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Editorial

Milé ¢tenarky, mili ¢tenari,

bez mikrob( zdravi ¢lovék neziskd, a¢ v klidu je anebo stéle
pospicha...

Inovace, analyza, diverzita, v niz je sila, fermentace, regulace,
dynamicka interakce, imunitni modulace, mikrobiom = mocny
stréZce...

Nebo co zadit takto? Mikrobi ve vzduchu, mikrobi v desti, mikrobi
v mofich, mikrobi v pddé, mikrobi v nas, mikrobi na nés, mikrobi
kolem nés, mikrobi s ndmi a my s mikroby, zkratka mikrobi vSude.
Vdécdime jim za mnohé, tfeba za 20 % kysliku, ktery dychame...

Prosté a jednoduse a do tfetice vSeho mikrobialniho. Chtél jsem
napsat, ze my a mikrobiota jsme na této planeté nerozlué¢nym
tandemem. Poskytujeme mikroblm potrebné substraty a zadzemi
a samoziejmé jim vénujeme adekvatni pozornost a péci, a to ve
vlastnim zajmu. No a mikrobi nés chrani pred patogeny, poradaji
v rdmci organismu ve spolupraci s imunitnim systémem rozli¢na
skoleni a edukacni workshopy = takové klasické celozZivotni
vzdélavani :0), napomahaji traveni a vstfebavani zZivin, tvofi
nékteré vitaminy, podili se na metabolismu |éciv, vyrabi palivo
pro stfevni bunky, podporuji stfevni bariéru, snizuji zanétlivou
odpovéd organismu, brani rozvoji nékterych onemocnéni véetné
téch néddorovych. A co tfeba regulace chuti k jidlu? Vliv na
chovani a mozkové funkce? Vliv na funkci sval(? Tento seznam je
rozsahly, je ddvodem ke kazdodenni oslavé a respektu

k mikrobioté. Navic se nejedné o konecny vycet mikrobialnich
funkci a tento ,mikrobiéIni seznam” bude s rozvojem naseho
poznani narUstat.
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Vlastnosti mikrobioty jsou skute¢né podivuhodné, mikrobi spolu
efektivné komunikuji a vytvéreji napf. i biofilmy. Mohou byt tyto biofilmy
prospésné nebo jsou vdechny biofilmy hororové a skytaji nebezpedi,

s nimz obtizné bojujeme? Dozvite se v tomto cisle Mikrobio(m)novin.
Nahlédnete do tradi¢niho metodického okénka, ¢ekaji vas aktuality

a pozvanky na akce, které se mikrobioté vénuiji.

Mikrobiota s nami sdili nase zivoty a rdda spole¢né oslavi Svétovy den
mikrobiomu. 27. Cervna se jiz blizi. Tak at se oslava vydari. Dékujeme
vam, ze otevirate dalsi &islo Mikrobio(m)novin.

Pfijemné cteni.

Jiti Vejmelka

Téma mésice:

Nebojme se biofilmu .... mGzeme ho sakra
potrebovat!

V predeslém &isle Mikrobio(m)novin jsme obsadili biofilm do role hlavniho
padoucha, i kdyz posledni slova hlavniho ¢lanku naznacovala, Ze situace neni
¢ernobila. Uréité nepfijemné vlastnosti bakterii rostoucich v biofilmu, se
kterymi se potkdvdme v oblasti mediciny, jsou vice nez vyvazeny tim, co pro
nds bakterie v podobé biofilmu mohou udélat v jinych oblastech. Pojdme se
tedy podivat na GZasné vlastnosti biofilm jesté jednou, tentokrét

s biofilmem v roli skfitkd pomocnicka.

Reaktory pro biofilm

Pfipomerime si zakladni vlastnosti biofilma: adheze k povrchu (vétsinou),
velkd hustota mikroorganism, tvorba extracelularni matrix a heterogenni
metabolismus. Biofilm je komplexni ,organism-like” struktura, ktera se
sama vyviji a pfizpusobuje ménicim podminkam prostredi, tak aby
optimalizovala funkci, coz je z hlediska cileného vyuziti vyhodné.
Heterogenni metabolismus znameng, Ze v rdznorodé populaci tvofici
biofilm probiha fada riznych metabolickych procesl najednou, pficemz
vysledky jednoho déje realizovaného urcitym typem bakterii ¢asto
umoznuji existenci jiného druhu. Biofilmy rostouci na pevném povrchu
maji charakter retentostatu (bioreaktoru, v némz rostouci buriky doséhnou
ustaleného stavu, kdy je kultiva¢ni kapalina z bioreaktoru odvadéna

a nahrazovéna Cerstvym Zivnym médiem, ale filtr zadrzuje biomasu) se
stacionarnim biokatalyzatorem pracujicim v kontinualnim rezimu. Takto je
mozny dlouhodoby provoz s jednoduchou separaci produktu

