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ABSTRAKT

Cilem Projektu lidského mikrobiomu je urcit, zda ma zména ve slozeni mikrobiomu souvis-
lost se zdravotnim stavem lidi. Pro dosaZeni tohoto cile je nutné vyuzit nejmoderné;si tech-
nologie, vypocetni techniku a zejména metody sekvenace DNA. Tato prace se zabyva cel-
kovou charakteristikou HMP, jeho hlavnimi prioritami a sekvenacnimi metodami. Metage-
nomické pristupy jsou vyuzivany kK identifikaci funkénich vlastnosti mikrobiomu. Diky tém-
to metodam a pfistuptim se objevuji stale nové geny a proteiny pro jednotlivé mikrobialni
kmeny. Jiz jsou publikovany souvislosti mezi zménami stfevniho a koZzniho mikrobiomu
Vv ramci prostorového a ¢asového méfitka. Budouci kroky projektu by mohly sméfovat
K lepSimu porozuméni otazek tykajicich se vztahu mezi mikrobialnim spolecenstvim a jeho

hostitelem.

Kli¢ova slova

16S rDNA, mikrobiom, HMP, metagenomika, sekvencovani

ABSTRACT

Goal of the Human Microbiome Project is to determine, whether the change of microbiome
structure is related to human health state. To achieve this goal it is necessary to use the la-
test technologies, computing techniques and especially the latest DNA sequence methods.
This thesis deals with overall HMP characteristic, its main priorities and sequence methods.
Metagenomic approaches are used for the identification of microbiome functional attributes.
Thanks to these methods and approaches new genes and proteins of particular microbial
strains are revealing. The relations between changes of gut and skin microbiome within spa-
ce and time measures are already published. Future project's steps might lead to the better
understanding of issues regarding the relationship between microbial community and its
host.

Keywords

16S rDNA, microbiome, HMP, metagenomics, sequencing
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UVOD

Projekt lidského mikrobiomu (HMP) se zabyva neprobadanymi souvislostmi mezi nespocet-
nym mnozstvim druhti mikroorganismti a clovékem. Jiz néjakou dobu je zndmo, Ze lidské télo
je obyvano nejméné desetkrat vétSim poctem bakterii, nez je celkovy pocet lidskych bunék, a
ze vétSina téchto bakterii se nachazi v lidském stievnim traktu. Zatimco lze o¢ekavat, ze mik-
roorganismy maji hlavni vyznam v udrzeni zdravi nebo pfi¢inach nemoci, nejsou zcela pocho-
peny konkrétni role, které zde hraji, jak ovliviiuji vyvoj, fyziologii, imunitu a vyzivu ¢lovéka.
Po uvetejnéni Projektu lidského genomu v roce 2004 byla zapocata prace na dalsim projektu,
ktery by znamenal celkovy pifehled vSech mikrobidlnich druhid osidlujicich lidské télo. Tento
soubor je oznacovan jako lidsky mikrobiom. Kromé bakteridlnich bunck se také do n&j tadi

viry a jiné eukaryotické burnky (Cervy, plisné apod.).

Prvni ¢ast prace se zaméii na charakteristiku projektu; jeho pfedmét zkoumani; cile, o které
usiluje; hlavni iniciatory projektu a prib&znou realizaci. Pfedstava HMP je takova, Ze cha-
rakteristika mikrobiomu je nejlépe provedena analyzou konzervativnich gent 16S rD-
NA riiznych organismii. Druhd kapitola se zabyva vyznamem novych technologickych nastro-
ji, metagenomickych piistupt a jinych sekvenac¢nich metod, které jsou oznaovany jako sek-
vena¢ni metody nové generace tzv. next generation methods. V dalsi ¢asti se prace soustfedi
na vztah stievniho a koZzniho mikrobiomu k nejrtiznéj$im nemocem, napt. obesité, nadorovym
a koznim onemocnénim aj. Dale se hleda ¢asova a prostorova spojitost v zastoupeni jednotli-
vych bakterialnich druhi v mikrobiomu. Pozornost je vénovana také konkrétnim lidskym
faktorum, které by mohly byt pfi¢inou zmén jeho slozeni. V zavéreéné Casti této prace jsou
shrnuty dosavadni zjisténé vysledky a piinosy projektu. Nastinény jsou také dalsi sméry, ke

kterym se cht&ji dalsi studie ubirat.

V celé historii mikrobiologie se vétSina studii ¢loveéka zaméfuje na mikroorganismy, které
jsou pfi¢inami raznych nemoci. Ac¢koliv je projekt teprve na samém zacatku, lze predpokla-
dat, ze ma moznost zbofit nepodlozené bariéry mezi I€katskou mikrobiologii a mikrobiologii
vztahujici se k vnéj§imu prostiedi. V soucasné dobé se piedpoklada, ze se Projekt lidského
mikrobiomu stane prioritou urcitého "seznamu" lidskych nemoci ve vice zdravotnickych cen-

trech a mnoha jinych sponzorujicich agenturach.
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1 CHARAKTERIZACE PROJEKTU LIDSKEHO MIKROBIOMU

1.1 Vyznam HMP

Dokonceni sekvenace lidského genomu v ramci Projektu lidského genomu (Human Genome
Project, HGP) v roce 2004 vyvolalo mnoho sekvenacnich projektu, které se zabyvaji zkou-
manim konkrétnich funkci ¢asti lidského genomu, piibuzenskymi vztahy ¢lovéka k jeho nej-
bliz§im rodinnym pfislusniktim, podstatou genetiky nadorovych onemocnéni (tzn. individualni
vnimavost a individualni prubéh lidskych chorob) a genetickou proménlivosti sou¢asného
lidstva. Projekt lidského mikrobiomu (Human Microbiome Project, HMP) je logickym nava-
zanim na HGP, jehoz snahou je celkové shrnuti mikrobidlnich gend a genomu, a to
v nejdulezitéjSich mistech mikrobialniho osidleni ¢loveka. Projekt je chapan jako spolecné
usili klinickych obort, které se skladd z nékolika projekti po celém svéte, véetné USA, Ev-

ropy a Asie [1].

V minulosti se mikrobiologové piednostné zamétili na zkoumani jednotlivych mikroorganis-
m, které bylo mozné snadno kultivovat za laboratornich podminek nebo téch, které zptso-
bovaly infekéni onemocnéni. S pfichodem novych molekuldrné-biologickych technologii
(zejména novych sekvena¢nich metod) bylo mozné obratit pozornost ke studiu veskeré gene-
tické informace mikrobiomu, tzv. metagenomu. Odhaduje se, ze az 60 % vSech mikroorga-
nismi z lidského mikrobiomu nelze kultivovat v soucasnych laboratornich podminkéch,
a proto je vySetfeni jejich genetické informace zatim jedinym dostupnym a efektivnim piistu-

pem K jejich studiu [1,2].

Projekt byl zahajen v roce 2007 a je bohaté¢ sponzorovan americkym Narodnim institutem
zdravi (National Institute of Health, NIH) ve ¢tyfech americkych sekvenaénich centrech: Ge-
nome Sequencing Center, Baylor College of Medicine, Houston, TX; The Genome Center at
Washington University, Saint Louise, MO; The J. Craig Venter Institute, Rockville, MD;
Broad Institute, Massachusetts Institute of Technology and Harvard University, MA. Kon-
cept projektu poprvé navrhl v roce 2001 Joshua Lederberg, americky molekularni biolog,
ktery poprvé pouzil pojem "lidsky mikrobiom", aby pojmenoval ekologickou spole¢nost ko-
menzalnich, symbiotickych a patogennich mikroorganismi. Navrh k zahajeni HMP je obsazen
v konceptu, ktery je vyobrazen jako ttistupiiové usili. HMP je pétilety projekt, ktery je finan-

covan 150 miliony dolary pro toto obdobi. Podminkou pro uskute¢néni projektu je studium
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mikrobiomu nejméné u Ctyt Casti lidského téla (travici trakt, dutina Gstni, urogenitalni trakt a
kaze). Predpoklad tohoto projektu je takovy, Zze zavérem budou vytvoiené nejen potiebné
zdroje (data, technologie, vypocetni nastroje, pfedbézna analyza etickych, pravnich a social-
nich disledki vyzkumu aj.), ale i zdokumentovano dost prikladd raznych mikrobiomi dulezi-

tych pro lidské zdravi [1,2].

1.2 Cile HMP

Hlavni prioritou projektu je stanovit, které mikroorganismy ziji v riznych ¢astech lidského
téla (nebo na jeho povrchu) a prozkoumat, jak se odliSuje jejich zastoupeni u zdravych
a nemocnych jedincti. Predpoklada se, z2 HMP bude hledat nejen nové zpusoby k uréeni
zdravi a nachylnosti k nemocem, ale také navrhovat, zavadét a sledovat kroky pro zachazeni
s lidskou mikroflorou v ramci fyziologie jednotlivci. Pro pochopeni, jaky je rozsah genetické
a fyziologické rozmanitosti ¢loveka, musi byt charakterizovan lidsky mikrobiom a jeho fakto-
ry, které ovliviiuji rozlozeni zakladnich mikroorganismti. Vysledek miize dale poskytnout
pohled na soucasny lidsky vyvoj. Takovy vyvoj pfedstavuje rychle se rozvijejici nové techno-
logie a vysledné pfemény Zivotniho stylu lidi a biosféry, které mohou mit vliv na zdravi a na-
chylnosti k nemocem. Dulezitym vychodiskem tohoto biologického usili je pochopit zdravot-
ni stav lidského organismu. K zodpovézeni vSech téchto otazek je zadouci definovat, co Ize
povazovat za normalni stav (zdravi), a co uz za stav abnormalni (nemoc). Kone¢nym cilem
HMP je prokazat, zda existuji moznosti, jak sledovanim lidského mikrobiomu a jeho zacha-

zenim zlepsit lidsky zdravotni stav [1,2].
Souhrnné Ize fici, ze cilem projektu je:

zjistit, do jaké miry je lidska mikroflora stala nebo proménliva v prib&hu casu (napt. za
den/rok/cely zivot jednotlivce),

- zjistit, jak velkd podobnost je u mikrobiomii mezi jednotlivymi ¢leny rodiny,
popt. urcitého lidského spolecenstva, a nakolik jsou tyto mikrobiomy odlisné od nepfi-
buznych mikrobiomd,

- urcit, zda existuje zékladni mikrobiom, tzn. faktory ovliviiujici mikrobiom u vSech lidi

nebo jen vétsiny,

- urcit, co ovlivituje genetickou rozdilnost mikrobiomu a jeho proménlivost v riznych

fyziologickych a patologickych podminkach,
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- vyuzit nové, vysoce vykonné technologie pro souhrnné urceni lidského mikrobiomu

z ruznych ¢asti téla alespon od 250 zdravych dobrovolnik,

- poskytnout standardni datové zdroje a provadét studie pouze ve védecké komunité

[1,2].

