genetics

Anotation:

Leishmaniasis is one of the most neglected diseases. It is caused by protozoan parasite of genus
Leishmania. The disease is a health problem in 98 countries worldwide. It caused about
50000 deaths each year. Intestinal microbiota plays a key role in development of immune
system. The microbiota dysbiosis caused by disease or parasite infection can have negative
effect on host’s health. We present use methods of molecular biology for examination of
influence of L. major infection in gut. We aim to identify colonization changes in colon and
small intestine after L. major infection. All these parameters were analysed 8 weeks after
infection of L. major. We focused on the PCR-DGGE method, selected bands were identified
by Sanger sequencing which lead to dendrogram creation and cluster analysis. Microbes were
further analysed by sequencing of the new generation (lon Torrent PGM). Data was analysed
by QIIME software.

Key words: Leishmania major, mouse model, colon, small intestine, fecal kit
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’
Uvod
Leishmaniéza je parazitdrni onemocnéni, které se vyskytuje ve vice nez 90 zemich svéta.
Hlavné v tropech, subtropech a jizni Evropé. Vlivem klimatickych zmén a CastéjSiho cestovani
hrozi rozsifeni do dalSich zemi Evropy. Leishmaniéza je Casto oznaCovédna jako jedno
Z opomijenych tropickych onemocnéni dnesni doby, které zplsobuje vice nez 20000 umrti
rocné. V souCasné¢ dob¢ neexistuje ucinna vakcina, ktera by se dala pouzit pro 1écbu
leishmanidzy. Pouzivaji se 1éky, které jsou toxické a jejich ucinnost snizuje zvySujici se
rezistence parazitd. Parazitarni infekce ma negativni vliv na zdravi hostitele. Infekce parazitem
rodu Leishmania vyvolava zmény v metabolickych a imunologickych odpovédich. Stale se
mnoZi nové poznatky o projevu leishmanidzy u hostiteld, jejim vlivu na imunitni systém, ale
informace o dysbidze mikrobialnich organismii zpisobené timto onemocnénim jSOU omezené.
Kli¢em k rozvoji efektivngjsi identifikace a 1é¢by je hlavné pochopeni komplexni patogeneze
onemocnént.
Stfevni mikrobiom byl donedavna ptehliZzen, jelikoZ nebyly metody, které by ho dokazaly
identifikovat, coz se zménilo diky vyvoji sekvenacnich technologii a bioinformatiky, které
umoznily védcim studovat stievni mikroorganismy, jejich funkce a interakce s hostitelem.
Podrobny popis sloZeni mikrobiomu poskytl srovnani mezi osidlenim zdravého a patologického
gastrointestinalniho traktu. Dnes je dokazano, ze zdrava stfevni mikroflora je z velké Casti
zodpovédna za celkové zdravi hostitele. Stievni mikrobiota interaguji nejen spolu navzajem,
ale interaguji také s hostitelem, ptedevs$im s jeho imunitnim systémem. Ovliviwji také fadu
fyziologickych procest a ptisobi i na na§ mozek a vytvafi tzv. gut-brain axis, tedy spojeni mezi
stfevem a mozkem. Mikrobiom je dynamicky a mize byt béhem Zivota ovlivnén fadou faktort.
Tyto objevy piispély k uvaze nad terapeutickou modifikaci mikroflory at’ uz pomoci probiotik,
symbiotik, cilenych antibiotik nebo transplantaci stievni mikroflory. Z prokazanych ucinkt
probiotik miizeme zminit vliv na zmirnéni pfiznaku alergie, rakoviny, AIDS, infekci dychacich
cest a mocovych cest. Existuji také zpravy o ptiznivych uéincich na starnuti, tnavu, autismus,
osteopordzu, obezitu nebo diabetes 2. typu.
Dle dosavadnich studii se ve vétSiné pripadt parazité rodu Leishmania az do
gastrointestinalniho traktu nedostanou, ale uz nebylo prozkoumano, jestli po ndkaze dochézi ke
zméndm osidleni gastrointestindlniho traktu a mikrobiomu, ktery ovliviiuje zdravi jedince
a mohl by byt pomoci 1€kt ¢i potravinovych dopliikii pozménén smérem ke zdravému modelu
osidleni stfev, coz by mohlo mit za nasledek podpofeni imunitniho systému, zmirnéni projevii
infekce Leishmania major.
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1. Soucasny stav reSené problematiky

1.1. Leishmanioza

Leishmanioza je jednim ze zanedbavanych tropickych onemocnéni, pokud jde o objev a vyvoj
1ékt. Vyskytuje se, ve vice nez 90 zemich tropd, subtropt a jizni Evropy, pfevazné ve
venkovskych oblastech [1]. Nemoc ¢asto postihuje jedny z nejchudsich lidi na Zemi, ktefi jsou
nachylnéjsi kvali podminkam, ve kterych ziji (podvyziva, nuzna obydli, slaby imunitni
systémem ¢i nedostatek finan¢nich zdroju) [2].

Odhaduje se, Ze se kazdoro¢né vyskytne az 1 milion novych ptipadt a 20 000-30 000 tmrti [2].

1.1.1. Formy leishmanio6zy u lidi

Leishmanidéza je klinicky heterogenni syndrom, ktery je zplsoben intracelularnimi
parazitickymi prvoky rodu Leishmania. K pfirozenému pienosu tohoto parazita dochdzi
pfedev§im prostfednictvim kousnuti od infikované samicky bodavého hmyzu rodu
Phlebotomous nebo Lutzomyia. Nemoc muize byt prenesena také sdilenim stiikacek mezi
uzivateli nitrozilnich drog nebo krevni transfizi. Tyto zpiisoby pfenosu jsou ale velmi vzacné.
Leishmani6za se objevuje i u dalich obratlovcti naptiklad u pst nebo hlodaveu [2, 3, 4].
Projevy nékazy jsou zavislé na druhu leishmanie, jelikoz rizné druhy vyvolavaji rizné

manifestace onemocnéni, dale na imunitnim stavu hostitele [2, 3, 4].

Leishmani6za se vyskytuje ve tiech klinickych formach [2].

e kozni forma (L. major, L. tropica, L. aethiopica)
e mukokutanni forma (L. brazilensis, L. panamensis, L. infantum)

e visceralni forma (L. infantum, L. donovani, L. chagasi)

KozZni forma

Kozni leishmanidza je nejcastéjsi formou leishmaniozy. Zptsobuje kozni 1éze, hlavné viedy
viz obrazek 1, které mohou pietrvavat po dobu mésici, nékdy i let a hoji se jizvou. Kozni 1éze
se obvykle objevuji béhem nékolika tydnii az mésici po expozici. Léze obvykle nejsou
bolestivé, ale mohou byt bolestivé, pokud jsou léze infikovany bakteriemi nebo se 1éze
vyskytuji blizko Kloubu. Kozni 1éze se mohou zhojit spontanné. Tato forma onemocnéni neni

smrtelna [1, 2, 3, 4].
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Obrazek 1: Kozni forma leishmaniozy [1]

Mukokutanni forma

Slizni¢ni leishmaniéza se obvykle objevuje béhem nékolika let od pivodnich koznich 1ézi.
Avsak jsou ptipady, kdy se slizni¢ni a kozni 1éze mohou vyskytovat soubézné (mukokutanni
leishmanioza). Prvotni projevy slizni¢ni leishmanidzy jsou pretrvavajici neobvyklé nosni
ptiznaky (ucpany nos nebo krvacent), dale ptiznaky v ustni dutin€ nebo hltanu. Pokud se neléci,
muze nemoc postoupit do ulcerézniho poruSeni nasoorofaryngealni sliznice (kdy mize dojit
napiiklad k perforaci nosni pfepazky) nebo muize dojit k ¢astecnému nebo uplnému zniceni

sliznice nosu, Ust a hrdla, jak je vidét na obrazku 2 [1, 2, 3, 4].

Obrazek 2: Mukokutanni forma leishmanidzy [5]

Visceralni forma

Visceralni leishmanidza je znama také jako kala-azar nebo ¢erna horecka. Obvykle se vyskytuje
2 az 8 mésict po Stipnuti muskou. Typické klinické projevy viscerdlni infekce zahrnuji
nepravidelné zachvaty hore¢ky, =ztraty hmotnosti, zvétSeni sleziny a jater

(hepatosplenomegalie) a anémie. Dochazi tak k poskozeni vnitinich organt. Pokud tato forma
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neni lé¢ena zavazné piipady jsou obvykle smrtelné bud’ pfimo z onemocnéni, nebo neptimo

z komplikaci, jako je sekundarni bakterialni infekce nebo krvaceni [1, 2, 3, 4].

Obrazek 3: Visceralni forma Leishmaniozy, vyznacené zvétsené organy [104]

1.1.2. Pivodce onemocnéni

Rod Leishmania patii do ¢eledi Trypanosomatidae. V roce 1901, pti vySetiovani patologickych
vzorkl sleziny od pacienta, ktery zemfiel na kala-azar (nyni nazyvany visceralni leishmanio6za),
zaznamenal William Boog Leishman ovalné télo parazita, ktery tuto nemoc zpusobuje [6, 7].
Jedna se o skupinu parazitickych prvokd, ktefi jsou si navzajem podobni, morfologicky tézko
rozliSitelni. Paraziti jsou rozdéleni do dvou hlavnich skupin. Na druhy Starého svéta (tzv. Old
World), které se vyskytuji v Evropé, Africe a Asii, a druhy Nového svéta (tzv. New World)
vyskytujici se v Americe. Zatim bylo popsano ptiblizné 53 druht parazit, z nichz 31 druht
jsou parazity savcut a 20 druhd je patogenni pro ¢lovéka [8]. Mezi hlavni druhy nebezpeéné pro
cloveéka fadime L. donovani, L. infantum L. major, L. tropica, L. aethiopica. Distribuce

jednotlivych druhti ur€uje typ onemocnéni, ktery se vyskytuje v dané oblasti (viz tabulka 1).

[8]
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Tabulka 1: Vyznamné druhy paraziti rodu Leishmania a formy onemocnéni, které zptisobuji [8]

druh skupina vyvoland forma eografické rozsiFeni prenaset
Leishmania P onemocnéni geog (vektor)
Phlebotomus
L. aethiopica Old World kozni forma Etiopie, Kena longipes
P. pedifer
Severni Afrika, Stfedni vychod a P. papatassi
L. major Old World kozni forma Centralni Asie, Subsaharska Afrika, P. gqusc : '
Sudan, Severni Indie, Pakistan : a
L. mexicana New World kozni forma Centralni Amerika Lutzomyia olmeca
L. amazonensis  New World kozni forma Jizni Amerika L. flaviscutellata
kozni forma Jizni Amerika Psychodopygus
L. brazilienis New World
mukokutanni forma  Centralni Amerika a Mexiko Lutzomyia spp.
. L, . L. verrucarurn,
L. peruviana New World kozni forma Peru, Argentina L. pvmenis
Stfedomoti, Stfedni vychod, centralni
- visceralni forma, Asia, Pakistan, Cina, Centrani a jizni P. pcrniciosufi,
L. infantum Old World kozni forma Amerika, jizni Evropa, severovychod P. arias
Afriky
. Phiebotomus
L. donovani Old World visceralni forma Etiopie, ,S}l dan, Kena, Indie, Cina, arger)tlpes,.
Bangladés, Barma P. orinntalis,
P. martini

Paraziti jsou pfenaseni piseénymi muskami. Vice nez 600 druhti téchto musek je rozdéleno do

péti rodt: Phlebotomus a Sergentomyia ve Starém svété (Old Word) a Lutzomyia,

Brumptomyia a Warileya v Novém svété (New World). Avsak jedinymi prokazanymi vektory

lidské leishmaniozy jsou druhy rodu Phlebotomus a Lutzomyia [8].

1.1.3. Zivotni cyklus paraziti rodu Leishmania

Paraziti rodu Leishmania maji dualni zivotni cyklus, jak je vidét na obrazku 5. Nejdfive se

vyskytuje ve form¢ bicikatého promastigota a nasledné ve formé amastigota, jejich podoba je

zobrazena na obrazku 4. Promastigoti se nachazeji ve hmyzim vektoru a jsou pieneseni do

sav¢iho hostitele béhem sani krve [1, 9, 10].

a b

>T¢ §9 £
RO TS &
L \ \ o ‘6;’3 &gg
\ ’ - sd& 00’0(1
Wor B850 2%
Pl - & @d
.\.) N : i sE.:g . :!

: 5 )

;, ,%ﬁ L\B g‘ dg-“:gﬁ.

y‘ @ -
! ‘ﬁ 0 k; ( ,.9'0329.0. “

Obrazek 4: Promastigotni (2) a amastigotni (b) stadium [12]
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Promastigoti, ktefi se dostanou do hostitele jsou pohlceni makrofagy, dendritickymi buiikami
a neutrofily, které byly pfitahovany k mistu kousnuti. Jakmile je promastigot uvnitt fagozému,
preméni se do formy amastigota a znasobuje se jednoduchym délenim az do prasknuti
hostitelské buniky. Daéle se rozSifuje po t¢le hostitele a je pfipraven k opétovnému nasani
mouchou spole¢né s krvi. V piseéné musce se amastigot méni zpét na promastigota, ¢imz

dokon¢i svij cyklus [1, 9, 10]. Cely cyklus je zobrazen na obrazku 5.

I ierss S

Metacyclic
promastigotes

Procydlic promastigotes
by Simple division
change into
\etacyclic promastigotes r'Y
{ Female sandfly Mammals

by simple division

Amastigotes leave

nfected cells

Amastigotes released
n the midgut

Obrazek 5: Zivotni cyklus Leishmanie [105]

1.1.4. Diagnostika a 1écba leishmaniézy

V laboratofi je diagnéza kozni a mukokutdnni formy provadéna mikroskopicky pifimou
identifikaci amastigotniho stadia Leishmanii ve stérech z kozni 1éze obarvené Giemsovym
barvenim. Leishmanie jsou ve vzorku pozorovany ve form¢ kruhovych nebo ovalnych utvari
s charakteristickymi jadry, které maji 2-4 um v praméru. Dale dochazi ke Kultivaci a detekci
DNA pomoci metody PCR. Laboratorni diagnostika visceralni formy zahrnuje mikroskopické
pozorovani a kulturu z odpovidajicich vzorkd, detekce antigenu, sérologické testy a detekci
parazitarni DNA. Molekularni testy jsou citlivéjsi nez mikroskopické vySetfeni a kultivace
parazitl, ale zlstavaji omezeny pouze na referujici nemocnice a vyzkumna stfediska. BéZné

pouzivané vzorky jsou ze sleziny, kostni dien¢, jater, lymfatickych uzlin a periferni krve [3].

Aktualni 1é¢iva nejsou idealni pro 1é¢bu vzhledem k vysoké toxicité, problémy s rezistenci,
ceng, dlouhé délce 1é¢by. Kromé toho mnozi pacienti nejsou schopni dokoncit celou 1écbu.
Kombinace 1ékli prokazaly pozitivni vysledky, které by mohly byt kratkodobym feSenim

a oddalit nebo zabranit vzniku rezistence, zvysit G¢innost, nebo zkratit prubéh 1é¢by [1, 3].
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Hlavnimi druhy Iékd pouzivanych pro 1écbu visceralni leishmanidzy jsou slouceniny, které
obsahuji antimon. Patii mezi n¢ Meglumin antimoniate a Stiboglukonat sodny. Mukokutanni
leishmanioza je 1é¢ena pomoci l1éki jako Liposomalni amfotericin B a Paromomycin. Léky
mohou [éCit nemoc. Nicméné, 1écba je nejucinnéjsi, pokud je zahajena pted poskozenim

imunitniho systému [1, 4].

1.1.5. Leishmania a travici trakt

Rozsifeni Leishmanii v organismu zavisi na pienaseném druhu. Nékteré druhy se usazuji
v kizi, jiné maji schopnost $ifit se do bun¢k retikuloendotelialniho systému po celém téle,
napt. do sleziny, jater, kostni diené¢ nebo vyjime¢né do gastrointestinalniho traktu [11].
Postizeni gastrointestinalniho traktu je za normalnich imunologickych podminek vzacné,
vyskytuje se nejcastéji u pacientl postizenych infekci HIV. Existuji vSak pfiipady
imunokompetentnich pacientl, ktefi trpéli dlouhodobymi silnymi prijmy, az po rozséhlych
vySetienich jim byla diagnostikovana leishmaniéza [12, 13]. Postizeni traviciho traktu vede
K prijmm, bolesti bficha, ztraté hmotnosti [14]. NejcastéjSim mistem kde byly pozorovany
léze byl dvanactnik, byly v§ak pozorovany od jicnu po kone¢nik. Pfedpoklada se, Ze ptiznaky
enteropatické visceralni leishmaniézy mohou byt kombinaci mechanické okluze sliznice
parazity, nadmérného bakterialniho rustu, ¢asteéné atrofie klkt, zménéné motility [13]. Béhem
diagnézy pacientii S chronickymi patologiemi gastrointestinalniho traktu z neendemickych
oblasti je na misté zvazeni moznosti nakazeni Leishmanii, coz muze vést k brzké diagnostice

a nasazeni 1é¢by [13].

1.2. MySi model

Pouziti mys$iho modelu v biomedicinském vyzkumu pfispélo k pokroku ve zdravotnictvi. Bylo
zjisténo, Ze regulace genl a dalsi systémy, které jsou pro savce dulezité, jsou mezi lidmi
amySmi podobné. Naptiklad specifické rozdily v sekvenci DNA, které se poji s uréitymi
onemocnénimi u lidi, maji ¢asto i mysi jedinci. Tato zjisténi vedla k zavedeni mysiho modelu
pro vyzkumné tcely [15].

Mysi jsou kiiZzeny pro ziskani geneticky identickych kmenl. Tato jednotnost umoziiuje
presnéjsi a 1épe opakovatelné experimenty. Nejcastéjsimi kmeny laboratornich zvifat jsou

kmeny inbredni, kongenni, transgenni, konsomické, mutagenni aj. [15, 16].
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Inbredni kmeny

Inbredni kmeny jsou geneticky jednotné mysi modely, které mohou byt vyuzity pro Sirokou
Skalu vyzkumu onemocnéni, protoze kazdy inbredni kmen ma jedine¢né kombinace fenotypu
a alel. Nékteré kmeny jsou tak nachylné k ur¢itym onemocnénim, zatimco jiné jsou rezistentni.
V tomto kmenu, jsou mysi $lechtény bud’ bratr se sestrou nebo rodi¢ s potomkem po dobu
nejméné dvaceti po sob¢ jdoucich generaci. Vznika tak linie, kterd je geneticky a fenotypové

shodna [15, 17].

Rekombinantni kongenni kmeny

Rekombinantni kongenni kmeny dovoluji analyzu multifaktoridln€é podminénych znaki.
Tento kmen vznika kiiZenim dvou inbrednich kment. Nasledné dochazi ke zpétnému kiizeni
téchto kment, jeden z kmenil stdva darcem casti genomu na genetické pozadi druhého kmenu,
ktery je ptijemcem. Takto vznikli potomci se mezi sebou dale kiizi, aby vznikla skupina
jedinct, jejichz genom je tvoten 12,5 % genti od darce a 87,5 % genti piijemce. Geny téchto

jedinct se mezi sebou 1isi a mohou se i piekryvat [18, 19].

Germ-free zvirata
Takzvané germ-free mysi se pouzivaji pro studium interakci mezi mikrobioty s jejich
hostitelem. Tato zvifata jsou chovana sterilnich podminkach a nejsou proto osidleny

mikroorganismy [20].

1.3. Mikroflora traviciho traktu

Je znano uz vice nez tii desetileti, ze lidské télo obsahuje desetkrat vice mikrobialnich bun¢k
(viadu 10'%) nez bunék eukaryotickych, jenz jsou v lidském t&le. Tyto mikroorganizmy
kolonizuji prakticky kazdy povrch lidského téla, vetné kiize, Ustni dutiny, respirac¢niho
systému, urogenitalniho systému a gastrointestinalniho traktu. Pravé gastrointestinalni trakt je
zdaleka nejhustéji osidlenym organem [21, 22].