a biokatalyzatoru.
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parametr je pomér povrch/objem. V soucasnosti se pouzivaji tfi zakladni typy reaktor( a nepreberné
jejich modifikaci. Nejobvyklejsi bioreaktory jsou jednoduché tanky, v nichz je médium kontinualné
promichavano, které se obvykle pouzivaji pro planktonicky rostouci kultury. Pokud vsak tyto reaktory
obsahuji i pevné Castice jako povrch pro adhezi, je mozné je vyuzit i pro kultivaci biofilmu. Druhym
typem jsou rotaéni reaktory, bud'v podobé jednoho rotujiciho vélce, nebo soustavy rotujicich diskd.
Pfi tomto usporadani se biofilm opakované dostava do kontaktu s tekutou a plynnou fazi. Poslednim
typem jsou membranové reaktory, kde membrana slouzi dvojimu ucelu. Jednak jako povrch, na
kterém biofilm roste, a kromé toho k vyméné plynt mezi vnitfnim a vnéj$im prostfedim. Membranové
bioreaktory existuji v mnoha podobach, napf. jako trubice, kapilédry nebo duté vldkna. Pokud jsou
tvofeny prasvitnymi materialy, je mozné je vyuzit i k péstovani fototrofnich organismd. Kromé
¢lovékem zkonstruovanych bioreaktord viak vyuzivdme i bioreaktory pfFirodni. Biofilm najdeme napf.
na kofenech rostlin, v odpadnich kalech a na mnoha dal$ich mistech, kde, ¢asto nevédomky,
vyuzivame jeho sluzby.

Vyroba organickych latek (,,bilé” biotechnologie)

VyuZiti mikroorganismU k produkci rdznych organickych latek saha hluboko do minulosti, jak uz jsme
psali v Mikrobio(m)novinach v fijnu 2023 vénovanym fermentaci. Nicméné jednim z vyraznych
limitujicich faktorl je toxicita vznikajiciho produktu (napf. kyselina octové nebo alkohol), které

v planktonické kultufe nakonec produkujici mikroorganismy zahubi a vede k ukonéeni procesu
fermentace. Vyuziti biofilmu v kombinaci s vhodnym bioreaktorem umozriuje produkty premény
efektivné odvadét a udrZet vykonnost systému nesrovnatelné déle. Par piiklada: Lactobacillus
delbrueckii se vyuziva k vyrobé kyseliny mlé¢né, ovsem produkce v tubuldrnim biofilmovém reaktoru
je 6-8x vyssi nez v tanku s volné rostoucimi bakteriemi. Pseudomonas taiwanensis dokaze konvertovat
cyklohexan a styren na cyklohexanol nebo S-styren oxid, které maji Siroké pouziti v mnoha odvétvich
chemického, farmaceutického, a kosmetického primyslu. Vznikajici produkty jsou viak pro bakterie
vysoce toxické. Pfi vyuziti membranového tubuldrniho bioreaktoru (prdmér 2 mm, délka 200 mm) je
mozné toxicky produkt pribézné odvadét a udrzet tak systém v produkénim stavu tydny az mésice.

Elektroaktivni biofilmy

Mnoho mikroorganismd ze véech tfi domén (Archea,

Bacteria, Eukarya) dokaze produkovat elektricky

proud a prenéset elektrony na anody rdznych typu

bioelektrochemickych systéma. Jsou to zejména

bakterie redukujici zelezo, jako je Geobacter

sulfurreducens, které jsou efektivni pfi mirnych

teplotach - u biofilma tvorenych riznymi bakteriemi

rodu Geobacter byla zmérena intenzita proudu na

anodé& 5.7 - 9.3 Am2. Se spravnym médiem

a rdstovymi podminkami mohou vysoké proudové

hustoty vytvaret i mnohé dal§i mikroorganismy, od béznych kvasinek az po extremofily, jako jsou
hypertermofilni archaea. Mikrobialni elektrochemické technologie se uplatiuji pfi vyvoji mikrobialnich
desaliniza¢nich jednotek [ 1], syntetickych ¢lankd konvertujicich napf. CO, na metan, acetét nebo
etanol [2], mikrobidlnich palivovych ¢lankd generujicich elektricky proud [3] nebo mikrobialnich
biosenzord [4]. Zcela praktickym vyuZitim mikrobidlnich palivovych ¢lankd je spojeni ¢isténi odpadnich
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vod a produkce energie. Organické slouceniny v odpadnich vodach obsahuji obrovské mnozstvi
chemicky vazané energie, kterou bakterie, napft. G. sulphurreducens, mohou uvolnit v podobé toku
elektront. Odpadni vody se tak mohou distit pfimo, bez dodavéani energie jinak potrebné na
provzdusnovani kald. Pokud neni zapotrebi vyrabét na misté elektrickou energii, je mozné ¢lanek
upravit tak, aby v katodové komore dochézelo k elektrolyze vody a byl produkovan vodik.

Biofotovoltaické élanky

Vyssi divéi” v oboru bioelektrochemickych systém jsou biofilmy zaloZzené na autotrofnich
organismech. Princip téchto ¢lanka je stejny jako u vy$e popsanych elektroaktivnich biofilma, ovéem
zdrojem energie je svétlo. Zatim nejlepsich vysledki bylo dosazeno s cyanobakterii Synechococcus
sp. WH 5701 rostouci jako biofilm pfimo na transparentni vodivé anodé. Maximalni vykon ¢lanku byl
10,3 mWm-2 pfi osvétleni o intenzité 10 Wm-2 a vykon byl udrzitelny nékolik tydnd. Ctyf¥i v sérii
zapojené clanky vyrobily dostatek proudu na napéajeni komeréniho digitélniho budiku [5].