121 Etické, pravni a socialni disledky

Pro hledani sekvenacnich dat v globalnim méfitku je nutnd spoluprace odbornikti z klinic-
kych, biologickych, biochemickych, etickych, pravnich a mnoha dalSich obori. Zvlastni po-
zornost je vénovana ochrané soukromi darcti. Ti jsou informovani o tom, Ze mikrobiomicka
data z jejich odebranych vzorkti budou uloZena ve volné piistupné databazi na internetu, za-
timco veskera data o jejich DNA budou uloZena v pfistupové databazi (dbGaP), ktera bude
k dispozici pouze pro vyzkumniky lidského mikrobiomu, a ktera bude schvalena fidicim vy-

borem NIH [2,3].
Jako ptiklad pravni, socidlnich a etickych duasledk Ize uvést:

problémy pii naboru tGcastniki a ziskavani informovaného souhlasu, tj. vraceni vysled-

ka instituci, ktera se zabyva infekénimi nemocemi,

problémy tykajici se ochrany soukromi, pokud maji lidé specifické mikrobialni "podpi-

sy", které by je mohly individualn¢ od sebe odliSovat,,

etické a pravni podminky marketingu v ramci produktt uréenych pro mikrobialni vy-

zkum (napf. probiotika) [2].

1.3 Faze projektu

Uskuteénéni projektu probiha ve dvou fazich. Prvni faze projektu tzv. skokova faze byla za-
hajena v roce 2007. V této rané fazi bylo velkym usilim zamétit se na zdravotni stavy lidi,
které musely byt nejdiive definovany. Ucastniky skokové faze byla étyfi sekvenaéni centra
pod dohledem NIH. Financovani skokové etapy podpofilo mnoho védeckych ¢innosti napf.
sekvencovani 500 novych referencnich bakteridlnich genomtl, rozvijeni protokolu o pfijimani
a odbéru vzorku z péti (u muza Etyi’) ¢asti téla od 250 normalnich dobrovolnika aj. Protokol

nutny pro nabor normalnich darcti byl odsouhlasen pro pét ¢asti téla (u kterych byly nasledné
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odebrany vzorky). Nesnadnou otazkou zistalo, které vzorky zatradit do referencnich zdroji

[2,3].

Dalsi faze projektu navaze na vyzkum ve skokové fazi. V této etapé bude hlavni prioritou
vytvofit referencni databaze pro vyvoj novych technologii a rozsitit védecké usili pomoci
souboru demonstrac¢nich projektti. Pomoci téchto soubort se védci pokusi zjistit zmény mik-
robiomu ke konkrétnimu onemocnéni. Ctyfi centra, ktera se zucastnila skokové faze, budou
nadale pokracovat v rozvijeni novych sekvenaénich metod, jejichZz vyhodou je rychlost sek-
vencovani oproti klasickym technologiim. Cilem sekvencovani je ptidat 900 novych referenc-
nich bakterialnich genomi do sekvenaénich databazi (100 dodate¢nych novych bakterialnich
genomtl bude sekvencovano evropskym MetaHit projektem, tudiz konecnych cilem bude

nejméné 1000 genomickych sekvenaci) [2,3].

1.4 Realizace HMP

Zpocatku projektu byla pouzivana metoda sekvenace kratkych usekti 16S rDNA pro urceni
slozeni spoleCenstev mikrobiomu. Tato DNA je natolik stabilni, aby se mohl uplatnit piistup
amplifikace i sekvenace, a natolik proménna, aby bylo mozné rozlisit jednotlivé druhy nebo
rody bakterii. Pro zafazeni mikroorganismi ke znamym druhiim se porovnavala data
16S rDNA s daty, kterd byla jiz dostupna v databazich. Sekvena¢ni metoda ,,shotgun‘ (meto-
da nahodného sekvencovani) byla pak pouzita u stejnych vzorkli pro hlubsi analyzu.
Pro vyzkum nejriznéjSich onemocnéni bylo vybrano a podpoteno 15 pilotnich metagenomic-
kych projektli. Seznam chorob a piiznaki, u kterych se uvazuje, Ze maji vztah k lidskému
mikrobiomu, je uveden v Tab. 1. Navrzeny koncept projektu je vyobrazen ve tfech urovnich

[1,3]:

1. stupeni: pocatecni sbér a analyza dat, sestaveni rozsahlych seznami referen¢nich genomt;
ziskani datovych soubort referen¢nich mikrobiom z ptiméfeného mnozstvi vzorkil; vytvoftit
globdlni sit” sbirky vzorkl, vcetné zemi, jejichz socidlni struktury, technologie a Zivotni styl

podstupuji rychlym zménam

2. stupen: vybér rtznych jednotlivel pro dodatecné hloubkové sekvencovani; rozsah hloubky

vzorkovani a pocet jednotlivcl potiebnych k charakterizaci celkového lidského mikrobiomu,

3. stupen: rozmanitost projektu celosvétového lidského mikrobiomu, sekvenace mikrobiomu

z rozséhlych geografickych, demografickych a kulturné rozmanitych vzorka jednotlivet [3].
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Tab. 1. Seznam chorob a priznakii ve spojitosti s lidskym mikrobiomem

[1].

organova soustava choroba/priznak
lupénka
kuze akné

atopicka dermatitida

obezita

Crohnova choroba

. . jicnovy adenokarcinom
travici trakt J vy

nekrotizujici enterokolitida

ulcerdzni kolitida

syndrom drazdivého tracniku

bakterialni vagin6za

urogenitalni trakt
sexualn¢ prenosné choroby

imunodeficience

kombinace organovych systému
hore¢naté stavy

1.5 Demonstracni projekty

Hlavni snahou demonstrac¢nich projektd je prokazat souvislost mezi zménami mikrobiomu a
zdravim/nemoci ¢loveka, nikoliv prokazat jejich vlastni pti¢inu. Pokud projekt uspésné splni
tento kol V raném terminu, muze se realizovat vyzkum. HMP vSak uznava, ze takova studia
muzou trvat nékolik let prace, @ mohou zajit az za primarni cile projektu. Patnact zahajenych
vyzkumnych projektti bylo financovdno v Gvodni jednoleté fazi, béhem které mél kazdy vy-
zkumny pracovnik moznost prokdzat proveditelnost svého projektu. Na konci Gvodni faze
budou nejslibnéj$im projektiim navyseny finance a prace na téchto projektech bude pokraco-
vat dalsi tii roky. Tyto projekty budou studovat bakteridlni, plisnové a virové zmény a jejich
dopad na lidské zdravi. Jednotlivci, ktefi poskytli vzorky ke studiu v ramci demonstra¢nich
projektl, byli obdobné¢ informovéni o ochrané svého soukromi podobné jako ve skokové fazi

projektu. Nésledné je uvedeno jen nékolik ptikladl projekta [2].
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151 Priklady demonstraé¢nich projekti
Kuze: Martin Blaser, Pl. "Hodnocent kozniho mikrobiomu s lupénkou “.

Lupénka (psoriasis) je chronické onemocnéni imunitniho systému, které postihuje vice nez
7,5 milioni obyvatel USA ro¢né. Toto onemocnéni se objevuje na kiizi obvykle ve formé
hustych, ¢ervenych, Supinatych skvrn. Pfi¢ina nemoci je neznama. Cilem studie je zjistit, jak

mohou zmény kozniho mikrobiomu pfispét k tomuto onemocnéni [2].

Virom: Gregory Storch, Pl. "Lidsky virom u deti a jeho vztah k horecnatému onemocneni .

Odhadovanych 20 milionit navstév rocn€ v USA na oddéleni 1ékatské pohotovosti zplisobi
horeCky u déti. Pri¢iny téchto horecek zlistavaji u vétSiny pacienti nediagnostikovany. Tento
projekt popisuje lidsky virom u déti a zkouma jeho vyznam v prubéhu onemocnéni. Projekt

dale sleduje vztah mezi imunitnim stavem pacientd a slozenim jejich viromu [2].

Travici trakt: Claire Fraser-Liggett, Alan Shuldiner, Pl. “Uloha stievniho mikrobiomu

u obezity u Amisi (angl. Amish, krestanskd nabozenska organizace v Severni Americe)*.

V konzervativnich rodinach, zvlast u Amist, plni déti mnoho dulezitych roli, a to véetné
ucasti na kazdodennich domacich pracich, stejné jako dalSich pracovné souvisejicich tkolq.
Ve Spojenych statech piispiva nutri¢ni piijem K rozvoji cukrovky, hypertenze a tim k souvise-
jici obezité. Nékteré studie ukazaly, Ze preference jidel (v€etné napoji) jsou ¢aste¢né genetic-
ky podminény. AmiSové jsou vétSinou zeméde€lci nebo femeslnici Zijici na venkové, kteii ve-
dou odlisny kulturni zivotni styl, a nepouzivaji ani Zadné novodobé technologie. Jsou snadno
geneticky definovatelnou skupinou populace s dobie vedenymi rodokmeny. Zaznamy
VvV rodinné¢ anamnéze nekterych Amisii sahaji az do roku 1 727 a jsou velmi zachovalé. Dalsi
znaky této populace zahrnuji relativné vysokou Zivotni uroven, nizké tendence k migraci
a odmitani antikoncepce, ktera vede ke stale se zvySujici pocetnosti rodin. Tyto znaky ptispi-
vaji ke studiim genetickych nemoci. Tento projekt se ptimo zaméfuje ptimo na piiciny obezi-
ty na zéklad€ piedpokladu, Ze stfevni mikrobiom hraje kliCovou roli u lidské energetické ho-

meostazy [2,4].
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Vagina: Jacques Ravela a Larry Forney, Pl. , Mikrobidlni ekologie bakterialni vagino-
zy: Vysoké rozliseni podélné metagenomicke analyzy.

Bakterialni vagindza je bézna vaginalni infekce v piipadé mnoha zen. Ackoliv zasadni priciny
této nemoci nejsou znamé, je bakterialni vagindza spojena s poklesem laktobacilt, které pre-
vladaji po cely zivot v poSevni sliznici Zen s naslednym pfemnozenim anaerobnich mikroorga-
nismu (Escherichia coli, Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis aj.) ve vaginalni slizni-
ci. Tento fakt ma za nasledek zvySeni pH ve vaginalni sliznici v dusledku snizeni produkce
kyseliny mlééné. Studie se zabyva kazdodennimi zménami vaginalniho mikrobiomu u vice nez

200 zen béhem dvou menstruacnich cykla [2,5].