Mikroorganismy, které se nachazi v gastrointestindlnim traktu nebo jim prochazeji, jsou
oznacovany jako intestindlni mikrobiota. [21] Tato mikrobiota zahrnuji nejen bakterie, ale
i dalsi mikroby jako jsou houby, archaea, viry a prvoky. [23] Jsou pfitomny v travicim traktu
zdravého cloveéka v urcité kvantitativni a kvalitativni rovnovaze a vytvaii tak komplexni

a dynamicky ekosystém [21, 22, 24].
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V lidském gastrointestinalnim traktu se nachazi 400-500 mikrobialnich druhti. [24] Tyto druhy
I jejich hustota se méni v jednotlivych ¢astech gastrointestinalniho traktu. Coz je zpusobeno
fyzikaln¢-chemickymi podminkami, které se 1isi pro jednotlivé oblasti stfev a ovliviuji tak
slozeni stievni mikroflory. Hlavnimi fyzikalné-chemickymi faktory jsou intestinalni motilita,
pH, redoxni potencial, zadsoby zivin, sekrety (napf. kyselina chlorovodikova, travici enzymy,
zlug ¢i hlen) [21].

Dochazi k postupnému piechodu z dominance aerobnich organismii v proximalnich castech
travici trubice k pfevaze anaerobnich organismt v distalnich oblastech gastrointestinalniho
traktu a zaroven dochazi ke zvySeni pocétu bakterialnich kolonii v aboralnim sméru, jak je
uvedeno v tabulce 2 [25]. Zastoupeni jednotlivych bakterialnich druhd v gastrointestinalnim

traktu je zobrazeno na obrazku 6.

Eomagus pH
<40
Megasphaer, Preudomonas, Stomach pH
Frevotell, Roths 6., 2
Sreptococaus, Vellonely
Streptococrus, Lactobacites,
Frevoesil, Emterocoaus,
Helcobaczer pyiort
Colon pH

Small inteszne pH

Obrazek 6: Rozlozeni mikroflory podél jednotlivych oblasti gastrointestinalniho traktu [23]

Tabulka 2: Poéty bakterialnich kolonii podél gastrointestinalniho traktu [21]

Zaludek a dvanactnik Lacnik a kycelnik Tlusté stfevo
Pocet mikrobialnich kolonii 10'-10* 10%-108 10%0-10%2

1.3.1. Vyznamné druhy stifevni mikroflory

Pfi narozeni je gastrointestinalni trakt sterilni. Faktory ovliviyjici kolonizaci zahrnuji gestacni
vek, zplsob porodu, poporodni vyziva. Novorozenci se vyznacuji nizkou rozmanitosti
mikrobialnich druht a relativni dominanci kmenid Proteobacteria a Actinobacteria. Dale se
mikrobiota stavaji rtznorod¢jsimi a dominuji kmeny Firmicutes a Bacteroidetes, které
charakterizuji dospély mikrobiom. Ptiblizné ve v€ku 2,5 roku se mikroflora podoba dospélé

Z hlediska sloZeni. V nasledujicich letech sloZeni stfevni mikroflory ziistdvd pomérné
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konstantni az do pozdéjsiho zivota. Slozeni flory je podminéno nejen vékem, ale také
stravovacimi navyky a socioekonomickymi podminkami [26].

Studie prokazaly, ze na Urovni kmenl vétSina stfevnich bakterii patfi ke dvéma hlavnim
kmenim, Bacteroidetes a Firmicutes [27]. Kromé téchto dvou kment se na osidleni stfeva
podili také dalsi kmeny Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, Spirochaetes,
Verrucomicrobia a Lentisphaerae [21]. O c¢tyfech hlavnich kmenech pojednava nasledujici

kapitola.

Actinobacteria

Pokud jde o pocet a rozmanitost identifikovanych druhti, kmen Actinobacteria piedstavuje
jednu z nejvétSich taxonomickych jednotek. Zahrnuje 5 podtiid a 14 podiadd. Obsahuje
grampozitivni bakterie s vysokym obsahem G+C bazi ve struktuie DNA (> 50%).
Actinobacteria vykazuji Sirokou Skalu morfologii, koky (Micrococcus), tycky (Arthrobacter),
rozvétvena mycelia (Streptomyces), z nichz mnohé mohou tvofit spory [28].

Actinobacteria jsou schopna produkce extracelularnich enzymt a vytvoreni Siroké skaly
sekundarnich metabolitl, z nichz mnohé maji antibakterialni a antifungalni vlastnosti a jsou
ucinnymi antibiotiky. Dale se Actinobacteria vyskytuji jako souéast pudy, komenzalové rostlin
nebo jako soucast gastrointestinalniho traktu [28].

Hlavnim druhem, ktery obyva gastrointestinalni trakt, jsou bakterie rodu Bifidobacterium.
Bifidobacteria jsou v souc¢asné dobé zastoupeny vice nez 30 druhy, které byly izolovany hlavné
z gastrointestinalniho traktu rlznych zvifat a lidi. Maji svoji charakteristickou morfologii
a fyziologii [29].

Bifidobacteria jsou nepohyblivé, nesporulujici ty¢ky s proménnym vzhledem, obvykle
zakiiveny a rozvétveny. Bifidobacteria jsou obecné popsany jako piisné anaerobni, ale nékteré
kmeny jsou dle soucasnych studii schopny tolerovat kyslik, citlivost na kyslik se vSak mize
mezi jednotlivymi druhy lisit. Bifidobacteria patii mezi sacharolytické organismy, rozkladaji
sacharidy a maji schopnost fermentovat glukdzu, galaktozu a fruktézu [29]. Mnoho téchto
bakterii se proto pouziva jako uc¢inné latky v takzvanych funkénich potravinach pro své zdravi

podporujici, probiotické vlastnosti [28, 30, 31].

Bacteriodetes

Bakterialni kmen Bacteroidetes se vyznacuje vysokou diverzitou. Zahrnuje 4 tridy: Bacteroidia,
Flavobacteria, Sphingobacteria a Cytophagia, které predstavujici ptiblizné 7000 ruznych druht.
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VSechny tyto bakterie jsou gram negativni. Vyskytuji se zde jak pfisné anaerobnich
Bacteroides, tak striktn& aerobni Flavobacteria. Clenové tohoto kmenu kolonizuji ptdy, ocean,
sladké vody a gastrointestinalni trakt (GIT), kde maji rozli¢né biologické funkce. Stievni
mikrofléra je slozena hlavné z bakterii rodt Bacteroides, Prevotella a Porphyromonas, zatimco
zivotni prostiedi je osidleno ptedevsim bakteriemi tfidy Flavobacteria, Cytophagia,
a Sphingobacteria [32].

Clenové Bacteroidetes obyvaji pievazné distalni ast stieva, kde se podileji na zasobovani
hostitele energii ziskanou z fermentace jinak nestravitelnych polysacharidii obsazenych ve
stravé. Tato aktivita produkuje mastné kyseliny S kratkym fetézcem [33]. Nékolik studii
prokazalo vliv Bacteroidetes na normalni vyvoj gastrointestinalniho traktu, coz bylo prokazano
na tzv. germ-free animals, ktera vykazovala odlisné osidleni gastrointestinalniho traktu ve
srovnani s konvenénim, coz vede ke zménam v morfologii a funkci. Bacteroides ptispivaji ke
zdravi svého hostitele interakcemi s imunitnim systémem a omezenim Kkolonizace

gastrointestinalniho traktu potencialnimi patogennimi bakteriemi [32].

Firmicutes

Kmen Firmicutes je v soucasné dob& nejveétsim bakterialnim kmenem. Tyto bakterie jsou ve
vétsin¢ piipadd gram-pozitivni organismy, ale jsou zde i vyjimky, které vykazuji gram
negativitu. Vyskytuji se v podobé kokti nebo tyc¢ek. Na rozdil od bakterii rodu Actinobacteria
se Firmicutes vyznacuji nizkym pomérem G a C bazi v DNA struktuie [21, 34].

Firmicutes tvofi nejvetsi ¢ast mysiho a lidského intestinalniho mikrobiomu. Mezi kmen
Firmicutes patii Bacilli, Clostridia, Thermolithobacteria, Negativicutes, Mollicutes,
Erysipelotrichia [35].

Nekteré bakterie rodu Clostridia mohou pusobit ve stievni mikroflote patologicky. Bakterie
tlustého stieva za normalnich podminek odolavaji invazi patogennich druhd. Tento stav mize
byt narusen pii 1é¢bé antibiotiky, kdy dochazi k invazi druhti produkujicich toxiny, jako jsou
Clostridium difficile nebo Clostridium septicum [36]. Ptesto druhy, které patii k rodu Clostridia
(napt. Clostridium leptum), maji vyznamny vliv na zdravi tlustého stfeva diky metabolickym
aktivitam téchto organismu [37].

Dalsi vyznamnou skupinou kmenu Firmicutes jsou bakterie rodu Lactobacillus, které patii do
tiidy Bacilli, Zastupci rodu Lactobacillus se fadi mezi bakterie mlééného kvaseni. Vyskytuji se

v rostlinach, sildzi, fermentovanych potravinach (jogurt, syr, olivy, okurky, salamy atd.) déle
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ustni dutiné ¢i gastrointestinalnim traktu. Obvykle se pouzivaji jako probiotika, kvuli svym

vlastnostem podporujicich zdravi [38].

Proteobacteria

Vsechny Proteobacteria jsou gramnegativni bakterie s vnéj$i membranou slozenou pievazné
z lipopolysacharidi. Clenové tohoto kmene vykazuji extrémni metabolickou rozmanitost [39].
Proteobacteria byla pozorovana v prostfedich jako je pida, rostliny, moifska voda, sladka voda,
atmosféra a v téle téle savci [40].

Tento kmen se sklada ze Sesti bakterialnich t¥id: Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-, Epsilon-
a Zetaproteobacteria. S vyjimkou tfidy Zetaproteobacteria byly pozorovany vsechny tiidy
kmene Proteobacteria na riiznych mistech lidského téla, véetné Gstni dutiny, kiize, vaginalniho
traktu a gastrointestinalniho traktu [40].

Proteobacteria zahrnuji Sirokou $kalu patogeni, jako jsou Escherichia, Salmonella, Vibrio,
Helicobacter a mnoho dalsich. Vzhledem k tomu, ze vyvazena stfevni mikroflora symbioticky
interaguje s imunitnim systémem hostitele, dokaze potlacit nekontrolovanou expanzi bakterii
kneme Proteobacteria. Proteobacteria ve stfevé mohou odrazet nestabilni strukturu intestinalni
mikroflory. K navySovani poctu jedincti kmene Proteobacteria dochazi naptiklad u Zalude¢niho

bypassu, metabolickych chorob nebo u zanétu stev ¢i rakoviny [41].

1.3.2. Funkce stievni mikroflory

Stfevni mikrobiota hraji vyznamnou roli v metabolickych, nutri¢nich, fyziologickych
a imunologickych procesech v lidském tele [21]. Udrzuji mikrobialni bariéru proti nezadoucim
organismim, Maji vliv na motilitu a prokrveni stievni stény, stimuluji stfevni imunitni systém,
produkuji vitaminy aj. [25].

Bakterie osidlujici gastrointestinalni trakt jsou rozhodujici pfi napadeni stiev exogennimi
mikroby. Rovnovaha mezi jednotlivymi druhy rezidentnich bakterii poskytuje stabilitu
mikrobialni populace jedince. Ochrana gastrointestinalniho traktu pied patogeny
(napt. salmonela, campylobacter) a pted potencialnimi patogeny (clostridia, helicobacter) je
zajistovana kolonizacni rezistenci, ktera vyuziva specifické mechanismy [24]. Mezi
mechanismy patii produkce bakteriostatickych a bakteriocidnich latek, snizeni stievniho pH,
obsazeni potencialnich vazebnych mist stievni vystelky atd. [25].

Hlavnim metabolickym tkolem mikroflory tlustého stieva je fermentace nestravitelnych
zbytkli. Dusledkem metabolické aktivity je znovu nabyti metabolické energie pro hostitele
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a energie a vyziva pro rast a proliferaci bakterii. Zdrojem energie je fermentace sacharidi
Vv tlustém stfevé. Mezi nestravitelné sacharidy patii velké polysacharidy (rezistentni Skroby,
celuloza, pektiny), nckteré oligosacharidy, které uniknou traveni, neabsorbované cukry
a alkoholy. Vysledkem fermentace je tvorba mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Proces,
ktery také produkuje mastné kyseliny s kratkym fetézcem je anaerobni metabolismus peptidi
a proteind. Stievni mikroorganismy zejména hraji roli v syntéze vitamint (napt. B12, K) a pfi
absorpci vapniku, hoi¢iku a Zeleza [23, 24, 42].

Stievni sliznice také pifedstavuje hlavni rozhrani mezi imunitnim systémem a vné&jSim
prostiedim. Proto stfevni lymfoidni tkan (GALT) obsahuje nejvétsi zastoupeni
imunokompetentnich bun¢k v lidském téle [42]. Stfevni imunitni systém tvofi lymfoidni tkan
sdruzena se sttevem. Tato stievni lymfoidni tkan interaguje se stfevnimi bakteriemi a sttevnim
epitelem [43]. Mikrobialni kolonizace gastrointestinalniho traktu ovliviiuje sloZeni stfevni
lymfoidni tkané, coz bylo dokazano na tzv. germ-free mysich, které méli nizkou hustotu
lymfoidnich bungk ve sliznici stfeva a nizkou koncentraci imunoglobulinti cirkulujicich v krvi
[42].

Imunitni déje, ke kterym dochazi na stfevni sliznici, nemaji jen lokalni vyznam, ale Gi¢astni se
také slizni¢ni imunity ostatnich organti a udrzuji tak homeostazu organismu [44].

Stfevni mikrofléra dale redukuje bakteridlni translokaci. Zabranuje praniku bakterii mimo
travici trakt do lymfatického systému. Bakteridlni translokace se omezené vyskytuje jako
fyziologicky proces, pfi naruSeni slizni¢ni bariéry mize dojit K narastu Cetnosti translokaci,
jedna se o patologicky stav, ktery je znam jako syndrom stfevni dysfunkce [23, 24, 42].

V soucasné dobé je prokdzana interakce mezi hostitelem a mikroby na rGznych trovnich,
od pfimé komunikace bun¢k az po rozsahlou systémovou komunikaci, ktera zahrnuje organy,
organové soustavy vcetné centralniho nervového systému [45]. Tento objev vedl k zavedeni
pojmu gut-brain axis pozdé&ji upfesnéného na tzv. mictrobiota-gut-brain axis, ktery se pouziva
k popisu obousmérné komunikace mezi CNS a stfevnimi orgdny. Komunikace mezi centralnim
nervovym systémem (CNS) a enterickym nervovym systémem (ENS) zahrnuje neuralni cesty,
stejné jako imunitni nebo endokrinni mechanismy. V souvislosti s touto osou je ¢asto spojovan
jeji vliv na onemocnéni souvisejici se stresem jako deprese ¢i uzkost, dale na Parkinsonovu

chorobu nebo autismus a v neposledni fadé také na syndrom drazdivého traéniku [46, 47].
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1.4. Molekularni metody v mikrobiologii

Vyzkum zahrnuje celou fadu laboratornich postupti, které vedou az ke konecné analyze

a vysledkiim. Zakladni mikrobiologické postupy jsou popsany v nasledujici kapitole

1.4.1. 1zolace nukleovych kyselin
Vychozim materidlem pro zna¢nou ¢ast genetickych analyz je vodny roztok DNA nebo RNA
[48]. Proto se provadi izolace téchto nukleovych kyselin. Vybér izolaéni metody zavisi na

vyuziti nukleové kyseliny, jelikoz jednotlivé analyzy vyzaduji rozdilnou kvalitu a mnozstvi
DNA [49].

Izolace DNA

Obecné se izolace DNA sklada ze ¢tyt dalezitych krokt. Nejprve je naruSena buiika nebo tkan,
tzv. lyze bunék zajistuje uvolnéni nukleové kyseliny. K naruSeni vzorku se pouzivaji
detergenty, které narusuji bunécné membrany. V ptipadé prokaryotickych bunék s pevnéjsi
sténou se vyuzivaji chemické latky (NaOH, SDS), enzymy (proteindza K) nebo mechanické
rozru$eni stény. Dale dochazi k degradaci nukleoproteinovych komplext a k inaktivaci nukleaz
DNazy v ptipad¢ izolace DNA. V poslednim kroku je DNA vysrazena pomoci alkoholu
arozpusténa pufru nebo demineralizované vodé. Ziskana nukleova kyselina by neméla
obsahovat zadné kontaminujici latky, vcéetné bilkovin, sacharidd, lipidi nebo jiné nukleové
kyseliny [48, 49, 50, 51].

V soucasné¢ dobé existuje mnoho specializovanych metod extrakce DNA. Obecné jsou
rozdéleny na metody, které vyuzivaji izolace v roztoku (fenol-chloroformova extrakce,
extrakce pomoci chelexu) a metody vyuzivajici kolony (extrakce na pevném povrchu). VéEtSina

téchto postuptt byla pfevedena do komerénich sestav, které usnadnuji procesy extrakce
biomolekul [49, 52].

e Extrakce pomoci kolon
Procisténi nukleovych kyselin na pevnych povrsich je zakladem vétSiny komeréné nabizenych
souprav. Extrakce na pevnych povrsich je zaloZena na vyuziti kolon a odstfedivé sily. Extrakce
se sklada ze ctyr krokti: 1lyza bunék, které¢ budou aplikovany do kolony, adsorpce nukleovych
kyselin na material kolony, promyti kolony a eluce nukleové kyseliny [49, 53].
Vzorek naruSeny pomoci lyza¢niho pufru je aplikovan do kolonky. Nukleova kyselina je
navazana do materialu kolony po pridani pufru s vysokym pH a koncentraci soli a naslednou

centrifugaci. Spolu s nukleovou kyselinou jsou do kolonky navazany i proteiny a jiné nezadouci
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slozky. Tyto latky jsou odstranény v promyvacim kroku. PouZitim promyvaciho pufru
a opétovné centrifugace jsou necistoty odstranény. V kolonce tak zistala navdzana jen
nukleova kyselina, ktera je elu¢nim cinidlem béhem posledniho odstfed’ovani uvolnéna

z kolony [49, 53].

Izolace RNA

Extrakce RNA je ¢isténi RNA z biologickych vzorkd. Postup izolace je komplikovan RNazami,
enzymy, které jsou schopné Stépit RNA a mohou tak zplsobit rychlou degradaci RNA
Vv pritbéhu izolace. Proto vSechny roztoky a materidl, které jsou pouzity béhem izolace, musi
byt zbaveny RNaz [54, 55].

Nejcastéjsi metoda pro izolaci RNA je pomoci guanidinium-thiokyanat-fenol-chloroformu.
(v prodejnich nazvech TRIreagent, TRIzol), ktery soucasné nerozpousti biologicky material
a denaturuje proteiny. Po rozpusténi, ptidani chloroformu dochazi k fazové separaci podobné
jako u fenol-chloroformové extrakce. RNA zistava ve vodni fazi, protein a DNA jsou

v organické fazi. Po odliti supernatantu s RNA Ize fazi s DNA uschovat pro izolaci kvalitni

DNA [54, 55].

1.4.2. Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je metoda vyvinutd v roce 1983. V dnesni dobé patii mezi
nepostradatelné metody vyuzivané v klinickych a vyzkumnych laboratotich. Zasadni vyhodou
této metody je zkraceni doby experimentu a uSetieni financi [56].

Tato metoda je zalozena na replikaci nukleové kyseliny. Vyuzitim cyklického opakovani
enzymatické syntézy zvoleného tiseku DNA lze vytvofit az miliony novych fetézct této DNA
[56]. Polymerazova reakce byla modifikovana do nékolika podob napt. kvantitativni PCR
reakce (qPCR), PCR reakce vyuzivajici reverzni transkripci (RT-PCR), tzv. hot-start
PCR reakce, nested PCR aj. [57].

Konvenéni PCR reakce

Do reakce standardné vstupuji DNA templat, primery, deoxynukleotidy, hofecnaté kationty
(MgCly), reakéni pufr, soli s monovalentnimi kationty, termostabilni polymeraza a voda
(demineralizovana, bez kontaminace a RNaz) [48].