Vyroba biopaliv

Zluté lany fepky viditelné mozna i z vesmiru se rychle postaraly o negativni vnimani biopaliv jako
takovych. Nicméné, pokud tato komodita nema slouzit primérné jako nastroj k ¢erpani dotaci, ale
skuteéné jako alternativni zdroj pohonnych hmot, mohou byt fototrofni biofilmy cennymi pomocniky.
Koneckoncd, i zatim naprosto prevazujici ropa mé svij pavod v CO, kdysi zachyceném a ulozeném
fotosyntetizujicimi organismy. Kapilarni reaktory pro biofilm se zdaji byt ideadlnim fe$enim, ale
problémem je odpadni produkt fotosyntézy - O, - ktery je toxicky a brzdi rist biofilmu. Nicméné,

i tento problém lze Fedit. Smésny biofilm tvofeny sinici Synechocystis, kterd produkuje O, a bakterii
Pseudomonas, kterd O, spotfebovava, péstovany v kapilarnim reaktoru, byl schopen konvertovat

cyklohexan na cyklohexanol v objemu 3,76 g.m~=2den-1 a udrzet produkci po dobu jednoho mésice

[6].

Vyuziti biofilma v zemédélstvi

Souziti rostlin, resp. jejich korend, s pddnimi

bakteriemi, je zndmo dlouho, ale vyzkum v oblasti

cilené vytvarenych nebo prirozenych biofilmu je

pomérné nedavného data. Pozornost se

soustfeduje na vicedruhové biofilmy, jejichz

zdkladem jsou autotrofni cyanobakterie schopné

tvofit vldkna. Ty vytvéareji jednak strukturni zéklad,

jednak jsou schopné poskytovat dalsim ¢lendm

bakteridlniho spolecenstva organické latky

vytvafené v procesu fotosyntézy. Dal$imi dilezitymi

sloZzkami téchto biofilmU jsou bakterie vazici vzdusny dusik nebo chemolitotrofni bakterie, schopné
uvolnovat zasadni biogenni prvky jako sira nebo fosfor z minerall. VyuZiti takovych biofilmd vyrazné
zlepsuje zasobeni rostlin Zivinami a miZe nahrazovat uméla hnojiva. Kromé toho se ukéazalo, ze
zlepsuje strukturu pddy a zadrzovéni vody, coz je velmi dlleZité v situaci, kdy ¢elime nutnosti
adaptovat se na klimatickou zménu.
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Bioremediace

Bioremediace je definovéna jako proces, v némz jsou pusobenim Zivych organisml preménovany
latky toxické na netoxické. Vzhledem k tomu, jakd spoust cCasto za Clovékem zlstavd, je pomoc
bakteridlnich biofilmd v této oblasti nedocenitelna. Bioelektrické ¢lanky zalozené na biofilmu se
vyuzivaji k odstrariovani tézkych kovl z prostredi. Bakteridlni biofilmy se ukazuji byt neocenitelnymi
pomocniky pfi recyklaci elektronického odpadu, kterého nase spoleénost vyprodukuje az 50 mil tun
ro¢né [7]. Jednim z charakteristickych rysd soucasnosti je vSudypfitomné rozsiteni plastl, které velmi
rychle skonéi v podobé& mikroplastl a jako globalni polutant zamofuji celou biosféru. V pfirodnim
ekosystému vsak zadné nika nezlstane neosidlend, a tak i povrchy mikroplastd jsou kolonizovany
mikroorganismy ,plastisféry” tvoficimi biofilmy. Najdeme zde autotrofni cyanobakterie (Nostoc,
Scytonemal) nebo fasy (Navicula, Cyclotella) v kombinaci s heterotrofnimi bakteriemi tfid Gamma-
a Alphaproteobacteria. Tyto biofilmy sekretuji nejriznéj$i enzymy, které dokazi mikroplasty rozkladat,
a kromé toho jsou schopny katalyzovat jejich konverzi na polyhydroxyalkanoéty (PHA). PHA mohou byt
vyuzity k vyrobé plnohodnotnych néhrad plastl zaloZzenych na ropnych derivatech [8]. Jesté udernéjsi
jsou nékteré houby, které ani necekaji, az se plasty rozpadnou na mikroplasty. Rada hub kmene
Ascomycota je schopné se uchytit na povrchu raznych syntetickych polymera (PEE, PES, PVC atd),
vytvofit biofilm a vylucovat rldzné enzymy schopné degradovat plast. V fddu mésici dojde
k mineralizaci plastovych polymera na neskodny produkt [9].

Bezprostfedni hrozbou, které lidstvo celi, je antibiotickd (ATB) rezistence, kterou jesté vyrazné
potencujeme bezstarostnym vypousténim obrovského mnoZstvi antibiotik do prostiedi a proto
technologie, které umoznuji jejich eliminaci, jsou nesmirné dalezité. V minulém C¢isle jsme psali o
biofilmech, které akumuluji geny pro ATB rezistenci, naopak zde chceme upozornit na biofilmy, které
dokézi ATB degradovat a pouzivaji se pro &isténi odpadnich vod. Uspésné se k tomuto Gcelu vyuzivaji
smiSené biofilmy mikroskopickych fas a bakterii [10]. Vycet situaci, kdy mikroorganismy a jejich
biofilmy pomahaji, obrazné feceno, hasit pozary zalozené ¢lovékem, by mohl byt velmi, velmi dlouhy
a zaslouzil by si dal$i samostatné ¢islo Mikrobio(m)novin.