Rakovina traviciho traktu: Zhiheng Pei, Pl. ,,Mikrobiom predniho streva v rozvoji jicnové-

I3

ho adenokarcinomu. ‘

Adenokarcinom jicnu (Esophageal adenocarcinoma, EA) je jednou z rakovin o vysoké timrt-
nosti v USA a mira pteziti po péti letech s touto nemoci je u méné nez 10 % populace. Vy-
skyt EA se za poslednich 20 let znacné¢ navysil. Divod narGstu neni zatim znamy. Nékolik
studii ukézalo, ze nejméné 95 % piipadi EA vznikaji z onemocnéni zndmého jako Barretiv
jicen, ktery je zpusoben gastroezofagealnim refluxem (zpétného toku ZaludeCnich $tav ze
zaludku do jicnu). Poc¢ate¢ni vyzkum ukdazal, Ze pacienti nesouci jednotlivé druhy mikrobio-

mu maji vétsi pravdépodobnost onemocnét v rané fazi EA [2,6].

1.5.2 Mezinarodni konsorcium

Hlavni zastupitelé NIH sloudili veskera data mikrobialnich genoma pro Mezinarodni konsor-
cium lidského mikrobiomu (International Human Microbiome Consortium, IHMC). IHMC je
vedena fidicim vyborem sestavenym jednim zastupcem z kazdé zem¢, ktera financuje vy-
zkum, stejné jako jednim zastupcem z kazdého védeckého projektu. Ridici vybor mé za tikol
udrzet normy tykajici se kvalitniho ziskavani dat ke kompletnimu sekvencovani genomu.
IHMC nabizi Clenstvi vSem v&dctim, ktefi souhlasi s podminky konsorcia, kterd piedevsim

zahrnuji:

- oteviené, volné a rychlé uvoliovani dat v souladu s formou souhlasu darce,

- spole¢né normy pro kvalitu dat,
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- sdileni protokoli a dokumentl informovaného souhlasu aj. [2,7].
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2 METODY STUDIA MIKROBIALNICH SPOLECENSTEV

2.1 Metagenomické pristupy

Metagenomikou se rozumi studium biologické rozmanitosti a genetického materialu celych
spolecenstev mikroorganismii piimo v jejich pfirozeném prostiedi bez potieby Kultivace
Vv laboratofi (napf. z pudy, stievni mikrofléry apod.). Srovnavaci metagenomika odkryla
funk¢ni vlastnosti mikrobiomu. Uzite¢nost srovnavaci metagenomiky je zdiiraznéna nedavnou
studii, ktera ukazala, ze hostiteliv fenotyp mize byt v souladu s mirou zastoupeni mikrobial-
nich genti zapojenych do nékolika metabolickych drah. Metagenomické soubory dat
z ruznych mikrobialnich ekosystémt mohou byt také srovnavany. Sekvenacni ¢teni DNA jsou
porovnana u kazdého datového souboru s geny uloZzenych v databazi s nazvem "Kyoto ency-
klopedie genti a genomi" (KEGG). Stejné jako u pudy nebo oceant nabizi metagenomické
analyzy moznost prozkoumat, jak ekosystémy reaguji na ptirodni odchylky, v piipadé lidi, jak
mikrobialni ekosystémy pfispivaji ke zdravi nebo nemoci. V posledni dob¢ byly pouzivany
metagenomické pfistupy k odhaleni mikrobialni genomické a genetické odliSnosti a
k identifikaci nékterych vyraznych funkénich vlastnosti stfevniho mikrobiomu ¢lovéka. Acko-
liv je HMP zaméieno na ¢lovéka, modelové organismy a dalSi experimentalni metody jsou
potiebné pro aspekty projektu, které nemohou byt testovany na lidech. Hlubsi sekvencovani
lidského stfevniho mikrobiomu bude potieba k urceni, zda tyto vlastnosti maji spolecné rysy

mikrobiomu [3,8].

Urceni mikrobiomu je provadéno nahodnym a cilenym sekvencovanim a vyhodnocovanim
intra-/interindividudlnich rozdili pomoci DNA ¢ipti (DNA microarrays). Pocateéni snahy
0 stanoveni poc¢tu mikrobidlnich spolecenstev a jejich fylogenetickych vztahtli jsou podtrzeny
analyzou 16S rDNA rlznych organismi. Pokrok dosazeny pomoci 16S rDNA odhalil vy-
znamné rozdily v mikrobidlnich spolecenstvech mezi zdravymi jedinci. ProtoZe tento pfistup
nepopisuje cely soubor mikrobidlnich genomt, vyuZziva se také princip ndhodného sekvenco-
vani vesSkerého genetického materialu (Whole Genome Shotgun sequencing, WGS). Pfi na-
hodném sekvencovani genomu jsou nejprve piipraveny genomové fragmenty DNA
s optimalni velikosti a poté jsou ndhodné klonovany za vzniku velkého poctu klonti. Pomoci
univerzalnich sekvena¢nich primerti jsou stanoveny sekvenace kratkych tsek na koncich

klonovanych fragmenti [8,34].
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211 Metagenomické analyzy

Prvni ohldsené vysledky metagenomickych studii pro lidsky mikrobiom se tykaly dvou zdra-
vych dospé€lych osob, které nebyly v piibuzenském vztahu. Celkem 65 059 a 74 462 vysoce
kvalitnich sekvenacnich ¢teni bylo vygenerovano z ndhodnych DNA knihoven vytvofenych
pomoci fekalnich vzorkl od téchto osob. Tyto dva subjekty ve véku 28 a 37 let (oznacenych
jako subjekt 7 a 8), Zenského a muzského pohlavi, nepozivaly zadna antibiotika, ani jiné 1éky,
v pribéhu jednoho roku pied odbérem vzorki. Ctyficet procent Gteni nemohlo byt sestaveno
do uspotadanych DNA fragmentt (tzv. kontigll) v dusledku malé pocetnosti nékterych mik-
roorganismu ve vzorku. Pomoci uspofadani otevienych ¢tecich rameti (ORFs, open reading
frames) bylo identifikovano oproti vefejnym databazim 259 kontigti u subjektu 7 a 330 konti-

gt u subjektu 8, které s nejvétsi pravdépodobnosti odpovidaly zastupcim domény Archaea
[8].

Déle bylo objeveno 5 992 kontigh u subjektu 7 a 7 138 kontigii u subjektu 8 ptifazenych
ke ¢lenim domény Bacteria. Zbyvajici kontigy bud’ netvofily par s Zadnym znamym ORF,
anebo nebyly pfifazeny zcela jednoznaéné. Pohled do rozmanitosti obou vzorki umoznilo
srovnani pomoci nahodnych shotgun sekvenaénich ¢teni. Celkem 1965 ¢teni z obou datovych
souborit subjektii odpovidalo sekvenaci genomu Bifidobacterium longum, ¢lenu bakterii
mlééného kvaSeni, piitomného v distdlnim stfevnim traktu u zdravych lidi. Piedchozi prace
ukazaly, ze druhy domény Archaea, zejména Methanobrevibacter smithii, jsou hlavnimi mik-
roorganismy ve stfevnim distalnim ekosystému. M. smithii byl pfedstaven v datovém souboru
ve 3,5 nasobném rozsahu, jak uvedlo 7 955 shotgun sekvena¢nich ¢teni. Na rozdil
od B. longum m¢la vétSina srovnani s M. smithii vétsi shodu sekvenaci pro parovani, coz

naznacuje mensi rozdil mezi kmeny rodu Methanobrevibacter ptitomnych ve vzorcich [8].

U obou vzorkd stolice byla prozkoumana bakterialni odliSnost pomoci sekvenace 16S rDNA
Z ndhodnych shotgun sekvenacnich soustav a klonovanych knihoven 16S rDNA amplifikova-
nych PCR. Z 237 sekvenaci 16S rDNA bylo vybrano 132 bakterialnich sekvenaci pro dalsi
analyzy. Pomoci pfiblizné 97% parové podobnosti bylo identifikovano 72 bakterialnich fylo-
typu. Urcen byl pouze jediny fylotyp z domény Archaea (tj. M. smithii). Bakterialni fylotypy
byly ptifazeny pouze ke dvéma kmentm, Firmicutes a Actinobacteria. Analyza 2 062 sekve-
naci 16S rDNA odhalila podobné fylogenetické rozloZeni mezi taxony vyssiho fadu, ale mno-

hem rozmanitéj$i populace na Grovni druhti. Ackoliv nebyly identifikovany zadné sekvenace
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16S rDNA kmene Bacteroidetes v nahodné komplementaci nebo klonovanych radach, ampli-
fikace druhové-specifickych 16S rDNA primert ziskala sekvenace od Bacteroides fragilis a
Bacteroides uniforms. Tézkym tkolem je spojovat geny organismt v $ir$i taxonomické klasi-
fikaci, jelikoz se metagenomické soubory dat skladaji prevazné z neshromazdénych dat. Exis-
tuje nékolik pfistupti, ale nebyly zatim vyvinuty ndstroje pro automatickou analyzu velkych

datovych souborti z prevazné z kratkych sekvenacénich ¢teni [3,8].

212 Metagenomické knihovny

Vsechny genomové a metagenomové sekvenace (zahrnujici sekvenaci 16S rDNA) a data zis-
kand ze sekvenacnich metod nové generace (next generation methods) se generuji na zékladé
dodrzeni podminek 0 datech HMP s naslednym uloZenim (napt. kazdy tyden) do pfislusnych
knihoven NIH. Vsechna sekvenacni data a metagenomicka data, ktera byla u darct potencial-

n¢ urcena, jsou nasledné ukladana do kontrolované databaze dbGaP [8].

Metagenomické knihovny poskytuji pohled do tohoto rozsahlého rezervoaru rozmanitosti
nukleovych kyselin. Jednotlivé metagenomické knihovny jsou generovany z riznych pudnich
a vodnich prosttfedi a jsou ptipraveny bud’ jako knihovny zalozené na sekvenaci pro analyzu
s naslednym ulozenim do vefejnych databazi, anebo jako knihovny DNA zachycené
V hostitelském organismu (E. coli) a ulozeny jako sbirky kloni. Sekvenaéni technologie po-
krocila v poslednich deseti letech do takové miry, kdy velikost novych metagenomickych a
metatranskripénich datovych soubort Casto zastinuji soucet vSech piedchozich sbirek databa-
zi. Ac¢koliv je kompletni sbirka genomii ze sekvenacnich dat DNA od vétSiny vzorku zivotni-
ho prostiedi ¢asto nedostatecna z divodu obrovského mnozstvi genetické rozmanitosti mik-
robialnich spole€enstev, srovnadni metagenomickych dat mize odhalit funkéni trendy, které
pomahaji vysvétlit adaptaci mikrobu k jejich prostiedi. S ptichodem Sangerovych sekvenac-
nich programii bylo mozné vzorkovani a utvafeni sekvenacnich sbirek ve skromné zatizenych

laboratotich [9].