Béhem polymeréazové fetézové reakce dochazi ke tiem cyklicky se opakujicim déjim. Prvnim

je denaturace dsDNA, ke které dochéazi pfi 94 °C. Béhem denaturace je rozpletena
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dvousroubovice DNA na dvé ssDNA vldkna (tzv. matrice). Nasledné¢ dochazi k nasedéani
dvojice primert (tzv. annealing), k tomuto jevu dochazi pii snizeni teploty na 30-65 °C. Primery
jsou tvofeny oligonukleotidy, které jsou komplementarni K jednotlivym matricim. V posledni
fazi jsou syntetizovany nové fetézce DNA pfti teploté 65-75 °C. Syntéza fetézcl probiha za
pfitomnosti termostabilni DNA polymerazy, ktera naseda do mist, kde je pfitomen primer a ve
sméru 5°- 3¢ syntetizuje komplementarni vlakno [48, 56, 58].

PCR reakce probiha ve specidlnim termocykleru, v némz se teplota méni automaticky béhem
cykld. V termocykleru miZzeme nastavit konkrétni teploty jednotlivych fazi reakce a také pocet
cyklu [48, 56, 58].

Kvantitativni polymerazova retézova reakce (QPCR)

Metoda qPCR také zvana PCR v redlném case je modifikaci standardni PCR techniky, ktera se
bézné pouziva pro kvantifikaci DNA nebo RNA ve vzorku. Vyhodami PCR v realném case je
moznost monitorovat prubéh PCR reakce, pfesné mefeni mnozstvi produktu v kazdém cyklu.
Vysledky PCR v realném ¢ase mohou byt bud’ kvalitativni (pfitomnost nebo absence sekvence),
nebo kvantitativni (pocet kopii) [59, 60].

Stejné jako v pripadé standardni PCR je qPCR charakterizovéana 3 hlavnimi kroky (denaturace,
annealing, syntéza DNA), které se opakuji zpravidla ve 40 cyklech. Po kazdém cyklu je
mnozstvi produktu méteno pouziti fluorescencnich sond nebo fluorescencnich barviv, které se
vazi DNA a poskytuji fluorescenéni signél pfimo umérny k poctu generovanych produkti
(amplikont), které vytvaii amplifika¢ni diagram (viz obrazek) [59, 60].

Celou reakci Ize popsat ¢tyimi fazemi. Ze zacatku reakce je narist DNA exponencialni, ale
fluorescence nepievySuje hodnoty pozadi. Pfiblizné¢ kolem desatého cyklu intenzita
fluorescence piesahuje hodnoty pozadi a je zachycena detektorem. Intenzita fluorescence by
Vv idealnim ptipadé méla odpovidat 2", kde n je pocet aktualnich cykld. V nasledujicich cyklech
se kiivka linearizuje a odpovida hodnoté 2n+1, kde n je pocet aktudlnich cykll. Po n¢kolika
cyklech ptechazi reakce do faze plato, kdy dochéazi k tnavé reakce. V této fazi nemusi hodnota
fluorescence odpovidat produkovanému mnozstvi DNA [59, 60]. VSechny faze jsou viditelné

na obrazku 7.
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Obrazek 7: Modelovy obrazek vysledku qPCR reakce [60]

1.4.3. Separa¢ni metody nukleovych kyselin

Elektroforéza je jednou z nejpouzivangjSich separa¢nich technik v laboratotich. Umoziuje
rozdéleni a identifikaci nukleovych kyselin na zaklad¢ rozdilné relativni molekulové hmotnosti
ve stejnosmérném elektrickém poli. V elektrickém proudu se nukleové kyseliny pohybuji
smérem ke kladné elektrodé (anodég), kvili zdporné nabité fosfatové skupiné, kterou maji.
Rychlost prostoupeni gelu je Umérna velikosti a prostorovému uspofddani molekul.
Rozlisujeme elektroforézu kapildrovou, horizontalni nebo vertikalni. Dale mezi separacni
metody fadime specialni modifikacikace jako pulzni gelovou elektroforézu (PFGE),
denatura¢ni gradientovou gelovou elektroforéz (DGGE), gelovou elektroforézu s teplotnim
gradientem (TGGE) aj. [56, 61].

Horizontalni gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza se provadi v horizontaln¢ usporadané elektroforetické vané. Bézné se
Vv laboratorni praxi pouzivaji dva druhy médii, agar6zové a polyakrylamidové gely. Agarozové
gely jsou tvofeny agar6zou, coZ je linearni polymer z motskych fas. Daji se lehce ptipravit
uvafenim praskové agar6zy v TBE pufru. Koncentrace gelu se odviji od velikosti zkoumanych
fragmentti. Cim mensi je fragment, tim koncentrovangjsi gel zvolime. Nejéast&ji se pouzivaji
1-3% gely. Polyakrylamidové gely vznikaji polymeraci akrylamidu a bisakrylamidu za
pfitomnosti persulfatu amonného a tetramethylethylendiaminu. Koncentrace akrylamidovych
gelil se pohybuje mezi 3-30 %. Jsou mnohem ptesnéjsi nez agardzové gely, dokazi rozlisit
fragmenty, které se liSi o jeden nukleotid. Pro vizualizaci vysledkli se vyuZiva

UV transiluminator, ktery produkuje zafeni mezi 254-366 nm. Ethidium bromid nebo
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vzorek je vyfocen pro odecteni vysledku a jeho archivaci [48, 58, 62, 63].

Denaturacéni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je molekularni tzv. fingerprint metoda,
ktera dokaze urcit genetickou rozmanitost v komplexnich mikrobidlnich ekosystémech, jako
jsou napftiklad gastrointestinalni trakt, puda, feky aj. Hlavni vyhodou této metody je jeji
potencial vizualné profilovat a monitorovat zmény, k nimz dochazi v rtiznych mikrobidlnich
spolecenstvech [64, 65].

DGGE je specialni typ gelové elektroforézy, ktera vyuziva konstantni teplo (piiblizné 60 ° C)
a rostouci koncentraci denaturacnich chemikalii. Jde o separacni techniku zalozenou na
elektrickém naboji, tvaru a molekulové hmotnosti ¢astic nukleovych kyselin nebo proteint [64].
DNA je nejdfive namnozena metodou PCR, produkty jsou nasledné vyuzity pro DGGE
analyzu. DNA je pfitahovana pozitivni elektrodou a nucena migrovat pies pory
polyakrylamidového gelu. Behem DGGE se vodikové vazby mezi pary bazi narusi teplotou
arostoucim gradientem denaturacnich chemikalii (mocovina a formamid). Ruzné sekvence
DNA (z rtiznych bakterii) budou denaturovany riznou koncentraci denatura¢nich chemikalii,
coz ma za nasledek vzorec pasem. Kazda zona (band) teoreticky pfedstavuje riiznou bakterialni
populaci pritomnou v komunité [64, 65].

Nasledné mohou byt vysledky nahrany do databazi, ve kterych mtize byt podobnost posouzena

pro stanoveni mikrobialnich strukturalnich rozdila [64, 65].

1.4.4. Purifikace nukleovych kyselin

Purifikace neboli ptecisténi PCR produkti je velmi dilezitym krokem pted mnoha aplikacemi
jako je sekvenovani, analyza pomoci DNA ¢ipu, restrikce aj. Pti purifikaci jsou ze vzorku DNA
odstranény primery, volné nukleotidy, které nebyly vyuzity pii reakci, enzymy a jiné necistoty.

Metoda se bézné provadi pomoci ptipravené komeréni sady [66].
1.4.5. Sekvenovani nukleovych kyselin

Sekvenovani nukleovych kyselin je hlavnim pilifem biologického vyzkumu. Existuje nékolik

generaci DNA sekvenacnich technologii [67].
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Sekvenovani DNA znamend ur¢eni potadi bazi, které tvoii molekulu DNA. Sekvence udava
druh genetické informace, které se prendsi v ur¢itém segmentu DNA. Tyto informace lze vyuzit

napf. pro definovani oblasti DNA, které maji regula¢ni schopnost [67].

Sangerovo sekvenovani

Prvni metodu sekvenovani DNA vyvinul Frederick Sanger v roce 1977. Tato technika je
zalozena na nahodném zac¢lenéni dideoxynukleotidi [68, 69].

Do kazdé ze Ctyi paralelnich reakci vstupuje DNA templat, primer, DNA polymeraza,
deoxynukleotidtrifosfaty (ANTPs) a jedna skupina modifikovanych dideoxynukleotidtrifosfata
(ddNTPs). Béhem reakce dochazi k zaclenovani deoxynukleotidd a prodluzovani DNA fetézce.
Kdyz je do rostouciho vlakna zaélenén dideoxynukleotid, zamezi dal§imu prodluzovani vlakna
a ukoncuje tak replikaci fetézce. Vznikaji rizné dlouhé fragmenty DNA s dideoxynukleotidy
(ddNTPs) na konci [68, 70, 69].

Vysledné fragmenty DNA jsou analyzovany pomoci gelové nebo kapilarni elektroforézy, kde
kazda ze Ctyf reakci probiha v samostatné draze, jak je zobrazeno na obrazku 9 vlevo. Gely se
zobrazuji pomoci UV zéfeni nebo metodou autoradiografie. Vysledkem je ur¢eni nukleotidové
sekvence templatu, kterda muze byt odectena piimo z gelu [70, 69, 71].

Technicky pokrok vedl k vylepseni, zrychleni a automatizaci procesu Sangerova sekvenovani.
V roce 1986 zacala spolecnost Applied Biosystems vyrabét piistroje pro sekvenovani DNA
zalozené na Sangerové metodé. Tyto pfistroje vyuzivali fluorescenéné znacenych
dideoxynukleotid (ddNTPS), coz umoznilo, aby reakce probihaly v jednom sloupci [70].

Pfi vyuziti fluorescenéné znacenych dideoxynukleotidi je kazdy dideoxynukleotid oznacen
jinou barvou, Ize tak provést analyzu v jedné zkumavce kapilarni elektroforézou. Sekvence
templatu, je odeétena pomoci laserové excitace a je vytvoren tzv. sekvenogram, ktery je vidét
na obrazku 8 vpravo. Tyto sekvenatory byly posléze vylepSeny piipojenim k pocitaci, ktery
sbiral, analyzoval a uchovaval data [70, 69, 71, 72, 73, 74].
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Obrazek 8: Vysledek elektroforézy a ptislusny sekvenogram [72]
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Sekvenovani nové generace (NGS)

V dnesni dobé poptavka po sekvenovani exponencialné nariistd, velké mnozstvi DNA je tieba
rychle, levné a pfesn¢ analyzovat. Tento stav vedl k vytvoreni novych technologii, které jsou
znamy jako sekvenovani nové generace. Existuje celd fada riznych NGS platforem, které
pouzivaji rizné sekvencni technologie a maji své vyhody i nevyhody. Mezi dostupnymi
platformami existuji rozdily v zavislosti na pouziti chemickych a detekénich metod. Metody
sekvenovani nové generace maji spolecné tti zakladni kroky (ptfiprava knihovny, amplifikace

knihovny, sekvenovani) [75]

e Piiprava knihovny
DNA je nejdiive fragmentovana pomoci enzymu nebo ultrazvuku. Nésledné dochazi k tiprave
koncli a vytvofeni fragmentli s tupym zakoncenim. V nasledujicim kroku jsou navazany
adaptéry pomoci DNA ligdzy. Adaptéry jsou kratké oligonukleotidy, které umoziiuji navazani
komplementarnich struktur. Knihovny DNA jsou zaroven oznaceny tzv. barcody, které rozlisuji

vzorky ve vysledcich sekvenovani [75]. Cely postup je zobrazen na obrazku 9.

Input DNA
Y
2 S DNAend polishing
. e Adaptor ligation
- Amplification with

sermmememeeen barcode index

Obrazek 9: Jednotlivé faze ptipravy knihovny upraveno podle [76]

o Amplifikace knihovny
V tomto kroku dochdzi k amplifikaci knihovny, aby byl vysledny signdl ze sekvenatoru
dostate¢né silny a byl piesné detekovan. Existuje n€kolik metod k vytvoteni tzv. PCR kolonii.

Nejcastéji lze vyuzit kulicky nebo pevny povrch sklicka [75].

Metoda amplifikace vyuzivajici kuli¢ky
Metoda kulicek vyuziva komplementarity adaptéru, kterym je opatfena DNA. Adaptér je
komplementarni k oligonukleotidu na povrchu kulicky. Nasledné je emulzni PCR metodou

DNA amplifikovana a na jednotlivych kulickéach je imobilizovdno az milion fragmenti DNA
32



Fakulta biomedicinského inzenyrstvi
Ceské vysoké uceni technické v Praze

(viz obrazek 10). Dale jsou kuli¢ky distribuovany na médium sekvenatoru, jedna se o ¢ip nebo

sklenény povrch. Tento postup vyuzivaji technologie 454, SOLiD nebo Ion Torrent [75].

& — (i ) — 3

Obrazek 10: Emulsni PCR metoda [75]

Metoda amplifikace na pevném povrchu

Amplifikace na pevném povrchu je zaloZena na vytvareni mostd (tzv. bridge amplification).
U této metody dochazi k amplifikaci DNA pfimo na pevném povrchu sklicka ne v emulzi jako
v ptedchozi metod¢ kuli¢ek. Tento postup vyuziva technologie lHlumina. [75]

Fragmenty jsou denaturovany a ve formé ssDNA jsou navdzany na povrch vlivem adaptéra.
Volny konec templatu interaguje s okolnimi primery, které jsou kovalentné vazany na povrchu
sklicka a poskytuji komplementarni konec, ke kterému se mize navazat ssDNA a vytvofit tak

most, jak je vidét na obrazku 11 [48, 75].

Template binding
Free templates hybridize
with slide-bound adapters

Obrazek 11: Amplifikace na pevném povrchu [75]

Ptidanim potiebnych reagencii pro amplifikaci jako je DNA polymeraza a volné nukleotidy
dochazi ke vzniku dsDNA. Opét dochazi k denaturaci, pivodni vldkno je odstranéno.
Syntetizované vlakno opét vytvoii mustek vlivem interakce s primerem a dochazi k syntéze
vlakna a vzniku dsDNA. Tato vldkna jsou znovu denaturovdna a obé vytvoii most
s komplementarnim oligonukleotidem vazanym na povrchu sklicka. Tento proces se opakuje
az do vytvoteni miliond kopii. V1dkna vZdy pfisedaji k nedalekym primertim a tak amplifikace

probihd ve skupinach. Jednotlivé skupiny vytvéaii totozné molekuly DNA. Po ukonceni
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amplifikace jsou vlakna opét denaturovana a reverzni vldkna jsou odstranéna pomoci

restrikénich enzymu [48, 75].

e Sekvenovani DNA

Technologie sekvenovani DNA jsou zaloZeny na nékolika riiznych pfistupech. Rozeznavame
napiiklad pyrosekvenovani, sekvenovani vazbou (ligaci), sekvenovani syntézou, iontové

polovodicové sekvenovani. Jednotlivé pristupy vyuzivaji komeréné dostupné technologie 454,

Illumina, lon Torrent, SOLID [75].

Roche 454

Roche 454 je prikladem pyrosekvenovani, je zaloZzeno na principu sekvenovani pomoci
syntézy. Dochazi zde k monitorovani pyrofosfatu, ktery se uvolfiuje béhem zaclenéni
nukleotidu [74, 77, 78].

Tato technika vyuziva emulzni PCR pro konstrukci PCR Kkolonii. Sekvena¢ni primer je navazan
na konec fetézce, nasledné Ctyfi rizné deoxinukleotidy postupné vstupuji do jamek s PCR
koloniemi. Kdyz je komplementarni nukleotid enzymaticky inkorporovan do vlakna, zptisobuje
uvolnovani pyrofosfatu. V pritomnosti ATP sulfurylazy a adenosinu se pyrofosfat preménuje
na ATP. Tato molekula ATP je vyuzita k preméné luciferinu na oxyluciferin, ten produkuje
svétlo. Svételnd emise je detekovana kamerou, kterd zaznamendva piisluSnou sekvenci.
Relativni intenzita detekovaného Svétla je tmérna mnozstvi pridanych bazi, tedy pokud jsou
pridany dvé¢ identické baze za sebou detekovana intenzita je rovna dvojnasobku vrcholu
intenzity. Baze, které nebyly zatazeny do vlakna, jsou degradovany pied piidanim dals$iho

nukleotidu. Tento cyklus pokracuje az do dokonéeni sekvenéni reakce [74, 77, 78].

ate "N
New Sequence Y . ATP

L L |
1 2. y 3.1 | Light Peak
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Enzyme pyrase
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Obrazek 12: Postup pyrosekvenovani Roche 454 [79]
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IHlumina

Sekvenator Illumina vyuziva technologii sekvenovani syntézou za pouziti odnimatelnych
fluorescen¢né znacenych nukleotidi ukoncujicich fetézec. Na rozdil od jinych metod vyuziva
tato metoda k amplifikaci fragmentd knihovny DNA mustkovou PCR. Enzymatické procesy
a zobrazovaci kroky technologie Illumina probihaji v pritokové buiice. Béhem sekvenovani
jsou PCR kolonie v prutokové bunce ¢teny jeden nukleotid po druhém v opakujicich se cyklech.
Béhem téchto cykla jsou fluorescenéné znacené dNTP zallenovany do rostouciho fetézce
DNA. Kazdy z ¢tyi ANTP ma odlisnou fluorescenéni znacku, ktera slouzi k identifikaci baze
a pusobi jako reverzibilni terminator, aby se zabranilo vicenasobnému rozsiteni. Po identifikaci

se fluorescencni skupina odstépi, deaktivuje se reverzibilni terminator a nastava dalsi cyklus
[74, 78, 80].

e

Obrazek 13: Postup sekvenovani syntézou [81]

lon Torrent

Ion Torrent je zastupcem iontové polovodi¢ového sekvenovani. Detekce zaclenénych bazi
béhem sekvenovani neni zaloZena na zobrazovani fluorescencnich signall, ale na uvolnéni
vodikového iontu béhem zaclenéni kazdého nukleotidu [74].

Tato platforma vyuziva pro amplifikaci knihovny emulzni PCR (emPCR) konkrétné metodu
kulicek. Kulicky jsou nasledné distribuovany do jednotlivych jamek ¢ipu. Kazda jamka
obsahuje jiny templat DNA [74, 80, 82].

Micro-machined wells ——————u 3

lon-sensitive layer ———

Proprietary jon SensSor —————e

Obrazek 14: Detail sekvenacniho ¢ipu pro lon Torrent sekvenovani [83]
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Sekvenacni Cip se sklada z vrstvy mikrojamek, pod kterymi se nachézi vrstva citliva pro ionty
a iontovy snima¢ (viz obrazek 14). Cip je navrzen tak, aby detekoval jednotlivé protony
produkované béhem sekvenaéni reakce. Cip je umistén do pratokové buiiky, kde je postupné
proplachnut jednotlivymi neznacenymi dNTP za ptitomnosti DNA polymerazy. Zaclenéni
komplementarniho nukleotidu do fetézce DNA uvoliiuje protony H* a méni pH okolniho
roztoku Zmeéna pH je detekovana iontovym ¢idlem a poté prevedena do digitalniho formatu.

Velikost signalu je umérna poctu zaclenénych nukleotida [74, 80, 82].

SOLID (Small Oligonucleotide Ligation and Detection Systém)

Nazev metody SOLID charakterizuje zakladni princip této metody. Dochazi zde k vyuziti
kratkych oligonukleotidu, které jsou vazany k fragmentu DNA, pomoci jejich fluorescenéniho
znaceni je detekovana sekvence DNA. Je to enzymaticka metoda sekvenovani, ktera vyuziva
DNA ligdzu namisto DNA polymerdazy za ucelem zabudovani nukleotidld, ¢imz se lisi
od ostatnich metod. Metoda SOLiD vyuziva pro imobilizaci a amplifikaci knihovny emulzni
PCR (emPCR). Kuli¢ky jsou nasledné naneseny na sklenény povrch. Sklenéna desti¢ka je
nasledné vloZena do sekvenatoru. Diky adaptériim navézanych na vldkno DNA muze byt na
volnou 5' fosfatovou skupinu navazana fluorescencné znacena sonda. Sonda ma délku 8 bp,
prvni dvé baze jsou specifické dalsi 3 baze jsou degenerované a posledni 3 jsou univerzalni,

které vazi fluorescenéni barvivo, jak ukazuje obrazek 15 [77, 78, 84, 85].