Biofilmy a materialové inzenyrstvi

Bakterie rostouci v biofilmu mohou ve srovnani
s planktonicky rostoucimi bakteriemi ziskat
nékteré nové vlastnosti. Acetobacter xylinum se
vyuzivd k produkci celuldézy. Produkce
v biofilmovém reaktoru vede k vy$sim vytézkam
nez ve volné rostouci kultufe, ale odlisné jsou
i vlastnosti produkované celuldézy. Mechanicka
odolnost materidlu, vyjadiend pomoci Youngova
modulu, je u celuldézy produkované bakterii
v biofilmu 10x vy$si (2,4 GPa) nez u celuldzy
produkované stejnou bakterii v planktonické
kultufe. Pomoci biofilmG je mozné vytvofit i vrstvu ,biobetonu”. Povrch mikroorganismd Casto nese

negativni naboj, coz vede k akumulaci kationtd, napt. Ca2+. Vapenaté ionty se vazi do CaCO3, ktery

za podminek supersaturace precipituje (microbially induced calcium carbonate precipitation, MICP).
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MICP lze vyuzit ke zpeviiovani plid, opravam betonovych konstrukci, vychytavani a uskladnovani CO2,

ale treba také pfi vytvareni kostnich nahrad [11].

Uvedeny prehled je pouze anekdoticky vycéet pfikladd, kdy jsou bakterie rostouci v biofilmu pro
¢lovéka jednoznacné prospésné. Rozhodné je tedy zapotrebi opustit paradigma biofilm = nebezpedi
a zacit hledat zplsoby, jak nesmirné moznosti skryvajici se v zazraku jménem biofilm vyuzit.
A vzhledem k hrozivé se blizici klimatické, potravinové a dal$im krizim bychom s tim neméli otlet.

Monika Cahova
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Metodické okénko aneb pro¢ o strevnim mikrobiomu stale
h...0, pardon, STOLICI vime

Sliby se maji plnit, a tak vas dnes cekd treti generace sekvenovéni. Podivdme se na ni z uhlu
metodického, tedy si fekneme, jak to funguje a pristé se podivdme na praktické zkuSenosti s jejich
vyuzitim v mikrobiomovych studiich. Protoze, a ted spojleruji, pristi ¢islo Mikrobio(m)novin nebudu
psat ja, ale lidé, ktefi maji se sekvenovanim treti generace rozsahlé praktické zkusenosti, mame se
skuteéné na co tésit!

Sekvenaci tfeti generace muizeme také jinak nazyvat
.single molecule sequencing”. Od druhé generace
sekvenovani, jinak také nazyvané ,masivni paralelni
sekvenovani” se lisi v nékolika zdsadnich ohledech:

- produkuje dlouhé ¢teni
- nedochazi k amplifikaci templatu
- lze ¢ist i modifikace na bazich (epigenetika)

Obecné se da fici, ze sekvenace treti generace je méné

presnd, drazsi a pomalejs$i nez generace druhd, ale dokézete s ni analyzovat zélezitosti, které jsou pro
druhou generaci nemozné. Kdyz jsem se pfipravovala na jednu prednéasku, projizdéla jsem i razné
blogy o sekvenovéni a vSude se psalo jedno - ve vyzkumu uZ bylo druhou generaci osekvenovano
vse, co se dalo (aj, to jsem si ted dovolila hodné, Ze, uz vidim zdviZzena obodi mnohych vyzkumnikd,
sorry, nebojte, myslim tim samozfejmé vSechny ostatni vyzkumy, ten V&s je jedinec¢ny, nenahraditelny,
Gzasny a svét ménici) a nyni bude vék treti generace. Tak uvidime. Pojdme si rozebrat jednotlivé
obecné znaky sekvenovani tfeti generace, nasledné si predstavime dva zastupce tohoto sméru
a zakoncime stru¢nym Gvodem, jak by ndm to mohlo pomoci ve vyzkumu mikrobiomu.

Prvni a zajisté také nejdllezitéjsi znak je sekvenovéni dlouhych usekd. Zatimco u sekvenovani druhé
generace je maximalni dosazitelna délka ¢teni 2x300 bp, u tfeti generace se dostavéate k délkdm nad
10 kb, dle zvolené platformy a kvality DNA Ize dosdhnout az 100 kb. To je zajisté zdsadni rozdil,
a pravé z néj prameni, k ¢emu se tato metoda vyuziva. Nize vypsané uplatnéni dlouhych readd
v analyzéch je nejzndméjsi a nejpouzivanéjsi, ale samoziejmé ne jediné.

1. De novo sekvenovani - kdyz sekvenujete genom, bud'jiz znédte ,predlohu”, tedy jiz nékdo dany
genom osekvenoval a seskladal a vy jen resekvenujete, tedy zjednodusené prifazujete ready k této
predloze a divate se na rozdily. Staci vdm k tomu mensi mnozstvi sekvenci a vétSinou kratké ready.
Pokud tuto predlohu nemate, nebo ji z néjakého ddvodu nechcete vyuzit, pak nastupuje tzv. de novo
sekvenovani, kdy se diky prekryvim snaZite seskladat cely genom. Jenomze kdyZz méte kratké ready,

tak vam préaci zna&né znesnadriuji rizné repetice a $patné& prosekvenované GC bohaté oblasti*.