Pilifem soucasné stukturni genomiky je existence systémi umoznujicich klonovéani dlouhych
fragmenti DNA. Od zvefejnéni prvnich metagenomickych knihoven vzorkl z motského pro-
stiedi byly nukleové kyseliny z riznych pudnich, vodnich a hostitelskych prostiedi zachyceny
knihovnach BAC (bacterial artificial chromosome). Pouzitim BAC kloni Ize studovat sekve-
nace DNA v sirSim obsahu. Vytvareni knihoven vyzaduje zna¢né Usili od vysoce kvalifikova-

nych védci. Konce téchto klonovanych fragmentti jsou Casto sekvencovany. Dulezitéjsi je, Ze
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knihovny jsou vystaveny funkénimu Setfeni nebo vybéru pro konkrétni geny a funkce. Témet
kazda funkéni metagenomické studie navazuje na podobny piistup: vyzkumnik sbird vzorky,
vytvaii metagenomickou knihovnu, opravuje klony neodkladného vyznamu pro dalsi analyzu

a ulozi je do knihovny po jejich uvefejnéni nebo v pozdéjsim obdobi [9].

2.1.3 Sekvena¢éni technologie

Ke studiu mikroorganismii v pfirozeném prostfedi védci aplikuji Casto metodu WGS
pro nekultivované vzorky, aby byla vytvotfena genomova sekvenacni ¢teni, ktera odrazi struk-
turu mikrobidlnich spolecenstev. Studie ukazaly uzitecnost téchto pfistupti také pro vyzkum
smiSenych mikrobialnich spolecenstev. Nékolik pocéetnich metod bylo vyvinuto k ziskani ta-
xonomickych informaci z metagenomickych sekvenacnich dat. Tyto metody lze rozdélit do
dvou tfid: na zakladé slozeni nebo fazeni. V pftistupech zaloZenych na sloZeni se vyuziva me-
tagenomickych piistupti (napi. klasifikitory zalozené na Markovovych modelech). Zadny
Z téchto ptistupi vSak neni urceny pro odhad relativni pocetnosti genomti mikrobialnich spo-
lecenstev. Ptistupy zaloZzené na fazeni se bézn¢ pouZzivaji k nalezeni ¢tecich podobnosti. Pti-
kladem programu pro rychlé¢ vyhledavani dlouhych sekvenaci je metoda BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) [10].

MEGAN software analyzuje vysledky BLAST a zpétné hleda nejnizsiho spole¢ného piedka
Vv chybnych fazenych ¢tenich, aby vytvofil fylogenetické rozdéleni ¢teni. Nicmén¢ tento intui-
tivni zpisob odhadu pouziva éteni rozlozena podél lista fylogenetického stromu. Fylogene-
ticky strom je grafické vyobrazeni pfibuzenskych vztahti mezi riznymi taxonomickymi jed-
notkami, o nichz se pfedpoklada, Ze maji spole¢ného ptedka. Odhad poctu taxonomickych
urovni dle této metody muze byt ovlivnén n€kolika faktory napt. zménou velikosti genomu
[10].

Technologie GAAS (Genome Abundance and Average Size) je nejnové&jsi nastroj, ktery po-
skytuje piimy odhad genomové relativni pocetnosti. Jeho piesnosti a spolehlivosti stale brani
prevazujici nejasnosti ohledné fazenych ¢teni a pfilis zjednodusené schéma odhadu. Zmény
Vv relativni pocetnosti kazdého zéastupce mikrobidlniho spolecenstva a jejich ptislusné geno-
mové velikosti urcuji kone¢nou hloubku sekvencovani pro kazdy organismus Vv urcité sekve-
nacni Grovni. To znamena, Ze sekvenace genomu pocetnych druhd jsou dobie zastoupeny
vV ndhodnych ctenich, zatimco méné pocetné druhy mohou byt reprezentovany omezenym

poctem sekvenaci. Technologie GAAS je uzitecna i Vv situacich, kdy jsou pocetné zastoupeny
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mikroorganismy s malymi genomy, napf. pii propuknuti nemoci zptisobené malymi RNA viry.
Mikrobidlni primérna délka genomu se tyka slozitosti zivotniho prostfedi a rozdéleni geno-
mové délky, ktera popisuje mikrobidlni rozmanitost. Studie tykajici se genomi virti a mikro-
organismi ukazala, ze jsou jejich praimérné velikosti ve stejném prostiedi na sob&é nezavislé,
coz vysvétluje rizné zpiisoby, jakymi viry a mikroorganismy reaguji na stres a jiné podminky

[10,33].

2.1.4 DNA ¢&ip

Pfi sekvencovani pomoci hybridizace se vyuziva nové technologie DNA — ¢ipti (DNA micro-
arrays), ktera umoziuje molekularné-biologické analyzy vyrazné paralelni povahy, predevsim
tykajici se analyzy genové exprese. Jde o malou sklenénou desticku (popf. silikonovou)
s mnoha vzorky (bézn¢ desetitisici, az miliony) jednovldken oligonukleotidii DNA. Zakladnim
principem ¢&ipu je parovani bazi a hybridizace s moznosti vizualni detekce. Cipové programy
DNA byly vynalezeny pomérné neddvno. DNA €ipy maji moznost zhodnotit expresi tisicl
gent soucasné. Nedavné studie ukazuji, ze profilovani genové exprese zalozené na DNA ¢i-
pech mohou nabidnout potencialni a nezavislé ziskani prognostickych informaci u pacientek

s nov¢ diagnostikovanou rakovinou prsu. Rakovina prsu byla mezi prvnimi nemocemi poUuzi-

vajici ke studiu pravé tyto technologie [11,34].

2.2 Sekvenacéni metody

Na rozdil od lidského genomu se mtize lidsky metagenom lisit v zavislosti ha umisténi, véku
a stravovani. Metagenomika a souvisejici pristupy se dostaly do cela biologie hlavné diky
dvéma hlavnim vyvojim. Rozvoj DNA sekvenacnich technologii nové generace poskytl
v mnoha centrech vyrazné lepSi moznosti pro sekvencovani rozsahlych souborii metageno-
mickych dat. Technologie vytvofila nové pftilezitosti pro uskuteénéni velkych sekvenaénich
projektd v Sirokém méfitku, coz bylo jesté pred n€kolika lety tézko piedstavitelné. Druhym
klicovym faktorem je rozvoj porozuméni dulezitosti celého mikrobialniho spolecenstva

Vv biologii savci, lidském zdravi a nemoci [12].

Pocatecni studie, zalozené na Sangerovych sekvenacnich programech, zahrnovaly cilené sek-
vencovani 16S rDNA. Tato metoda vyuziva specifickou inhibici enzymové syntézy tetézct
DNA a je oznacovana jako enzymova metoda nebo dle autora Sangerovo sekvencovani. Za-

vedeni rychlejsi metody pyrosekvencovani umoznilo uzivatelsky pfistup pro klinické laborato-
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fe pro rozsahlej$i odebirani vzorkll mikrobidlni rozmanitosti. Pyrosekvencovani poskytuje
vysoce presné sekvencovani se syntézou DNA v redlném Case a nevyzaduje rozdéleni pro-
duktt elektroforézou. Proménlivé oblasti v ramci bakterialnich tsektt 16S rDNA lze rozsifit
pomoci PCR a nasledné podrobit pyrosekvencovani. Pyrosekvencovani DNA bylo vyvinuto
Vv polovingé roku 1990 jako zasadné odlisny ptistup sekvencovani DNA. Jednim z dilezitych
omezeni pyrosekvencovani je neschopnost k sekvena¢nimu natahovani DNA, jen zfidka vys-
§iho nez 100-200 bazi. Navzdory tomu, ze pyrosekvencovani DNA poskytuje kratka Cteni,
coz limituje mnozstvi sekvenacnich dat, vyuzivda se napf. pro identifikaci patogent

V nemocnicich [12,34].

221 Next generation a 454 sekvencovani

Tii komer¢ni pfistroje nové generace s vysokou propustnosti sekvencovani zahrnuji
Roche/454 Life Sciences (GS20, FLX, LXR); Illumina/Solexa (lllumina G2) a Applied Bi-
osystems (SOLID). Spolec¢nost 454 Life Science vyvinula komeréné pyrosekvencovani pro
metagenomiku, a proto je termin 454 pouzivan pro pyrosekvencovani s vysokou propustnos-
ti. Touto novou metodou sekvencovani se oznacuje fada enzymatickych reakci, béhem kte-
rych se zaznamendva zaclenovani DNA bazi do syntetizovaného fetézce diky uvolnénému
viditelnému zafeni. Mira emise svétla je pfimo imérnd mnozstvi zabudovanych nukleotidt.
Soucasné probiha obrovské mnozstvi sekvenacnich procesii a vysledek je nacitan pocitacem.
Tato metoda byla v HMP pouzita napi. pii studiu obezity nebo studiu bakterialni rozmanitos-

ti rukou. Jednotlivé kroky pyrosekvencovani zahrnuji:
1. ptipravu knihovny jednotetézcové DNA
2. PCR amplifikaci v emulzi

3. pyrosekvencovani [12,13].

2.2.2 WGW — Whole Genome Shotgun sekvenaéni metoda

Shotgun sekvencovani je metoda sekvencovani nahodné fragmentovanych usekit DNA. Me-
toda se ukazala jako vyborna strategie piiposuzovani celkové mikrobialni rozmanitosti
ve smiSenych populacich. Tyto genomové piistupy umoziiuji védciim identifikovat a popsat
rizné mikrobidlni geny, které koduji fadu biochemickych a metabolickych funkci. Genom se

rozstipe na kratké fragmenty, kazdy z nich se nahodn¢ osekvencuje (velké mnozstvi fragmen-
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tt) a nasledn¢ se fragmenty setadi a zrekonstruuje se DNA pomoci pocitacového softwaru.
Toto sefazeni vSak komplikuji rizné repetitivni useky. Navic je nutné cely genom v podstaté
sekvencovat n¢kolikrat, aby jednotlivé sekvenace dostatecné piesahovaly a bylo mozné z

téchto presahtl sestavit genom [12,13].
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3  AKTUALNI DOSAZENE VYSLEDKY

3.1 Prirozena strrevni mikroflora

Mnozstvi bakterii je ovlivnéno kyselosti zaludku, pohyblivosti stiev (jeho snizeni je spojeno
s navySenim poctu bakterii). Nejvétsi a zaroven nejslozitéjsi mikroflora, tvofena stievnimi
bakteriemi, obsahuje v priméru az 10* bunék na 1g vykalu ¢lovéka. Stievni a jiné mikroflory
spolu s hostitelskymi bunkami kazdého Clovéka tvoii slozity ekosystém, ktery jako celek
uskutec¢nuje rizné vzajemné se ovliviiujici biologické procesy. Lidé spolu s jejich mikroorga-
nismy se proto povazuji za tzv. "superorganismy" a komplexni genom za tzv. lidsky "metage-
nom". Stfevni mikroorganismy jsou taxonomicky slozité jednotky a piedstavuji dynamicka
spolecenstva mikroflory, u které se jiz dlouho dobu véfi, Ze ma vyznamny dopad na fyziologii
Cloveka. Mikroorganismy jsou pevné zapojeny do zrani a bujeni lidskych stfevnich bunék,
pomahaji udrzovat jejich stalé prostiedi, ale také mohou byt naopak pficinou ruznych one-
mocnéni, napf. zanétlivych stfevnich onemocnéni stfev nebo obezity. Dopad stievni mik-

roflory na fyziologii hostitele zavisi také do znacné miry na jeho imunitnim stavu [14,15].