Cleavage site,
3 X Elisos
Fluore

3’ Ligation site ==p W ]_ﬂ

nnnzzsz

Obrazek 15: Postup sekvenovani SOLiD [86]

Vyuzivaji se ¢tyfi fluorescenéné znacené sondy, které sestavajici z jedné ze 16 moznych
dvoubazovych kombinaci zobrazenych na obrazku 16. Tyto sondy Soutézi o navazani na

sekvenac¢ni primer. Po ligaci se zachycuje fluorescence, coz odpovida sondé ligované [84].
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Obrazek 16: Mozné kombinace fluorescenéné znacenych sond [87]

Sekvenac¢ni reakce za¢ina vazbou primeru na adaptér a naslednou hybridizaci piislusné sondy
pomoci DNA ligazy. Zbylé oligonukleotidy, které nebyly zatazeny do vldkna jsou vymyta.
Signal je detekovan pomoci laserového paprsku, ktery dopada na fluorescencné znacenou
sondu, ta emituje svétlo, které dopada do detektoru. Po zaznamenani signalu je univerzalni ¢ast
sondy (posledni 3 baze) odstépena a za¢ina dalsi cyklus. Pfiblizné po 7 cyklech je DNA fetézec
denaturovan opét do formy ssDNA a je navazan novy primer, ktery odpovida délce n-1 a cely
postup se opakuje. Tento postup se opakuje pokazdé s novym kratSim primerem. (n-1, n-2, n-3
a tak dale) [77, 84].

1.4.6. Statisticka analyza NGS vysledkii
Sekvenovani nové generace dokaze analyzovat tisice vzorkii najednou. Vysledna data je nutné
nasledné statisticky upravit pomoci softwaru, ktery je schopny zpracovat velké mnozstvi

datovych souboru [75].

QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)

QIME je voln¢ pfistupny bioinformaticky software pro zpracovani dat ze sekvenatorii
technologii Sanger, Roche 454, Illumina nebo PGM lon Torrent [88].

Analyza se sklada zvytvofeni mapovacich souborti, které obsahuji podrobny popis
jednotlivych vzorkl a série piikazl, které se zadavaji do pracovniho okna. QIIME analyza
zahrnuje Sirokou $kalu analyz a vizualizaci mikrobialni komunity. Vysledkem jsou grafické

a textové soubory [88, 89].
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2.Clile a hypotézy

Hlavnim cilem diplomové prace je zjistit jaky vliv ma infekce Leishmania major na mikrobiom

traviciho traktu mysi. Dil¢i cile jsou nasledujici:

1) Seznamit se s metodikou a vypracovat literarni reSers$i o parazitu Leshmania major
a zpusobech popisu mikrobiomu traviciho traktu

2) Seznamit se s pristrojovym vybavenim nutnym pro zvladnuti molekularné genetickych
metod a praktické zvladnuti izolace DNA a RNA, amplifikace vybranych genti metodou
PCR, kvantifikace mikroorganizmii metodou real-time PCR, elektroforetické techniky
(DGGE) a sekvenovani NK, vcetné statistického vyhodnoceni

3) Srovnat metody izolace eukaryotické a prokaryotické DNA

4) S pouzitim vyse uvedenych metod srovnat vliv infekce Leishmania major na mikrobiom
traviciho traktu mysi. Testované budou vnimavé a rezistentni kmeny mysi, vcetné

negativnich kontrol.
Piedpokladané hypotézy vlivu Leishmania major na mikrobiom traviciho traktu mysi, které
vychazi z vypracované reserse, jsou nasledujici:
HO: ZhorSeni zdravotniho stavu vlivem infekce Leishmania major se projevi ve zméné

mikrobiomu.

H1: Kmeny mysi vnimavéjsi k infekei budou mit vyraznéjsi zmény mikrobiomu.
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3. Metodika vyzkumu

Experiment jsme realizovali v laboratofich Ustavu zivo&isné fyziologie a genetiky
AV CR, v. v. i. a na Oddéleni molekularni a bunééné imunologie Ustavu molekularni genetiky
AV CR, v. v.i. Vie za podpory grantt CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/0000460, GACR 14-30186S,
GACR 16-22346S RVO: 68378050, SGS18/202/0HKA4/3T/17, SGS15/173/OHKA4/2T/17.

3.1. Sbér vzorku
Pro experiment jsme vyuzili mysi model, ktery se vyuziva pro vyzkum lidskych fyziologickych
a patologickych funkci. Vyuziva se zde geneticka podobnost obou organismi, jelikoz mys

a ¢lovek sdili vic nez 99 % gena [90].

3.1.1. Mysi
Do experimentu bylo zarazeno celkem 58 mysich samic. Jednalo se o 18 jedinct laboratorniho

kmenu mys$i BALB/c vnimavého na nakazu Leishmania major, 18 jedinci kmenu STS
rezistentniho na nakazu Leishmania major a 22 jedinct kmenu CcS-20, ktery vykazuje z 12,5 %
geny STS az 87,5 % geny BALBI/c, jak je vidét na obrazku 17. Z kazdého kmenu byla polovina
jedincti nakazena parazitem Leishmania major. Druhd polovina mysi byla ponechana bez
infekce jako kontrolni vzorek.

Mysi byly inokulovany 50 ul sterilniho fyziologického roztoku s paraziem Leishmania major,
zatimco kontrolnim neinfikovanym mys$im bylo podano 50 ul sterilniho fyziologického

roztoku. Inokulace byla pro vedena do mist nad kofenem ocasu.

Chromosomes
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Obrazek 17: Zastoupeni jednotlivych zakladnich kment pfi kiizeni (upraveno podle [91])
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3.1.2. Leishmania major
Parazity rodu Leishmania major jsme pro tento experiment zvolili kvili skute¢nosti, ze u mysi

vyvolava visceralni typ nemoci, stejné jako zptsobuje L. donovani u lidi. Pro experiment byly
vyuZziti paraziti Leishmania major LV 561 (MHOM/IL/67/LRCL 137 JERICHO II).
Z amastigotniho stadia byli paraziti transformovani na promastigotni stadium pomoci média
SNB-9 [92]. Paraziti byly nasledn¢ kultivovani po dobu 6 dni [93].

3.1.3. Zpracovani vzorku
Biologicky material jsme ziskali z humanné usmrcenych mysi ve spolupraci s UMG AV CR

V. V. i. Abychom mohli sledovat manifestaci parazitarniho onemocnéni u jednotlivych druht,
byla my$im méfena velikost koznich 1ézi jednou tydné pomoci posuvného métidla. Osm tydnti
po nakaZzeni byly mysi usmrceny. Vahy vyjmutych jater a slezin byly zaznamendny do
databaze, ktera je zahrnuta v pfiloze A. K samotnému experimentalnimu zpracovani jsme
zatadili vzorky tenkého a tlustého stfeva. Stieva byla po vyjmuti, co nejrychleji zamrazena
v tekutém dusiku, kvili zamezeni degradace tkané a jeji DNA. Nasledné¢ byla uchovana

Vv teploté -20 °C az do provedeni izolace DNA.

3.2. Izolace DNA

Pro izolaci DNA ze vzorki stiev jsme pouzili komeréné dostupnou soupravu The QlAamp
PowerFecal DNA Kit (Qiagen), pro efektivngjsi lyzi bun€k jsme pouzili horizontalni
homogenizator MP-FastPrep-24. Tato komer¢né dostupna souprava je urena pro extrakci
DNA ze vzorku stolice, stfevniho materialu a takto izolovana DNA ma dostateéné vysokou
kvalitu pro pouziti v metodach jako PCR, qPCR, Sangerovo sekvenovani nebo pro sekvenovani
nové generace (NGS). Postup izolace, ktery poskytuje dodavatel, jsme ¢astecné upravili, dle

pfedchozich zkuSenosti z vyzkumi v laboratofi.

Reagencie
Roztok Bead Solution (Qiagen)
Roztok C1-C6 (Qiagen)

Laboratorni vybaveni
Zkumavky obsahujici granatové kaminky (Qiagen)
Kolonky (Qiagen)

2 ml zkumavky (Qiagen)
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Centrifuga (Labnet International Inc.)

Lazen (Benchmark)

Horizontalni vortex MP-FastPrep-24 (MPBIo)

Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 ul, 200 ul, 1000 ul)
Sada $picek Neptune (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Chladici box

Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc)

Postup

Navazili jsme 0,25 g jednotlivych vzorku a vlozili je do zkumavek s granatovymi kaminky.
K takto pfipravenym vzorktim jsme piidali 750 pl roztoku Bead Solution a 60 pl roztoku
C1, vzorky jsme homogenizovali pomoci vortexu a dali na 10 minut inkubovat do vodni
lazné o teploté 65 °C.

Po inkubaci jsme vzorky 3x homogenizovali 1 minutu v horizontalnim vortexu pii
maximalni rychlosti 6.5 M/s.
Vzorky jsme centrifugovali pfi 13 000 x g po dobu 90 s

Do zkumavky s 250 pl roztoku C2 jsme pienesli pomoci pipety maximalni vytéznost
supernatantu (cca 500 ul) z pfedchoziho kroku. Vzorky jsme homogenizovali pomoci
vortexu a nechali inkubovat v chladicim boxu pfi teploté 4 °C.

Inkubované vzorky jsme odstiedili v centrifuze pti 13000 x g po dobu 90 s.

Do 2ml s 200 pl roztoku C3 jsme pienesli pomoci pipety maximalni vytéznost supernatantu
(cca 600 pl) zptedchoziho kroku. Vzorky jsme homogenizovali pomoci vortexu
a inkubovali v chladicim boxu pfi teploté 4 °C.

Inkubované vzorky jsme odstfedili v centrifuze pti 13000 x g po dobu 90 s.

Do zkumavky s 1200 ul roztoku C4 jsme pienesli pomoci pipety maximalni vytéznost
supernatantu (cca 750 pl) z predchoziho kroku a vzorky homogenizovali pomoci vortexu.
Do ptipravenych kolonek jsme ptenesli pipetou 600 ul vzorkid. Kolony jsme poté odstiedili
pti 13000 x g po dobu 90 s. Tekutinu, ktera prosla kolonou do spodni ¢asti zkumavky, jsme
vylili. Tento postup jsme opakovali celkem 3x.

Kolonky s 500 ul roztoku C5 jsme odstiedili pti 13000 x g po dobu 90 s. Tekutinu, ktera
prosla kolonou, jsme vylili.

Kolony jsme odsttedili pti 13000 x g po dobu 90 s, abychom se zbavili zbylého roztoku C5.
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e Do 2ml zkumavek jsme ptenesli kolony. Doprostied membrany jsme nanesli 100 pl
elu¢niho roztoku Cé.

e Kolony jsme odstiedili pfi 13000 x g po dobu 2 min.

Koncentraci vysledné DNA jsme pfeméfili pomoci spektrofotometru. Hodnoty koncentrace
a kvalitu jsme zaznamenali do databaze, ktera je v pfiloze A. VSechny vzorky byli nasledné
nafedény na koncentraci 20 ng/ul a uchovany pfi teploté -20 °C. Pro jednodussi manipulaci se
vzorky v dalsich krocich analyzy byly vzorky natedény do 96 jamkové PCR desky podle
schématické tabulky 3.

Tabulka 3: Schéma jednotlivych vzork nanesenych do PCR desky

112|345 |6)| 7 8 9 10 | 11 |12
Al 9 |10[11 /12|13 |14 | 97 | 99 | 100 BALB/c infikované
B|15|16 |17 |18 19|20 | 122 | 123 | 125 BALB/c neinfikované
C |45 |46 |47 |48 |49 |50 | 147 | 148 | 149 | 150 | 151 CcS-20 infikované
D|51|52|53|54|55|56|152 | 153 | 154 | 155 | 156 CcS-20 neinfikované
E |68 |69 |70|71|72|73|181| 182|183 STS infikované
F 747576 |77 |78 |79 |178 | 179 | 180 STS neinfikované
G
H

3.3. Analyza bakterialniho profilu mikrobiomu

Pro analyzu bakterialniho profilu sttevniho mikrobiomu je nutné vyuzit nékolik laboratornich,

vyhodnocovacich a statistickych metod.

3.3.1. PCR

Izolovanou DNA bylo tieba amplifikovat pomoci metody PCR. Pii amplifikaci jsme se zaméfili
na regiony V4-V5 16S rRNA, ktery se pouziva pro identifikaci mikroorganismi. Pouzité
primery byly zvoleny dle publikace profesora Muyzera. [94]

Reagencie
DNA templat
Primer F 10x338GC (5’-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCG CCG CCG
CCG CAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG - 3"
Primer R 10x534RP (5’- ATT ACC GCG GCT GCT GG - 3°)
Taqg 2X Master Mix (New England Biolabs)
Ultra ¢ista destilovana H>O (Thermo Fisher Scientific)
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Laboratorni vybaveni

PCR deska 96 jamek (Neptune)

2 ml zkumavky (Eppendorf)

PCR folie (Neptune)

Mini vortex (Benchmark)

Termocykler (Biometra TAdvanced)

Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada Spicek Neptune (10 ul, 100 ul, 200 pl, 1000 ul)
Multikanalova pipeta Socorex (0,5 -5 pl)

Postup
e Podle poc¢tu vzorkl jsme piipravili PCR smés dle tabulky 4. Smés jsme homogenizovali

pomoci vortexu.

Tabulka 4: Reagencie pro piipravu 1 vzorku PCR smési pouzité pro amplifikaci vzorki pro DGGE
analyzu

Primer F 10x338GC 1wl
Primer R 10x534RP 1wl
PCR Master mix 15 ul
Ultra c¢ista dH20 12 ul

e Do jednotlivych jamek PCR desky jsme nanesli pipetou 29 ul PCR smési podle schéma
v tabulce 3. Ke smési jsme piidali 1 ul DNA pomoci multikanalové pipety a promichali.

e Takto pfipravenou PCR desku jsme inkubovali v termocykleru, zvolili jsme amplifika¢ni
program s nasledujicimi parametry: 95 °C-5 min, 35 cyklu (95 °C-30s, 61 °C-20s, 72 °C—
40s), 72 °C-5 min

3.3.2. Agarozova elektroforéza
Amplikony wvzniklé PCR reakci jsme zkontrolovali pomoci horizontalni agardzoveé
elektroforézy. Abychom se v pfipadé¢ chyby PCR reakce vyvarovali dal$i analyzy se Spatné

namnozenymii Vzorky.

Reagencie
DNA templat
Agardza (Top Bio)
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0,5 % TBE pufr
Ethidium bromid (Top Bio)
DNA ladder (New England Biolabs)

Laboratorni vybaveni

Kadinka 200 ml

Laboratorni vahy

Vazenka

Odmérny valec

Michadlo s nastavitelnou teplotou

Forma na gel (Cleaver Scientific Ltd)

Hieben (Cleaver Scientific Ltd)

Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada $picek Neptune (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)

Elektroforeticka vana (Cleaver Scientific Ltd)

Zdroj elektrického napéti (Cleaver Scientific Ltd)

UV Transiluminator (Vilber Lourmat)

Postup

Do kadinky jsme si navazili 1,5 g praskové agarozy, kterou jsme zalili 100 ml TBE pufru.
Kadinku jsme zahtivali na magnetickém michadle s moznosti ohfevu.

Do zchladlé homogenni agar6zové smési jsme piidali 2,5 pl Ethidium bromidu, ktery jsme
pomoci pipety rovnomérné rozmichali ve smési.

Do piipravené formy na gel jsme nalili agar6zovou smés, vlozili jsme hieben pro vytvoreni
jamek a nechaly pfiblizné¢ 30 min ztuhnout.

Gel jsme pienesli do elektroforetické vany a zalili ho TBE pufrem tak, aby byl uplné
ponofen.

Do prvni jamky jsme nanesli pipetou 5 pl velikostniho standardu a do zbylych 2,5 ul vzorki.
Ptipojili jsme zdroj elektrického napéti a reakci nechali bézet 30 min pti 90 V.

Vysledek gelové elektroforézy jsme zobrazili pomoci transiluminatoru.
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3.3.3. DGGE

Pro vytvoteni elektroforetického profilu mikrobiomu jsme pouzili denaturacni gradientovou

elektroforézu.

Reagencie
Amplifikovand DNA
40% Akrylamid
50% TAE pufr
Formamid (Sigma)
Mocovina (VWR)
dH20

10% APS (Serva)
TEMED (VWR)
1% TAE pufr
SYBRgreen

Laboratorni vybaveni

Kadinky 100 ml, 200 ml

Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada Spicek Neptune (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 pl)
1,5 ml zkumavka (Eppendorf)

Zdroj elektrického napéti (Bio-Rad)

DGGE aparatura (Bio-Rad)

Magneticka michadla (Velp-Scientifica)

Spojené nadoby

Cerpadlo

PC (Asus)

Transiluminator (Bio-Rad)

Michadlo (Boekel Scientific)

Postup 1. den
Priprava gelu

e Do dvou kadinek jsme navazili mocovinu podle tabulky 5.
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e K navazené mocovin¢ jsme piidali 40% Akrylamid, 50% TAE pufr, formamid
a destilovanou vodu v mnozstvi, které je udané v tabulce 5. Rozpusténi latek jsme podpofili

umisténim kadinek na magnetické michadlo.

Tabulka 5: Reagencie potfebné pro vytvotreni jednoho DGGE gelu

35 % gel 60 % gel

40% Akrylamid (ml) 5,56 5,56
50% TAE (ml) 0,5 0,5
Formamid (ml) 3,5 6

Mocovina (g) 3,675 6,3
dH20 (ml) dolit do celkového objemu 25
10% APP (ul) 200 200
TEMED (ul) 20 20

e Po rozpusSténi chemikalii jsme misto kadinek umistili na magnetickd michadla spojené
nadoby.

e Nadobu blizsi k vypusti jsme naplnili 60% roztokem, vzdalengjsi nadobu 35% roztokem.

e Do pfipravené aparatury (viz obrazek 18 uprostied) jsme zavedli hadicku s jehlou, ktera
navazuje na vypust’ spojenych nadob.

e Magnetické michadlo jsme nastavili na maximalni rychlost a do obou nadob jsme piidali
200 pl 10% APS a 20 ul TEMEDuU

e Propojili jsme spojené nadoby a zapnuli jsme ¢erpadlo.

e Kdyz byla aparatura naplnéna smési, vypnuli jsme Cerpadlo, vlozili jsme hieben pro

vytvofeni jamek a nechali 60 minut polymerovat.
Priprava DGGE lizné a naneseni vzorki

e Do DGGE vany jsme nalili 1% TAE pufr po rysku udanou vyrobcem.

e Vanu jsme prikryli vikem a nechali nahtat na 60 °C
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Konstrukce Modul kontroly teploty

/ : s |

Forma pro nalévani gelu

DGGE vana

Obrazek 18: Soucasti DGGE aparatury upraveno podle [95]

e Kdyz gel po 60 min ztuhl, premistili jsme aparaturu ze stojanu do vanové konstrukce.

e Do vany jsme piidali pufr, aby byla elektroda dostate¢né ponofena.

¢ Injekeni stiikackou s TAE pufrem jsme promyli jednotlivé jamky, do nich jsme poté nanesli
28 ul vzork.

e Vanu jsme uzavieli vikem, které zajistuje termoregulaci a piivod elektrického napéti.

e Pufr ve vané jsme nechali zahiat do 60 °C pii napéti na 30 V. V okamziku, ustaleni tepoty

jsme napéti zvysili na 60 V a nechali reakci bézet pies noc vzdy na 18 h.

2. den

Obarveni gelu

e Druhy den rano jsme vypnuli zdroj napéti a zahifivani

e Ve ¢tvercové nadobé jsme smichali 50 ml 1% TAE pufru a 5 ul barviva SYBR Green.

e Gel jsme opatrné uvolnili z aparatury, aby se neroztrhl a ptenesli jsme ho do nadoby
s pufrem.

e Nadobu jsme uzavfeli, poloZili na michadlo a nechali 30 min macet, by se gel rovnomérné
obarvil.