*V DNA se vzdy paruje adenin (A) s thyminem (T) dvojitym vodikovym mdstkem, coz je méné stabilni vazba nez v
pfipadé parovéani guaninu (G) s cytosinem (C) trojitym vodikovym mdstkem. Tato siln&jsi vazba mezi G a C
zpUsobuje, ze se oblasti bohaté na tyto pary pfi pfipravé knihoven hafe fragmentuji a tim padem se hare

sekvenuji.
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A pravé zde nastupuje sekvenovani treti generace se v§i parddou a umozni vam sesklddat genom
lusknutim prstd. Nebo tak néjak. Dobre, samoziejmé i zde narazite na néjaké ty problémky, zejména
pokud vas zajimaji slozité rostlinné genomy, ale pokud délate bakteridIni genomy, préci to
jednoznacné urychli a zpfijemni.

2. Strukturdlni varianty - bohuzel, v té¢ DNA se porad néco déje, néco se objevi, néco zmizi a néco
dokonce preskodi nékam jinam. A nékdy jsou z toho rlznd onemocnéni, a to nechceme. Ke spravné
diagndze takovychto onemocnéni maze pravé prispét osekvenovéni dlouhého Useku, ze kterého jsou
tyto strukturdlni varianty patrné, na rozdil od paralelniho sekvenovani kratkych Usekd, kdy je lze
snadno prehlédnout [1].

3. Haplotypizace - jak o mé asi uz vite, jsem mikrobiolog a tohle Gplné neni mym Salkem kavy,
takZe jen zkrécené, pokud sledujete genetické varianty na delich Usecich chromozom a chcete 1épe
rozlisit jednotlivé haplotypy a identifikovat genetické varianty spojené s konkrétnimi chorobami nebo
biologickymi rysy, tak vdm zajisté sekvenovani treti generace usnadni zivot, pokud ne a zajima vés to,
podivejte se tfeba sem [2].

4. lzoformy RNA - samozifejmé se mulZeme se

sekvenovdnim treti generace vydat i do svéta

transkriptomiky a osekvenovat celé transkripty! Tak

muzeme identifikovat i rdzné izoformy, které vznikaji

alternativnim splicingem. Tedy nejenze dojde pred

translaci RNA do proteind k odstranéni intrond**

(konstitutivni splicing), ale alternativni splicing kombinuje

introny a exony a tak z jediného genu muze vzniknout

gulds izoforem RNA a po translaci mdzeme pozorovat

rizné varianty proteint. Jak vidite, porozumét sloZitostem

genové exprese a regulace neni vibec zadna sranda. Treti

generace sekvenovani také umoziuje detekci novych transkriptl, coz je dileZité pro objeveni novych
genl nebo RNA molekul v biologickych vzorcich. Kromé toho umoznuje charakterizaci dlouhych
nekédujicich RNA, coz jsou RNA molekuly, které se nepreklddaji do proteind, ale maji dilezité
regulacnirole v bunce.

Druhym znakem sekvenovani tfeti generace je chybéjici amplifikace fragmentu, kdy se fragmenty po
pridani adaptert (a pfipadnych dal$ich kontrolnich krocich) rovnou sekvenuji. Zopakujeme si, Zze u
druhé generace si vzdy fragment prvné pomnozime. Tim pddem ndm vznikne vétsi mnozstvi stejnych
fragment(, u kterych se odedita signal ve stejny okamzik a je tak silné&jsi. Pokud dojde k individualni
chybé&, napf. kdyz se v klastru fragmentl inkorporuje  u jednoho fragmentu misto baze A béaze C,
ostatni fragmenty se spréavné inkorporovanou bézi to hravé presviti. U tfeti generace je detektor
natolik citlivy, ze dokéaze rozlisit signél i jen u jednoho fragmentu. A s tim souvisi vétsi chybovost (i kdyz
zase si sem nezavlékdme chyby zpldsobené PCR), ale také jedna vyhoda - a tou je moZnost &ist i
modifikované béaze, tedy methylovanou DNA pro studium epigenetiky. To poskytuje hlubsi
porozuméni epigenetickym mechanismdm regulace genové exprese, identifikaci novych
epigenetickych markerd a analyzu dynamiky epigenetickych zmén v rdznych biologickych procesech
a stavech.

** Zatimco exon je ¢ast DNA, kterd nese informaci o tom, jak bude po translaci vypadat budouci protein, intron je
jenom takova jakasi vyplh mezi exony, jejimiz funkcemi je jiz zminény alternativni splicing, regulace genové

exprese a chrani genom pred mutacemi.
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Na nasem trhu jsou zatim dostupné dvé technologie umoznujici sekvenovani treti generace.
1. ONT alias Oxford Nanopore Technologies [3]