V tenkém stieveé se nachdzi velmi nizkd koncentrace bakterii a jedna se Casto pouze o pre-
chodnou fléru. V obsahu tenkého stieva byly objeveny ustni streptokoky, enterokoky, ente-
robakterie a laktobacily. Zvy3ena koncentrace bakterialniho osidleni nad 10° - 10" v 1 ml jiz
obvykle signalizuje abnormalni stav zazivaciho systému. Naopak niz§i obsah bakterii mize
byt zpisoben rychlou peristaltikou nebo produkei zlucovych kyselin. V tlustém stfevé a ve
stolici se pocet bakterii pohybuje mezi 10 - 10" v 1 g obsahu stolice. V ramci vyzkumu
bylo odkryto vice nez 400 druht bakterii, které je mozno povazovat za piirozenou floru tlus-
tého stfeva. Z tohoto mnozstvi tvoii vice nez 95 % striktn¢ anaerobni druhy Bacteroidetes,
Bifidobacterium, Eubacterium, Peptostreptococcus, Peptococcus a Clostridium. Z ostatnich
druhti jsou pfi aerobni kultivaci pravidelné prokazovany enterobakterie, piedevsim Escheri-
chia coli. Ostatni druhy gramnegativnich ty¢inek jsou pocetné malo zastoupeny a zejména se
prokazuji pifi 1é€b¢ antibiotiky, kdy je rovnovaha porusena a dochazi k tzv. dysmikrobii (ab-
normalni rozloZeni bakterialni flory ve sttevech zplisobené prijmy nebo lécbou antibiotiky;

pt. Morganella, Providentia, Proteus, Pseudomonas) [15].
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3.2 Détska stirevni mikroflora

Slozeni détské mikroflory bylo intenzivné studovano jak pomoci kultivovanych mikroorga-
nismu, tak pomoci metody na kultivaci nezavislé (na zakladé 16S rDNA). U kojencd
v dobrych hygienickych podminkach je stfevni sliznice kolonizovdna pievazné laktobacily.
V ramci vyzkumu HMP byla provedena analyza stfevni mikroflory novorozenct. Studované
subjekty zahrnovaly 14 zdravych donoSenych déti narozenych 13 zdravym matkam (véetné
jednoho paru dvojvajeCnych dvojcat). Vzorky stolice byly odebirany podle ptedepsaného
planu, a to pocinaje prvni stolici ihned po porodu, poté denné, pozdé&ji s klesajici frekvenci.
V piipadé dualezitych udalosti (napf. zavedeni pevné stravy, podani antibiotik aj.) byly ode-
brany dodate¢né vzorky. Postupem ¢asu se shromazdily vzorky také od rodict a sourozenct
déti, v pfipadé matek se provedly vaginalni stéry a odebrala se ¢ast matefského mléka
pro laboratorni Setieni. U kazdého z téchto vzorku byla analyzovana mikroflora pomoci nové
vyvinutého genového Cipu DNA, ktery byl navrzen, aby poskytl téméf komplexni rozsah
znamych druhit DNA [15,16].

Celkem bylo podrobeno analyze 430 vzorka — 363 ze stolice kojenct, 43 ze stolice dospé¢-
Iych, 12 z matetského mié¢ka a 10 z poSevnich stéri matek. Rozmanitost kmenové trovné
byla u vzorki stolice velmi omezena. Pievaznou ¢ast vzorku tvofily tii bakterialni skupiny
uréené pomoci mikroc¢ipu: Flexibacter-Cytophaga-Bacteroides; Proteobacteria a grampozi-
tivni Firmicutes a Actinobacteria. Druhym zjisténim byl pozoruhodny stupeni interindividual-
nich rozdild v procesu kolonizace. Kazdé dité se liSilo kombinaci mikroorganismi
i v nacasovani, kdy se tyto mikroorganismy objevovaly. Napiiklad, rod Bacteroides byl do-
minantni u nékterych déti v prvnich mésicich zivota, zatimco u jinych zcela tento rod chybél.
Tfetim zajimavym vysledkem byla relativni stabilita nékterych mikrobidlnich populaci
v prubéhu ¢asu, dokonce v brzkém prubéhu kolonizace GI traktu déti pietrvavala vétsina
taxonomickych skupin po dobu az nékolika mésicti. Nejcasnéjsimi mikroorganismy Gl traktu
byly aerobni bakterie (Staphylococcus, Streptococcus a Enterobacteria) a pozdéjsimi anae-
robni (Eubacteria a Clostridia). Nékolik jinych taxonti mélo tendenci se objevovat prechodné
a pak zase mizet v prib&hu prvniho roku zivota (Prevotella, Acinetobacter, Desulfovibrio,

Veillonella a Clostridium perfringens) [16].
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3.2.1 Faktory détské stievni mikroflory

Zpusob krmeni novorozenct byl v fad¢ studii sporny. Zatimco nékteré studie uvedly, Ze rod
Bifidobacteria témét vzdy dominoval v GI mikroflofe kojenych déti po nékolik prvnich tydnt
po narozeni, jiné studie zjistily, Ze se tento rod vyskytuje jen u malého zlomku déti, nebo
ze neni pocetné vyznamny. U uméle zivenych rychle nastupuje fléra podobna flote dospélych.
Vliv porodu je ¢asto povazovan za klicovy faktor ve slozeni détské mikroflory. U GI mik-
roflory déti narozenych cisarskym fezem bylo zaznamendno, Ze se liSi od déti narozenych
piirozenou cestou, a to jak v nacasovani kolonizace, tak i v jejim sloZzeni. V nékterych piipa-
dech byly spatteny jasné stopy mateiské vaginalni mikroflory u GI mikrofléry novorozenci,
presto kvilli fada studii uvadi rozporné vysledky ohledné zptisobu porodu. Kviili zvysenému
poctu GI zdravotnich problémi u pfedCasné narozenych déti byl disledné studovan vyznam
téhotenstvi. Tyto studie opakované ukazaly, Ze mikroflora predcasné narozenych déti se lisi

od téch donosenych [16].

Cas pravdépodobné nejvice zaleZi v nejrannéj§i fazi na utvafeni mikrobiomu u déti. Jedna
Z publikovanych praci uvedla, ze mikrobidlni sloZeni stievniho traktu novorozenci se objevu-
je zcela ndhodné prvnich 12 az 18 mésicu Zivota. V ur¢itém bod¢ se utvareni mikrobiomu
ustali a podoba se dospélému mikrobiomu. Hned po porodu maji mikrobialni spolecenstva
tendenci zrat a ustdlit se, ale do jaké miry tyto Casné udalosti ovlivituji zdravi ¢loveka, neni
zcela pochopeno. Struktura stievni détské mikroflory je proménlivéjsi a méné stabilni
s vlivem ¢asu. Toto slozeni znaCilo vétsi interindividualni rozdily (ale méné slozitéjsi nez
u dospélych 0sob), které se blizily k dospélému profilu ke konci prvniho roku zivota. Dvojva-
jecna dvojcata prokazala zna¢né vysokou podobnost v mikrobialnim slozenim svych profili

V prub¢hu Casu [16,17].

3.3 Strevni mikrobiom ve vztahu k rakoviné

Obecna lékatska mikrobiologie se zamétuje piedevsim na studium jednotlivych druht jako na
izolované, kultivované jednotky. Zvlastni pozornost byla vénovana patogennim druhim.
V ramci studia nadorové epidemiologie struktura mikrobialniho spoleCenstva ukazala, ze je
stabilni po dobu nejméné jednoho roku. Rostouci mnozstvi dikazi o lidském téle svedci
0 dulezité roli stievni mikroflory souvisejici se vznikem rakoviny. Chronicky zanét zaludku

(zpisobeny nakazou Helicobacter pylori) a chronicky stfevni zanét (spojeny s poskozenim
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imunitni odpovédi na komenzalni bakterie v zanétlivém stfevnim onemocnéni) jsou platnymi

rizikovymi faktory pro vznik rakovin zaludku a tlustého stieva [18].

U nékterych infekénich onemocnéni bylo potvrzeno, ze patogennim prostfednikem mutize byt
spiSe narusena mikroflora nez jediny organismus, coZ ma za nasledek snizeni bakterialni roz-
manitosti nebo premnozeni agresivnéjSich bakterii sidlicich v Gl traktu (tj. vyvolani zanétli-
vych reakei imunitnim systémem). Druhy, které jsou znamé jako patogenni nebo piilezitostné
patogenni, a které byly objeveny jako podstatna soucast stfevni mikroflory zdravych jedinct,
jsou E. coli a B. fragilis. Ve zvySené mite jsou tyto druhy spojovany se zanétlivym onemoc-

nénim stiev (inflammatory bowel diseases, IBD) [19].

V molekularnich epidemiologickych studiich nadorovych rizik bylo mozné dukladné zkoumat
lidsky genom pomoci studii ptipadd a kontrol (case-control study). Tato studie patii mezi
pozorovaci analytické studie, kdy je porovnavana skupina ptipadi (tj. skupina osob se sledo-
vanym onemocnénim) se skupinou jedinct, kterd nevykazuje dané onemocnéni tzv. kontroly.
Bohuzel tyto studie nelze pouzit pro urCeni vztahu mezi stfevnim bakteridlnim genomem a
rizikem vzniku rakoviny. Interindividualni rozdilnost stfevniho mikrobiomu je ovlivnéna fyzi-
ologii, Zivotnim prostfedim a zivotnim stylem hostitele. V dusledku toho nejsou studie ptipa-
da a kontrol vhodné, protoZze nemoc sama o sob¢, piiznaky nemoci a jejich 1é¢ba maji poten-
cial ménit stfevni mikrobialni sloZeni. K charakterizovani vlivu stfevniho spoleCenstva na rizi-
ko vzniku nadorta je nutné vyuzit ptistupli kohortni studie. V této studii jsou pfesné¢ vymeze-
ny skupiny osob (tzv. kohorty) na zakladé faktoru, o kterém se piedpoklada, Ze by mohl sou-
viset se sledovanym onemocnénim. Tyto subjekty studie jsou pak urcity ¢as sledovany s cilem

zjistit, zda ma pozdéjsi vyvoj onemocnéni vztah k faktorim, které byly pozorovany [18,20].