Dokumentace gelu

e Obarveny gel jsme vlozili do transiluminatoru a zobrazili v poc¢itatovém programu

Labview.

e Pofizené snimky jsme si ulozili ve formatu bmp pro dalsi zpracovani.
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Analyza DGGE gelii
Pro srovnani podobnosti v§ech vytvotrenych geld jsme vyuzili program Bionumerics, ve kterém
jsme porovnali diverzitu bakterialnich profili mezi stfevy a také mezi jednotlivymi kmeny

navzajem.

3.4. Sangerovo sekvenovani
7 kazdého DGGE gelu, jsme vybrali pfiblizn¢ 8 vyznamnych z6n (bandi), které pii ozareni
UV zafenim vykazovaly silny signal nebo byly jedine¢né ulozené. DNA z vybranych zén jsme

podrobili Sangerovu sekvenovani pro urceni piislusnych bakteridlnich jedinci.

3.4.1. Zpracovani vyznamnych zén DGGE gelu

Vyznamné zony jsme na transiluminatoru opatrné vytezali pomoci skalpelu. Vytiznuty kus gelu

jsme vlozili do zkumavky. Ke kusu gelu jsme piidali 100 pl ultra ¢isté PCR vody.

PCR vybranych DGGE fragmenti

Kousky gelti jsme homogenizovali pomoci vortexu a nasledné 10 minut centrifugovali, aby se
z gelu uvolnila DNA. Takto pfipravenou DNA jsme amplifikovali pomoci metody PCR.
Primery a parametry reakce byly zvoleny dle publikaci dr. Rinttild [96] a profesora Muyzera
[94].

Reagencie

Vodny roztok DNA z kusu DGGE gelu

Primer F 10x341FP (5’- AGCAGTAGGGAATCTTCCA - 3%)
Primer R 10x534RP (5’- ATT ACC GCG GCT GCT GG - 3°)
Tag 2X Master Mix (New England Biolabs)

Ultra ¢ista destilovana H>O (Thermo Fisher Scientific)

Laboratorni vybaveni

PCR deska 96 jamek (Neptune)
2 ml zkumavky (Eppendorf)
PCR folie (Neptune)

Mini vortex (Benchmark)

Termocykler (Biometra TAdvanced)
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Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Sada $picek Neptune (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)

Postup

e PCR smés jsme piipravili podle tabulky 6 do zkumavky a promichali.

Tabulka 6: Reagencie pro piipravu 1 vzorku PCR smési pro amplifikaci DNA ziskané z kusi DGGE
gelu

Primer F 10x341FP 1l
Primer R 10x534RP 1l
PCR Master mix 15 ul
Ultra c¢ista dH20 8 ul

e Do jednotlivych jamek PCR desky jsme napipetovali 25 ul PCR smési podle schéma

v tabulce 7. Nasledné jsme ptidali 5 pul vodného roztoku DNA z gelu a promichali.

Tabulka 7: Schéma vzorkt pro PCR reakci vybranych DGGE fragmentd

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
Bl | B2 | B3| B4 | B5| B6 | B7 | B8 | B9 | B10 | B11 | B12
B13 | B14 | B15 | B16 | B17 | B18 | B19 | B20 | B21 | B22 | B23 | B24
B25 | B26 | B27 | B28 | B29 | B30 | B31 | B32 | B33 | B34 | B35 | B36
B37 | B38 | B39 | B40 | B41 | B42 | B43 | B44 | B45 | B46

O|O|w|>

e Takto pfipravenou PCR desku jsme inkubovali v termocykleru. Zvolili jsme amplifikac¢ni
program s parametry: 95 °C-5 min, 35 cykla (95 °C-30 s, 61 °C-20 s, 72 °C-40 5s),
72 °C—5min

Uspésnou amplifikaci DNA jsme nasledné zkontrolovali pomoci gelové elektroforézy na 1,5%

gelu, jehoz piiprava byla popsana jiz v kapitole 3.3.2.

Purifikace PCR produkti

Abychom mohli vzorky podrobit Sangerovu sekvenovani, bylo nutné je nejdiive zbavit
primert, volnych nukleotidii, enzymi a dalSich latek, tak aby nam zbyl jen templat DNA.
K procisténi jsme pouzili komeréné dostupnou soupravu QIAquick PCR purification kit

(Qiagen), ktera vyuziva separaéni kolony.

Reagencie

Promyvaci PE pufr (Qiagen)
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Elu¢ni EB pufr (Qiagen)
PCR amplikony z DGGE fragmentt

Laboratorni vybaveni

Kolonky (Qiagen)

2 ml zkumavky (Qiagen)

Centrifuga (Labnet International Inc.)

Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada $picek Neptune (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc)

Postup

e K 30 pl amlifikovanych vzorki jsme ptidali 150 pl promyvaciho PE pufru.

e Smés jsme z jamek pienesli pipetou do kolon. Kolony jsme centrifugovali pii 13 000 rpm
po dobu 60 s. Tekutinu, ktera prosla kolonou do spodni ¢asti zkumavek, jsme vylili.

e Vyprazdnéné kolony jsme naplnili 750 pl PE pufru. Kolony jsme pti 13 000 rpm po dobu
60 s. Tekutinu, ktera prosla kolonami do spodni ¢asti zkumavek, jsme vylili.

e Vyprazdnéné kolony jsme nechali centrifugovat pii 13 000 rpm 2 minuty, abychom
odstranili zbyly pufr z kolony.

e Po odstfedéni jsme proslou tekutinu vylili a nechali kolonky 3 minuty oteviené.

e Kolonky jsme vlozili do novych zkumavek. Do kolonek jsme nanesli 30 ul elu¢niho
EB pufru. Kolonky jsme nechali centrifugovat pii 13 000 rpm 1 minutu.

e Koncentraci ziskané DNA jsme pfeméfili pomoci spektrofotometru.

3.4.2. Sangerovo sekvenovani - SeqMe

Pro sekvenovani byly vybrané vzorky pfipraveny dle protokolu a odeslany do laboratofe
SegMe.

Postup

e Vzorky jsme pfipravili tak, aby mnoZzstvi pfecisténého templatu DNA ze zon DGGE gelu
odpovidalo 50 ng/pl.

e Vzorky jsme po 7,5 pl nanesli pipetou do jamek PCR desticky vzdy po dvou, jak se vidét

v tabulce 9.
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&)

e K jednomu ze vzorkl jsme pfipietovali 2,5 pl primeru F a k druhému 2,5 pl primeru R.

Tabulka 8: Reagencie na piipravu 1 vzorku pro Sangerova sekvenovani

DNA templat 7,5 ul
Primer F 10x338GC 2,5 ul
Primer R 10x534RP 2,5 ul

Tabulka 9: Schéma vzorkt v PCR desce pro Sangerovo sekvenovani

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
Bl | B2 | B3| B4 | B5| B6 | B7 | B8 | B9 | B10 | Bl11 | B12
B13 | B14 | B15 | B16 | B17 | B18 | B19 | B20 | B21 | B22 | B23 | B24
Bl | B2 | B3| B4 | B5 | B6 | B7 | B8 | B9 | B10 | B11 | B12
B13 | B14 | B15 | B16 | B17 | B18 | B19 | B20 | B21 | B22 | B23 | B24

primer F

ooO|wm >

primer R

3.4.3. Urceni taxonomie osekvenovanych dat

Ziskana osekvenovana data jsme zpracovali v programu Geneious. Pro kazdy vzorek jsme
obdrzeli dv¢ sady dat (sekvenovani s primerem F a primerem R). Tyto dvé sady jsme pomoci
programu Geneious sloucili v jedno ucelené osekvenované vlakno. Vzniklou sekvenci jsme
nasledn¢ vyhledali v databazi programu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
od National Center for Biotechnology Information, abychom zjistili taxonomii bakterie
pritomné ve vybrané zoné gelu.

Pomoci programu Geneious jsme dale vytvofili fylogeneticky strom metodou UPGMA pro
uréeni piibuznosti vybranych bakterii a pro pfipadné vyfazeni Spatné identifikované DNA ze

zo6n gelu.

3.5. Sekvenovani nové generace

Pro podrobnou komplexni analyzu osidleni stfevnich cest vSech studovanych jedinct jsme
vyuzili metodu sekvenovani nové generace (NGS). Pouzili jsme metodu
lon Torrent PGM system, ktera vyuziva detekce zmény pH v roztoku. Tato metoda se sklada
z n€kolika stéZejnich kroktl, pfipravy amplikontl, pfipravy knihovny, namnoZeni téchto

knihoven, samotného sekvenovani a analyzovani ziskanych dat.
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3.5.1. Priprava amplikoni
V tomto kroku jsme vyuzitim spravné zvolenych primert ziskali dostatecné mnozstvi regiont

V4-V5 16S rRNA, které se pouzivaji pro identifikaci bakterii. Primery a amplifika¢ni program
byly zvoleny podle doktorky Fliegerové. [97]

Reagencie

DNA templat

Primer BactBF (5’- GGATTAGATACCCTGGTAGT - 3°)
Primer R BactBR (5’CACGACACGAGCTGACG - 3”)
Taq 2X Master Mix (New England Biolabs)

Ultra ¢ista destilovana H.O (Thermo Fisher Scientific)

Laboratorni vybaveni

PCR deska 96 jamek (Neptune)

2 ml zkumavky (Eppendorf)

PCR folie (Neptune)

Mini vortex (Benchmark)

Termocykler (Biometra TAdvanced)

Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada Spicek Neptune (10 ul, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Multikanalova pipeta Socorex (0,5 -5 pl)

Postup

e Dle poctu vzorki jsme pfipravili smes primerti, master mixu a ultra ¢isté vody dle tabulky
10.

Tabulka 10: Reagencie pro ptipravu 1 vzorku PCR smési pro ptipravu amplikont k NGS analyze

Primer F BactBF 1l
Primer R BactBR 1 ul
PCR Master mix 15 pl
Ultra ¢ista dH20 12 pl

e Do jamek PCR desky jsme nanesli pipetou 29 ul PCR smési a 1 pl DNA podle schéma
v tabulce 11.
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Tabulka 11: Schéma PCR desky pro piipravu amplikonti k NGS analyze

112 [(3|4|5] 6 7 8 9 [10|11 |12
Al 9 1011|1213 | 14 | 97 | 99 | 100 BALB/c infikované
B|15|16 |17 |18 |19 | 20 | 122 | 123 | 125 BALB/c neinfikované
C | 45|46 |48 |49 |50 | 147 | 148 | 150 | 151 CcS-20 infikované
D |51 [52|53|54|55| 56 | 154 | 155 | 156 CcS-20 neinfikované
E[68]69 |70 71|72 | 73 | 181 | 182 | 183 STS infikované
F |74 75|76 | 77|78 | 79 | 178 | 179 | 180 STS neinfikované
G
H

e PCR desku jsme inkubovali v termocykleru pii nasledujicich podminkach: 95 °C-5 min,
35 cyklu (95 °C-30's, 57 °C-30 s, 72 °C-30 s), 72 °C-5 min

Uspésnou amplifikaci jsme nasledné zkontrolovali pomoci gelové elektroforézy na 1,5% gelu,

jehoz piprava byla popsana jiz v kapitole 3.3.2.

3.5.2. Pripravy knihovny
Pro vytvoteni knihovny jsme zvolili komer¢né dostupnou soupravu NEBNext® Fast DNA

Library Prep Set for Ion Torrent™ (New England Biolabs). Cely postup se sklada ze &tyt
zakladnich krokt (iprava konci templatu, pfipojeni adaptéru a barcodl, amplifikace a fedéni).
Jedna se o 3 po sobé jdouci PCR reakce. Jednotlivé kroky byly ¢aste€né upraveny oproti

protokolu od vyrobce. Postupy jednotlivych krokt jsou popsany niZe.

Uprava Koncii templitu

V tomto kroku dochazi k tiprave konci a vytvoreni fragmentd s tupym zakoncenim.

Reagencie

Amplikony DNA templatu

ER pufr (New England Biolabs)

ER enzym (New England Biolabs)

Ultra ¢ista destilovana H>O (Thermo Fisher Scientific)

Pristrojové vybaveni

PCR deska 96 jamek (Neptune)
2 ml zkumavky (Eppendorf)
PCR folie (Neptune)
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Mini vortex (Benchmark)

Termocykler (Biometra TAdvanced)

Sada pipet Nichiryo (10 ul ,100 pl, 200 ul,1000 ul)
Sada Spicek Neptune (10 pl ,100 pl, 200 pl, 1000 ul)
Multikanalova pipeta Socorex (0,5 -5 pl)

Postup

e Vsechny reagencie dle tabulky 12 jsme ptepocitali podle poctu vzorka a vytvofili jsme
Z nich homogenni sm¢s.

Tabulka 12:Reagencie pro piipravu 1 vzorku PCR reakce upravy konct templatu NGS knihovny

ER pufr 3ul
ER enzym 1,5 pl
Ultra ¢ista dH20 20,5 pl

e Do jamek PCR desky jsme napipetovali 25 ul PCR smési a 5ul naamplifikované DNA
podle schématu v tabulce 11.
e Takto pripravenou PCR desku jsme Vtermocykleru inkubovali za pouziti programu

s nasledujicimi parametry: 25 °C—20 min, 70 °C-10 min.

Pripojeni adaptéru a barcodu k templatu
V tomto kroku jsou na konce templat ptipojeny adaptéry a jedine¢né barcody, které rozlisuji

vzorky od sebe, aby bylo mozné rozpoznat pii zavérecné analyze.

Reagencie

T4 ligase buffer (New England Biolabs).

P1 adaptor (New England Biolabs).

DNA polymeraza (New England Biolabs).

T4 ligase (New England Biolabs).

Ultra ¢ista destilovana H>O (Thermo Fisher Scientific)

Barcody (Thermo Fisher Scientific)

Roztok magnetickych kulicek AmpureBeads (Beckman Coulter)
Ethanol

10 mM Tris
54



Fakulta biomedicinského inzenyrstvi
Ceské vysoké uceni technické v Praze

Piistrojové vybaveni

PCR deska 96 jamek (Neptune)

2 ml zkumavky (Eppendorf)

PCR folie (Neptune)

Mini vortex (Benchmark)

Termocykler (Biometra TAdvanced)

Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada Spicek Neptune (10 ul, 100 ul, 200 pl, 1000 ul)
Multikanalova pipeta Socorex (0,5 -5 pl)
Magneticka desticka

Postup

e Podle poctu vzorki jsme si piipravili smés z reagencii, které jsou vidét v tabulce 13.

Tabulka 13: Reagencie pro piipravu 1 vzorku PCR reakce slouZzici k pfipojeni adaptéru a barcodu

T4 ligase buffer 5ul
P1 adaptor 0,5 ul
DNA polymeraza 0,5 ul
T4 ligase 3ul

Ultra cista destilovand HoO 10 ul

e Ke vzorkium s upravenymi konci z pfedchoziho kroku jsme ptidali 19 pl pfipravené smési
reagencii a 1 pl natedénych barcodu

e PCR desku jsme inkubovali v termocykleru pti nasledujicich parametrech: 25 °C—15 min,
65 °C-5 min

e Vzorky jsme precistili pomoci magnetickych kulicek a prenesli do nové PCR desky.

Amplifikace knihoven
Zde dochazi k amplifikaci knihovny, aby byl vysledny signal ze sekvenatoru dostate¢né silny.

Reagencie

Smés primert (New England Biolabs).

2xXPCR master mix (New England Biolabs).

Roztok magnetickych kulicek AmpureBeads (Beckman Coulter)
Ethanol

10 mM Tris
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Pristrojové vybaveni

PCR desky 96 jamek (Neptune)

2 ml zkumavky (Eppendorf)

PCR folie (Neptune)

Mini vortex (Benchmark)

Termocykler (Biometra TAdvanced)

Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada $picek Neptune (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Multikanalova pipeta Socorex (0,5 -5 pl)

Postup

e Primery a master mix jsme dle tabulky 14 ptepocitali podle poctu vzorkl a vytvofili jsme

Z nich homogenni smés.

Tabulka 14: Reagencie pro piipravu 1 vzorku PCR reakce, ktera slouzi k amplifikaci NGS knihovny
Primery 2 ul
2x PCR Master mix 25 ul

e Do PCR desky jsme nanesli 27 pl této smési podle schéma v tabulce 11. Nasledné jsme
pridali 23 pl ptecisténych vzorkit DNA z minulého kroku a promichali.

e Takto pripravenou PCR desku jsme inkubovali v termocykleru za nasledujicich
podminek: 98 °C-30 s, 8 cyklu (98 °C-10s, 58 °C-30's, 72 °C-30's), 72 °C-5 min

e Vzorky jsme precistili pomoci magnetickych kuli¢ek a ptenesli do nové PCR desky.

Redéni knihovny
Bylo nutné nafedit vzorky na pomér 1:1000. A pomoci metody qPCR urc¢it mnozstvi DNA
Vv jednotlivych vzorcich a nafedit je na konstantni koncentraci 26pM, ktera se pouZiva

pfi sekvenovani.

Reagencie

Piecisténa DNA

10 mM Tris

gPCR Master mix (Kapa Biosystems)
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Primer (Kapa Biosystems)
DNA 1:1000
Standardni vzorky

Ultra ¢ista destilovana H.O (Thermo Fisher Scientific)

Pristrojové vybaveni

PCR desky 96 jamek (Neptune)

2 ml zkumavky (Eppendorf)

500 ul zkumavka (Eppendorf)

PCR folie (Neptune)

Mini vortex (Benchmark)

Termocykler (Agilent Technologies)

Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada $picek Neptune (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Multikanalova pipeta Socorex (0,5 -5 ul)

Postup

e Pripravili jsme si dvé nové PCR desky. Do jamek prvni desky jsme podle schématu
v tabulce 11 nanesli pipetou 95 ul 10mM Tris pufru, ke kterému jsme ptidali 5 pl vysledné
precisténé DNA z minulého kroku a promichali. Takto jsme vzorky natedili v poméru 1:20.

e Tyto zfedéné vzorky jsme nafedili znovu v poméru 1:50 do druhé PCR desky, abychom
dosahli ztedéni v poméru 1:1000. Do jamek jsme nanesli 98 pl 10mM Tris pufru a pridali

jsme 2 pl ziedénych vzorkd.

3.5.3. Vytvoreni vysledné sekvena¢ni knihovny
Pro kvantifikaci DNA ve vzorcich jsme vyuZili komer¢né dostupnou soupravu KAPA Library

quantification kit (Kapa Biosystems).

Reagencie
Primer mix
gPCR Master mix

Pristrojové vybaveni
PCR deska 96 jamek (Neptune)
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2 ml zkumavky (Eppendorf)

PCR folie (Neptune)

Mini vortex (Benchmark)

Termocykler (Agilent Technologies)

Sada pipet Nichiryo (10 ul ,100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada $picek Neptune (10 pl,100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Multikanalova pipeta Socorex (0,5 -5 ul)

Postup

e Podle poc¢tu vzorkd jsme si ptipravili PCR smés z reagencii v tabulce ¢. 15

Tabulka 15: Reagencie pro pifipravu 1 vzorku gPCR reakce

Primer mix 1l
gPCR Master mix Sul

e Do jamek PCR desky jsme nanesli 6 ul PCR smé&si podle schématu v tabulce 16. Ke smési
jsme piidali dle stejného schématu 4 pl DNA ziedéné na 1:1000, standardt nebo ultra Cisté

destilované vody.

Tabulka 16: Schéma desky pro kvantitativni PCR (qPCR)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10|11 )12
A 9 10 11 12 13 14 97 99 | 100 BALB/c inf
B 15 16 17 18 19 20 122 123 | 125 BALB/c neinf
C 45 46 48 49 50 147 148 150 | 151 CcS-20 inf
D| 51 52 53 54 55 56 154 155 | 156 CcS-20 neinf
E 68 69 70 71 72 73 181 182 | 183 STS inf
F 74 75 76 77 78 79 178 179 | 180 STS neinf
G | STD1 | STD2 | STD3 | STD4 | STD5 | STD6 | blank | blank
H | STD1 | STD2 | STD3 | STD4 | STD5 | STD6 | blank | blank

e PCR desku jsme inkubovali v termocykleru, kde jsme zvolili program s nasledujicimi
parametry: 95 °C—5 min, 35 cykla (95 °C-30 s, 60 °C-45 s), 60 °C-1 s, 65 °C-30 s,
95°C-30s,25°C-1s

e Pomoci tabulkového procesoru Microsoft Excel (Microsoft) jsme z vyslednych hodnot

urcili pomér fedéni. Vzorky jsme dle vypocitanych hodnot nafedili do nové PCR desky.