S timto sekvenovanim ma v Cesku zkusenost celd fada uzivatelG diky chytrému marketingu, kdy v
minulosti firma dodévala takovy maly pfistroj MinlON a vy jste si jen pofidili velmi vykonny poéitac a
samoziejmé jim platili za sekvenacni chemii. Slavny MinlON si stdle miZete koupit za takrka batovku
necelych 50 tisic a zadit sekvenovat své projekty. Tento pfistroj je maly a tak si jej v kapse a s vykonnym
notebookem v batohu mizete vzit na projekty klidné na Kilimandzéro. | pripravu knihovny se snazi
zjednodusit tak, aby byl ¢lovék schopen vytvofit si ji i v polnich podminkach. Mizete si vybrat z celé
skaly pfistrojd, které se li§i svym outputem a tak mizete sekvenovat i vétsi az velké projekty. Dalsi
vyhodou muze byt analyza v redlném case, takze mlzete okamzité zjistit to, po ¢em touzite. Napriklad
kdyz date sekvenovat né&jaky genom, mizete hned jak ho identifikujete, dosdhnout dostateéné pokryti
apod. pfistroj vypnout a neztracet ¢as. Také teoreticky umi, sekvenuje-li néco, co nechcete, tento
fragment pustit a zacit sekvenovat jiny. Napfiklad hledate-li v krvi pacienta néjaky patogen, nechcete
sekvenovat lidskou DNA a tak zadéte, Ze pokud napft. po 400 bp zjisti, Ze se jednd o lidskou DNA,
fragment pusti. Méa to ale své limitace, zatim to na papite funguje trosku lépe nez v praxi. Taky narézite
na nejvétsi problém veskerého sekvenovani - potifebujete hodné dobrého bioinformatika, aby tuto

funkci naprogramoval, a jak vime, bioinformatici bohuzel nerostou na stromech.

Princip technologie je takovy, Ze fragment DNA prochéazi nanopérem v membrané. Tim se narusi tok
iontl a tyto zmény jsou detekovany senzorem a zaznamenévany jako elektrické signély, nasledné
dekddovany a identifikovany jako jednotlivé baze véetné modifikaci [4].

2. PacBio [5]

PacBio nyni pfichazi s novym systémem Revio, ktery sice nepatfi k nejlevnéjsim, ale zato nabizi Siroké
vyuZziti. Pro vys$si presnost vyuziva tzv. HiFi ready, kdy se sekvence o vhodné délce cca 15-20 kb
zcirkularizuje a sekvenuje se pordd do kolecka, doporuéeno je pro dosazeni vyssi kvality
prosekvenovat kazdou béazi 8x. Tim se eliminuje chybovost dané technologie. Samotnéa technologie
sekvenovani je pro Cechy velmi dobfe zapamatovatelna, protoze se jmenuje SMRT (single molecule
real time). Sekvenace probihéd v tzv. Zero-Mode Waveguide (ZMW) nanojamickach, které umoznuji
vysoce senzitivni detekci jedné molekuly DNA. Béhem sekvenovani se jednotlivé baze urcuji pomoci
fluorescenéné znacenych analogu.

VyuZiti treti generace v mikrobiomovych studiich je velmi Siroké. Mdzete osekvenovat cely bakterialni
genom a snadno jej sesklddat. Mlzete sledovat strukturu mobilnich elementd, plazmidd a vlastné
i evoluci bakteridlniho genomu a to vSe véetné gend pro rezistenci k antimikrobialnim latkdm nebo
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genu virulence a tim prispét k epidemiologickym analyzam ¢&i k objevu novych strategii pro ochranu
pred Sifenim nebezpedénych rezistenci k antimikrobidlnim latkdm. Mizete sekvenovat celou sekvenci
genu pro 16S rRNA [6] a lépe tak rozlisit jednotlivé bakteridIni zastupce, nebo provést
celometagenomové sekvenovani, coz opét diky dlouhym ¢&tenim umoziiuje lepsi identifikaci
jednotlivych bakterii, ale i funkéni potencidl daného spolecdenstva.

Ani dnes mi to nedé a skonc¢im optimisticky. Diky dostupnéjsim technologiim treti generace, které
stéle zlepsuji kvalitu svych vyslednych dat, se mdze stét, Zze o stfevnim mikrobiomu budeme védét vic
nez h...o, pardon, STOLICI.

Petra Videnska
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Mikrobio(m)novinky a zajimavosti

Mikrobiom pomaha ve v¢asné detekci rakoviny plic

Diagndzu ,rakovina” si rozhodné netouzi vyslechnout
nikdo, ale nemalé ¢ast populace bohuZzel tuto nechténou
zkuSenost ziskd. A kdyz uz k tomu dojde, je doslova
Zivotné dulezité, v jakém stadiu je onemocnéni
diagnostikovdno. Tym Chen et al. uz v roce 2021 [1]
pfisel se zcela novym typem neinvazivniho biomarkeru,
cirkulujici mikrobiomové DNA (circulating microbiome
DNA, cmDNA) v krvi, & spise v plazmé. CmDNA jsou
fragmenty DNA uvolnované z mrtvych mikroorganism
nebo pfimo mikroorganismy aktivné vyludované.
Samoziejmé vétsinu z nds napadne - jak to, Ze tato
cizoroda molekula neni okamzité eliminovana imunitnim
systémem? Odpovédi jsou pravdépodobné
extracelularni vezikuly kryté membranou, které se
Uspésné pohybuji krevnim fecistém a do znacné miry
reflektuji lidsky mikrobiom. Kromé toho, imunitni systém
pacientd s rakovinou je casto oslaben, coz déle
usnadnuje pretrvavani cmDNA v cirkulaci.