3.4 Imunita strev

Primarni ulohou zazivaciho traktu je travit a vstifebavat Ziviny pro splnéni metabolickych po-
zadavkul a pozadavkl pro normalni lidsky rist a vyvoj. Kromé toho poskytuje stievni sliznice
obranyschopnost proti stalé pfitomnosti potravinovych antigeni a mikroorganismi
ve stfevech. Role stfevnich mikrobidlnich spolecenstev byla zkoumana u oralni indukce tole-
rance na reakci imunoglobulint E (IgE) u bezmikrobnich mysi. Bezmikrobni zvifata udrzova-
la Th2 typ imunitni odpovédi (napf. produkei IgE protilatek) na tstné podavany ovoalbumin.

K pferuseni oralni tolerance doslo z dusledku nedostatku stfevni mikroflory. Vysledky dale
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ukazaly, ze v novorozenecké fazi hraje stievni bakterialni flora kli€ovou roli v produkovani

Th2 populace [21].

Ochrana proti potencialn¢ skodlivym latkam je zajiSténa i mnoha dalSimi faktory, jako jsou
zalude¢ni kyseliny, sliny, hleny stfevni mikroflory, peristaltika stfev apod. Stifevni mikrobialni
spolecenstva jsou dilezitou soucasti obranné stievni bariéry, jak vyplyva ze zvySeného pri-
chodu antigenti skrz stfevni sliznici v nepfitomnosti stfevnich mikrobt. Lécba antibiotiky me-
ni sloZeni mikrobidlnich spole€enstvech traviciho traktu a nepochybné 1 u mikrofléry nachaze-
jici se v jiné ¢asti téla. Tyto zmény mohou ovlivnit expresi cytokinti, antimikrobialnich pepti-
di nebo jinych hostitelskych obrannych mechanismi, coz mize vést ke zvySenému riziku
infekci a rozvoji chronickych zanétd. Zatim nejsou védci ve fazi urcit, za jakych konkrétni
okolnosti miize pouzivani antibiotik vyvolat onemocnéni, a za jakych k nému nedojde. Po-

dobné neptedvidatelné jsou snahy o obnoveni zdravé mikroflory [21,35].

3.5 Stirevni mikrobiom ve vztahu Kk lidské obezité

Béhem vyzkumu obezity byla DNA mikrobialniho spole¢enstva izolovana z obsahu distalniho
stieva geneticky obéznich zvifat a transplantovana do jejich Stihlych sourozenct. Kolonizace
sttevniho mikrobidlniho spolecenstva u dospélych bezmikrobnich mysi, ktera byla shromaz-
déna z bézné chovanych mysi, vytvofila dramaticky narust télesného tuku do 14 dnt nehledé
na mnozstvi piijaté potravy. Tato zjisténi vedla k tivaze, Ze by mohla byt mikroflora obéznich
jednotliveti ucinnéjsi pii ziskavani energie ze stravy nez mikroflora stihlych jedincti. Zmény v
ukladani energie z ptijaté stravy, které jsou zapiiinéné zménami ve stfevnim mikrobiomu,

nemusi byt velké, aby ptisp€ly k obezité [22].

Z vysledku studia obezity vyplynulo, Zze relativni pocetnost ¢leni Bacteroidetes u obéznich
mysi byla o 50 % nizsi, zatimco Firmicutes byla vyssi o pfislusny stupen. Tyto rozdily nebyly
jednotné a nedaly se ptisoudit k rozdilim vzhledem ke spotiebé potravy. Naopak u stievni
mikrofléry obéznich lidi se zjistilo, ze se relativni pocetnost Bacteroidetes zvySuje, jak obézni
jednotlivei hubnou, bud’ pii dieté zaloZené na omezeni tuki, nebo sacharidii. Navyseny pocet
Bacteroidetes vyznamné souvisel s ibytkem vahy, ale nebyl ve vztahu k celkovému piijmu

kalorii [22].

Pro mutaci genového leptinu se u stievni mikroflory dospélych mysi pouzila genova sekvena-

ce 16S rDNA. Leptin je hormon tukové tkang, ktery se podili na udrzovani energetické ho-
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meostazy, omezuje piijem potravy, zvysSuje energeticky vydej, signalizuje mnozstvi tuku, nu-
tricnich zasob apod. Vseobecné vysoké koncentrace lze proto najit U pacientd s obezitou,
naopak nizké koncentrace u pacientd trpicich poruchou piijmu potravy (anorexie, bulimie).
Leptin a jeho ucinky byly objeveny diky studiim na tzv. ,,ob/ob* mysich (velice Zravych a tlus-
tych), kdy primarni pti¢inou obezity byla zvySena spotieba potravy béhem nedostatku leptinu.
Tento mysi model byl pouzit K poskytnuti diikazu, Ze alespon jeden typ obezity ve Spojitosti
se stfevnim mikrobiomem ma zvySenou kapacitu pro ukladani energie ze stravy. K urceni,
zda je mikrobidlni spolecenstvo potencialnim faktorem ptispivajicim k obezité, byla pouzita
metoda shotgun sekvencovani slepého stieva. Slepé stievo bylo vybrano jako stievni lokalita
pro odbér vzorkd, protoze je anatomicky odlisné struktury, nachdzejici se mezi distalnim ten-
kym a tlustym stievem, které je kolonizovano dostate¢nym mnozstvim snadno odebrané mik-

roflory pro metagenomickou analyzu [22,23].

351 Stravovaci navyky

Obezita je hlavnim problémem vetejného zdravi, ktera postihuje vice nez 400 miliona lidi
rocné a je spojena se zavaznymi poruchami véetné cukrovky a rakoviny. Epidemiologové
vyviji Gsili o nalezeni hostitelskych a piirodnich faktori, které ovliviiuji energetickou bilanci.
Stravovaci navyky jsou povazovany za jedny z hlavnich faktord, které se podileji na rozmani-
tosti sttevni mikroflory. Rody Prevotella, Xylanibacter a Treponema byly pfitomné ve stfevni
mikroflofe déti pochazejicich z africké vesnice, ale ne z Evropy. Studie ukazala, ze tyto tii
rody mohou byt disledkem vysokého pfijmu vlakniny z rostlinnych polysacharidi. Vegetari-
anstvi ovliviiuje stfevni mikrofloru, zvlast’ dusledkem snizeného mnozstvi a ménici se rozma-
nitosti druhti Clostridium cluster IV. Nedavna studie se zamétila na muze trpici nadvahou,
ktefi dodrzovali redukéni dietu, dietu bohatou na rezistentni Skrob nebo neskrobové polysa-
charidy po dobu 10 tydnt. Vysledky nezaznamenaly zadny vyznamny vliv stravy na podilu
kment Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria nebo Proteobacteria vefekalnich vzorcich.
Pouze dva fylotypy, Eubacterium rectale a Ruminococcus bromii, se ukazaly ve vétsi mife

pfi dieté zaloZené na rezistentnich skrobech [22,36].
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3.6 Prirozena mikroflora kuze

Kuze je cast téla se slozitymi zménami a projevy tykajicich se okolniho prostiedi, kde hustota
bakterii mize byt az 10" bunék na 1 cm® plochy kiize. Mnohé z téchto bakterii nejsou jen pa-
sivnimi nebo ptechodnymi kolonizatory povrchu kiize, ale jsou spise prizptisobeny nastrahdm
pfi obyvani nejriznéjsi kozni oblasti. Témito nastrahami muze byt Casté odlupovani kiize,
antimikrobidlni obrana hostitele, vystaveni se mydlim a saponatim béhem myti (prani), vy-
staveni se UV zafeni a dehydratace. Pfirozené mikrobialni osidleni kiiZze je ovlivnéno jejimi
vlastnostmi (vlhkosti, umisténim mazovych a potnich 71az) a kontaminaci ze sousednich sliz-
nic (nos, kone¢nik apod.). Hlavnim bakterialnim druhem je Staphyloccoccus epidermidis a S.
hominis a n€které dalsi koagulaza negativni stafylokoky (netvofi enzym menici fibrinogen na
fibrin). Staphyloccoccus aureus se vyskytuje Castéji na perineu (tkanovy predél mezi vcho-
dem do pochvy a fitnim otvorem), kdy je soucasné i na sliznici nosni. Z perinea se mohou
bakterie premistit do vaginy, jak bylo prokazano pro S. aureus u syndromu toxického Soku.
Na rozdil od dospélych bylo zjisténo, Ze u détské kiize dominuje kmen Firmicutes. Vcasné a
spravné stanoveni zdravého kozniho mikrobiomu béhem této prvni periody mtize mit klic¢o-
vou roli v zabranéni pfichodu potencialnich infek¢nich mikrobi a mtze ovlivnit slozeni mik-

robiomu az do dospélosti [15,27].

3.7 Faktory mikrobialni rozmanitosti rukou

vvvvvv

koznich mikrobialnich prostiedi, které je vystaveno projevim vnéjsiho prostiedi a rtiznym
zménam. Vyzkumu se podrobilo 51 mladych vysokoskolskych studentii, od nichz byly ode-
brany vzorky ihned po vykonané zkousce. Cilem bylo urcit intra- a interindividualni rozdily
bakterialnich spoleCenstev a popsat, jaké konkrétni faktory mohou mit vliv na jejich rozdil-
nost a slozeni. PouZila se metoda pyrosekvencovani, ktera umoznila prozkoumat povrch lid-
skych dlani s bakteridlnimi spolecenstvy S Vysokym stupném detailu. Povrch dlané odkryl az
150 jedine¢nych bakterialnich fylotypi v urovni druhu, pficemz bylo identifikovano celkem 4
742 fylotypt u vSech zkoumanych lidskych dlani. Tento soubor dat poskytl zatim nejkom-
plexn&jsi ptehled bakterialni rozmanitosti v souvislosti s ¢lovékem. Ackoliv byl na dlanich
bézné objeven soubor zakladnich taxont, védci zpozorovali vyznamné inter- a intraidividualni

zmeény ve sloZeni bakteridlnich spolecenstev. Ruce jednoho c¢lovéka sdilely 17 % vlastnich
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fylotypi, kdeZto s ostatnimi lidmi jen 13 %. Podobné jako bylo dokazano u dospé€lé mik-

roflory, slozeni détské kozni mikroflory se zda byt i mistné specifické [24].