Pro NGS sekvenovani jsme vytvofili vyslednou knihovnu, kdy jsme do zkumavky pienesli 1 pl

od kazdého vzorku.
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3.5.4. Priprava sekvenac¢niho templatu
Pro ptipravu vzorkd pro sekvenovani jsme pouzili sadu lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit

(Thermo Fisher Scientific). V tomto kroku dochazi k piipravé templatové pozitivnich ¢astic

(ISP), kdy na Ion Sphere™ Particles jsou navazany templaty knihoven.

Reagencie

Olej (Thermo Fisher Scientific).

Breaking Solution (Thermo Fisher Scientific).
Recovery Solution (Thermo Fisher Scientific).

Reak¢ni Olej (Thermo Fisher Scientific).

Voda bez nukleaz (Thermo Fisher Scientific).

Reakéni Mix (Thermo Fisher Scientific).

Mix enzymu (Thermo Fisher Scientific).

Ion Sphere™ ¢astice (ISPs) (Thermo Fisher Scientific).
Natedéna vysledna knihovna

Promyvaci roztok (Thermo Fisher Scientific).
Promyvaci roztok magnetickych kuli¢ek (Thermo Fisher Scientific).
Tween™ (Thermo Fisher Scientific).

Neutraliza¢ni roztok (Thermo Fisher Scientific).

1 M NaOH

Pristrojové vybaveni

Ion OneTouch™ 2 Systém (Thermo Fisher Scientific).
Zasobni zkumavky pro olej a Recovery solution (Thermo Fisher Scientific).
Router (Thermo Fisher Scientific).
Recovery Tubes (Thermo Fisher Scientific).
Amplifikac¢ni desticka (Thermo Fisher Scientific).
Sipper Tubes (Thermo Fisher Scientific).
Reak¢ni Filter (Thermo Fisher Scientific).
Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada $picek Neptune (10 pl, 100 ul, 200 pl, 1000 pl)
8-jamkova promyvaci fada (Thermo Fisher Scientific).
Zkumavka (Thermo Fisher Scientific).
Spi¢ka (Thermo Fisher Scientific).
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Postup

Pti ptipravé sekvenacniho templatu jsme se pevné drzeli protokolu, ktery poskytuje vyrobce

sekvenacni platformy, cely postup je pfilozen v piiloze B.

3.5.5. Sekvenovani
Pro sekvenovani jsme vyuzili lon PGM™ Hi-Q ™ View Sequencing Kit (Thermo Fisher

Scientific). Béhem celého postupu jsme se drzeli protokolu, ktery je v piiloze C.

Reagencie

Sekvenaéni polymeraza
Sekvenaéni primer

Control Ion Sphere™ Particles
Roztok W2

Roztok W3

Annealing pufr

Sekvenacéni nukleotidy dGTP
Sekvenacéni nukleotidy dCTP
Sekvenacéni nukleotidy dATP
Sekvenac¢ni nukleotidy dTTP
Dusikova plynovéa bomba

18 MQ voda

100 mM NaOH

Pristrojové vybaveni

Nadoba na promyvaci roztok W1 (250 ml)
Nadoba na promyvaci roztok W3 (250 ml)
Nadoba na promyvaci roztok (2 I)
Reakéni nadoby (50 ml)

Nasavaci trubicky pro reakéni nadoby
Nasavaci trubicky pro 250ml nadoby
Nasavaci trubic¢ky pro 21 nadobu

lon ¢ip Ton 318™ Chip Kit v2 BC

Ion Chip™ Minicentrifuga

Barcode Scanner

60



Fakulta biomedicinského inzenyrstvi
Ceské vysoké uceni technické v Praze

Sada pipet Nichiryo (10 ul, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Sada $picek Neptune (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)

Centrifuga
Termocykler

Vortex

Postup

Pti sekvenovani jsme se béhem celého postupu drzeli protokolu vyrobce, ktery je v piiloze C.

3.5.6. Analyzovani ziskanych dat

Pro zjisténi zastoupeni bakterii ve stfevni soustavé a ureni a a B diverzity jsme pouzili

softwarovy program QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)

Postup pripravy mapovacich skripti

Abychom analyzovali osekvenovana data, vytvofili jsme mapovaci textové soubory. Tyto

soubory obsahovaly vsechny informace o vzorcich potiebné pro analyzu (viz obrazek 20).

Vytvoftili jsme soubory pro jednotlivé vzorky a jeden souhrnny pro vSechny vzorky.

B 0BIO ps leishmenia vz.1-108 - Notepad++ - x
Soubor Upravy MNajt Zobrazit Format Syntaxe Mastaveni Nistioje Mskro Spustit Pluginy Okno 7 X
o sGAl4mBacinelt BRISIEDEDu® 800 E
S maps lsshmanis vz 1-108 3 |
T #5amplelD  BarcodeSequence LinkerPrimerSequence  Study  Sample Strain Tract — DescriptionGRi ~
2 01 GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi E9 BALB/C colon — infectedE@Ed
3 02 GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi E10-BALB/C —celon infectedERmg
03 GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi E11+BALB/C —colon infectedEIN
04 GGRTTAGATACCCTGGTAGT mysi colon infected@ENE
as GGATTAGATACCCTGGTAGT —mysi colon— infectea@REE
a6 GGATTAGATACCCTGGTAGT —mysi colon— infscte:
= o7 GGATTAGATACCCTGETAGT —mysi colon - infecte
9 og GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi 5. colon infecte
09 GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi BALB/C ~colon infect:
10 GGRTTAGATACCCTGGTAGT mysi colon noninfectes
12 1 GGATTAGATACCCTGGTAGT —mysi colon—moninfecte
5 12 GGATTAGATACCCTGGTAGT —mysi colon—moninfecte
GGATTAGATACCCTGETAGT —mysi colon moninfecte
GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi colon noninfecte:
GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi colon noninfectes
GGRTTAGATACCCTGGTAGT mysi BALB/C —>colon noninfect:
GGRTTAGATACCCTGGTAGT mysi /C—colon noninfect:
GEATTAGATACCCTGETAGT —mys1 /C—colon— noninfected@RIEE
GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi colon infectedEREE
GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi E4€-Cc5-20 celon infectedERmg
GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi E48:Cc5-20 —colon infectedERl
GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi E50-Cc5-20 —colon infectedEE
GGRTTAGATACCCTGGTAGT mysi E147 Cc5-20—colon infect
GGATTAGATACCCTGGTAGT —mysiE148 — —CcS-20 —colon — infect:
GGATTAGATACCCTGETAGT —-mysi — E14§  CcS-20 -colon —infect
GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi E150 CcsS-20 -colon infect.
GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi E151 CcS-20 +colon infect:
8 GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi K51 :Cc5-20 —colon noninfectes
28 GGRTTAGATACCCTGGTAGT mysi K54 :Cc5-21 —colon noninfectes
50 GGATTAGATACCCTGTAGT —mysi K55 -CcS-22 —colon —noninfecte:
2 = GGATTAGATACCCTGETAGT —mysi K56 .CoS-23 colon noninfected®
3 32 GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi Kls2 CcsS-24 -colon noninfect:
33 GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi K153 CcS-25 +colon noninfect:
34 GGATTAGATACCCTGGTAGT mysi K154 CcS-26 -colon noninfect:
35 GGRTTAGATACCCTGGTAGT mysi K155 Cc5-27 —colon noninfect:
s6 GGATTAGATACCCTGGTAGT —mysi-— K156 — —CcS-28 —colon — noninfected®
8 37 GGATTAGATACCCTGETAGT mysi E68 STS colon infected@RER R
Normal text file length:63% _lines: 110 Lnil Col:1 Sel:0]0 Windows (CRLF) _ UTF-8 NS

Skripty QIIME

Obrazek 19: Ukazka mapovaciho souboru [autor]

Vsechny analyzy v programu QIIME jsou provadény pomoci skriptl python (.py). VyuZzili jsme
proto virtualniho prostredi Linux.
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Pro analyzu jsme vyuzili nasledujici skripty [98]:

convert_fastaqual_fastq.py-f — Vytvafi ze souboru FASTA a odpovidajiciho souboru QUAL
soubor FASTQ.

validate_mapping_file.py -m — Kontroluje spravnost mapovaciho souboru.

split_libraries.py-m — Rozd¢luje knihovny podle barcodu specifikovanych v mapovacim
souboru.

cat — Slucuje vysledné soubory split_libraries.py do jednoho spolecného fetézce sekvenacnich
soubortl.

validate_demultiplexed_fasta.py -m — Kontroluje FASTA soubory, pro ovéfeni kompatibility
s programem QIIME.

identify_chimeric_seqgs.py-m — Identifikuje a odstranuje chimérické sekvence ve vstupnim
FASTA souboru.

filter_fasta.py -f — Tento skript se pouziva k odstranéni sekvenci ze souboru fasta na zakladé
vstupnich kritérii.

pick_open_reference_otus.py -i — Urcuje taxonomii pomoci operac¢nich taxonomickych
jednotek.

biom summarize-table -i — Vytvaii souhrnnou tabulku.

core_diversity_analyses.py -0 - Provadi zakladni analyzy diverzity.

3.6. gPCR

Pro uréeni mnozstvi DNA jednotlivych bakteridlnich kmend ve vzorcich jsme vyuzili PCR
v realném Case. Do reakce jsme piidali standardni vzorky se znamou koncentraci jednotlivych
kment. Primery a parametry amplifika¢ni programy byly zvoleny dle publikaci dr. Bacchetti
de Gregoris [99] a dr. Rinttila [96]. V ptipadé detekce Leishmania major jsme vyuzili primery
a amplifika¢ni program podle dr. Aliho [100].

Reagencie

DNA templat

gPCR Master mix (Elisabeth pharmacon)

Laktobacily

Primer F LabF341 (5’- AGCAGTAGGGAATCTTCCA- 3’)

Primer R LabR677 (5’- CACCGCTACACATGGAG- 3%)
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Bacteroidetes

Primer F 798cfbF (5’- CRAACAGGATTAGATACCCT- 37)
Primer R c¢fb967R (5’- GGTAAGGTTCCTCGCGTAT- 3’)
Firmicutes

Primer F 928F-Firm (5°- TGAAACTYAAAGGAATTGATC- 3%)
Primer R 1040FirmR (5’- ACCATGCACCACCTGTC- 3’)
Actinobacteria

Primer F Act920F3 (5’- TACGGCCGCAAGGCTA- 37)
Primer R Act1200R (5’- TCRTCCCCACCTTCCTCCG- 3°)
Leihmania

Primer F (5’- ATTTTACACCAACCCCCAGTT- 3)

Primer R (5’- GCAGAACGCCCCTACCC- 3°)

Standardni vzorky

Ultra ¢ista destilovana H>O (Thermo Fisher Scientific)

Pristrojové vybaveni

PCR desky 96 jamek (Neptune)

2 ml zkumavky (Eppendorf)

PCR folie (Neptune)

Mini vortex (Benchmark)

Termocykler (Agilent Technologies)

Sada pipet Nichiryo (10 ul ,100 pl, 200 ul, 1000 ul)
Sada Spicek Neptune (10 pl ,100 pl, 200 ul,1000 pl)
Multikanalova pipeta Socorex (0,5 -5 ul)

Postup

e Podle poc¢tu vzorkl jsme piepocitali reagencie tabulky 17 a vytvofili jsme homogenni PCR
smes.

Tabulka 17: Reagencie pro ptipravu 1 vzorku qPCR reakce detekujici mnozstvi bakterii ve vzorcich

Primer F 1 ul
Primer R 1l
gPCR Master mix 10 wl
Ultra Cista destilovana H,O | 7 ul
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e Do jednotlivych jamek PCR desky jsme nanesli pipetou 19 pl PCR smési podle schéma
v tabulce 18. Ke smési jsme dle stejného schématu piidali 1 ul DNA nebo standarda

Tabulka 18: Schéma umisténi vzork v PCR desce pro reakci gPCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 11|12
A 9 10 11 12 13 14 97 99 | 100 BALB/c inf
B 15 16 17 18 19 20 122 123 | 125 BALB/c neinf
C 45 46 48 49 50 147 148 150 | 151 CcS-20 inf
D| 51 52 53 54 55 56 154 155 | 156 CcS-20 neinf
E 68 69 70 71 72 73 181 182 | 183 STS inf
F 74 75 76 7 78 79 178 179 | 180 STS neinf
G | STD1 | STD2 | STD3 | STD4 | STDS | STD6
H | STD1 | STD2 | STD3 | STD4 | STDS5 | STD6

e Pii testovani kmene Lactobacillus jsme nastavili inkuba¢ni program termocykleru, ktery
ma nasledujici parametry: 95 °C—3 min, 40 cykla (95 °C-15's, 58 °C-30's, 72 °C- 30 3),
95 °C-1 min, 58 °C-30s,95°C-30s, 25°C-30s

e V ptipadé rodt Firmicutes, Bacteroidetes a Actinobacteria jsme pouzili program, ktery ma
parametry 95 °C—5 min, 35 cykla (95 °C-15s, 61 °C-15 s, 72 °C-30s), 25 °C-30 s

e Pfi detekci paraziti rodu Leishmania 94 °C-2 min, 35 cykla (94 °C-20 s, 60 °C—60 s,
72 °C-60s), 72 °C-5 min

3.7. Technické parametry pouzitych pristroji
Béhem experimentu bylo diilezité sezndmit se s laboratornimi pfistroji, které byly nezbytné pro
praci v laboratofi. Je zde uveden zakladni princip vybranych pfistroja, jejich parametry

a fotograficka dokumentace.

3.7.1. UV transiluminator
Transiluminatory se pouzivaji v laboratofich molekularni biologie k zobrazeni nukleové
kyseliny, ktera byla separovana elektroforézou. Transiluminator je zdrojem UVB zafeni, které

interaguje s fluorescenénim barvivem, které se vaze na nukleovou kyselinu.

Vinova délka (hm) 312

64



Fakulta biomedicinského inZenyrstvi
Ceské vysoké uceni technické v Praze

Obrazek 20: UV Transiluminator [101]

3.7.2. Homogenizator typu vortex
Homogenizator se vyuziva v laboratofich pro miseni roztoku malych zkumavek. Pohanéci
jednotkou je motor, ktery pohybuje gumovym nastavcem, ktery opisuje kruhovou trajektorii.

Po ptilozeni zkumavky Kk nastavci se v kapaling vytvoii vir.

Napajeni (V) 100240
Maximalni rychlost (rpm) 2800
Polomér otaceni (mm) 4
Doporuc¢eny maximalni objem (ml) 50
Rozméry(SxHxV) (mm) 94 x 99 x 66
Vaha (kg) 400

Obrazek 21:Homogenizator typu vortex firmy Benchmark Scientific [autor]

3.7.3. Centrifuga

Centrifuga je laboratorni zatizeni, které rotuje objekt kolem pevné osy a pisobi silou kolmou
k ose otaceni. Centrifuga vyuziva sedimentacni princip. Vlivem odstredivého zrychleni se
castice pohybuji smérem od stfedu v radialnim sméru podle hustoty. Hustsi Castice se usazuji

na dné zkumavky, zatimco latky s nizkou hustotou ztistanou nahote.
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Rozmezi rychlosti (rpm) 500-13500
Kapacita vzorka 24
Maximalni objem zkumavek (ml) 2
Rozmezi teplot (°C) -10-40
Rozméry (SxHxV) (mm) 277 x 450 x 247,5
Vaha (kg) 20

Napéti (V) 230

ey

503500~ 15 N3

o e R

ObrézekA22: Centrifura Labhet [102]

3.7.4. Spektrofotometr Nanodrop
Spektrofotometr se v laboratofich pouziva pro méteni koncentrace nukleovych kyselin a jejich

Cistoty ve vzorcich o malém objemu. Umisténim kapky vzorku ptimo mezi detekéni plochy se
vlivem povrchového napéti kapaliny vytvori sloupec mezi konci optickych vlaken. Tim je
vytvofena méfici opticka draha, kde je pomoci UV-VIS zafeni detekovan vzorek. Koncentrace
je urCena z absorbance pii 260 nm, distota nukleové kyseliny pak z poméru absorbanci

260/280 nm.

Rozsah detekovanych koncentraci (ng/ul) 2- 27,500
Rozsah vinovych délek (nm) 190-850
Maximalni objem detekovaného vzorku (ul) 2
Rozméry (SxHxV) (mm) 200 x 254 x 323
Viéha (kg) 3,6
Napéti (V) 12
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P

Obrazek 23: Spektrofotometr nanodrop Thermo Fisher Scientific [autor]

3.7.5. Termocykler
Termocykler je ptistroj, ktery se pouzivana k amplifikaci vzorkit DNA a RNA polymerazovou
fetézovou reakci. Termocykler béhem reakce zvySuje a snizuje teplotu vzorku v reakénim bloku

dle diskrétnich pfedprogramovanych krokd.

Rozsah teplot (°C) 3-99
Kapacita vzorkt 96
Maximalni objem vzorka (ul) 200
Napéti (V) 230
Rozméry (SxHxV) (mm) 277 x 457 x 264
Viaha (kg) 15

O = (8 ) e

Obrazek 24: Termocykler Biometra Bio-rad [autor]
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4. Vysledky

4.1. Manifestace onemocnéni

Do experimentu bylo celkem zafazeno 58 mysich jedinct. U zvitat byla po 8 tydnt sledovana
manifestace onemocnéni. Byly sledovany kozni 1éze a vyvoj télesné hmotnosti, které jsou vidét
v tabulce 19. Doslo ke snizeni hmotnosti u infikovanych mysi kmene BALB/c 0 4,7 %
a u kmene CcS-20 0 2,6 %. U infikovanych jedinct rezistentniho kmene STS doslo k navyseni
hmotnosti o 11 % coz odpovidalo primérné 2 g, stejné navyseni télesné hmotnosti jsme
pozorovali i u neinfikovanych mysi. U infikovanych mysi byly pozorovany kozni 1éze, které
jsou béznym znakem onemocnéni. Nejvétsi 1éze byly pozorovany u vnimavého kmene
BALB/c. Ptiblizné o polovinu mensi 1éze se vyskytovaly u mysiho kmene CcS-20. U kmene
STS se 1éze béZné nevyskytuji, v naSem souboru vzorki se vyskytl pfipad jedné mysi, které se

1éze vytvorila.

Tabulka 19: Hodnoty namétenych hmotnosti a koZnich 1ézi v 8. tydnu

kmen Stav vahovy priristek (g) procentualni zména velkost 1éze (mm?)
hmotnosti (%6)
BALBI/c Inf -1,09 £ 0,96 -4.7 79,15 + 34,48
BALBI/c Neinf 2,3+1,49 10,1 0
CcS-20 Inf -0,62 + 1,34 -2,6 20,16 £ 34,35
CcS-20 Neinf 1,76 £ 1,13 7,4 0
STS Inf 2,03 +0,53 114 5+14,14
STS Neinf 1,97 £0,47 11,1 0

4.2. Databaze vzorku a koncentrace a kvalita izolované DNA
Z 58 mysich jedinct jsme ziskali celkem 116 vzorkl k analyze (58 tenkych stfev a 58 tlustych

stiev). Z jednotlivych vzorkl jsme izolaci ziskali DNA, jejiz koncentrace a kvalita jsou

zaznamenany v databazi v tabulce 20.