Ale zpét k diagnostice rakoviny. V dubnu 2024
publikoval tym Haiminga Chena v prestiznim casopisu
Cell Reports Medicine préaci, ve které popisuji
diagnosticky model zaloZzeny na cmDNA pro detekci
¢asnych stadii karcinomu plic. Metodou
celogenomového sekvenovani analyzovali cmDNA 150
pacientd s rakovinou plic a 165 zdravych kontrol. Na
téchto datech sestavili modely, které byly schopné
detekovat karcinom plic v rdznych stadiich s presnosti 86.5-93.2 %. Na nezavislé kohorté pacientd
ovérili Uspésnost modelu i v predikci rekurence onemocnéni po chirurgickém odstranéni nadoru
(presnost 80.9 %). Z védeckého hlediska pfindsi tato prace velmi zajimavé poznatky tykajici se vztahu
mikrobiomu a rozvoje plicnich nddord, a to zejména ve vztahu k rlznym fazim onemocnéni. Pro
pacienty a jejich osetfujici Iékare je vSak moznéa dlleZitéjsi zprava, Ze se objevuje dalsi, a zda se znaéné
senzitivni diagnosticky néstroj. Pokud je rakovina plic diagnostikovéna ve stadiu |, pravdépodobnost
5ti letého preziti je cca 90%, ve stadiu lll-IV se vSak snizuje na méné nez 5%. Zlatym standardem
screeningu rakoviny plic je poditacovd tomografie, tato metoda je vSak drahd, vystavuje pacienta
relativné vysokym davkédm radiaéniho zafeni a je zatizena pomérné vysokym procentem fale§né
pozitivnich vysledkd. Naopak diagnostika pomoci cmDNA ,z kapky krve” je zcela neinvazivni a je
mozné ji provadét plosné. Jak autofi sami uvadéji, jejich vysledky byly ziskany na relativné malém
vzorku a prevazné na pacientech s jednim typem nadoru (adenokarcinom), takze je treba dalsiho
ovéreni, nicméné alespon mirny divod k optimismu to rozhodné je.

Eliska Pivrncovéa a Monika Cahové
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Pro zeny od Zen (ale ani muze nediskriminujeme - vétSinow):
Jak vaginalni mikrobiom cti nase koreny

Na rozdil od jinych mikrobiom{ naseho téla je pro vaginalni mikrobiom charakteristickd nizsi diverzita
a Castd dominance rodu z Celedi Lactobacillaceae. Pfitomné mikroorganismy ovliviiuji gynekologické
zdravi zZen, pficemz jakékoli nerovnovahy mohou vést k fadé zdravotnich problém, véetné bakterialni
vaginodzy, kvasinkovych infekci nebo u téhotnych Zen k vy$simu riziku pfedcasného porodu. Mezi
druhy, které bychom z téchto divodd ve svém vagindlnim mikrobiomu radéji nevidély, patfi
Gardnerella vaginalis, Fannyhessea vaginae, Megasphaera spp., Prevotella spp. a Sneathia spp [2].
SloZeni vaginéalniho mikrobiomu je ovlivnéno mnoha faktory, jako jsou genetické a fyziologické
faktory, hormonalni zmény, menstruace, téhotenstvi, menopauza a dals$i onemocnéni nebo léc¢ba.
V poslednich letech se mnoho studii zaméfilo na vyznam etnicity na slozeni vaginéalniho mikrobiomu,
protoze pravé etnicita se ukazuje jako klicovy faktor. Napfiklad etnické Cernosky maji vyssi diverzitu
(vice druhd, které nespadaji do rodu Lactobacillus) a tim logicky nizs§i zastoupeni Zadouciho rodu
Lactobacillus, coz byvé spojovéano s vyssim rizikem pred¢asného porodu.

V magazinu Cell Reports vysel ¢ldnek od autord Xin et al., 2024 [3], ktefi se rozhodli podivat
vaginalnimu mikrobiomu trochu vice na zoubek (¢i na vaginalni epitel?) a vyuzili k tomu hned ftfi
nezévislé kohorty. Prvni z nich, kterad byla vytvofena pfimo pro tuto studii, obsahovala 351 vzorkd od
35 téhotnych Zen rdzné etnické pfislusnosti. Vysledky nésledné byly validovény na 462 vzorcich z jiz
existujicich dal$ich dvou kohort tvofenych 90 téhotnymi i netéhotnymi zenami. Potvrdili etnicitu jako
nejvyznamnéjsi faktor ovliviujici alfa diverzitu vaginadlniho mikrobiomu, s tim, ze nejvyssi diverzita se
vyskytuje u etnickych cernosek. U etnickych ¢ernosek a Latinoameri¢anek byly také castéji zastoupeny
druhy Gardnerella vaginalis a Fannyhessea vaginae.


http://www.mikrobiom-cms.cz
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10264601/
https://www.cell.com/cell-reports/fulltext/S2211-1247(24)00406-6

www.mikrobiom-cms.cz 3/2024 13

Z hlediska evolu¢ni adaptace, kterd byla studovana zejména analyzou
jednonukleotidovych variac u jednotlivych genom( sestavenych z dat
celometagenomového sekvenovéni, tzv. MAGs, druh z celedi
Lactobacillaceae vykazuji niz§i genetickou variabilitu, ale vys$si miru
rekombinace, coz naznaluje adaptaci na specifické vaginalni prostredi
dané etnické skupiny. Naopak druhy nepatfici do celedi Lactobacillaceae
maji vyssi genetickou diverzitu a rliznorodé evolucni strategie - tedy pro to,
aby se udrzely ve vaginalnim prostfedi, musi vynakladat vétsi vynalézavost.
Druhy mimo celed’ Lactobacillaceae také vykazuji vétsi rozdily ve slozeni
mezi etnickymi skupinami nez samotné druhy Lactobacillaceae. Jako
vhodné geny pro studium evoluce a interakce mezi bakteriemi a ¢lovékem
se zdaji byt adhesiny, které napomahaji prilnuti bakterii k vaginalni sliznici.