Muzi a zeny ukryvali vyrazné odlisné bakterialni komunity na svych plochach rukou. Taxony,
které byly sdileny muzi i Zenami soucasné, zahrnovaly ¢leny rodt: Propionibacterium
a Corynebacterium (pocetnéjsi u muzi); Enterobacteriales, Moraxellaceae, Lactobacillace-
ae, Pseudomonadaceae (pocetn&jsi u Zen). Zenské dlané ukryvaly podstatné vétsi bakterialni
rozmanitost neZ muzské dlan€, at’ uz byla rozmanitost hodnocena zkouméanim celkové fylo-
genetické struktury kazdé ruky nebo primérnym poctem fylotypli. Nebylo pfesn¢ urceno,
co fidi tyto rozdily v celkové rozmanitosti, ale je mozné, ze rozdily mohly mit také vliv v pH
kiize. Muzi maji obecné kyselejsi kiizi nez zeny a vyzkum jinych mikrobialnich lokalit ukazal,
ze je mikrobidlni rozmanitost Casto nizsi ve vice kyselejsich prostfedich [24].

Doba myti rukou méla také vyznamny vliv na sloZeni bakterialniho spolecenstva kiize a tento
vliv byl o néco vyrazné€jsi nez u rozdili pohlavi. Bakterie taxonti Propionibacteria, Neissria-
les, Burkholderiales a Pasteurellaceae byly relativné pocetnéjsi s prubéhem doby uplynulé od
posledniho myti rukou, zatimco jiné bakterie skupin Staphylococcaceae, Streptococcaceae a
Lactobacillaceae vykazovaly opa¢né znaky a byly relativné pocetnéjsi na rukou, které nebyly
predtim myté. I kdyz doba souvisejici s hygienou rukou zménila bakterialni slozZeni, celkové
urovné bakterialni rozmanitosti se K této souvislosti nevztahovaly. Bud’ se bakterialni spole-
Censtva po umyti znovu rychle objevila, nebo umyti (jak bylo zkouseno u studenti v této stu-

dii) neodstranilo vétSinu bakterialnich taxontii nalezenych na povrchu ktize [24].

Dominantni ruce (tzn. prava ruka u pravakd/leva ruka u levak) mély podobné rozdily jako
ruce nedominantni, ale slozeni bakterialnich spolecenstev se vyrazné liSilo u rukou téhoz je-
dince. Taxony u dominantni ruky zahrnovaly ¢leny skupin Enterobacteriales, Lactobacilla-
ceae, Peptostreptococcaceae a Xanthomonadales. Vliv pouzivani dominantni ruky na bakte-
rialni spolecenstva byla pravdépodobné zptsobena bud’ rozdily v podminkach tykajicich se
kozniho prostiedi, nebo kontaktu dominantni ruky s riznymi typy okolnich ploch. Ackoliv
dominantni 1 nedominantni ruce ukryvaji odlisnd bakteridlni spolecenstva, spoleenstva na
levych a pravych rukou od stejného jedince si byla podobnéjsi, nez by se dalo oc¢ekavat.

Nicméné tato spolecenstva sdilela v praiméru jen 17 % vlastnich fylotypt [24].
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3.7.1 Plisiiova spolecenstva

V samostatné studii zkoumajici plisiiova spolecenstva kiize byl objeven dominantni rod Ma-
lassezia, ve kterém bylo identifikovano pét znamych druhti a dalsi ¢tyfi nové. Pti pozorovani
stejnych jednotlive o osm az deset mésicti pozdéji byly odhaleny odlisné druhy, které nazna-
Covaly obrovskou dynamiku v prib&hu ¢asu. Pfitomnost lipofilnich druht kvasinek rodu Ma-
lassezia jsou znamé jako pfic¢iny ruznych dermatitid. Tento rod byl zaznamenam ve studiu pii
lé¢be lupt na pokozce hlavy. U zdravych jedinci prevazoval tento rod s frekvenci 0,07 %,
zatimco u osob trpicimi odlupovanim ktze az 2 %. Rod Malassezia se sklada nejméné ze
sedmi druhti, z nichz kazdy ma specifické vlastnosti. Nékteré druhy, jak zobrazuje Obr. 1.
(M. furfur, M. gobosa, M. restricta) maji souvislost s riznymi infekénimi nemoci, ale patolo-

gické role jednotlivych druhti nejsou zcela objasnéna [25,37].

Obr. 1. Malassezia furfur v pokozce hlavy [37].

3.8 Topograficka a ¢asova rozdilnost koZzniho mikrobiomu

Kize je ekosystém s mikrobidlnimi spoleCenstvy, kterd ziji ve fyziologicky a topograficky
odlisnych prostiedich (pt. vlhké podpazi vs. suché ptedlokti). Z celkovych vzorka odebra-
nych z 20 riznych koznich mist u 10 zdravych lidi bylo odhaleno 19 bakterialnich kmen, ale
vétSina sekvenaci byla pfifazena ke ¢tyfem kmenim: Actinobacteria (51,8 %), Firmicutes
(24,4 %), Proteobacteria (16,5 %), a Bacteroidetes (6,3 %). V ramci vyzkumu byla porov-
nana relativni pocetnost hlavnich bakterialnich skupin, které se vztahovaly na tii odlisné typy

mikrobialniho prostiedi: mazové (napf. zevni zvukovod), vlhké (napt. podpazi) a suché
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(napt. ptedlokti). Druhy Propionibacteria a stafylokoky pievladaly v mazovych mistech.
Druhy Corynebacteria se pirevazné nachazely na vlhkych mistech ktze, ackoliv stafylokoky
byly také pfitomny. SmiSend populace bakterii obyvala sucha mista kiize, a to s vétSim za-

stoupenim druhti b-Proteobacteria a Flavobacteriales [26].

V ramci jedné studie se porovnavala celkové bakterialni bohatost a rozmanitost détské ktize.
Kdyz byla shromazdéna data ze vzorka odebranych ze tii mist (paze, hyzd¢ a ¢elo). Piestoze
se pocet rodli v danych mistech vyrazné neménil, relativni pocet komunity vyrazné vzrostl

s vékem [27].
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4 BUDOUCI SMERY HMP

4.1 Dalsi cile HMP

Velké mnozstvi dat bude generovano HMP pomoci sekvenac¢nich technologii nové generace
a jinych metod s vysokou vykonnosti. Vypocetni techniky ke zpracovani a analyzovani téchto
udaji jsou teprve na zacatku. Zejména objektivni miry pro urcita kritéria maji nedostatky.
Usilim HMP bude zaméfit se na stanoveni norem pro pouZiti novych sekvenacnich metod
v metagenomickych studiich. HMP se v budoucnu zaméti na lepsi porozumeéni roli lidskych
mikroorganismi v biologii ¢lovéka, vcetné jejich vztahu k lidskému zdravi ¢i nemoci. HMP
bude fesit n€které z nejvice podnétnych, obtiznych a zakladnich otazek. Pro feSeni vSech ota-
zek tykajicich se lidského mikrobiomu je potieba odebrat vzorky z mikroflory a vzit v Givahu
casové a prostorové métitko pied provedenim tohoto procesu. Ocekava se, ze HMP odhali,
zda principy ekologie zachyti ze studii makroskopického svéta, vztahujici se na mikroskopic-

ké svét, kterym lidé poskytuji piistiesi [2,3].

V soucasné¢ dobé nejsou zadné metody k ziskani dostateného mnozstvi mikroorganismii
Z raznych télnich povrchi jako je klize nebo sliznice vaginy v reprodukovatelném a reprezen-
tativnim mnozZstvi a dostatecné zbaveného lidskych bunék, tak aby mohl byt mikrobiom sek-
vencovan. Rovnéz neni jasné, v jakych Casovych a prostorovych métitkach tohoto odbéru
vzorku by mélo dojit. Stejné jako v mnoha pripadech ekologickych studii se musi volit mezi
hlubokym odbérem malého poctu mist (jednotlivi lidé a télni lokality) a obsahlym odbérem.
Hluboké vzorkovani ¢asti téla nékolika jednotlived bude potiebné k uréeni rozlozeni vSech

mikrobialnich druhi a gent [3].

Pro lepsi porozuméni vSech otdzek tykajicich se zdravotniho stavu lidi bude potiebné ziska-
vat metagenomicka data vztahujici se k hostiteli, v€etné ke zménam v hostitelskych genoty-
pech a metabolickych fenotypech. Budouci studie budou zahrnovat mechanizmy uréené ke
zkoumdni a identifikaci stfevnich bakterii a jejich genovych produkt (v€etné metabolitit),
které jsou rozhodujici pro fyziologii ¢lovéka a utvafeni struktury stievni mikroflory. Téchto
védeckych ukolt bude dosazeno pomoci pokrocilych OMICs technologii (genomika, tran-
skriptomika, proteomika, metabolomika aj.) spojenych s obrovskym mnozstvim genomickych

dat, ktera jsou jiz shromazd’ovana [14].
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Budouci studie jsou potiebné k poskytnuti znalosti v $ir§im rozsahu a posouzeni vlivu souvi-
sejicich faktordi napt. véku, stravy a patologickych stavil (napt. zanétlivych stievnich one-
mocnéni, obezity, rakoviny atd.) u stfevniho mikrobiomu lidi, kteti ziji v odli§nych prostie-
dich. Periodické odebirani vzorka ze stievniho mikrobiomu miize poskytnout pohled na do-
pad zmén ve vyvoji mikrobialniho prostfedi. Tyto vysledky by mohly poskytnout $irsi pohled
na biologii ¢loveka, véetné novych biologickych znakii k definovani lidského zdravi, novych
moznosti K optimalizaci vyZivy jednotlivcll, prognoze biologicky dostupnych oralné podava-
nych Iékti, prognoze individualnich a socialnich predispozici k onemocnénim. Objasnéni slozi-
tych vztahti stfevniho mikrobiomu, genetiky hostitele a projevil Zivotniho prostfedi mohou
pomoci vV budoucnosti usmérnit strategie k prevenci rakoviny. Na Obr. 2. jsou popsany bu-

douci sméry vyzkumu stievni mikroflory [14].

Obr. 2. Budouci sméry vyzkumu zamérené na lidskou strevni mikrofloru [14].
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ovliviiuji stievni mik-
roflorn?

Strava Zdravi

Lidska stievni mikroflora spolu se svou a lidskou genetickou rozmanitosti je
odpovédna za lidské zdravi a nemoci. Mnoho otazek o hostitelsko-

mikrobidlnich interakcich zlstava stale nezodpovézenych [14].

4.2 Shrnuti prinosi HMP

Hlavni pfinosy HMP uvedla tiskova zprava z roku 2010, kterd zvetejnila vysledky analyzy
178 genoml mikroorganismil obyvajicich povrch nebo vnitini prostory téla. Piestoze je HMP
stale na samém zacatku, védci uz rozpoznali nékolik dulezitych skuteénosti o riznorodosti a
slozitosti mikroorganismtl. Byly objeveny neznamé proteiny produkované bakteriemi obyvaji-
ci sliznici zaludku, které jsou pficinou zaludecnich viedli. Kromé toho byl zaznamenan maly

pocet nové identifikovanych bilkovin zapojenych do metabolismil sacharidii a aminokyselin.
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Veédci vyhodnotili mikrobidlni rozmanitost pfitomnou v referencni sbirce HMP a zahéjili fadu
sérii studii specifickych onemocnéni: obezity, Crohnovy choroby, zanéti, akné a nediagnosti-

kovanych horecek apod. [28].

Védci dale osekvenovali vzorky mikrobiomu, stanovili jeho interakce s nemocemi a vyvinuli
technologie pro izolaci a identifikaci neznamych mikrobid. Dale byly porovnany vysledky se
stejnym poctem diive sekvencovanych mikrobialnich genomd, které byly nahodné vybrany z
vefejnych databazi. Budouci sekvenace genomu a studie lidského mikrobiomu budou shro-
mazd’ovat informace o slozit&jSich mikrobech a virech. Dalsi Gsili také umozni védctim, aby
vytvorili seznam datovych zdroji a standardd. Kromé toho bude HMP i nadale podporovat
vyvoj novych technologii a vypocetnich nastroji, koordinaci datové analyzy a vySetfeni etic-
kych, pravni a socidlnich disledkii. HMP v soucasné dob¢ financuje pilotni demonstracni
projekty vyzkumnych pracovnikii, kteti odebirali po dobu jednoho roku vzorky mikrobiomu

od zdravych a nemocnych dobrovolnikd se specifickym onemocnénim [28,29].

Nyni je HMP v klicovém bodé v oblasti vyzkumu lidského mikrobiomu. HMP poskytl roz-
sahly zdroj souborid dat, vypocetnich nastroji, klinickych metod a védeckych piistupi pro
studie lidského mikrobiomu. Studia navrhla nékolik zasadnich vyzkumnych oblasti, aby se
tento vyzkum posunul dale. Stale jeSté chybi technické chapani zékladnich faktora, které re-
guluji mikrobidlni vyvoj béhem zakladnich udalosti v brzkém Zzivoté Cloveéka. Je znamo, ze
mikrobiom je mozno ziskat z prostiedi ihned po narozeni, a Ze béhem prvnich let dospivajici
imunitni systém, potrava a utvareni mikrobidlniho spolecenstva vzajemné piisobi pi1 budovani
mikrobiomu. Nicméné tyto spolecné role v dospivajicim mikrobiomu jesté nejsou zcela po-
chopeny, stejné jako role imunitniho systému hostitele pii regulovani kolonizace specifickymi
¢leny mikroflory, vyznam mikrobiomu pfi regulaci vyvoje tkané hostitele, vyznam mikrobio-
mu pii obrané kolonizace novymi mikroorganismy nebo vyznam matetského mléka a détské

stravy na prvotni mikrobialni kolonizovani [30].

421 Rozvijeni referen¢ni sady

V soucasné dob¢ jsou metagenomické analyzy komplexnich mikrobidlnich komunit omezeny
dostupnosti vhodnych referencnich genomtl, které jsou potfebné pro divérné urceni kratkych
sekvenci vyrabénych soucasnou generaci vysoce paralelnich DNA sekvencert. Tyto analyzy
jsou omezeny také nedostatkem znalosti o prostfedi kment organismu, které tvofi tyto ko-

munity. Sekvencovani vice referen¢nich genomi by mohlo pomoci odpovédét na otazky
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ohledn¢ genetickych zmén uvnitt nebo mezi hlavnimi fylogenetickymi rody v dané lokalité,
jako jsou stfeva. Porovnani ¢lentt Firmicutes a Bacteroidetes by mohlo poskytnout pohled,
do jaké miry je genetickd redundance a specializace mezi témito dvéma divizemi. Srovnani
metagenomickych sekvenacnich dat s genomy Vv referenéni sbirce miize v dalSich letech po-

moci védctum urcit, zda se jedna o nové nebo jiz existujici sekvenace [3,28].

Prvotni impulz HMP zapocal sekvenaci vice nez 600 genomt z kultivovanych i nekultivova-
nych bakterii, véetné nékolika nebakteridlnich mikroorganismitl. V kombinaci se stavajicimi a
jinymi v souc¢asné dobé planovanymi studiemi by méla celkova referencni sbirka dosahnout
1000 genomu. Tato iniciativa bude pokracovat metagenomickou analyzou, aby byla charakte-
rizovana mikrobialni spolecenstva jednotlivych ¢asti téla a urcena, zda existuje zakladni mik-
robiom v kazdé této ¢asti. HMP planuje pomoci riznych projektti shromazdit celkem 3000
genomu ze vSech Casti téla. Vétsina z téchto genomi bude sekvencovana jen na vysoce kva-
litni urovni. Metagenomicka data ziskand z dokoncenych projekti referencnich genomu Ize

nalézt v Projektovém katalogu HMP [29].

422 Databaze integrovanych mikrobialnich genomu a spole¢ny fond programu

Systém integrovanych mikrobidlnich genomti (IMG) slouzi jako zdroj spoleCenstev pro srov-
navaci analyzu vetejné dostupnych genomu v souhrnném integrovaném obsahu. Pro kazdy
gen poskytuje IMG seznamy souvisejicich gent, které jsou zaloZeny na sekvena¢ni podob-
nosti. Obsah dat z IMG jsou pribézné rozsifovany prostiednictvim pravidelnych aktualizaci
od prvni zvefejnéné verze IMG a seznam téchto dat stale narsta. Genomy vytvofené v ramei
HMP jsou zvlast’ zajimavé. Vice nez 550 referencnich genomi sekvenovanych v ramci HMP
jsou ptezkoumany a analyzovany pomoci IMG/HMP. V brzké budoucnosti se ocekava uve-

fejnéni pangenomickych dat [31].

Spole¢ny fond programit HMP byl zahajen ve fiskalnim roce 2008, aby byly vyuzity pokroky
novych genomickych technologii k vytvofeni mezinarodniho zdroje mikrobidlnich sekvenac-
nich dat, analytickych nastrojii a metod pro identifikaci novych lidskych mikrobt. Ve fiskal-
nim roce 2013 bude program naposled poskytovat finan¢ni podporu demonstra¢nim projek-
tim, které zkoumaji vztahy mezi lidskym mikrobiomem a koZnimi nemocemi. Financovéni
kazdého programu je limitovano na obdobi 5-10 let, takze cile kazdého programu musi byt

dosazitelné v této lhate [32].
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ZAVER

Cilem této prace bylo urcit, zda zmény v mikrobiomu souvisi se zdravotnim stavem lidi.
K tomuto urceni byly popsany nové sekvenaéni metody, technologie a metagenomické pii-
stupy. Pomoci 16S rDNA byly odkryty vyznamné rozdily v mikrobidlnich spolecenstvech.
Prvni ohlasené vysledky metagenomickych studii se tykaly fekalnich vzorki dvou dospélych
0sob. V tlustém stievé byly identifikovany rizné mikroorganismy z prokaryotickych domén

Bacteria a Archea.

V ramci vyzkumu HMP byla provedena analyza stievni mikroflory novorozencu, pricemz
byly posuzovany rtizné faktory majici vliv na bakterialni rozmanitost. Vliv ¢asu se ukazal jako
jeden z kli¢ovych faktort kolonizace tlustého stieva. Potvrdilo se, ze utvafeni mikrobialniho
osidlovani tlustého stteva je nejdiilezitéjsi v prvnich mésicich Zivota a postupem casu se dét-
skd sttevni mikroflora podobd dospélé mikroflote. Vysledky dale wukazaly, Ze
Vv novorozenecké fazi hraje stfevni bakteridlni flora klicovou roli pro vyvijeni imunity
V dospélém veéku. Dalsi studie byla provadéna na mysich modelech s nedostate¢nou funkci
hormonu leptinu, ktery ma vliv na energetickou bilanci. Pti studiu stfevniho mikrobiomu, jako
mozné pii¢iny obezity, byla DNA mikrobialniho spolecenstva izolovana z obsahu distalniho
stieva geneticky obéznich zvifat a transplantovana do jejich Stihlych sourozenct. Kolonizace
stievniho mikrobialniho spoleCenstva vytvofila Vv nepfitomnosti leptinu dramaticky nartst

télesného tuku béhem nékolika dnt.

Pti studiu koZnich bakterialnich spoleenstev u dlani student bylo pomoci pyrosekvencovani
objeveno né&kolik novych fylotypt v Grovni druhu. Zenské dland ukryvaly podstatné vétsi
bakterialni rozmanitost nez muzské dlan¢. Doba myti rukou méla také vyznamny vliv na slo-
Zeni bakteridlniho spolecenstva a tento vliv byl o néco vyraznéjsi nez u rozdili pohlavi. Do-
minantni ruce mély podobné rozdily jako ruce nedominantni, ale slozeni bakteridlnich spole-
Censtev se vyrazné liSilo u rukou téhoz jedince. Zastoupeni jednotlivych druhti mikrobialnich
spolecCenstev souviselo také s mistem. Z celkovych vzorki odebranych z riznych koZznich

mist patfila vétSina sekvenaci jen ke ¢tyfem znamym kmentm.

I kdyZ je HMP stéle na zacatku svého vyzkumu, uz nyni Ize potvrdit, Ze miiZze poskytnout
studiem mikrobiomu piinos pii [écbé riznych onemocnéni. HMP tak mliZe posunout hranici
lidské mikrobiologie poskytovanim nastrojii a datovych zdrojl, aby informoval 1ékaiské védy

ve vetsi mife o roli zmén mikrobiomu za riznych zdravotnich podminek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BAC

BLAST

dbGaP

EA

GAAS

HGP

HMP

IBD

IMG

KEGG

NIH

OMICs

ORF

PCR

WGS

uméle vytvorené bakterialni chromozomy

metoda pro vyhledavani dlouhych sekvenaci

databéaze pro genotypy a fenotypy.

jicnovy karcinom

nastroj pro vypocet presného mikrobidlniho sloZeni a velikosti genomi
Projekt lidského genomu

Projekt lidského mikrobiomu

zangtlivé stfevni onemocnéni

imunoglobulin A

imunoglobulin E

Mezinarodni konsorcium lidského mikrobiomu

Integrovany systém mikrobidlnich genomu

Kyoto encyklopedie genti a genomu

Nérodni institut zdravi

komplexni ptistupy studia bunky (metabolomika, transkriptomika...)
otevieny Cteci ramec

polymerazova fetézcova reakce

ndhodné sekvencovani celého genomu
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