Tabulka 20: Tabulka naméfenych koncentraci DNA a jeji kvalita

tlusté sti‘evo tenké stirevo
Cislo Kmen pohlavi koncentrace DNA kvalita koncentrace DNA kvalita
vzorku (ng/ul) DNA (ng/ul) DNA
E9 BALB/c f 289,7 2,43 204 2,34
E10 BALB/c f 398 2,39 203 2,32
Ell BALB/c f 183,7 2,28 173 2,3
E12 BALB/c f 208,7 2,27 118 2,2
E13 BALB/c f 172,2 2,34 83 2,19
E14 BALB/c f 198,5 2,24 127 2,3
K15 BALB/c f 169,7 2,25 235 2,38
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K16 BALB/c f 163,7 2,24 158 2,35
K17 BALB/c f 176,7 2,32 68,5 2,26
K18 BALB/c f 158,8 2 292,2 2,36
K19 BALB/c f 133,6 2,01 233 2,37
K20 BALB/c f 169,3 2,26 104 2,34
E45 CcS-20 f 212 2,22 23,1 2,06
E46 CcS-20 f 224.8 2,24 82 2,25
E47 CcS-20 f 205,6 2,31 81 2,05
E48 CcS-20 f 2215 2,32 82 2,15
E49 CcS-20 f 1519 2,2 469 2,35
ES50 CcS-20 f 186,3 2,16 25 1,75
K51 CcS-20 f 156,1 2,2 113 2,32
K52 CcS-20 f 128,4 2,21 91 2,23
K53 CcS-20 f 176,7 2,25 349 3,36
K54 CcS-20 f 150,8 2,26 267 2,32
K55 CcS-20 f 153,9 2,24 94 2,25
K56 CcS-20 f 175,7 2,25 157 2,21
E68 STS f 159 2,24 134,8 2,3
E69 STS f 80,6 1,95 120,7 2,3
E70 STS f 168,7 2,29 63,3 2
E71 STS f 275,6 2,34 25,6 1,88
E72 STS f 1919 2,33 96,7 2,09
E73 STS f 147,4 2,26 97,4 2,25
K74 STS f 1173 1,89 80,1 2,25
K75 STS f 165,7 2,28 1511 2,36
K76 STS f 222,5 2,33 165,1 2,35
K77 STS f 176,3 2,26 160,3 2,33
K78 STS f 199,6 2,28 90 2,31
K79 STS f 210,3 2,28 101,6 2,2
E97 BALB/c f 201,7 2,31 277 2,34
E99 BALB/c f 1743 2,32 121,8 2,21
E100 BALB/c f 2247 2,32 205 2,3
K122 BALB/c f 181,2 2,22 140 2,23
K123 BALB/c f 2284 2,34 143 2,13
K125 BALB/c f 200,4 2,28 123 2,23
E147 CcS-20 f 194,7 2,27 120,3 2,13
E148 CcS-20 f 100,5 2,29 93,8 2,22
E149 CcS-20 f 154,6 2,25 217,2 2,36
E150 CcS-20 f 125,2 2,22 1917 2,33
E151 CcS-20 f 82,3 2,3 122,3 2,28
K152 CcS-20 f 133,4 2,25 220,1 2,35
K153 CcS-20 f 147,4 2,15 236,3 2,29
K154 CcS-20 f 109,3 2,15 200 2,34
K155 CcS-20 f 136,9 2,15 189,5 2,31
K156 CcS-20 f 201,3 2,36 137,6 2,31
K178 STS f 275,9 2,34 263,8 2,38

69



Fakulta biomedicinského inzenyrstvi
Ceské vysoké uceni technické v Praze

K179 STS f 197,2 2,3 2317 2,24
K180 STS f 228,5 2,27 211,4 2,26
E181 STS f 294 2,34 150 2,37
E182 STS f 2351 2,37 233 2,34
E183 STS f 165,4 2,3 290 2,39

4.3. Mikrobiologicky profil stfevni mikroflory uréeny metodou
DGGE

Pro vytvoreni mikrobialniho profilu stfevni mikroflory jsme vyuzili tzv. fingerprint metodu
DGGE. Analyzovali jsme kompletni sadu 116 vzorku, zvlast’ jsme testovali vzorky odebrané
z tenkého a tlustého stfeva jednotlivych kment. Snazili jsme se najit strukturalni podobnosti
Vv bakterialnich profilech vzniklych rozdélenim vzorkd na DGGE gelu. Dale jsme z gelti vybrali
vyznamné zony (tzv. bandy, z angl. prouzky), které byly unikatné umistény v gelu nebo
vykazovali silny signal pod UV zafenim. Gely s vyznaenymi vyznamnymi zoénami jsou vidét
na obrazcich 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31. DNA z téchto vybranych zon jsme nechali osekvenovat
a pomoci programu BLAST jsme urcili taxonomii bakterii, které¢ se vyskytovaly v odpovidajici
z6né. ldentifikované bakterie jsou uvedeny v tabulce 21. Mezi bakterialnimi profily mysich
kment tlustého stieva jsme neshledali vyznamnou spojitost v ulozeni jednotlivych zon.
Podobnost vykazovali pasy zon u neinfikovanych zastupct tlustého stfeva kmene BALB/c
a CcS-20, tyto pasy odpovidali zonam 5,14,18 na obrazcich 25, 26, 27, DNA ulozena v téchto
z6nach byla programem BLAST urcena jako bakterie Lactobacillus taiwanensis. Tyto zony se
shodovali také se zonami 22 a 27, které se vyskytovali u infikovanych a neinfikovanych vzorkt

tlustého stieva kmene STS, jak je vidét na obrazku 28.
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infikované vzorky neinfikované vzorky infikované vzorky neinfikované vzorky |

10 11 12 13 14 15 16 17 18 15 20 45 46 47 48 45 50 51 52 53 54 55 56

f' |' |

BALB/C

i

vE WL iE

CcS-20

Obrazek 25: DGGE gel vzorkda tlustého stieva mysich kmeni BALB/c a CcS-20

infikované vzorky

neinfikované vzorky

9 200 11. 12 13 14 97 99 100 15 16 17 18 19 20 122 123 125

BALB/C
Obrazek 26: DGGE gel vzorku tlustého stfeva mysSiho kmenu BALB/c
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infikované vzorky neinfikované vzorky |

45 46 47 48 49 50 147 148 149150151 51 52 53 54 55 56 152 153 154 155 156

CcS-20

Obrazek 27: DGGE gel vzorku tlustého stfeva mysiho kmenu CcS-20

| infikované vzorky neinfikované vzorky

68 69 70 71 72 73 181 182 183 74 75 76 77 78 79 178 179 180

g . .
22 27
s 3
21
26
1
24

STS
Obrazek 28: DGGE gel vzorku tlustého stfeva mysiho kmenu STS
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U vzorku tenkého stieva byly viditelné dva vyrazné pasy zon, které se vyskytovali u vSech
analyzovanych kmenti. P4s zon infikovanych i neinfikovanych vzorka vSech analyzovanych
kmeni odpovidajici zonam 29,39,40, které jsou zobrazeny na obrazcich 24,25,26. Podobnost
bakterialnich profild jsme pozorovali u bakterii ulozenych v zoénach 33 a 45 (viz obrazky 29

a 31), které byly ur¢eny jako Lactobacillus reuteri.

infikované vzorky neinfikované vzorky
9 10 11 12 13 14 97 99 100 15 16 17 18 19 20 122 123 125

BALB/C
Obrazek 29: DGGE gel vzorku tenkého stieva mysiho kmenu BALB/c
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| infikované vzorky neinfikované vzorky |

dad

Obrazek 30: DGGE gel vzorkt tenkého stfeva mysiho kmenu STS

| infikované vzorky | neinfikované vzorky |

45 46 47 48 45 50 147 148 149 150 151 51 52 53 54 55 56 152 153 154 155 156

!La

“8 485

meesisatue 58

e
: -»

=
&

CcS-20

Obrazek 31: DGGE gel vzorkt tenkého stieva mysiho kmenu CcS-20
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) e2)

V tabulce 21 jsou zahrnuty vSechny bakterie, které jsme urcili pomoci programu BLAST
ajejich procentudlni shoda s nasi zadanou sekvenci. Bakterie urcené ze vzorkl tlustého
stieva (zona 1-26) odpovidali pfedevsim bakteriim rodu Firmicutes a Bakteroidetes, piesnéji
uréené jako celedi Prevotellaceae, Lachnospiraceae, Bacteroidaceae, Lactobacillaceae. Ve
vzorcich tenkého stieva (zony 27-46) prevladal rod Firmicutes, piedev§im celedi

Lactobacillaceae a Lachnospiraceae.
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Tabulka 21: Taxonomie bakterii, které odpovidaji osekvenované DNA zon DGGE gelu

zOna identifikace organismu shoda (%)

1 Mucispirillum schaedleri 93
2 Lachnospiraceae sp. 94
3 Clostridium xylanovorans 91
4 Culturomica massiliensis 93
5 Lactobacillus taiwanensis 99
6 Lactobacillus sp. 97
7 Uncultur. bacterium clone -

8 Clostridiales 81
9 Lactobacillus taiwanensis 99
10 Prevotella sp. 88
11 Lachnospiraceae sp. 91
12 Barnesiella intestinihominis 89
13 Lachnospiraceae sp. 94
14 Lactobacillus taiwanensis 99
15 Bacteroides coprosuis 86
16 Uncultur. bacterium clone -

17 Lachnospiraceae sp. 97
18 Lactobacillus taiwanensis 90
19 Bacteroides acidifaciens 95
20 Uncultur. bacterium clone -

21 Lachnospiraceae sp. 99
22 Lactobacillus taiwanensis 90
23 Lachnospiraceae sp. 95
24 Lachnospiraceae sp. 92
25 Lachnoanaerobaculum umeaense 98
26 Lachnospiraceae sp. 86
27 Uncultur. bacterium clone -

28 Uncultur. bacterium clone -

29 Lactobacillus animalis 100
30 Lactobacillus sp. 100
31 Lactobacillus reuteri 97
32 Lactobacillus sp. 99
33 Lactobacillus reuteri 99
34 Lactobacillus sp. 99
35 Lactobacillus gasseri 99
36 Lactobacillus intestinalis strain DSM 98
37 Eisenbergiella massiliensis 97
38 Lachnospiraceae sp. 97
39 Uncultur. bacterium clone 97
40 Eisenbergiella massiliensis 97
41 Lachnospiraceae sp. 97
42 Paenibacillaceae sp. 87
43 Lactobacillus sp. 99
44 Lactobacillus vaginalis 99
45 Lactobacillus reuteri 100
46 Lactobacillus vaginalis 100
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Z vysledkii Sangerova sekvenovani a bakterii ur¢enych programem BLAST jsme shlukovou
analyzou vytvorili fylogeneticky strom, ktery je vyobrazen na obrazku 32. Ze shluki
jednotlivych rodu bakterii jsme ur€ili $patné namnozené vzorky béhem PCR reakce, které
vytvofili vlastni anomalni shluk. Tyto vzorky byly z fylogenetického stromu vyfazeny. Ostatni

vzorky vytvari ti hlavni shluky bakterialnich tiid Bacteroidia, Clostridia a Bacilli.

i MNekultivoevany druh bakterie
Bacteroidetes Q8.5 ;g Bacteroides coprosuis

807 Bacteroides acidifaciens
Bacteroidia 52 8 JI: 10  prevotella sp.
100 —— 12 Barnesiella intestinihominis
731 L— 1§ MNekultivovany druh bakterie
5?-5I 4 Culturomica massiliensis

8 Clostridiales order
20 Nekultivevanv druh bakterie

37 Eisenbergicllo massiliensis

1 Mucispirillum schaedleri
94.9 23 Llachnospiraceae sp.
Firmicutes Clastridia 24 Lachnospiraceae sp.

2 Lachnospiraceae sp.
13 Lachnospiraceae sp.

21 Lachnospiraceae sp.

38 Lachnospiraceae sp.
26 Lachnospiraceae sp.

41 Lachnospiraceae sp.
3 Clostridium xylanovarans
11 lLachnaospiraceae sp.
17 lachnospiroceae sp.
25 laochnoanoerobaculum umegense
31 Lactobacilius reuteri
36 lactobacilius intestinalis
e Lactobacillus toiwanensis
Bacill 67 ?ﬁ Lactobacillus toiwanensis
5 Lactobacillus toiwanensis
35 Lactobacillus gasseriumeaense
2.2 33 Lactobocillus reuteri
] Lactobocillus taiwanensis
14  Lactobocillus taiwanensis
32 Lactobacillus so.
34 Lactobacillus sp.
93 4, 44 Lactobaocillus vaginalis
46 Lactobacillus vaginalis
36— 42 Paenibacillaceae sp.
g9, 43 Lactobaocillus sp.
‘%‘?‘.% 6 Lactobacillus sp.
30 Lactobaocillus sp.
0.04

Obrazek 32: Fylogeneticky strom bakterialnich jedinct vytvofeny programem Geneious
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V programu Bionumerics jsme zkoumali podobnost jednotlivych vzorkli ziskanych
z DGGE gelti pomoci PCoA analyzy. Tyto ptedbézné vysledky shlukovani pied provedenim
analyzy NGS nebyly prikazné, k nahlédnuti jsou v ptiloze D.

Pomoci metody qPCR jsme stanovili mnozstvi druhii bakterii a také jsme se pokusili zjistit,
jestli se ve vzorcich stfev nachazel parazit Leishmania major. Tyto analyzy neposkytly

uspokojivé vysledky a dale jsme se jim nevénovali.

4.4, Bakterialni diverzita ziskana metodou NGS

Metodou NGS jsme zpracovali celkem 108 vzorkt. Z ptvodniho po¢tu 116 vzorkd jsme
z experimentu vytadili celkem 8 vzorkd, 2 neinfikované vzorky a 2 infikované jak z tlustého,
tak z tenkého stfeva kmenu CcS-20. Vzorky jsme vytadili na zakladé nizké koncentrace DNA.
Na obrazcich 33 a 34 jsou zobrazeny parametry NGS reakci. Pti analyze tlustého stieva byl
sekvenacni Cip pokryt pfipravenou knihovnou z 63 %, jak je vidét na obrazku 33a. Téchto
63 % predstavovalo 7103187 DNA sekvenci. Po kontrole IPS kulicek, vyfazeni fragmentt
s nizkou koncentraci DNA a odecteni testovacich fragmentti pfedstavoval pocet sekvenci

4752969. Tyto sekvence byly podrobeny sekvenovani nové generace PGM lon Torrent.

a b C
977 M 82 4,752,969 206 bp 280 bp 295 bp
Total Bases |‘;(‘_\' Signal Total Reads Mean Median Mode
63% 68% Read Length
ISP Loading Usable Reads Read Length Watogram
ISP Density ISP Summary

wa00
120 3 63% [EBUESEH 37%

Loading Empty Wells 00K
Ba%

oy

bow

99% [EEIEEES] o ok —~ - l r
arithment o Templa Fimad ety

E O 5470586 22%

Clonsl

87% EEiL

nnnnnnnnnn

g

Obrazek 33: Parametry reakce NGS vzorki tlustého stfeva

U testovani tenkého stfeva bylo pokryti sekvenaéniho ¢ipu 50 %, jak je vidét na obrazku 34a.
Téchto 50 % predstavovalo 3150563 DNA sekvenci. Po kontrole IPS kulicek, vyfazeni
fragmentl s nizkou koncentraci DNA a odecteni testovacich fragmentii pfedstavoval pocet
sekvenci 1925672. Tyto sekvence byly podrobeny sekvenovani nové generace PGM Ion

Torrent.
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a b c
470 M 65 1,925,672 245 bp 296 bp 296 bp
Total Bases Key Signal Total Reads Mean Median Mode
50% 66% Read Length
ISP Loading Usable Reads svcmn Fisad Langth Histogram

ISP Density ISP Summary
-
50% [ERELETE] 50% e

0% Loading Empty Wells 200000

500000

E

160000

99% [EBUTNSE] 1%

Enrichment

Ho Template

o 86% [ENAtEIT] 14%

0% Clonal Polyclonal

T b 1,925,672

Final Library

Obrazek 34: Parametry reakce NGS vzorku tenkého stieva

Vysledky NGS analyzy, sekvence ve formé FASTQ formatu, jsme zpracovali
Vv bioinformatickém softwaru QIIME. Béhem tohoto zpracovani byly odfiltrovany sekvence
krat§i nez 250 part bazi, chimery a opera¢ni taxonomické jednotky (OTU), které se vyskytli ve
vzorcich méné nez dvakrat. U zbylych sekvenci byla provedena shlukova analyza, dale ur¢eni
taxonomie bakteridlnich zastupct pomoci databaze Greengenes a multidimenzionalni §kalovani
vyobrazené analyzou hlavnich koordinat (PCoA).

Pro zjisténi pocateéniho stavu stievni mikroflory jsme stanovili skladbu bakterii ve stievé
zdravych mysi jednotlivych kment. Z vysledkl na obrazcich 35 a 36 je vidét, Ze se mikroflora
tlustého a tenkého stieva od sebe lisila. Z analyzy tlustého stieva zobrazené na obrazku 35 je
patrné, Ze mikroflora zdravych jedincti se mezi kmeny byla rizna. Kmeny BALB/c a STS
vykazovali téméf totozny pomeér mezi rody Firmicutes a Bacteroidetes. Mys$i kmen CcS-20 mél
mikrofloru slozenou pievazné z rodu Bacteroidetes, druhym nejpocetnéj§im zastupcem byl rod

Firmicutes.
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100%

Bacteria;Firmicutes

I Bacteria;Bacteroidetes

o%

BALB/C Ccs-20 STS

Obrazek 35: Zastoupeni bakterii v tlustém stfeveé zdravych mysi

Bakterie osidlujici tenké stfevo se mezi jednotlivymi kmeny také lisili. Kmeny BALB/c
kolonizoval hlavn¢ kmen Firmicutes. Mysi kmend STS a CcS-20 vykazovali téméf totozny
pocet bakterii rodu Firmicutes. Odlisovali se v§ak v zastoupeni bakterii Bacteroidetes, které

byly pocetnéjsi u kmene STS, zatimco u kmene CcS-20 bylo vice bakterii rodu Actinobacteria,

jak je vidét na obrazku 36.

100%

Bacteria;Firmicutes

Bacteria;Actinobacteria
Bacteria;Bacteroidetes

o% - -

BALB/C CcS-20 STS

Obrazek 36: Zastoupeni bakterii v tenkém stfevé zdravych mysi

Kompletni soubor vzorki jsme analyzovali metodou PCoA, ktera se pouziva pro zkoumani
podobnosti vzorkd v souboru dat a jeji vizualizaci. Tato metoda nam poskytla diagram, kde
jsou podobné vzorky vyznaceny blizko sebe a vzorky odlisné dale od sebe.

Na obrazku 37 je zobrazen diagram analyzy vSech vzorkl jak tenkého, tak tlustého stieva.

Z tohoto obrazku patrné, ze doslo ke shlukovani vzorki jednotlivych trakti. Vzorky tlustého
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stteva (modré) se vyskytuji v pravé ¢asti diagramu, vzorky tenkého stieva (Cervené) v levé

oblasti. A to pfedstavuje vyznamnou disimilaritu mezi obéma trakty.

rcz (6.57 %)
[+] ] ® B tenké stievo
[} ° . B tlusté stievo
® ¢ %¢_o
o
° ‘e
o® ° %
1) ° O :. ®
o
[ X P ]
] © %°
o ® °
..
o ® o L]
o
o
y ® PC1 (76.96 %)
PC3(2.99 %)

Obrazek 37: Graf PCoA analyzy vzorkl tenkého a tlustého streva

U vzorkt tenkého a tlustého stfeva jsme urcili také rozmanitost bakteridlnich druhd. Vysledky
poctu operacnich taxonomickych jednotek (OTU) zobrazuje krabicovy graf na obrazku 38.
Tlusté stievo bylo prokazatené rozmanitéjsi nez stievo tenké. Pocet operaénich taxonomickych
jednotek (OTU) v tlustém stievé se pohyboval mezi 550 a 800. V tenkém stievé byl pocet
zjisténych OTU nizsi od 80 do 350.

900

800

700}

6001 X R
500F R
400

300+

200F g

100

0

tenkeé stievo tlusté stfevo

Obrazek 38: Krabicovy graf bakterialni rozmanitost osidlujici tenké a tlusté stievo
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Z divodu velké rozdilnosti traktt, které jsou vidét na obrazcich 37 a 38, jsme se rozhodli je
v dal$im testovani interpretovat oddélené.

Pro lepsi rozliSeni shlukovani infikovanych a neinfikovanych vzorka jednotlivych kmena
béhem PCoA analyzy, jsme kazdy kmen analyzovali samostatné. Jako prvni jsme zpracovali
vzorky tlustého stieva. U vnimavého kmenu BALB/c bylo vidét vyznamné shlukovani

neinfikovanych a infikovanych vzorki, jak je zobrazeno na obrazku 39.

BALB/c PC2 (18.26 %) PY
©
B infikované
. P = ”
® B neinfikované
©
©
(8}
©
(%]
O ©
® ©
Q¢ (6045 %)
PC3 (6.12 %)

Obrazek 39: Graf PCoA analyzy vzorki tlustého stieva kmene BALB/c

Méné vyrazné shlukovani jsme pozorovali u castecné vnimavého kmenu CcS-20

(viz obrazek 40).

PC2 (15.35 %)
® B infikované
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Obrazek 40: Graf PCoA analyzy vzorkt tlustého stieva kmene CcS-20
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Kmen STS nejevil znamky shlukovani a infikované i neinfikované vzorky byly lokalizovany

nahodné, jak je vidét na obrazku 41.
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Obrazek 41: Graf PCoA analyzy vzorki tlustého stfeva kmene STS

Vysledky PCoA analyzy uréili miru podobnosti infikovanych a neinfikovanych soubori
vzorkl, ktera se projevila i U zmény osidleni traktu.

Porovnali jsme zmény osidleni tlustého stieva, ke kterym doslo po infekci Leishmania major.
Nejvyrazngj§i zmény jsme pozorovali u vnimavého kmene mysi BALB/c, kde po infekci doslo
k vyraznému sniZeni osidleni ¢eledi Lactobacillaceae z 28 % na 2 %, dale ke snizeni bakterii
Celedi Bacteroidales o 5,5 % a u €eledi Clostridiales se zastoupeni zvysilo o 15 %, jak je vidét
na obrazku 42. Infikované mysi kmenti CcS-20 a STS nevykazovali tak vyznamné zmény
osidleni. U kmene CcS-20 doslo ke zvySeni ¢eledi Clostridiales o 9 % a snizeni Celedi
Bacteroidales o 13 %. Osidleni kmene STS bylo téméf totozné s neinfikovanymi jedinci

(viz obrazek 42).
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Obrazek 42: Zastoupeni bakterii v tlustém stievé infikovanych a neinfikovanych mysi kment BALB/c,
CcS-20a STS

Zménu raznorodosti  bakterii jsme po infekci parazitem Leishmania major pozorovali
piedevsim u vnimavého kmene BALB/c, kde se pocet taxonomickych jednotek (OTU) snizil
priblizné o 100 druhti. U kmene CcS-20 doslo po infekci k lehkému navyseni OTU. Kmen STS
nevykazoval vyznamnou zménu poctu zjiSténych taxonomickych jednotek. Zjisténé hodnoty

OTU jsou zobrazeny krabicovymi grafy na obrazku 43.
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Obrazek 43: Krabicovy graf bakterialni rozmanitost osidlujici tlusté stfevo kmentt BALB/c, CcS-20
aSTS

Vzorky tenkého stfeva jsme analyzovali stejnym zptisobem jako vzorky tlustého stieva. PCOA

analyzu jsme opét provedli pro kazdy kmen samostatné. V piipadé vzorki tenkého stieva doslo
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ke shlukovani infikovanych a neinfikovanych vzorki pouze u vnimavého kmenu BALB/c, jak

je vidét na obrazku 44.
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Obrazek 44: Graf PCoA analyzy vzorki tenkého stieva kmene BALB/c

Kmeny CcS-20 a STS nejevily vyznamné znamky shlukovéani, vzorky byly lokalizovany

nahodné, jak je vidét na obrazcich 45 a 46.
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Obrazek 45: Graf PCoA analyzy vzorka tenkého stieva kmene CcS-20
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Obrazek 46: Graf PCoA analyzy vzorkt tenkého stfeva kmene STS

Zmény osidleni tenkého stfeva po infekci parazitem Leishmania major jsme pozorovali
u kmend CcS-20 a STS. Vnimavy kmen BALB/c zistal prakticky nezménén, jak je vidét na
obrazku 47.

Nejvyraznéjsi zmény jsme pozorovali u ¢aste¢né vnimavého kmene mysi CcS-20, kde se po
infekci parazitem zvysilo zastoupeni fadu Lactobacillales o 33 % na ukor fadu Bacteroidales
a Actinomycetales, které byly infekci vyhubeny. U kmene STS doslo ke snizeni osidleni
tenkého stfeva fady Bacteroidales o 10 % a Clostridiales o 9,5 %, ke zvySeni osidleni doslo

u fadu Lactobacillales o 22 % (viz obrazek 47).
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Obrazek 47: Zastoupeni bakterii v tenkém stfeve infikovanych a neinfikovanych mysi kmentt BALB/c,
CcS-20a STS

Zménu Vv rozmanitosti bakterii v tenkém stievé jsme po infekci parazitem Leishmania major
pozorovali u ¢asteéné vnimavého kmene CcS-20, kde se pocet operacnich taxonomickych
jednotek (OTU) snizil pfiblizné o 100 druhti. Kmeny BALB/c a STS nevykazovaly vyznamnou
zménu operacnich taxonomickych jednotek (OTU). Poéty OTU jednotlivych kmeni jsou

zobrazena krabicovymi grafy na obrazku 48.
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Obrazek 48: Krabicovy graf bakterialni rozmanitost osidlujici tenké stfevo kmentt BALB/c, CcS-20 a
STS
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5. Diskuse

Na pocatku experimentu jsme sledovali manifestaci infekce parazitem Leishmania major

U mysich jedinct kment BALB/c, CcS-20 a STS. Zaméfili jsme se na zménu hmotnosti
jednotlivych mysi a tvorbu koznich 1ézi. Ke snizeni hmotnosti doslo u infikovanych mysi
kmene BALB/c o téméi 5 % a u kmene CcS-20 0 2,6 %, toto snizeni hmotnosti pfisuzujeme
projevim infekce Leishmania major, ktera ma vliv na zdravotni stav jedince. Infikovani jedinci
rezistentniho kmene STS navysili svou hmotnost béhem 8 tydni primérné o 11,4 %, stejné
navySeni télesné hmotnosti jsme pozorovali i u neinfikovanych mysi kmene STS, tento
minimalni rozdil zmény hmotnosti potvrzuje rezistenci k infekci Leishmania major. NavySeni
hmotnosti jsme pozorovali i u neinfikovanych mysi ostatnich kmend a to 0 10 % a 7,4 %.
U infikovanych mysi byly pozorovany kozni 1éze, které jsou béznym znakem onemocnéni.
Nejveétsi 1éze byly pozorovany u vnimavého kmene BALB/c. Pfiblizn¢ o polovinu mensi 1éze
se vyskytovaly u mySiho kmene CcS-20. Toto zmirnéni manifestace infekce pifisuzujeme
projevim gend kmene STS, kterymi kmen CcS-20 disponuje z 12,5 %. U kmene STS se 1éze
bézné nevyskytuji, v naSem souboru vzorkl se vyskytl pripad jedné mysi, které se vytvorila
léze. Tento jev hodnotime jako anomalii.

Dale jsme vytvorili bakterialni profily pomoci denatura¢ni gradientové elektroforézy (DGGE),
kde jsme porovnali bakterialni profily jednotlivych kment u vzorkl ziskanych z tlustého
a tenkého stieva, pro zjisténi podobnosti profilti a vazeb mezi jednotlivymi kmeny. Mezi gely
kment tlustého stfeva jsme neshledali vyznamnou spojitost v ulozeni jednotlivych bakterii.
Objevil se zde pas zon, ktery se opakoval u neinfikovanych vzorki BALB/c, CcS-20
a u infikovanych i neinfikovanych vzorkii STS, posléze bylo urcéeno, Ze tyto zény jsou
charakteristické pro bakterii Lactobacillus taiwanensi. Podobnost téchto zon hodnotime jako
odpovidajici zdravému modelu mikrobidlniho profilu laktobacila. U vzorki tenkého stieva byl
velmi vyrazny pas zon, ktery se vyskytoval u vSech analyzovanych kment nehledé na stav
my$i, coZz bylo velice podezielé. Ve fylogenetickém stromu, ktery jsme vytvotili z DNA
vybranych zén, vykazovaly tyto vzorky anomalni shlukovéani. Po dikladném piezkoumani
téchto vzork jsme zjistili, Zze zde doslo k namnozeni ¢asti mysiho genomu, a proto jsme vzorky
vytadili z této analyzy.

V programu Bionumerics jsme se zaméfili na podobnost jednotlivych vzork bakterii ziskanych
z DGGE gelit pomoci PCoA analyzy. Tato analyza nepfinesla prikazné vysledky,
pravdépodobné, kviili omezenému poctu vzorkii a porovnani mezi jednotlivymi bakteriemi ze
vzorku, a ne komplexnim souborem dat, jako tomu je u NGS.
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Pomoci metody qPCR jsme chtéli stanovit mnozstvi jednotlivych druhti bakterii ve vzorcich.
Tato analyza poskytla vysledky s vysokou odchylkou mezi jednotlivymi vzorky. Mohlo zde mit
vliv staii standardnich vzorkil bakterii, které jsme pouzili. Také jsme touto metodou chtéli
stanovit pfipadné mnozstvi parazita Leishmania major ve vzorcich stiev. V tomto ptipad¢ se
nam nepodarilo vcas sehnat standardni vzorek, ktery bychom mohli pouzit béhem reakce.
Reakce nepftinesla vysledek, ktery jsme ocekavali. Reakce tak bude muset byt opakovana
Vv dal$im experimentu.

Stézejni analyzou této prace bylo zjiSténi bakteridlni diverzity pomoci vysp€lé metody
sekvenovani nové generace a statistické analyzy softwarem QIIME. Zde jsme nejdtive urcili
bakterie kolonizujici gastrointestinalni trakt zdravych mysi. Bylo zajimavé, jak moc se osidleni
traktii mezi jednotlivymi kmeny lisilo, jen vlivem genetické vybavy. Bakterialni zastoupeni
u zdravych mysi odpovidalo obecné¢ modelu zdravé mikroflory. Bakteridlni druhy byly
pocetnéjsi v tlustém stfevu nez tenkém, co také odpovidam fyziologickym podminkam.
Po infekci parazitem Leishmania major doslo ke zménam osidleni gastrointestinalniho traktu.
Zmény osidleni byly nejvyrazngjsi v tlustém stievé u kmene BALB/c. Doslo zde témét
ke kompletnimu vymyceni zastupci ¢eledi Lactobacillaceae, které jsou bézné povazovany za
télu prospésné bakterie, na kterych jsou zalozeny i probiotické dopliiky stravy, jejichz pozitivni
vliv na stfevni trakt byl popsan v mnoha studiich. Tyto probiotické bakterie zlepsuji lidskou
i mySi funkci stfevni epitelidlni bariéry, ¢imz zabranuji translokaci potencialné Skodlivych
organismi. Tento ubytek tak mohl mit vyznamny vliv na zdravotni stav jedince. Dale se
Vv tlustém stfevé u kmene BALB/c navysily bakterie ¢eledi Clostridiales, které jsou soucasti
stfevni mikroflory, obecné jsou vnimany jako bakterie nepfiznivé pro organismus, které mohou
zpiisobit zdravotni potize pfi oslabeni imunitniho systému nebo po uZiti antibiotik. Obdobné
zvyseni bakterii rodu Clostridia u BALB/c bylo popsano i v ¢lanku zabyvajicim se projevy
Leishmania major [103]. Naopak v tenkém stievé kmene BALB/cC jsme Zadné vyznamné zmény
osidleni nezaznamenali. Céste¢n& vnimavy kmen CcS-20 vykazoval zmény jak v tlustém, tak
tenkém stieve. V tlustém stievé doslo podobnym zménam jako u kmene BALB/c, ale v mensim
rozsahu. Doslo k navySeni pocétu bakterii Celedi Clostridiales a také ke sniZzeni cCeledi
Bacteroidales, ktera v organismu pfispivaji k tvorbé vitamint a fermentaci zbytkd. V tenkém
stteve jedincti CcS-20 doslo ke zvySeni Celedi Lactobacillaceae na tkor dvou dalSich skupin
bakterii, a to ¢eledi Bacteroidales a Actinomycetales. Pti analyze rezistentniho kmenu STS jsme
nepozorovali zasadni zmény osidleni tlustého stieva, v tenkém stieve jsme pozorovali nepatrné

zmény Vv kolonizaci ¢eledi Bacteroidales, ktera se po infekci snizila.
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6. Zavér

Moderni metody 21. stoleti, piedevsim rozvoj sekvenacnich technologii a bioinformatiky,
umoznily detailni zkoumani stievniho mikrobiomu, ktery byl donedavna piehlizen. Souhrn
téchto metod jsme vyuzili pro analyzu zmén osidleni stfevnich traktd po infekci parazitem
Leishmania major. O travicim traktu a jeho zménach vlivem parazitarni infekce Leishmania
major nebylo zatim publikovano mnoho, vzhledem k omezenému poctu zdroju na toto téma se
jedna o pilotni studii zaméfenou pouze na zmény mikrobiomu. Podrobny popis slozeni
mikrobiomu nam poskytl srovnani mezi osidlenim zdravého a patologického
gastrointestinalniho  traktu u mySich kmeni vnimavého (BALB/C), c{aste¢né
vnimavého (CcS- 20) a rezistentniho (STS). V naSem experimentu se¢ nam podafilo dokazat
zmény v osidleni gastrointestinalniho traktu mysi infikovanych parazitem Leishmania major.
K nejvyraznéjSim zménam, které jsme v této studii pozorovali, patfily pfedevsim zmény
u kmene BALB/c v tlustém stfevé, kde doslo k redukci ¢eledi Lactobacillaceae na minimum,
coz by mohlo myt zna¢ny vliv na jejich zdravotni stav. Pro detailni zjisténi vlivu Leishmania
major na stfevni mikrobiom budou nutné dalsi studie. V nasledujici studii budou
experimentalné testovany dalsi jedinci rekombinantniho kongenniho kmene CcS. Doufame, ze
tyto studie ptispéji k uplnému pochopeni manifestace parazita Leishmania major na ¢lovéka,
coz povede ke zkvalitnéni 1é¢by leishmanidzy. Z globalniho hlediska se piedpoklada, ze by
zmény piitomnosti nebo relativniho poctu bakterii stfevni mikrobioty mohly byt pouzity
v budoucnu jako biomarkery pro specifické nemoci, coz by pfispé€lo k rychlejsimu stanoveni

diagno6zy pacienta a ¢asnéjSimu zapoceti 1écby.
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Priloha B : Zkraceny manual Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit
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-Q=~OT2 Kit- 200 or 400
depending on the read-length of the library:

AEsiteYeall PG lon PGM™ Hi-Q OT2 Kit - 200
lon 55 lan 520/530 Kit. OT2 200bp
lon 55 lon 520/530 Kit- OT2 400bp

lon 55: lan 540 KIT - QT2

PGM: lon OneTouch™ Select Template Kit
K PGH: lon PGM™ HI-Q OT2 Kt - 200

PCH: lon PGM™ Hi-3 OT2 Kit- 400

PGM: lon PGM™ Hi-Q Wiew OTZ2 Kit- 200

PGM: lon PGM™ Hi-Q Wiew OT2 Kit- 400

PSM: lon FGM™ Templsts 072 200 Kit

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

Protocol: Protar

;‘E;@

Assisted | Expert

6 i 1.56 ,i, 0.00 P5I E 24¢
« 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 lon OneTouch™ Recovery Tubes and Ton OneTouch™ Recovery Router
1. Dispense 150 uL Ton OneTouch™ Breaking Solution into each of two Ton OneTouch™
Recovery Tubes and Insert them into the two centrifuge positions.
2. Install the Ion OneTouch™ Recovery Router into the center slot of the centrifuge and
close the centrifuge lid.
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(1) lon OneTouch™ Recovery Tube
(Z) lon OneTouch™ Recovery Router

B) Install the Ion 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.

of e

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

Up position Down position

A A

D) Install the Reagent Tubes
1. Install the Ton OneTouch™ Oil: fill the Reagent Tube half-full with Qil.
2. Install the Ton 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 a 2-mL tube (violet cap) containing 800 pL of Ton 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 color | volume
1 Nuclease-free Water 25 uL
2 Ion PGM™ Hi-Q™ View Enzyme Mix | Brown 50 uL
3 Diluted library (26pM) 25uL
4 Ton PGM™ Hi-Q™ View ISPs Black 100uL

Prepare the lon 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.

G) Fill and install the Ion OneTouch™ Reaction Filter
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i1y Sample port

1. Pipet 1000 pL of the amplification solution through the sample port of the Ion 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 puL of Ton OneTouch™ Reaction Oil through the
sample port.

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

OneTouch™ 2 Instrument

TS M a8 e

H) Start the run
1. After installing the Ton 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 Ton OneTouch™ Recovery Router.

3. Remove both Ton 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).
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B) Enrich the template-positive lon PGM™ Hi-Q™ View ISPs
B1) Prepare reagents then fill the 8-well strip
1) ISPs
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:
2. Pipet the ISPs up and down 10 times to mix, then transfer the suspension into Well 1 of the 8-well
strip.

IT) 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.

I11) 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 pL
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 Beads+ My One™ Beads Wash Solution
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin
ClBeads
Well 3 300 pL of Ton OneTouch™ Wash Solution
Well 4 300 pL of Ton OneTouch™ Wash Solution
Well 5 300 puL of Ton OneTouch™ Wash Solution
Well 6 1
Well 7 300 uL of freshly-prepared Melt-Off Solution
111) Prepare Melt-Off Solution
Well 8 1
| /
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**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

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, Ion 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) Clean the Ton OneTouch™ 2 Instrument

1. Determine the appropriate reagents to use for maintaining the lon OneTouch™ 2 Instrument:
Already using the Ion 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 lon OneTouch™ Amplification Plate in the heat block.

© o &~ w D

The tubing is out of the valve. Remove the injector from the Ion OneTouch™ DL Injector

Hub and place it into the waste tube.

7. On the home screen of the instrument, touch Clean.

8. 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.

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

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

11. 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.

12. Touch Next to return to the home screen on the instrument.
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Priloha C : Zkraceny manual 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.

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

1. Press Clean, and select the 18-MOhm water cleaning. Press Next.

2. Using ungloved hands, secure a used chip designated for cleaning in the chip clamp.

3. Remove all wash and reagent bottles attached to the instrument. Keep the sippers in place at all
positions. Press Next.

4. 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.

8. 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.

9. 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.

No o

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.

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 ITon 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.



Fakulta biomedicinského inzenyrstvi
Ceské vysoké uceni technické v Praze

lon PGM™ System

Scan or enter the W2 Solution barcode,
or select the Sequencing Kit below.

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, Ton 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 ISPs

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

1. Mix the tube containing the ISPs by thoroughly pipetting up and down.

2. Centrifuge for 2 minutes at 15,500 x g.

3. remove the supernatant. Leave~15 pL in the tube

4. Vortex the primer for 5 seconds, Add 12 pL of Sequencing Primer to the ISPs, then confirm that
the total volume is 27 Ml

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.

oo

Perform Chip Check
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1. On the main menu of the lon PGM™ Sequencer touchscreen, press Run. Remove the waste bottle
and completely empty it. Press Next.

2. 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.

5. Replace the old chip with the new one. Close the chip clamp, then press Next.

6. Press Chip Check

7. Following a successful Chip Check, empty the waste bottle, then select the Waste bottle is empty
checkbox on the touchscreen. Press Next.

Bind the Sequencing Polymerase to the ISPs

1. After annealing the Sequencing Primer, add 3 pL of ITon 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 lon 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.

<

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 pipettel]

lon 316" or lon Entirevolume | Rainin™ Pipet-Lite” LTS L-100XLS, 10-100 pL
318™ Chip (~30 pL)

lon 314" Chip 10 pL Rainin” Pipet-Lite™ LTS L-20XLS, 2-20 pL

2. Insert the tip firmly into the loading port of the chip.
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3. With the pipette unlocked, apply gentle pressure between the tip and chip and slowly dial down the
pipette (~1 uL per second) to deposit the ISPs. To avoid introducing bubbles into the chip, leave a
small amount in the pipette tip (~0.5 pL).

R\
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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.
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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 D : Vysledky PCoA analyzy z programu Bionumerics
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