Kdyz trochu zkratim a zjednodusim to, s ¢im publikace prichazi, tak az se
v$e potvrdi, dostuduje, zvétsi se pocet zkoumanych subjektl atd. atp., vsak
to znéte, tak by v budoucnu podle studia dynamiky evolu¢nich procest slo
odligit hodné a zIé bakterie a modulaci interakci mezi adhesiny a vaginalni
sliznici Ize tyto padouchy vyhnat a ziskat tak nastroj pro preventivni [é¢bu
vaginéz ¢i predchéazeni predcasnych porodd a to idedlné v mddu
personalizované mediciny dle etnika.

Hana Sechovcové a Petra Videriska
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Mikrobio(m)novinovi zprava k Svétovému dni mikrobiomu

Svétovy den mikrobiomu se kazdoro¢né kond 27.
cervna a pripomina vyznam mikrobiélniho svéta
pro nase zdravi a Zivotni prostfedi. Tradici tohoto
dne zalozil vyzkumny institut v Corku (APC
Microbiome Ireland) [1]. Poprvé se tento den
slavil v roce 2018, Ceska mikrobiomova
spole¢nost CLS JEP, z.s. se k oslavam pfipojuje od
roku 2020 a pfi této pfilezitosti uskutecnila radu
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vzdélavacich a nauénych akci, které maji za cil vzdélavat o mikrobiomu a poukézat na jeho vyznam pro
nase zdravi a zdravi celé planety.

Po mikrobidlnim putovani podél Kunratického potoka v roce 2021, jsme se v néasledujicim roce 2022
sesli v Krélovské obore Stromovka, roku 2023 probihala ¢ast oslav v Muzeu nocnikd a historickych

stravy.

Svétovy den mikrobiomu je pro nés viechny velkou pfilezitosti nejen k oslavé fascinujiciho
mikrobialniho ekosystému, ale také ke zvyseni povédomi o vyznamu mikrobiomu pro nase zdravi
a zivotni prostredi. Je to den, kdy se mizeme dozvédét vice o tom, jak o mikrobiom pecovat a jak
spolecné prispét k lepsimu zdravi a kvalité Zivota.

Zajimavé informace o Svétovém dni mikrobiomu naleznete na:_https://worldmicrobiomeday.com/

Sledujte akce na nasich webovych strankach, sociélnich sitich a v Mikrobio(m)novinach.

Tématem leto$nich oslav je STRAVA A STREVNI MIKROBIOM, tedy jak spravné a zdravé ,nakrmit” nase
stfevni mikroby.

Literatura:

[1] https://www.ucc.ie/en/apc/

[2] https://muzeumnocniku.cz/cs/hlavni-stranka/
[3] https://www.zkvaseno.cz/

[4] https://www.fermentarum.cz/zkvaseno-kucharka-na-doma

Mikrobio - humor Redakéni rada

Mikrobio(m)novin:

doc. RNDr. Monika Cahov4, Ph.D.
Mgr. Lucie Najmanova, Ph.D.
MUDr. Jakub Hurych, Ph.D.
— Mgr. Petra Videriska, Ph.D.
qF e Ing. Mgr. Hana Sechovcova, Ph.D.
" Mgr. Eligka Pivrncova
MUDr. Jifi Vejmelka

a ’ Grafické zpracovani:
i J

Mgr. Michaela Bartoriova
0. www.michaelabartonova.cz

Nékterd ilustraéni fota 1sou
enerovana na Ai a déle vytvarné
Jako trest kazdy z vas napie stokrat: ,Micrococcus neni fotbalovy mic! igitalné zpracovana

A at vdm to rodice podepisi!

ISSN 3029-5408
Vychazi 4-6x/rok
Velké podékovani patfi rodiné pana Leose Mandela za svoleni
ke zverejnéni laskavého mikrobiédlniho kresleného humoru " .
a také RNDr. lljovi Trebichavskému, CSc., ktery obrazky Leose Tésime se na vase reakce,

Mandela shroméazdil a knizné vydal. podnéty a zajimavé pFispévky,

které mazete zasilat na adresu:
cms@mikrobiom-cms.cz


https://muzeumnocniku.cz/cs/hlavni-stranka
https://www.zkvaseno.cz/
https://www.fermentarum.cz/zkvaseno-kucharka-na-doma
https://worldmicrobiomeday.com/
http://www.mikrobiom-cms.cz

	Upozornění na akce:
	Informační servis
	České mikrobiomové společnosti ČLS JEP, z.s.
	Motto měsíce:

