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Abstrakt

Stievni mikrobiom pfispiva k funkci imunitniho systému. Nachdzi se v ném velké
mnozstvi mikroorganismi, které na sebe navzajem plsobi a tim ovliviiuji i hostitele.
V soucasné dob¢ je sméfovana pozornost ke zkoumani vlivu stievniho mikrobiomu na
hostitele, ale také na vliv cizorodych latek na mikrobiom. Cizorod¢ latky mohou
ovlivitovat jeho slozeni a nasledny mikrobialni metabolismus. U pacienti s Crohnovou
chorobou bylo zjisténo, Ze maji nizsi bakterialni zastoupeni prospesnych bakterii. Proto
je vhodné prozkoumat stifevni mikrobiom téchto pacientli, a tak podrobnéji pochopit

vliv bakterii na prib¢h onemocnéni a na pouzitou medikaci.

Metodou RP-HPLC byly analyzovany odebrané fekalni vzorky (B, C, D), které
byly inkubované v ¢ase 0, 3 a 6 hodin. Inkubace probihala s ptidavkem myricetinu
v McDougallové pufru a BHI médiu. Analyzou bylo zjisténo, ze ve fekalnich vzorcich
probihd béhem inkubace degradace myricetinu bez ohledu na pouzitém médiu. Ve
fekalnim vzorku B probiha degradace myricetinu rychleji v BHI médiu, nez v McD.
pufru. Ve fekélnich vzorcich C a D je degradace v obou médiich podobna. Z téchto
vysledkii nelze usoudit, které médium je pro bakterie vhodnéj§i. V zadném

z analyzovanych vzorkil nebyl nalezen metabolit dihydromyricetin.

V dalSich experimentech byly odebrané fekalni vzorky (B, C, D) inkubovany
v Case 0, 3, 6, 24 a 72 hodin s pfidavkem a bez ptfidavku myricetinu v McDougallové
pufru a BHI médiu. Poté byly amplifikovany metodou polymerazové fetézové reakce
a nasledné analyzovany denaturacni gradientovou gelovou elektroforézou (PCR-DGGE)
ve spojeni s metodou sekvenovani nové generace (NGS). Mezi fekdlnimi vzorky
inkubovanymi v McD. pufru nebyla metodou PCR-DGGE pozorovdna velkd zména
v bakteridlnim zastoupeni. Fekalni vzorky, které¢ byly inkubované v BHI médiu
vykazuji rozdily pfedevs§im v inkubacnich casech 24 a 72 hodin. Metodou PCR-DGGE
a naslednym sekvenovanim bylo zji§téno, ze se ve fekalnim vzorku B a D vyskytuje
bakterie Faecalibacterium prausnitzii. Kromé béznych rodl byly nalezeny také bakterie
rodu Prevotella. Metodou NGS byly pozorovany zmény v bakteridlnim zastoupeni mezi

pouzitymi médii. Ve vzorcich byly také nalezeny bakterie rodu Prevotella.

Klicova slova: stfevni mikrobiom, myricetin, Crohnova choroba, degradace,

metabolismus



Abstract

The intestinal microbiome contributes in immune system function. It contains a large
number of microorganisms that interact with each other and thus affect the host.
Currently, attention is being directed towards investigating the influence of the
intestinal microbiome on hosts, but also on foreign substances. Foreign substances may
influence its composition and subsequent microbial metabolism. Crohn’s disease
patients have been found to have lower bacterial representation of beneficial bacteria.
Therefore it is appropriate to examine the intestinal microbiome of these patients and so
understand in greater detail the influence of bacteria on the course of the disease

progression and on the medication used.

The RP-HPLC method were analysed the faecal samples collected (B, C, D),
which were incubated at 0, 3 and 6 hours. The incubation took place the addition of
myricetin in the McDougall buffer and BHI medium. The analysis was found that
myricetin degradation takes place in faecal samples during incubation, regardless of the
medium used. In the faecal sample B, degradation of myricetin occurs faster in the BHI
medium than in the McDougall’s buffer. In faecal samples C and D, degradation is
similar in both media. From these results, it is impossible to judge which medium is
more suitable for bacteria. The metabolite dihydromyricetin was not found in any of the

analysed samples.

In further experiments, faecal samples collected (B, C, D) were incubated at a
time of 0, 3, 6, 24 and 72 hours with and without the addition of myricetin in
McDougall’s buffer and BHI medium. They were then amplified by polymerase chain
reaction method and subsequently analysed by denaturing gradient gel electrophoresis
(PCR-DGGE) in conjunction with the new generation sequencing method (NGS).
Among the faecal samples incubated in the McDougall’s buffer, no large change in
bacterial representation was observed by the PCR-DGGE method. Faecal samples that
were incubated in the BHI medium show differences primarily in incubation times of 24
and 72 hours. Faecalibacterium prausnitzii was found to be present in faecal sample B
and D by PCR-DGGE method and subsequent sequencing. In addition to common
genera, Prevotella bacteria have also been found. Changes in bacterial diversity among
the media used were also observed by the NGS method. Prevotella bacteria were also

found in the samples.
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1 Teoreticky uvod

Existuji rizné druhy mikroorganismi, které osidluji  lidsky organismus.
Mikroorganismy se vyskytuji na ktzi, ve vlasech, ustech, moCovém méchyii nebo
v dychacich cestach. Mikroorganismy stievni mikroflory ptitahuji v dnesni dobé velkou
pozornost vyzkumnikl z celé fady oborti. Mikrobiomem lidského stieva se nezabyvaji
jen mikrobiologové, ale v soucasnosti také biochemici, imunologové a obezitologové.
Zvysujici se pocet studii ukazuje, ze stievni mikrobiom muze mit souvislost s obezitou,
diabetem mellitus, zanétlivym onemocnénim stfev nebo s rakovinou. Védci se zamétuji
na kli¢ové mechanismy probihajici v gastrointestinalnim traktu a snazi se identifikovat

doposud neznamé bakterie.

1.1 Stfevni mikrobiom

Stfevni mikrobiom, nebo také stfevni mikroflora je soubor mikroorganismi, ktery se
nachdzi v intestindlni c¢asti. Termin mikrobiom nahrazuje v dneS$ni dobé pojem
mikroflora, protoZe ta nezohlednuje napt. archea, viry a houby, které jsou nedilnou
soucasti stiev [1]. Nejvice zastoupené ve stfevnim mikrobiomu jsou bakterie. Existuje
300 az 500 bakteridlnich druhi a ty obsahuji pfiblizn€¢ 2 miliony genid. Pocet
mikrobidlnich bun€k v travicim traktu je asi desetkrat vyssi nez eukaryotickych bunék

lidského téla, pokud se nepocitaji erytrocyty [2].

Mikroby obsazené v travicim traktu ptfizniv€é prospivaji spravnému fungovani
traveni a imunitniho systému. Rovnovaha mezi zdravim a nemoci je velmi slaba,
protoze zavisi na vlivu prostfedi, ve kterém Zijeme. S pfibyvajicim zdjmem o stfevni
mikrobiom doslo ke spojeni onemocnéni se sloZenim stfevniho mikrobiomu. Tento
pfi¢inny vztah je popsdn napf. u zanétlivych stfevnich onemocnéni, syndromu
drazdivého tra¢niku, obezity, diabetu mellitu, nebo u alergii [3]-[6]. Studie z velké ¢asti

probihaji na lidech, nebo mysich [7].

Osidlovani lidského organismu bylo vzdy spojovano s tim, zZe se novorozenec
jako prvni dostava do kontaktu s mikroorganismy pii porodu. Toto tvrzeni je posledni
dobou vyvraceno. Studie ukazuji, Ze plod se do kontaktu s mikroorganismy dostava uz
v téle matky a placenta nezajiStuje Uplné sterilni prostredi [8]. Hlavni faze osidlovani
novorozence mikroorganismy nastdva az pii porodu. Dité, které piichdzi na svét

vaginalné, se nejcastéji dostane do kontaktu s bakteriemi rodu Lactobacillus
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a Prevotella. Pokud je porod veden cisafskym fezem, tak jako prvni ptijde do kontaktu
s koznimi mikroorganismy, jako napt. Staphylococcus, nebo Propionibacterium [9].
Béhem tfi let zivota je détsky mikrobiom velmi variabilni a nestaly. K ustaleni dochazi
az po piechodu na pevnou stravu a to ma vliv na snizeni typickych bakterii pro
zpracovani mléénych oligosacharidii. Prechod na vyzrélejsi mikrobiom souvisi
is rychlym vyvojem imunitniho systému. Rozdil mezi matetskym mlékem a umélou
kojeneckou stravou je hojné studovan. Védci se domnivaji, ze kazdy z téchto typa
stravovani kojence ma vliv na vyvoj jeho stfevniho mikrobiomu a pozdéji na vliv zdravi
¢i nemoci jedince [8], [10]. Dalsi zména mikrobiomu pfichazi s ndstupem puberty.
V této fazi zivota je rozdil mezi mikrobiomem adolescenta a dospélého ¢loveka spojen
s vyvojem a rastem [11]. V dospélosti je mikrobiom pomérné stabilni, ale nemlizeme
fici, ze je po celou dospélost stejny. Zménu mikrobiomu miiZze ovlivnit napt. zivotni

prostiedi, nadmotska vyska, zivotni styl, proces starnuti, slozeni potravy [12], [13].

1.1.1 Slozeni stfevniho mikrobiomu

Prevaznd vétSina mikroorganismi v lidském téle Zije ve stievech. V tlustém
stitevé se mikrobialni bunécna hustota odhaduje na 10" bunék/ g, pokud to pfepocitdme
na hmotnost, tak to odpovida 1-2 kg télesné hmotnosti [14]. Nejvice zastoupené jsou
rody Firmicutes, Bacteriodetes, Actinobacteria. Oproti tomu rody Proteobacteria,
Fusobacteria, Cyanobacteria nebo Verrucomikorbie netadime mezi hlavni rody
bakterii, které osidluji lidské sttevo [15]. Rody Firmicutes a Bacteriodetes piedstavuji

az 90 % stfevni mikrobioty. Ostatni bakterie jsou spiSe v menSim zastoupeni.

Urcovani slozeni stfevniho mikrobiomu a nalézani novych bakterii je v soucasné
dobé zaloZeno na sekvenovani. Diky tomu, Ze sekvenovani nahradilo kultivace a izolace
mikrobil jsou objevovany mikroby, které nelze kultivovat [16]. Sekvenovani také
postupné nahrazuje denaturacni gradientovou gelovou elektroforézu (DGGE, z angl.
»~denaturing gradient gel electrophoresis®). Tato metoda byla doneddvna hojné
vyuZzivana pro identifikaci bakterii ve stfevnim mikrobiomu. V soucasnosti se pro
identifikaci bakterii pouziva sekvenovani nové generace (NGS, z angl. ,,next-generation
sequencing®) [17]. Pti sekvenaci nemusi dojit k namnozeni celé 16S rRNA (ribosomalni
RNA), ale sekvenuje se zpravidla pouze ¢ast. Dlivodem pouziti jenom ¢ésti je, ze 16S
rRNA obsahuje konzervativni a hypervariabilni oblasti. Na konzervativni oblasti Ize
navrhnout primery. Hypervariabilni oblasti pak slouzi k identifikaci fylogenetickych
charakteristik mikroorganismt. 16S rRNA se sklada z deviti hypervariabilnich oblasti
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(V1-V9), které jsou od sebe oddéleny konzervativnimi oblastmi (viz. Obrazek 1) [18],
[19]. Pro identifikaci bakterii jsou pouzivany hypervariabilni oblasti V3, V4, V6 a V8.
Soucésti ptipravy hypervariabilnich oblasti je také polymerazova fetézova reakce (PCR,
z angl. ,,polymerase chain reaction®). Je to jedna z nejpouzivan¢jSich metod pro
pfipravu vzorkll pro identifikaci bakterii pomoci metody DGGE. Pro vyhodnoceni
sekvenacnich dat, ktera jsou objemnd a fragmentovand, byla vyvinuta bioinformacni

analyza. Ta umoziuje roztiidit ziskana data a identifikovat bakterialni taxony [7].

Obrazek 1: Struktura 16S rRNA, na které jsou vyznaceny hypervariabilni oblasti
V1-VO. Pfevzato a upraveno [17].
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1.1.2 Funkce stfevniho mikrobiomu

Mikroorganismy, které se nachazeji v intestindlnim traktu, hraji nezastupitelnou roli
v lidském tele [20]. Maji nékolik zakladnich funkci. Hlavni funkei je traveni potravin
aziskdni energie pro svého hostitele. Dalsi funkce stfevniho mikrobiomu jsou:
fermentace nestravitelnych ¢asti potravin na vstfebatelné metabolity, syntéza

esencialnich vitamint, ale také regulace a aktivace imunitniho systému.

Bylo prokazano, Ze stievni mikroorganismy dokdzou syntetizovat vitamin K a ve
vodé rozpustné vitaminy skupiny B (biotin, kobalamin, nebo folaty). Vitaminy
prijimany v potravinach jsou vstiebavany uz v tenkém stfeve. V tlustém stfevé dochazi
ke vstiebavani vitaminl, které syntetizuji mikroorganismy. Syntetizovat vitaminy
mohou napt. nékteré druhy bakterii zrodu Bifidobacterium [21]. Rozdil mezi
metabolismem probihajicim v jatrech a metabolismem bakterianim je v tom, Ze
v jatrech probiha vétSinou metabolismus oxidaci a konjugaci a vznikaji polarni
metabolity s vysokou molekulovou hmotnosti. Bakteridlni metabolismus v anaerobnim
prostfedi je zamétfen na redukéni a hydrolytické reakce, pii kterych vznikaji nepoléarni

produkty s nizkou molekulovou hmotnosti [22].

V tlustém stievé jsou traveny slozky potravin, které nebyly v horni ¢&asti
traviciho traktu pfeménény. Fermentacnim procesem vznikaji ze sacharidli mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA, z angl. ,short chain fatty acids®). Nejvice
zastoupené SCFAs jsou acetat, propionat ¢i butyrat. Butyrat je vyuzivan jako zdroj
energie pro kolonocyty a v tlustém stfevé ma protirakovinny ucinek [23]. Oproti tomu
pfi fermentaci proteinii vznikaji toxické slouceniny, napf. aminy. Dalsi slouceniny,
které¢ se dostavaji az do tlustého stieva, jsou fytochemikalie, kontaminanty zivotniho
prostiedi a 1éky. Tyto latky nazyvame jako xenobiotika. Bylo prokazano, ze
mikroorganismy v tlustém stfevé dokdzou tyto slouceniny mnohem lépe metabolizovat
nez mikroorganismy v tenkém stfevé. Stievni bakterie mohou pfijit do kontaktu s 1€¢ivy
po peroralnim podani latky, pomoci enterohepatdlni cesty nebo pfimou cestou, pies
rektalni otvor. Rektalnim podanim se aplikuji pfedevSim ¢ipky nebo klystyr. Timto
podanim se ptedpokladé, ze dojde ke zvySeni metabolismu prostfednictvim stfevnich
bakterii. OvSem podani touto formou musi byt peclivé zvazeno, protoze metabolismus

muzZe zpisobit, Ze 1éCivo je farmakologicky aktivni, neaktivni nebo toxické [22].
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1.2 Zanétliva strevni onemocnéni

Zanétlivé stievni onemocnéni (IBD, z angl. ,,inflammatory bowel disease®) je pojem
zahrnujici skupinu idiopatickych stievnich zanétl, mezi které patfi Crohnova choroba
(CD, z angl. ,,Crohn’s disease®) a ulcerdzni kolitida (UC, z angl. ,,ulcerative colitis®).
CD i UC jsou vyznamnym chronickym zénétlivym onemocnénim dnesni populace,
které postihuje celou travici soustavu. Tyto choroby jsou spojeny i1 s ostatnimi
onemocnénimi. CD je onemocnéni, které postihuje tenké a tlusté stievo. Muze dojit
1 k rozsifeni do jiné Casti gastrointestindlniho traktu, ale neni to tak Casté. CD je také
spojena s komplikacemi, jako jsou vznik abscesu, pistéle, nebo zuzeni stieva. Oproti

tomu UC postihuje pouze tlusté stievo a je charakterizovana mukéznim zanétem [24].

IBD je onemocnéni, u kterého se predpoklada, ze jej zptusobuje nepiimérena
aktivita imunitniho systému, ktery reaguje na mikrobialni floru nachézejici se ve
sttevech, na vngj$i prostiedi a na genetickou predispozici jedince [24]. Geny, které
zpusobuji vznik IBD jsou z 30% podobné u UC i CD. Analyzy gent ukazuji, Ze
nemocni patfici do skupiny IBD maji spole¢nou napt. mikrobidlni obranu, vrozenou
1 adaptivni imunitu ¢i metabolické procesy spojené s bunénou homeostazou [25]. UC
1CD je onemocnéni, které je dé€déno, proto je dilleZité znat rodinnou anamnézu pro
ptipadné v€asné odhaleni onemocnéni. Potvrzeni vlivu genetické predispozice od rodict
anaslednd moZna nachylnost k ziskani zanétlivého onemocnéni byla potvrzena pii

studiu genomu u dvojcat [26].

Vznik CD 1 UC je také podminén vngjSimi podminkami, jako je koufeni,
geografie, nebo hygiena. Z geografického hlediska jsou nejvice postizeni lidé ze Severni
Ameriky a severni Evropy. Naopak v Jizni Americe, jithovychodni Asii, nebo Australii
je hlaSen maly vyskyt tohoto onemocnéni. Z toho mizeme usoudit, Ze rozvojové zemée
jsou mén¢ postizeny. S tim koreluji 1 vysledky epidemiologickych studii v Severni
Americe a Evropé. Bylo zjisténo, Ze u lidi Zijicich ve mésté je zvySeny vyskyt IBD
je Sance pro vznik CD a UC mensi nez u déti na um¢lé straveé. Z toho lze usoudit, ze

kojeni poskytuje ochranu pied IBD u déti [27], [28].

Pokud se podivame, jak koufeni ovliviiuje onemocnéni, zjistime, ze kouieni
chrani pacienta pfed vznikem UC a zlepSuje pribeh onemocnéni [26], [29]. Oproti tomu

u CD zvySuje riziko jejiho vzniku a v pribéhu nemoci zhorSuje pribéh, protoze
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podporuje tvorbu pisteli a zuzovani stiev. Pti koufeni pacient musi uzivat vyssi davky
kortikosteroidi a imunosupresiv. Také zvySuje potiebu chirurgického zéakroku.
Pacientim s UC se nedoporucuje prestat s kouienim, pouze se doporuCuje koufeni
omezit z hlediska rizika vzniku kardiovaskuldrniho onemocnéni. Od pacientti s CD je
vyzadovano, aby pfestali koufit, jednd se totiz o hlavni terapeuticky cil, predevsim

u mladych Zen.

1.2.1 Crohnova choroba

Crohnova choroba, jak uz bylo zminéno, je chronické zanétlivé onemocnéni, které miize
postihnout cely gastrointestinalni trakt [30], [31]. Neni vyloucené, ze se mize objevit
v jakékoliv oblasti od ust aZ po kone¢nik. Castymi projevy jsou bolesti bficha, horecka,

obstrukce sttev, prijjem, krvavy prijem, podvyziva, anémie, nebo tbytek hmotnosti.

1.2.1.1 Klasifikace a hodnoceni aktivity Crohnovy choroby

V Rimé v roce 1991 mezinarodni pracovni skupina prvné klasifikovala IBD. Tato
klasifikace vznikla na zakladé anatomického rozlozeni, historii a klinického chovani
onemocnéni. V roce 1998 byla nahrazena Videnskou klasifikaci na Svétovém kongresu
pro gastroenterologii [32]. Tato klasifikace uz zohlediiovala vék néstupu onemocnéni
(A), misto onemocnéni (L) a chovani nemoci (B). K posledni zmén¢ klasifikace doslo
vroce 2005 na tzv. Montrealskou klasifikaci, kterd byla navrzena skupinou na
Montrealském svétovém kongresu o gastroenterologii. Tato klasifikace vychazi
z Videnske, ponechava rozdéleni do tii kategorii, ale v kazdé kategorii doslo k upravé.
Nevyhoda klasifikacniho systému je shledavana v nestabilité rozsahu a chovani nemoci
v prib¢hu casu. Srovnani obou klasifikaci je znazornéno v Tabulce 1, str. 18. Na
Obrazku 2, str. 19 je graficky znazornéna Montrealska klasifikace, tzn. kde ma pacient
v travicim traktu misto onemocnéni (L) a chovani nemoci (B). Dile miuZzeme
onemocnéni klasifikovat pomoci tzv. Lémannova indexu, ktery znazorfiuje miru
poskozeni traviciho traktu zplsobeného CD za urcité Casové obdobi [33], [34]. Ve
studii [33] bylo zjiSténo, ze stfedni Lémanniv index se zvySuje s dobou trvani
onemocnéni. Ostatni indexy pro posuzovani zavaznosti onemocnéni CD jsou zaloZeny

na hodnoceni klinickych a endoskopickych dat ziskanych v konkrétnim case méteni.

U CD musime brat zietel na aktivitu onemocnéni nebo piipadnou remisi.
Aktivita CD je charakterizovana klinickymi znamkami projevu, laboratornim,

endoskopickym a histologickym vysetfenim. Za standardni néstroj pro méteni aktivity
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se povazuje endoskopické skore [35]. Endoskopické skore se pfevazné pouziva pro
zjisténi UcCinnosti uzivanych 1¢éka, které ovlivituji stievni sliznici [36]. Pro hodnoceni
zévaznosti symptomtl, komplikaci a celkového chovani stfev pacienta s CD byly
vyvinuty tyto skorovaci systémy — index Crohnovy choroby (CDAI) a Harvey-
Bradshawiv index (HBI) [37], [38]. Tyto dva indexy se hojné vyuzivaji pro hodnoceni
klinickych studii, ale také v klinické praxi, protoze umoziuji sledovani symptoma CD.
Hodnoceni CDAI méa ale i své tskali v tom, ze index zahrnuje subjektivni pocity

pacienta, proto mohou byt vysledky zkresleny [36], [39].

Tabulka 1 — Rozdily v klasifikaci CD vzniklé ve Vidni a Montrealu. Ptevzato

a upraveno [40].

Viden Montreal
Al <40 let Al <16 let
Vék pri diagnoze i
A2 >40 let A2 mezi 17-40 lety
(A)
A3 >40 let
L1 terminalni ileum L1 terminalni ileum
L2 tlusté stievo L2 tlusté sttevo
Misto onemocnéni i i
L L3 ileum a tlusté stfevo L3 ileum a tlusté stfevo
L4 horni cast traviciho | L4 izolované postizeni horni Casti
traktu traviciho traktu*
B1 bez omezeni, | Bl bez omezeni, nepronikajici
nepronikajici
Chovani nemoci
B2 zuZeni B2 zuZeni
(B) — ——
B3 pronikajici B3 pronikajici

p modifikator perianalniho postizeni**

Legenda: *L4 — modifikator, ktery je pfidan k L1-L3, pokud je pfitomno postizeni horni ¢asti traviciho
traktu; **p — modifikator, ktery je ptidan k B1-B3, za pfitomnosti perianalniho postizeni
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Misto onemocnéni (L)

|

L1 L2 L3 L4 L4+L3
terminaini ileum tlusté stievo ileum a tlusté stfevo izolované postizeni horni horni ¢ast traviciho
¢asti traviciho traktu traktu, ilea a tlustého

stfeva
Chovani nemoci (B)

Obrazek 2: Grafické zndzornéni Montrealské klasifikace. Pfevzato a upraveno [31].

1.2.1.2 Diagnostika

Stanoveni diagnézy u pacienti s CD je zalozeno na anamnéze, laboratornich,
sérologickych, radiologickych, endoskopickych a histologickych vySetfenich. Samotné
stanoveni CD miiZze byt velmi obtizné, vzhledem k ptiznaklim, které mohou vypovidat
iojinych typech onemocnéni [41]. CD nemiiZzeme stanovit pomoci jedné
charakteristické hodnoty, protoze tyto hodnoty mohou byt zvySené ¢i snizené i u jinych
nemoci. Do anamnézy fadime symptomy, které jsou pfitomné u pacienta, jako naptiklad
prijem s krvi ¢i hlenem, bolest bficha, ztrata vahy, u déti a dospivajicich opozdéna
puberta, zhorSeny rust. Pii sérologickém vysetfeni se divame na hodnoty C-reaktivniho
proteinu, fekalniho kalprotektinu a laktoferinu. Pfi CD dochazi ke ztraté tolerance na
mikrobidlni osidleni v travicim traktu a nasledné produkci protilatek proti
mikrobidlnimu osidleni. Nejvice studované sérologické hodnoty jsou cytoplasmatické
perinukledrni protilatky proti antigenu (pANCA) a protilatky proti Saccharomyces

cervisiae (ASCA) [42], [43]. Dalsimi metodami pro ureni onemocnéni jsou
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zobrazovaci metody, mezi které patii napf. rentgen, kolonoskopie, ultrazvuk,
magnetickd rezonance, nebo vypocetni tomografie [44], [45]. Histologické vySetfeni
fadime mezi spolehlivéj$i metody vySetteni a potvrzeni CD. Pti histologickém vysSetieni
jsou pacientovi provedeny biopsie tlustého stfeva, rekta a terminalniho ilea. Pokud pii
histologickém vySetfeni ziskdme negativni vysledky, tak to onemocnéni CD nevylucuje
a je potfeba provést dalsi vysetieni [46]. Kapslova endoskopie je také jedna z moznych
zobrazovacich metod, ktera je pouzivana pro zjisténi CD v tenkém stfevé. Toto

vysetieni se neprovadi Casto a jeho pouziti musi byt dobfe zvazeno [47].

1.2.1.3 Lécba

Lécba CD je podiizena aktivité, mistu a chovanim onemocnéni. Hlavnim cilem lécby je
vyvolani klinické remise a udrzeni remise s minimalnimi nepiiznivymi ucinky [48].
V soucasné dobé se pouzivaji dvé hlavni strategie 1écby, a to tradicni ,,postupny*
pfistup a pfistup ,,shora doli“. Lécba ,,postupnym* pfistupem zacina kortikosteroidy,
nebo mesalazinovymi (dfive také jako mesalaminové) produkty. Mesalazinové produkty
maji protizanétlivy ucinek a jsou obsazeny v 1écich, které uzivaji pacienti s CD. DalSim
krokem je nasazeni imunomoduldtorti, nebo blokatorti tumor nekrotického faktoru
(TNF). Nasazeni medikamentl zalezi na zdvaznosti onemocnéni. Ze zacatku pacient
uziva ménég agresivni léky a postupné prechazi k agresivnéjsim 1ékiim. Druhd strategie
1é¢by pftistupem ,,shora doli” zacina u anti-TNF. Pfi tomto pfistupu pacient nejprve
zaCne uzivat léky, které jsou siln€ agresivni a po dosazeni remise jsou davky 1éciv

snizovany. Nékteré 1éky mohou byt pii remisi onemocnéni Uplné€ vysazeny [49], [50].

Dalsi mozZnosti 1écby CD je pouziti biologické terapie. Biologickéd terapie
vyuziva latky pfirozené t€lu. Tyto latky lze vyrobit i laboratorné. V biologické terapii se
vyuzivd monoklondlnich protilatek. Protilatky maji schopnost vyvolani imunitni
odpovédi a mize dojit k indukci apoptodzy, produkci protilaitek nebo mohou blokovat
produkci rstovych faktorG pro T-lymfocyty [30]. Tato terapie vyzaduje vysokou
specificitu a pfesné smérovany mechanismus ucinku, proto se pouziva pro pacienty,

kterym nevyhovuje 1écba kortikosteroidy a aminosalycilaty [51], [52].

Pokud selZze 1écba, napt. snizi se U€innost 1¢kd, pravidelné dochazi ke stievni
obstrukci, podvyzivé, vzniku piStéle ¢i abscesl, je nutné pfistoupit k chirurgickému
zékroku. Chirurgickym zdkrokem neni vzdy dosazeno uplného wvyléCeni CD.

Chirurgicky zakrok zahrnuje resekci stiev, strikuroplastiku nebo drendz abscesu.

20



Setrné€j$i chirurgickou metodou muize byt laparoskopie, kterd mé oproti béznym
chirurgickym metoddm urcité vyhody, jako jsou mensi bfisni rany, nebo nizsi riziko

vzniku kyly [53], [54].

Potencidlni moznost 1écby CD je fekalni transplantace (FMT, z angl. ,,faecal
microbiota transplantation®). Metoda FMT se v moderni mediciné pouziva pii 1écbé
infekci bakterii Clostridium difficile [55]. Ve studii [56] bylo prokdzano, ze FMT je
moznou terapeutickou metodou pro 1écbu CD. Pacienti zatazeni do této studie byli déti
a dospivajici do veéku 19 let. Studie se zucastnily celé rodiny. FMT podstoupilo devét
pacienti. Darcem fekalniho vzorku byla u sedmi pacientdi matka a u dvou otec.
Vysledky této studie ukazuji, ze pediatricti pacienti 1écbu FMT tolerovali a ze 1écba
byla bezpecna. U pacienti doslo ke klinickému zlepSeni. Pro rozsdhlou aplikaci 1écby
pomoci FMT je zapottebi dalSich klinickych studii na vice pacientech, které by vedly

k ovéieni bezpecnosti a tolerance transplantovaného fekalniho vzorku.

1.2.1.4 Mikrobiom pacienti s Crohnovou chorobou

U pacientd s CD je zjisténo, Ze jejich mikrobiom je pozménény a mikroorganismy
nachdzejici se v travicim traktu jsou v dysbioze. Tento stav se vyskytuje jak u pacientli
s aktivni CD, tak i u pacientd, ktefi maji nemoc v remisi. Nékteré bakteridlni rody
(druhy) u pacienti s CD jsou snizeny, jako napt. Clostridiales (Faecalibacterium
prausnitzii). Zmény v zastoupeni byly pozorované u rodu Bacteroides a Firmicutes,
mezi které fadime Gammapoteobacteria a Enterobacteriales (Escherichia coli) [57],
[58]. Ve fekalnich vzorcich pacientti s CD byla nalezena adherentné-invazivni E. coli,
kterd je spojena s patogenzi CD [59]. Patogeneze je také spojena s anaerobni,
grampozitivni bakterii Ruminococcus gnavus. Studie ukazaly, ze zvySené zastoupeni
této bakterie koreluje se zvySenymi ptiznaky CD [60]. Pfi zkoumani stfevniho
mikrobiomu déti s CD, které¢ jest¢ nepodstoupily 1écbu, byl prokazan zvyseny vyskyt
bakterii FEnterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Veillonellaceae a Fusobacteriaceae
a snizené zastoupeni Erysipelotrichales, Bacteroidales a Clostridiales. Tyto vysledky
koreluji se stavem onemocnéni. Také bylo zjiSténo, Ze po zavedeni 1éCby antibiotiky
doslo k zesileni dysbiozy, ktera je spojena s CD [61]. Téz bylo vypozorovéano, ze
mnozstvi kvasinek Candida albicans bylo zvyseno, zatimco Saccharomyces cerevisiae

bylo snizeno [62].
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1.2.2 Vzajemny vliv stfevniho mikrobiomu a cizorodych latek

Stievni mikrobiom je velmi komplexni, a proto stidle neni zcela popsan ucinek
ptijimanych cizorodych latek z potravy na jeho slozeni. Je tfeba uvazovat i opacny
vztah, tedy jak stfevni mikrobiom metabolizuje piijaté cizorodé latky a jak vzniklé
metabolity zpétné mikrobiom ovliviiuji. VIiv cizorodych latek na slozeni a funkci
sttevniho mikrobiomu mtze byt dlouhodoby nebo kratkodoby. Dlouhodobym
1 kratkodobym vlivem cizorodych latek na stfevni mikrobiom muze dojit k jeho zmén¢.
Presnéji ke zméné bakteridlniho zastoupeni. K této preméné nejCastéji dochazi se
zménou stravovacich navykli. Napf. pfijem potravin s vysokym obsahem tuku
neptiznivé snizuje obsah bakterie Akkermansia muciniphila a Lactobacillus [63].
Neptiznivy uUCinek na stfevni mikrobiom maji i antibiotika. V soucasnosti jsou
antibiotika hojné uzivand, ale izneuzivand. Pravé zneuzivani antibiotik vede
k vytvofeni rezistence bakterii na antibiotika. Proto se néktera antibiotika stala
neucinnymi. Bylo zji$téno, Ze hojné uzivani antibiotik souvisi nejen se zménou slozeni

sttevniho mikrobiomu, ale 1 s rozvojem alergickych a autoimunitnich chorob [64].

Naopak pozitivné na stievni mikrobiom putsobi prebiotika, probiotika C¢i
kombinace téchto latek [65]. Tyto latky ptfiznivé ovliviiuji mikrobialni interakce
s imunitnim systémem. Prebiotika jsou selektivné fermentované slozky potravy, které
zpusobuji specifické zmény ve slozeni mikrobiomu a stimuluji ¢innosti traviciho traktu.
Prebiotika se vétSinou skladaji ze 4 az 10 monomernich jednotek hexos. Tyto
slouceniny jsou pro télo nestravitelné, proto vytvareji vhodné podminky pro rist
prospésnych bakterii. Na stfevni mikrobiom déle piisobi 1 probiotikum. Probiotika jsou
léciva, kterd obsahuji zivé mikroorganismy, které pii podani ve sprdvném mnoZstvi
pfizniv€ ovliviiuji stfevni mikrobiom. Nej€astéji pouZivané probiotika obsahuji bakterie

mlécného kvaseni, napt. bakterie rodu Bifidobacteria nebo Lactobacilli.

Vliv stfevniho mikrobiomu na metabolismus cizorodych latek neni zdaleka tak
prozkoumany, jako vliv cizorodych latek na sloZeni stfevniho mikrobiomu. Této
problematice se v soucasnosti vénuje velka pozornost, protoze se postupné zjistuje, ze
bakterie obsazené v tlustém sttev€ mohou pieménit neaktivni formu lé¢iva na aktivni
formu, kterd je nasledné pro hostitele toxicka [66]. Napt. sulfoamid (prontosil) je jednou

ze sloucCenin, ktera je biotransformovana stievnimi bakteriemi [67].
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1.3 Flavonoidni latky

Flavonoidni latky, nebo také flavonoidy jsou piirodni latky s proménlivou fenolickou
strukturou. Ve své struktuie obsahuji flavanovy skelet, ktery je zndzornény na Obrazku
3 ajeho systematicky nazev je 2-fenyl-1,4-benzopyron. Z chemického hlediska je pro
flavonoidy charakteristicka kostra o patnacti uhlicich, které jsou uskupeny do dvou

benzenovych jader (A, B) spojenych heterocyklickym pyranovym kruhem (C) [68].

Obriazek 3: Zéakladni struktura flavonoidl. Vytvofeno v programu ACD/ChemSketch
12.0.

Flavonoidy jsou velmi rozmanita skupina latek, ktera se od sebe 1i$i navazanymi
substituenty, stupném oxidace, polohou a druhem pfipojeného heterocyklického kruhu
C. Pokud se B kruh vazZe na C kruh v poloze 2, 1ze jej rozdélit do n€kolika podskupin na
zaklad¢ strukturadlnich vlastnosti kruhu C. Mezi hlavni tfidy patii flavonoly, flavony,
flavanony, flavanoly, antokyanidiny, chalkony a isoflavony [69], [70]. Grafické

znazornéni podskupin je zobrazeno na Obrazku 4, str. 24.

V soucasné dob¢ stoupd zdjem vyzkumnych skupin o flavonoidy, protoze jsou
povazovany za dulezitou slozku ve farmaceutickych, léCivych a kosmetickych
antimutagennim ¢1 antikarcinogennim vlastnostem. Vyzkumné tymy se zabyvaji
pfevazné izolaci, identifikaci, charakterizaci, funkci flavonoidii a piedevsim jejich
vlivem na zdravi ¢loveéka [69]. Doposud je znamo okolo 9000 flavonoidnich slouc¢enin
[71], které byly nalezeny v rostlinach. Mlzeme je oznacit za jednu z nejpocetnéjSich

skupin pfirodnich produkth [72].
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Obrazek 4: Zakladni struktury flavonoidd. Vytvofeno v programu ChemSketch 12.0.

1.3.1 Vyskyt flavonoidd a jejich metabolismus stfevnim

mikrobiomem
Vyskyt flavonoidi je rozmanity. V lidské stravé se nachdzeji v ovoci, zeleninég,
lusténinach, obili, kofenech, stoncich, kvétech, vin€, nebo bilém ¢i zeleném caji.
Radime je mezi hlavni barviva kvetoucich rostlin. ProtoZe flavonoidy patii mezi
fytochemikélie, nemohou si je lidé ani zvifata syntetizovat, ale dokaZou je
metabolizovat [68], [73]. V potravinach jsou zodpov&édné za barvu, chut nebo za
ochranu vitaminli a enzymi. Mnozstvi piijatych flavonoidl v potravé zavisi na jeji
pfipravé a zpracovani. V zavislosti na pouZitych metodach piipravy stravy se miize
mnozstvi piijatych flavonoidi snizit. OvSem piesny odhad primérného denniho pifijmu
v potravé je obtizny, jelikoz se jednd o velkou Skalu dostupnych flavonoida a také

rozdilné spotieby potravin, které je obsahuji [74], [75], [76].

Metabolické drahy degradace a pfemény, dosud popsanych flavonoidii, nejsou
stale presn¢ definované. Quercetin je flavonoid u kterého je prokazana jeho degradace

a pfeména pomoci sttevniho mikrobiomu. Eubacterium ramulus [77], Clostridium
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orbiscindens [78], Eubacterium oxidoreducens [79] nebo Enterococcus gilvus se tadi
mezi bakterie, které dokdzou degradovat a metabolizovat quercetin v lidském
gastrointestindlnim traktu [80]. Na zaklad¢ téchto poznatkii byly navrhnuty dvé
metabolické drahy quercetinu. Jedna metabolickd draha byla zkoumana na Sesti
lidskych fekalnich vzorcich od darcti v rozmezi v€ku 20 az 40 let. Druhé byla odhalena
na zaklad¢ izolace bakterii, které byly naneseny na zivné pidy s quercetinem
a inkubovany za anaerobnich podminek [80], [81]. Ve studii [78] byla pozorovana
degradace quercetinu za vyuziti bakterie Clostridium orbiscindens. Bakterii ziskali
izolaci z lidskych fekélnich vzorkli. K izolovanym bakteriim v médiu byl ptidan
quercetin o koncentraci 0,5 mM. Po 6 hodinach inkubace pozorovali Gplnou degradaci.
Kone¢nymi  produkty metabolismu byla kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova
a floroglucitol. Metabolické cesta je zobrazena na Obrazku 5. K této metabolické draze
dospéli 1 ve studii [77], kde byla zkoumana degradace a metabolismus quercetinu

pomoci Eubacterium ramulus.

quercetin taxifolin
(o] OH
HO 7
OH
HO O CHs 2H,0 CO, 2[H]
O OH 3,4-dihydroxyfenylova kyselina
+
s
oH OH
HO OH
alphitonin
OH
floroglucinol

Obrazek 5: Navrh metabolické drahy quercetinu. Pevzato a upraveno [77].
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Metabolicka draha quercetinu je zkouména piedev§im proto, Ze se jedna
o flavonoid, ktery se nachéazi v rostlinach nebo bylinnych ¢ajich a ma pozitivni G¢inky
na lidské zdravi. Quercetin pozitivné plsobi na kardiovaskularni systém, proti
rakovinnym buitkdm, ma protizdnétlivou aktivitu, antihypertenzni, imunomodula¢ni
nebo protiinfekéni ucinky [82]. Je povazovan za jeden z nejrozsitenéjSich flavonoidi
pouzivanych pro lécbu metabolickych a zanétlivych poruch. Vyskytuje se v ovoci,
piredevSim citrusovém, zelené listové zelenin€, semenech, brokolici, olivovém oleji,
jablkach, cervenych hroznech, tmavych tresnich nebo v zeleném caji. Nejvyssi

koncentrace byly zjiStény v cibuli, brokolici a v tfeSnich [83].

Mechanismus piemény a Uplné degradace je popsan i u jinych flavonoidnich
latek, jako naptiklad u daidzeinu, genisteinu, rutinu, naringinu nebo myricetinu (MYR).
Metabolismus MYR byl zkouméan ve studii [84], kde védci dosli k zavéru, zZe je
metabolizovéan na tfi metabolity, které vychazeji z jeho struktury (Obrazek 6, str. 27),
protoze je tvoten tiemi hydroxylovymi skupinami, které jsou dilezité pro jeho nasledny
metabolismus a pro pozitivni vliv na organismus. Metabolity na které byl MYR
metabolisovan jsou: kyselina 2-(3,5-dihydroxyfenyl)octovd, kyselina fenyloctova
a kyselina 3-(3,5-dihydroxyfenyl)propionova. Metabolismus MYR byl oproti jinym
flavonoidiim pouzitych ve stejné studii pomalejsi a hlavnim metabolitem byla zjisténa

kyselina fenyloctova, ktera byla objevena po 48 hodinach inkubace.

1.3.2 Flavonoidy a zanétlivé onemocneéeni

Metabolismus flavonoidli a absorbce zacind jiz v tenkém stievé, kde nejsou
metabolizovany vSechny flavonoidy. Flavonoidy, které nejsou metabolizovany
v tenkém stteve, tak prechazeji do tlustého stieva. V tlustém stieve je stievni mikrobiom
spojovany s mechanismem inhibice regulacnich enzymi a transkripcnich faktort. Také
se fadi mezi silné antioxidanty. Diky této vlastnosti dokaZou zachytit volné radikaly

a snizit jejich tvorbu [86].

enzymi. Mezi enzymy, které jsou ovlivnény flavonoidy, patfi cyklooxygenasy (COX) —
COX-1 a COX-2, lipoxygenasa nebo nekteré protein kinasy. Naptiklad flavonoly, jako
je quercetin nebo MYR, jsou lepSimi inhibitory lipoxygenasy nez flavony [86], [87].

V soucasné dobé ale neni zcela jasné, zda ptiznivé uCinky souviseji s absorbci
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flavonoid a ovlivnénim mechanismli tvorby zénétu, nebo zda flavonoid piisobi na

zanicenou tkan v tlustém stievé pii CD, nebo UC. Je mozny i oboji Gcinek.

Provedené studie s flavonoidy, které byly zaméfeny na protizanétlivy ucinek
v travicim traktu, mohou byt divodem pouziti flavonoidi k potencionalni 1é¢bé IBD.
V experimentalnich modelech byla prokazana jejich €innost. Mechanismy ucinku byly
také podobné mechanismtiim ucinku dosud pouzivanych 1€¢iv pfti terapii IBD [88], [89].
Také byly provedeny studie na pacientech s IBD, kterym byly davany rostliny
obsahujici flavonoidy. Pti studii zjistili, ze pfirodni 1écba u pacientd s IBD mulze
vyvolat klinickou remisi nebo klinickou odpovéd. Zavér z této studie musi byt

interpretovan s opatrnosti, protoze pro spolehlivejsi vysledky je nutné provést studii

u vétsiho poctu pacientt [90].

1.3.3 Myricetin
3,5,7,3",4",5 -hexahydroxyflavon je systematicky nazev pro myricetin (viz. Obr. 6).
MYR je bézn¢ se vyskytujici rostlinny flavonoid. Spole¢n€ s quercetinem, morinem

a kaempferolem patii do skupiny flavonolid s podobnou strukturou [91].

OH
OH
HO
OH
OH
OH O

Obrazek 6: Strukturni vzorec myricetinu. Vytvofeno v programu ChemSketch 12.0.

MYR je pevna latka zluté¢ barvy. Jeji fyzikalné-chemické vlastnosti byly
popsany teprve neddvno. Ve studii [92] bylo zjisténo, Ze MYR je tézko rozpustny ve
vodé. Z organickych rozpoustédel je snadno rozpustny napi. v dimethylformamidu.
Stabilita MYR je zavisla na pH rozpoustédla a na teploté. Snadno se rozklada po

zvyseni pH a teploty.

MYR je produkovan rostlinami z celedi Viesnovitych (Myricaceae),

Ledvinovnikovitych (4Anacardiaceae), Rdesnovitych (Polygonaceae), Borovicovitych
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(Pinaceae) nebo Prvosenkovitych (Primulaceae) [93]. MYR je soucasti ovoce
(pomerance, brusinky, boruvky, hroznové vino), zeleniny (Spenat, hrach, mrkev,
paprika), ale najdeme ho 1 v rakytniku, chia seminkach, ¢esneku, cerném nebo zeleném
¢aji [91]. Mnozstvi MYR v potravinach mlze byt snizeno piipravou potravin, protoze

jak uz bylo zminéno, MYR je nachylny k degradaci vysokymi teplotami.

a antibakteridlnim uc¢inkem. MYR mad terapeuticky potencial jako ochrana proti
Alzheimerové chorobé. V mozku pacientli se nachazi amyloidni beta (AB) fibrily
a neurofibrilarni klubka (NFT). Ty jsou slozeny z fosforylovanych forem t-proteinu
spojené¢ho s mikrotubuly. Terapeuticky potencial spo¢iva v tom, ze MYR inhibuje
tvorbu AP fibril a NFT [91]. Protirakovinnd aktivita MYR byla potvrzena u rakoviny
pankreatu, kde MYR pusobil jako inhibitor fosfatidylinositol-3-kinasy. Pfi in vivo
podani MYR doslo k regresi nddoru a ke sniZzeni metastatického Sifeni. Dale bylo
prokazano, ze MYR je netoxicky pifi pokusech, in vivo iin vitro, na mySich
pankreatickych bunkach [94]. Také bylo zjisténo, ze MYR pozitivné plsobi proti
bakteriim, které maji ziskanou rezistenci proti antibiotikim. Inhibuje rlst
multirezistentnich Burkholderia cepacia a vankomycin rezistentnich enterokoki. Také
byl baktericidni vici B. cepacia avykazoval inhibi¢ni aktivitu proti meticilin-
rezistentnimu Staphylococcus aureus [95]. To ukazuje, Ze flavonoidy obsazené

v potravé a potravinovych dopliticich mohou ovlivnit sloZeni stfevniho mikrobiomu.
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2 Cil prace

Cilem prace je studium vlivua potravniho flavonoidu myricetinu na bakteridlni
zastoupeni ve fekalnich vzorcich pacienti s CD a zjisténi zda je tento flavonoid

fekalnimi bakteriemi preménovan na dihydromyricetin.
Pro splnéni cila prace bylo nutné fesit nasledujici dil¢i ukoly:

— sledovat metabolismus MYR pfi inkubaci s fekalnimi bakteriemi za
anaerobnich podminek metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie

— vyhodnotit vliv MYR na bakteridlni zastoupeni ve fekalnich vzorcich metodou
PCR-DGGE

— metodou NGS porovnat bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich, které byly

inkubované s ptidavkem MYR a bez ptidavku MYR
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

APIChem (Cina) dihydromyricetin

BioConcept (Svycarsko) 50% TAE pufr

Beckman Coulter (USA) AMPure XP for PCR Purification

Elisabeth® Pharmacon (Velka Britanie) EliZyme HS Robust MIX Red
Kapa Biosystems © Roche (USA) gPCR Master Mix
Primer

KAPA Library quantification Kit

Invitrogen (USA) 10% TBE pufr
IM Tris
Lach-Ner (CR) ethylacetat

99% kyselina octova

methanol
Linde (CR) dusik
oxid uhlicity
vodik
New England BioLabs (USA) Quick-Load® 200bp DNA Ladder

OneTaq® Quick-Load® Master Mix with
Standard Buffer

Souprava NEBNext” Fast DNA Library Prep
Set for Ion Torrent™

Souprava Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit
OXOID (Anglie) Brain Heart Infusion (BHI)

™ % .
AnaeroGen 3,51 — sacek pro vytvoreni
anaerobniho prostiedi

QIAGEN (Némecko) QIAamp® PowerFecal® DNA Kit
QIAquick® PCR purification Kit

30



Penta s.r.o. (CR)

Serva (Némecko)

Sigma-Aldrich (USA)

Thermo Fisher Scientific (USA)

Tokyo Chemical Industry Co.,Ltd.

(Japonsko)
Top-Bio (CR)
VWR Chemicals (USA)

Experimentalni vzorky

ethanol

agarosa

mocovina

peroxodisiran amonny

akrylamid

formamid

chlorzoxazon

SYBER Green

dH,O

,Barcody*

dH,O

Souprava Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit
Souprava Ion PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit

myricetin

PCR Ethidium Bromid

N,N,N’,N -tetramethylethylendiamin

Vzorky (A, B, C, D) byly odebrany od jedincii s Crohnovou chorobou. Fekélni vzorky
byly odebrany do sterilni sklenéné uzaviratelné nadoby, ktera obsahovala sacek
AnaeroGen™ 3,5L pro vytvoteni do¢asného anaerobniho prosttedi.

Vzorek A — Zena, 25 let, dvé déti, kutak, zatim bez medikace. Vzorek A byl z vyzkumu
vyloucen, protoze darce v pribéhu vyzkumu onemocnél a nebylo mozné provést cely

experiment.

Vzorek B — Zena, 44 let, jedno dit¢, nekuidk, medikace: Salofalk 500 mg, Prednison

5 mg, Helicid 10 mg

Vzorek C — zena, 52 let, dvé déti, nekurak, medikace: Salofalk 3000 mg

Vzorek D — Zena, 60 let, bezdétna, kurdk, medikace: Salofalk 500 mg, Prednison 10 mg
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3.1.2 Pouzité pfistroje
Analyticka vdha DV215CD
Centrifuga EBA 270

Centrifuga HERMLE Z 216MK

Centrifuga sekvena¢niho &ipu IonChip™

Minicentrifuga

Elektroforeticka aparatura DCode™
Universal Mutation Detection System

Homogenizator FastPrep®-24
HPLC kolona Chromolith RP-18 E
HPLC systém Agilent technologies 1200
- Automaticky davkovac
- Ctytkanalova peristalticka pumpa
-Vakuovy degasser
-Kolonovy termostat

Injekeni stiikacka MICROLITER
Syringe 702RN

Inkubator Biological Thermostat BT 120
Magnetick4d michacka ESP stirrer
NanoDrop™ One®

PCR cycler Biometra TAdvanced 96 SG

qPCR cycler Quant Studio™™ 3 Real-Time
PCR Instrument

Peristaltické ¢erpadlo a davkova¢ PCD 21
Predvazka KERN EW 600-2M
Predvazka KERN PLS 1200-3A

Sekvenator pro piipravu templatu Ion
OneTouch™ 2 Systém

Sekvenacni &ip Ton 316™ Chip Kit v2 BC

Vakuova pumpa Laboport

Ohanus (Svycarsko)

Hettich (Némecko)

HERMLE LaborTechnik (Némecko)
Thermo Fisher Scientific (USA)

Bio-Rad (USA)

M.P. Biomedicals (USA)

Merck (Némecko)

Agilent Technologies (USA)

Hamilton (Svycarsko)

Laboratorni pfistroje Praha (CR)
VELP Scientifica (Italie)
Thermo Fisher Scientific (USA)
Biometra GmbH (Némecko)

Thermo Fisher Scientific (USA)

Kouiil (CR)

Kern & Sohn GmbH (Némecko)
Kern & Sohn GmbH (Némecko)
Thermo Fisher Scientific (USA)

Thermo Fisher Scientific (USA)
KNF Lab (USA)



Vakuové centrifugacni odpatovaci Labconco (USA)
zatizeni CentriVap

Vodni lazen Julabo TW12 Julabo Laboretechnik GmbH (Némecko)
Vortex MS2 minishaker IKA (USA)

Vortex Mixer VX-200 Labnet (USA)

Zdroj elektroforézy PowerPac Basic Bio-Rad (USA)

Zobrazovaci zatizeni pro dokumentaci gelii  Bio-Rad (USA)
Molecular Imager® Gel Doc™ XR+
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava inkubac¢nich médii

Fekalni vzorky byly inkubovéany v ,,chudém® a ,,bohatém* médiu. Za ,,chudé* médium
oznacujeme McDougalliv pufr (McD., slozeni: 9,80 g/l NaHCO;, 4,62 g/l
Na,HPO, - 2H,0, 0,57 g/l KCl, 0,47 g/l NaCl, 0,12 g/l MgSO, - 7H,0, 4% CaCl,), ktery
byl piipraven podle navodu [96]. Podle navodu od vyrobce OXOID bylo pfipraveno
,bohaté® BHI médium (slozeni: 37 g/l Brain Heart Broth). Dilu¢ni roztok (slozeni:
25,6 g/l 100mM NaH,PO4 - 2H;0, 4 g/l NaHCOs;, 0,5 g/l L-Cystein hydrochlorid
monohydrat) byl pfipraven dle navodu [97]. Pufry byly piipraveny za anaerobnich
podminek. Diluéni roztok byl rozdélen do 2 sklenénych lahvicek po 35 ml a do 6
sklenénych lahvicek po 20 ml. McD. pufr byl rozdélen po 8 ml do 60 zkumavek typu
Hungate. BHI médium bylo taktéZ rozdéleno po 8 ml do 60 zkumavek typu Hungate.

Zkumavky typu Hungate budou v textu dale uvadény jako ,,kultiva¢ni zkumavky*.

Ptiprava fekalnich vzorkti s McD. pufrem a BHI médiem je totoznd. Na Obrazku
7, str. 35 je pro upfesnéni znazornéna ptiprava vzorkul, ktera plati pro vSechny fekalni
vzorky (B, C, D) i pro obé média (McD. pufr a BHI médium). Pfiprava fekalnich
vzorkll pro zjiSténi degradace MYR je popsédna v kapitole 3.2.1.1. V kapitole 3.2.1.2 je
popsana priprava vzorkl pro zjisténi vlivu myricetinu na slozeni stfevniho mikrobiomu

(biodiverzitu).
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Vysvétlivky .
" diluéni roztok 15 DEGRADACE

f t=0
roztok s MYR . b
zamrazeni na-20 °C ”
3x
inkubace pfi 37 °C 1x
L]
: g NK " t=3
kultiva¢ni NK
zkumavka 2x
[ ] L]
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NK - zkumavka bez MYR n NK 1x 1x
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Obrazek 7: Schéma pfipravy, inkubovani a zamrazeni vzorkl. Postupy pfiprav jsou

popsané v kapitolach 3.2.1.1 a 3.2.1.2.
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3.2.1.1 Pf¥iprava fekalnich vzorku pro zjisténi degradace myricetinu

Do 35 ml diluéniho roztoku byl pfipraven MYR o koncentraci 240 nmol/l za
soucasné¢ho zavadéni plynu (sloZeni plynu: 75 % Na, 25 % CO,, 5 % H,, v textu déle
pouze ,,plyn”) pro vytvofeni anaerobniho prostfedi. Néasledné byl za soucasné¢ho
zavadéni plynu navazen 1 g fekalniho vzorku do 20 ml dilu¢niho roztoku a vSe bylo
promichano na Vortexu. Dal§i piiprava kultivaénich zkumavek probihala za
anaerobnich podminek. Takto pfipravend suspenze byla rozd€lena injek¢ni stfikackou
po 1 ml do 16 kultivacnich zkumavek s McD. pufrem (12 kultivacnich zkumavek na
sledovani degradace a 4 kultivacni zkumavky pro zjisténi biodiverzity, viz. kapitola

3.2.1.2).

Pripraveny zéasobni roztok MYR byl po 1 ml rozdélen do 9 kultivacnich
zkumavek s fekalnim vzorkem. Zbylé 3 kultivaéni zkumavky s fekalnim vzorkem byly
pouzity jako negativni kontrola (NK). Nasledné byla 1 kultiva¢ni zkumavka NK a 3
kultiva¢ni zkumavky zamrazeny a uchovany pii —20 °C, cas inkubace t=0. Ostatni
kultiva¢ni zkumavky (2 kultivacni zkumavky NK a 6 kultivacnich zkumavek s MYR)
byly vlozeny do inkubatoru (Biological Thermostat BT 120). V inkubatoru byla
nastavena po celou dobu inkubace teplota 37 °C. Po 3 hodinach inkubace byla odebréana
1 kultivac¢ni zkumavka NK a 3 kultiva¢ni zkumavky s MYR. Tyto kultiva¢ni zkumavky
byly zamrazeny a uchovéany pii —20 °C. Posledni kultivacni zkumavky byly po 6

hodinach inkubace odebrany, zamrazeny a uchovany takeé piti —20 °C.

Tento postup ptipravy a inkubace je stejny 1 pro BHI médium a pro vSechny
fekalni vzorky (B, C, D). Postup pfipravy fekalnich vzork pro degradaci MYR je

znazornén v horni ¢asti na Obr. 7, str. 35.

3.2.1.2 Priprava fekalnich vzork( pro zjisténi vlivu myricetinu na stfevni
mikrobiom
V kapitole 3.2.1.1 je popsana ptiprava 4 kultivacnich zkumavek, které jsou vyuzity pro
ptipravu vzorktl pro zjisténi vlivu MYR na stievni mikrobiom. 1 kultiva¢ni zkumavka
s fekalnim vzorkem byla pouzita jako NK, do 3 kultiva¢nich zkumavek s fekalnim
vzorkem byl pfidan 1 ml zasobniho roztoku MYR (postup pfipravy viz. kapitola
3.2.1.1). Ztakto ptipravenych kultivacnich zkumavek byl odebran 1 ml do
mikrozkumavky. Tyto mikrozkumavky byly zamrazeny a uchovany pii —20 °C v Case

inkubace t=0. VSechny 4 kultiva¢ni zkumavky byly vloZeny do inkubétoru s nastavenou
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teplotou 37 °C (Biological Thermostat BT 120). V ¢ase inkubace 3, 6, 24 a 72 hodin byl
z kazdé kultivacni zkumavky za soucasného zavadéni plynu odebran 1 ml do
mikrozkumavky. Mikrozkumavky byly nasledn¢ zamrazeny a uchovany pii —20 °C.
Nazorny postup odebirdni vzorka pro zjisténi biodiverzity je znazornén v dolni casti
Obr. 7, str. 35. Tento postup piipravy fekéalnich vzorkli pro zjisténi vlivu MYR na

sttevni mikrobiom je totozny pro vSechny fekalni vzorky (B, C, D) i pro BHI médium.

3.2.2 Postup extrakce myricetinu z kultivacnich zkumavek

Kultivaéni zkumavky s fekalnimi vzorky (B, C, D) inkubované s McD. pufrem a BHI
médiem, které byly pfipraveny pro analyzu obsahu MYR (kap. 3.2.1.1), byly
rozmrazeny a protfepany. Z kultiva¢nich zkumavek byly odebrany 2 ml inkubacéni
smési do vysokych zkumavek. Kultiva¢ni zkumavky byly nasledné¢ zamrazeny. Ke 2 ml
inkubacni smési bylo pfidano 10 pl 99% kyseliny octové a nasledné promichano na
Vortexu. Poté bylo ptfidano do kazdé zkumavky 30 pl ImM chlorzoxazonu (CHLXZ),
ktery je vyuzit jako vnitini standard a promichano pomoci Vortexu. K takto pfipravené
smési bylo pfidano 6 ml ethylacetatu a 80 s extrahovano pomoci Vortexu. Nasledné
byla extrahovana smés pfenesena do uzaviratelnych centrifugacnich zkumavek. Ty byly
centrifugovany 10 minut pti 2254% g na centrifuze EBA 270 s vykyvnym rotorem (6 X
15 ml). Separovana ethylacetatova frakce (5 ml) byla po ¢astech (1 ml) odpatfena ve
vialkach tvaru ,,Champage*, pfiblizn¢ po dobu 150 minut, na vakuovém centrifugacnim
zahuStovacim zatizenim CentriVap (Labconco) pii 36 °C. Pted aplikaci do RP-HPLC
byly odparky rozpustény v 80 pl methanolu.

3.2.3 Metoda HPLC na reverzni fazi

Pro analyzu degradace MYR byla vyuzita metoda vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie na reverzni fdzi (RP-HPLC, z angl. ,reverse phase high-performace
liquid chromatography*). Také byl pfipraven roztok standardu. Standard obsahoval
10mM MYR, 10mM dihydromyricetin (DHM), 1mM CHLXZ a 99% methanol. Takto
pfipraveny standard byl pfenesen do vialky tvaru ,,Champage®. Vialky s rozpusténymi
odparky a se standardem byly vloZeny do stojanu automatického davkovace (ALS
G1329A), ktery je soucasti pristroje. Pfipravené vzorky byly analyzovany metodou RP-
HPLC s UV-detekci (HPLC Agilent 1200 series). Analyza probihala na monolitické
kolon¢ Chromolith RP-18 E. Systétm HPLC byl sloZen z ¢tytkandlové peristaltické
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pumpy, automatického déavkovace, vakuového degasseru (G1322A) a termostatu

kolony.

Slozeni mobilnich fazi bylo pfevzato z bakalarské prace [98]. Byly pfipraveny
tfi mobilni faze, kde mobilni faze A obsahovala 40% methanol a 0,1% trifluoroctovou
kyselinu (TFA), mobilni faze B byla 100% methanol a mobilni faze C byla ultracista
voda s 0,1% TFA. Mobilni faze C byla pted pouzitim vakuové prefiltrovana (systém
Stericup™). Mobilni faze byly odplynény pomoci ultrazvukové sonikace po dobu 10

minut.

Pro uréeni mnozstvi MYR v extraktech byly pouzity podminky a slozeni
gradientu, které jsou uvedeny v Tabulce 2. Analyza probihala 20 minut pii pritoku
mobilni faze 1,5 ml/min. Pfi analyze byl tlak v kolon¢ piiblizn€ 60 barti. Kolona byla
termostatovana po celou dobu analyzy na 35 °C a detekce byla pti vinovych délkach
280 nm a 340 nm. Nastiikovy objem na kolonu byl u kazdého vzorku 20 pl. Po

provedené analyze byly vzorky vyhodnoceny pomoci vnitiniho standardu.

Tabulka 2 — SloZeni gradientu a podminky pro analyzu extrakti pomoci RP-HPLC

Mobilni faze [%]
t [min]
A B C
0-55 40 0 60
6,5 - 15,5 80 0 20
16,0 -17.,5 50 50 0
18,0 — 20,0 40 0 60

3.2.4 Postup izolace bakterialni DNA

Bakterialni DNA byla izolovana pomoci soupravy ,,QIAamp PowerFecal DNA Kit*,
vyrobce QIAGEN. K izolaci DNA byla v prabéhu celé prace pouzita centrifuga
HERMLE Z 216MK a homogenizator typu FastPrep®-24. Zamrazené fekalni vzorky (B,
C, D) v mikrozkumavkach (pfiprava viz. kapitola 3.2.1.2) byly rozmrazeny a néasledné
centrifugovany 1 minutu pfi 3384x g. Po centrifugaci byl odstranén supernatant, peleta
byla resuspendovana v 750 ul ,,PowerBead Solution* roztoku a vSe bylo pieneseno do
zkumavky typu ,,Dry Bead Tube®. Nasledné bylo do zkumavek ptidano 60 pl ,,Solution
C1* a zkumavky byly pfeneseny do homogenizatoru a tfepany 60 s pifi max. otackach.

Vzorky ve zkumavkach byly vloZeny na 10 minut do vodni lazné&, ktera byla vyhtata na
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70 °C. Homogenizace a zahtati bylo provedeno celkem dvakrat. Poté byly zkumavky
centrifugovany 1 min. pfi 12 000x g. Supernatant o objemu 500 ul byl pienesen do
mikrozkumavky typu ,,Collection Tube®. K supernatantu bylo ptidano 250 pl roztoku
»Solution C2 a promichéano na Vortexu. Nasledné byly zkumavky vloZzeny na 5 min.
do chladiciho boxu o teploté¢ 2 °C. V priibéhu inkubace v chladicim boxu dochazelo
k ob¢asnému michéani obsahu v mikrozkumavkach. Po inkubaci byl cely obsah
centirfugovan 1 min. pfi 12 000% g. Po centrifugaci byl pfenesen supernatant (600 pl)
do nové mikrozkumavky typu ,,Collection Tube* a bylo k nému ptidano 200 pl roztoku
»dolution C3%, promichano na Vortexu. Poté byly mikrozkumavky vlozeny do
chladicitho boxu o teploté¢ 2 °C. Inkubace trvala 5 minut za obcasného promichani
obsahu mikrozkumavek. Dal§im krokem byla centrifugace 1 min. pfi 12 000x g.
Nésledné bylo pieneseno 750 pl do nové mikrozkumavky typu ,,Collection Tube®,
pfidano 1200 pl roztoku ,,Solution C4“ a promichano 5 s na Vortexu. Vznikly roztok
byl po 650 ul prenasen do kolonky ,,MB Spin Column* a centrifugovano 1 min. pii
12 000x g. Po filtraci veskerého roztoku bylo do kolonky ,,MB Spin Column* pfidano
500 pl roztoku ,,Solution C5* a centrifugovano 1 min. pii 12 000x g. Filtrat byl
odstranén a kolonka ,,MB Spin Column® byla opét centrifugovéana 2 min. pti 12 000% g,
to vedlo k odstranéni veskerého roztoku ,,Solution C5“. Poté byla kolona ,,MB Spin
Column® ptenesena do nové mikrozkumavky typu ,,Collection Tube* a na matrix
v kolon¢ bylo ptfiddno 60 pl roztoku ,,Solution C6%“. Pfidanim roztoku ,,Solution C6*
a naslednou centrifugaci 1 min. pfi 12 000x g doslo k vymyti DNA z kolony. Poslednim
krokem izolace DNA bylo zméfeni jeji koncentrace na piistroji NanoDrop One®.

Izolovand DNA v mikrozkumavkéch byla uchovana pti —20 °C.

3.2.5 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza a metoda PCR
Izolovana DNA byla nasledn¢ analyzovéna s cilem identifikovat bakteridlni zastoupeni

v jednotlivych vzorcich. Pro analyzu bylo vyuzito metodiky dle Muyzer a kol. [99].

3.2.5.1 Metoda PCR

Pro zji$téni zastoupeni jednotlivych bakteridlnich druhi je potfeba amplifikovat usek
DNA kodujici 16S rRNA. Jak uz bylo zminéno v teoretickém uvodu (viz. kapitola
1.1.1), 16S rRNA se vyuziva predevsim proto, ze obsahuje hypervariabilni useky, které

jsou amplifikovany a pouzivany pro identifikaci bakteridlnich druht.
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Mikrozkumavky s izolovanou DNA byly rozmrazeny a podle zmétené
koncentrace byla izolovana DNA natedéna PCR H,O do mikrotitraéni desti¢ky. Redéni
podle koncentrace bylo bud’ 2 %, 3 x nebo 5 x. Pfiklad koncentraci a fedéni izolované
DNA je uveden v Tabulce 3. Vzdy bylo do mikrotitra¢ni desticky odméieno 20 ul DNA
a k tomu bylo pfidano 20 pl, 40 pl nebo 80 ul PCR H,0O. Takto ptipravené vzorky byly
promichany. Nasledn¢ byla do mikrozkumavky pfipravena reakéni smés pro PCR
reakci. Reakéni slozky jsou uvedeny v Tabulce 4. Do nové mikrotitracni desticky bylo
odméfeno 29 ul reakéni smési. Poté byl ptidan 1 ul nafedéné izolované DNA, aby
celkovy objem pro PCR reakci byl 30 pl. V Tabulce 4 je ukdzka slozeni reakéni smési
pro jeden vzorek DNA. Mikrotitracni desticka se vzorky byla uzaviena folii a vlozena
do PCR ,,cycleru” TAdvanced 96 SG (Biometra). Reakéni podminky PCR reakce jsou
uvedeny v Tabulce 5, str. 41.

Tabulka 3 — Piiklad koncentraci a fedéni izolované DNA

Vzorek | Pufr | c[ng/pl] Redéni

BO BHI 21,1 2 x
B3 BHI 41,4 3 x
B24 BHI 121,5 5 x

Legenda: B — fekalni vzorek B v ¢ase inkubace 0, 3 a 24 hodin

Tabulka 4 — SloZeni reakéni smési pro PCR — jeden vzorek

SlozKky reak¢ni smési | V [pl]
10 uM primer 338 GC 1
10 uM primer 534 RP 1

PCR mix 15
dH,O 8
DNA templat 1

Legenda: PCR mix (One Tag" Quick-Load” 2X Master Mix with Standard Buffer, BioLabs, New
England) — slozeni: 20mM Tris-HCI, 22mM KCI, 22mM NH,CI, 1,8mM MgCl,, 5% glycerol, 0,06%
IGEPAL" CA-630, 0,05% Tween 20, 0,2mM dNTPs, barviva, stabilizatory, 25 U/ml OneTag” DNA
polymerasa, pH 8,9 pii 25 °C, ,Forward“ primer 338 GC (sekvence: 5-CGCCCGCCGCGCC
CCGCGCCCGGCCCGLCCGCCGCCGCCGCACTCCTACGGGAGGCAGCAG-37) a ,,Rewerse™ primer
534 RP (sekvence — 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3"), dH,0 (Sigma-Aldrich).
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Tabulka 5 — Reakéni podminky PCR reakce — DGGE

Pocet cykla Cas Teplota [°C]
1 5 min. 95,0
30s 95,0
30s 52,0
32
1 min. 72,0
5 min. 72,0
1 10 min. 8,0

Kontrola PCR produkti byla provedena pomoci nativni elektroforézy. Pro
elektroforézu je nutné pfipravit 1,5% agarosovy gel s 5 pl ethydium bromidem.
Ptipravend smés byla nalita do misky na gelovou elektroforézu. Po ztuhnuti byly na gel
nanaSeny PCR produkty o objemu 2 pl. Vzdy do prvni jamky v gelu byly naneseny 2 ul
standardu DNA. Celkova doba elektroforézy byla 20 minut a probihala pii 110 V. Po
elektroforéze bylo v zobrazovacim zafizeni (Molecular Imager® GelDoc™XR+, Bio-
Rad) pod UV svétlem ovéereno, zda doslo ve vSech vzorcich k namnozeni useku DNA,

ktery koduje 16S rRNA.

3.2.5.2 Metoda DGGE

Metoda DGGE vychazi z elektroforetické pohyblivosti  casti  dsDNA
v polyakrylamidovém gelu [99]. Elektrické pole plisobici na amplifikovany tisek DNA,
je diavodem, pro¢ dochazi k pohybu DNA v gelu. Rychlost pohybu dsDNA zaleZi
pfedevsim na jeji molekulové hmotnosti. Také je rychlost pohybu ovlivnéna denatura¢ni
silou gelu. Denaturacni silu zajist'uji denaturacni latky obsaZené v polyakrylamidovém
gelu, tj. mocovina a formamid. Se zvySujici se denaturac¢ni silou v gelu dochazi

k oddéleni a denaturaci dsDNA.

Pti pfipravé gelu musi byt dodrZzeno rozmezi denaturacni sily, diky kterému
dochdzi k rozvolnéni DNA. Denaturacni sila jednoho gelu se pohybuje v rozmezi

35 — 60%. Slozky pro ptipravu roztokt pro jeden gel jsou uvedeny v Tabulce 6, str. 42.
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Tabulka 6 — Chemikalie pro pifipravu jednoho denatura¢niho polyakrylamidového gelu

Denaturacni sila
35% 60%
40% akrylamid [ml] | 5,560 | 5,560
50% TAE [ml] 0,500 | 0,500
Formamid [ml] 3,500 | 6,000
dH,O [ml] 3,675 | 6,300
Mocovina [g] 12,250 | 9,500

Reagencie

Spojnice v systému spojenych nadob byla uzaviena, ptipravené roztoky byly
nality do nadob. Roztok o vys$i denaturacni sile byl nalit do nadoby bliz k vypusti.
Mezi skla aparatury byla umisténa jehla vypusté. Nasledn€ bylo zapnuto michéani a do
obou nadob bylo ptidano 20 pl TEMEDu a 200 pl 10% peroxodisiranu amonného.
Nadoby byly spojeny a bylo zapnuto ¢erpadlo. Po naplnéni DGGE aparatury byl vlozen

mezi skla ,,hfeben* pro aplikaci vzorkl. Gel polymeroval ptiblizn€ 1 hodinu.

Po pripravé gelu byl pfipraven tank pro elektroforézu. Do tanku bylo nalito 7 1
1% Tris-acetatového pufru (TAE; slozeni: 40mM Tris, 20mM kyselina octova, 1mM
EDTA). Pufr byl v elektroforetické vané vyhtivan na 60 °C. Gel byl po polymeraci
upevnén do DGGE aparatury a celd aparatura byla umisténa do tanku na elektroforézu.
Do jamek v gelu byl nejprve aplikovan standart a nasledné byly aplikovany postupné
vzorky (30 pl). Elektroforéza nejprve probihala 15 minut pfi 30 V, po ustanoveni

teploty bylo zvySeno napéti na 55 V. Doba trvéani elektroforézy byla piiblizné 18 hodin.

Po ukonceni elektroforézy byl gel pfenesen do nadoby s 50 ml 1% TAE pufru
a s 5 ul interkala¢ni barvy SYBER Green. Za stalého michéni byl gel barven 30 minut.
Poté byl fotograficky zdokumentovan zobrazovacim zafizenim ,,Molecular Imager® Gel
Doc™ XR+“ (Bio-Rad). Z fotografii byly vybrany vyznamné zény (podle intenzity
z6ny, rozdilnosti mezi vzorkem NK nebo vzorkem s MYR). Tyto vybrané zony byly
nasledné pod UV svétlem v tmavé mistnosti vyfiznuty a preneseny do mikrozkumavky.
K vyfiznutym zoéndm bylo ptfidano 100 pl dH,O a 30 s promichdno na Vortexu.
Nasledné¢ byly mikrozkumavky centrifugovany 10 minut pii 9 500x g (centrifuga
HERMLE Z 216MK). Takto ptipravené vzorky byly uchovény pti — 20 °C.
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3.2.5.3 Pf¥iprava vzorku pro Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je metoda, kterou lze sekvenovat DNA fragmenty z DGGE
gelt. Tuto metodu vyvinul Frederick Sanger v roce 1977. Je zaloZzena na ndhodném
zaClenéni dideoxynukleotidii do fetézce. Probihaji Ctyfi paralelni reakce, do kterych
vstupuje DNA templat, primer, DNA polymerasa, deoxynukleotidtrifosfaty (dNTPs)
a jedna skupina modifikovanych dideoxynukleotidtrifosfatd (ddNTPs). Pti této reakci
dochazi k prodlouzeni DNA fetézce a k zaclenéni deoxynukleotidii. Béhem Sangerovo
sekvenovani vznikaji rizn¢ dlouhé fragmenty DNA s dideoxynukleotidy (ddNTPs) na
konci [100], [101].

Analyza DNA fragmentli muze byt uskuteCnéna pomoci gelové elektroforézy
nebo kapildrni elektroforézy. Sangerovo sekvenovani se sklada ze Ctyr reakei a kazda
reakce probiha v samostatné draze. K zobrazeni gelii se vyuziva UV zafeni nebo metoda
autoradiografie. Kone¢nym vysledkem Sangerova sekvenovani je urceni nukleotidové
sekvence templatu. V soucasné dob¢ se nejvice vyuzivd fluorescenéné znacenych
dideoxynukleotidi. Pti kapilarni elektroforéze je pouzito znaceni dideoxynukleotidl
jinymi fluorescenénimi barvami, proto piipravené vzorky mohou byt smichany
a analyzovany spole¢né. Vyslednd sekvence je zpravidla odectena laserovou excitaci

a tvoti tzv. sekvenogram [101], [102].

Mikrozkumavky s vyfiznutymi vyznamnymi zénami byly rozmrazeny. Néasledné
30 s promichdany na Vortexu a centrifugovany 10 minut pii 9 500% g. To mélo vést
k uvolnéni malého mnozstvi DNA. Poté byla pfipravena reakéni smés pro PCR reakei.

Slozky reakéni smési pro jeden vzorek jsou uvedeny v Tabulce 7, str. 44.

Pfipravené vzorky na mikrotitraéni desti¢ce byly vloZeny do PCR ,cycleru*
TAdvanced 96 SG (Biometria) a byl spuStén program na DGGE. Jednotlivé kroky
programu DGGE jsou uvedeny v Tabulce 5, str. 41.
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Tabulka 7 — Slozky reakéni smési PCR reakce pro jeden vzorek

SloZKy reakéni smési | V [pl]
dH,O s kouskem ledu | 11

10 M primer 341 FP 1
10 M primer 534 RP 1
PCR mix 15

dH,O 2

Legenda: PCR mix (EliZyme HS Robust MIX Red, Elisabeth® Pharmacon) — sloZeni: enzym, 2mM
dNTPs, 6mM MgCl,, barvivo, pufr ,,Forward* primer 341 FP (sekvence — 5'-CCTACGGGAGGCAG
CAG-3’), ,,Rewerse” primer 534 RP (sekvence — 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3"), dH,O (Sigma-
Aldrich)

Po dokonceni jednotlivych krokti PCR reakce byla provedena kontrola PCR
produktti, postup kontroly je popsan v kapitole 3.2.5.1. Po dokoncéeni kontroly byly
PCR produkty purifikovany. Purifikace DNA z namnoZenych vzorkl byla provedena
pomoci soupravy ,,QIAquick PCR purification Kit“ (QIAGEN). Pfipravené vzorky
v mikrotitracni desti¢ce o objemu 28 pl byly nafedény 140 ul pufru ,,Buffer PB*
a promichany. Nasledné¢ byl cely objem pienesen do kolony ,,QIAquick column®
a centrifugovana 1 minutu pii 17 900x g (centrifuga HERMLE Z 216MK). Po
centrifugaci byl filtrat odstranén a na kolonu bylo aplikovano 750 pl pufru ,,Buffer PE,
aby doslo k procisténi zachycené DNA na matrix v kolon€. Kolona byla centrifugovana
1 minutu pii 17 900x g (HERMLE Z 216MK). Po centrifugaci byl opét filtrat odstranén
a kolona ,,QIAquick column® byla na prazdno centrifugovana 1 minutu pii 17 900x g.
Nasledné byla kolona pienesena do nové mikrozkumavky a na matrix v koloné bylo
aplikovéano 30 pl pufru ,,Buffer EB*“. Nasledovala centrifugace 1 minutu pti 17 900 g
pro uvolnéni DNA. Poslednim krokem purifikace bylo zméfeni koncentrace

purifikované DNA na pfistroji NanoDrop One°.

Po purifikaci byly pfipraveny mikrozkumavky o objemu 200 pl. Do kazdé
mikrozkumavky bylo odméteno 50 ng purifikované DNA. K purifikované DNA bylo
pfidano 2,5 pl 10uM primeru 341FP nebo 2,5 ul 10uM 534RP primeru. Poté byly
mikrozkumavky doplnény PCR H,O do celkového objemu 10 pl. Takto pfipravené

vzorky byly vlozeny do obalky a poslany komer¢ni sekvenovaci firmé SEQme s.r.o..
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3.2.6 Sekvenovani nové generace

Vyvoj NGS metod otevira nové moznosti v oblasti sekvenovani [103]. S vyvojem
novych metod je sekvenovani levnéjsi, rychlejsi a ziskané vysledky genomt maji presné
informace. Kazda pouzivand metoda ma své vyhody a nevyhody. Vyhodou téchto
metod je rychlé statistické zpracovani dat. V soucasnosti existuje celd fada komercnich
NGS platforem. NGS platformy pouzivaji rozdilné sekvena¢ni technologie. Rozdily
v sekvenacni technologii jsou patrné piedev§im v pouzitych chemikaliich a detekcnich
metodach. Nejvice vyuzivané platformy jsou MinlON, Illumina, Ion Torrent
a platforma SOLiD. Vsechny tyto platformy maji spole¢né nasledujici kroky pftipravy,

tj. ptiprava knihovny, namnozeni knihovny a sekvenovani.

V této praci je k sekvenovani vyuzita platforma Ion Torrent (Life Technologies).
Tato metoda je zaloZena na iontové polovodicovém sekvenovani. Princip detekce bazi
nespo¢iva v zobrazeni fluorescen¢nich signald, ale béhem prodlouzeni kazdého
nukleotidu dojde k uvolnéni vodikovych iontd [103]. Pro namnozeni knihovny vyuziva
platforma Ion Torrent metodu emulzni PCR s pouzitim kulicek ,,AmpureBeads®. Pii lon
Torrent sekvenovani je vyuzivan sekvenacni ¢ip. Do jamek sekvenacniho Cipu jsou
nasledné rozmistény kulicky ,,AmpureBeads® a tim je zajisténo, ze v kazdé jamce
sekvenacniho €ipu je umistén jiny templat namnozené DNA. Sekvenacni Cip je slozen
z n€kolika vrstev. Prvni vrstvou jsou mikrojamky, pod nimi je vrstva citlivd na ionty.
Posledni vrstvou €ipu je iontovy snimac. Princip sekvenacniho Cipu je zaloZzen na
detekci protonii vznikajicich béhem sekvenaéni reakce. Pfi sekvenaéni reakci jsou
postupné pouzity roztoky neznacenych dNTP, proto musi byt sekvenecni Cip umistén
v pritokové bunice. Sekvenatni reakce prob&hne pouze za pfitomnosti DNA
polymerasy. Pfi zaclenéni nukleotidu do DNA sekvence dojde k uvolnéni vodikového
protonu, ktery zméni pH roztoku. Tato zména je detekovdna iontovym cinidlem

a prenesena do digitalni podoby [102], [103].

3.2.6.1 Priprava amplikovl V4-V5 16S rRNA

Prvnim krokem NGS je pfiprava amplikoni V4-V5 16S rRNA. Hlavnim cilem
namnozeni toho useku je, ze se jedna o usek, ktery se vyskytuje u vSech druhti bakterii.
Pro pfipravu byly pouzity primery a amplifikacni program podle prace Fliegerové a kol.

[104].
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Podle koncentraci izolované DNA (viz. kapitola 3.2.4) byly vybrany vzorky,
které byly namnozeny a byla u nich provedena sekvenace. Ze 120 vzorkii bylo vybrano
60 vzorkli pro sekvenaci. Poté byla nafedénda DNA rozmrazena a do nové
mikrozkumavky byla piipravena smés pro PCR reakci. Slozky reakéni smési pro PCR
reakci jsou uvedeny v Tabulce 8. Nésledn¢ byla smés pro PCR reakci rozdé€lena po
29 ul do mikrotitracni desticky a poté byl k reakéni smési pfidan 1 pl nafedéné
izolované DNA. Mikrotitracni desticka byla vlozena do PCR ,,cycleru” TAdvanced 96
SG (Biometria) a byl spustén program NGS V4-V5. Jednotlivé kroky tohoto programu

jsou uvedeny v Tabulce 9.

Tabulka 8 — Slozky reak¢ni smési pro jeden vzorek DNA — NGS analyza

SlozKky reak¢ni smési V [ul]
PCR mix 15
,Forwadr* primer BactBF 1
,Rewerse* primer BactBR 1
dH,O 12
DNA 1

Legenda: PCR mix (EliZyme HS Robust MIX Red, Elisabeth® Pharmacon), sloZeni: enzym, 2mM
dNTPs, 6mM MgCl,, barvivo, pufr ,,Forward” primer BactBF (5’-GGATTAGATACCCTGGTAGT-3"),
»Rewerse* primer BactBR (5’-CACGACACGAGCTGACG-3’), dH,O (Sigma-Aldrich)

Tabulka 9 — Reak¢éni podminky PCR reakce — amplifikace tseku V4-V5 16S rRNA

Pocet cykla Teplota [°C] Cas
1 95 5 min.

95 30s

57 30s

25

72 30s

72 5 min.
1 12 s}

Po dokonceni PCR reakce byly produkty ovéfeny pomoci agardzoveé
elektroforézy. Postup kontroly produktt je uveden v kapitole 3.2.5.1. Pti kontrole byly
ocekavany produkty o délce 300 bp.
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Po kontrole byly viechny produkty pregistény soupravou Monarch® PCR &
DNA Cleanup Kit (BioLabs® Inc.). V pribéhu celého postupu precisténi byla pouzita
centrifuga HERMLE Z 216MK. K 28 pl namnozené DNA bylo pfidano 140 pl roztoku
»DNA Cleanup Binding Buffer a promichano. Cely objem byl pfenesen na kolony
umisténé v mikrozkumavce a centrifugovana 1 min. pfi 16 000x g. Po centrifugaci byl
filtrat odstranén a do kolony bylo pfiddno 200 pl roztoku ,DNA Wash*
a centrifugovano 1 min. pii 16 000x g. Po odstranéni filtratu byla kolona na prazdno
centrifugovdna 2 min. pfi 16 000x g. Po centrifugaci byla kolona pfenesena do nové
mikrozkumavky. Do stfedu matrix kolony bylo aplikovano 20 pl roztoku ,,DNA Elution
Buffer” a centrifugovano 1 min. pfi 16 000x g. Po ptecisténi DNA produkti byla
zmétfena koncentrace na piistroji NanoDrop One®. Naméfena koncentrace se méla
pohybovat okolo 2040 ng/ul. Precistétnd DNA byla pfenesena do mikrotitraéni
desticky.

3.2.6.2 Priprava knihovny
Pti ptipraveé knihovny byl dodrzovéan postup NEBNext Fast DNA Library Prep Set for
Ion Torrent od BioLabs Inc. Tento postup je slozen z n¢kolika na sebe navazujicich

krok.

a) Uprava koncii templiti — ,,End repair
Tento krok slouzi k upravé konct a k vytvoreni fragmentl. Vytvofené fragmenty maji
tupé zakonceni.

Prvnim krokem této casti piipravy bylo pfipraveni PCR smési do
mikrozkumavky. Slozeni reakéni PCR smési, pro jeden vzorek DNA je uvedeno
v Tabulce 10, str. 48. Do nové mikrotitracni desti¢ky bylo odmétfeno 25 pl PCR smési
a5 ul DNA. Mikrotitracni desticka byla vlozena do PCR ,,cycleru® TAdvanced 96 SG
(Biometria) a byl spustén program ,,NGS End repair. Reak¢éni podminky tohoto

programu jsou uvedeny v Tabulce 11, str. 48.
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Tabulka 10 — Slozky reakéni PCR smési pro jeden vzorek — krok ,,End repair*

Slozky reakéni smési V [pl]
,»ER buffer* 3
,»ER enzym* 1,5
dH,O 20,5
DNA 5

Legenda: ,,ER buffer — End Repair Reaction Buffer (BioLabs Inc., New England), ,,ER enzym* — End
Repair Enzyme Mix (BioLabs Inc., New England), DNA — amplikony V4-V5 16S rRNA, postup pfipravy
viz. kapitola 3.2.6.1, dH,0O (Sigma-Aldrich)

Tabulka 11 — Reakéni podminky programu ,,NGS End repair*

Pocet cykli Teplota [°C] Cas
1 25 20 min.
1 70 10 min.
1 8 00

b) Spojeni ,,adaptéri* a ,,barcodu*

V tomto kroku dochazi k ptipojeni ,,adaptéra* (kratké oligonukleotidy, diky kterym
dojde k navdzani komplementarnich struktur) a jednoho specifického ,,barcodu® na
templat s tupym zakoncenim, ktery byl pfipraven v kroku a) (viz. str. 47). ,,Barkod* je
kratkd a unikatni sekvence, ktera se pfipojuje na jednu stranu templatu a slouzi ke
spojeni vzorkd do jedné knihovny [105]. Podle téchto ,,barkodt‘ pii zavérecné analyze

rozpozname o jaky vzorek DNA se jedna.

V tomto kroku byla opét pifipravena PCR smés. Jeji slozeni je uvedeno
v Tabulce 12, str. 49. Pfipravend PCR smés byla pfidana po 19 pl do mikrotitra¢ni
desticky se vzorky pfipravenymi v kroku a) (viz. str. 47). Poslednim krokem bylo
pfidani 1 pl natedéného barcodu (IonExpress, Life Technologies) ze zasobni
mikrotitracni destiCky. Takto piipravené vzorky byly umistény do PCR ,.cycleru®
TAdvanced 96 SG (Biometria) a byl spustén program NGS ,,AdaptLig*, jeho reakcni
podminky jsou uvedeny v Tabulce 13, str. 49.
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Tabulka 12 — Slozky PCR smési pro jeden vzorek

Slozky PCR smési V [pl]
,, 14 ligase buffer* 5
,,P1 adaptor* 0,5
»DNA polymerase* 0,5
,» 14 ligase* 3
dH,0O 10

Legenda: ,, T4 ligase buffer (BioLabs Inc., New England), P1 adaptor (BioLabs Inc., New England),
DNA polymerase (BioLabs Inc., New England), dH,0 (Sigma-Aldrich)

Tabulka 13 — Reak¢ni podminky programu NGS ,,AdaptLig™

Pocet cykli Teplota [°C] Cas
1 25 15 min.
1 65 5 min.
1 8 o0

¢) Precisténi DNA s kulickami ,,AmpureBeads*

Po napojeni ,adaptéri“ a ,barcodi” byla DNA ve vzorcich proci§t€éna pomoci
magnetickych kuli¢ek ,,AmpureBeads. Ke kazdému vzorku v jamce bylo ptidano 60 pl
magnetickych kulicek ,,AmpureBeads®. Obsah jamek byl promichdn pipetou
a inkubovan 3 minuty. Po inkubaci byla mikrotitraéni desticka vloZena na specialni
magneticky stojan. Pfiblizné¢ po 3 minutach inkubace doSlo k fixaci magnetickych
kuli¢ek s navdzanou DNA na stény jamek. K fixaci dojde vZdy na sténu jamky, kde se
sténa jamky dotykd magnetu. Touto fixaci vznikl supernatant, ktery byl odstranén.
Nasledné¢ bylo pfidano do kazdé jamky 180 ul 70% ethanolu a inkubovano 1 minutu. Po
inkubaci byl ethanol odstranén. Tento krok byl proveden dvakrat. Pro plné odstranéni
ethanolu bylo nutno pockat 3 minuty, aby se pfebytecny ethanol odpafil. Poté byla
mikrotitraéni deska odstranéna z magnetického stojanu a do kazdé jamky bylo pfidano
50 pl 10mM Tris-HCl, promichéno a inkubovano 3 minuty. To vedlo k uvolnéni DNA
z povrchu magnetickych kuli¢ek. Po inkubaci byla mikrotitraéni desticka vloZena na
magneticky stojan a 47 pl supernatantu (obsahoval DNA) bylo pfeneseno do nové

mikrotitra¢ni desticky.
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d) NamnoZeni knihovny

Namnozeni knihovny vede k zesileni vysledného signalu, ktery ziskame ze sekvenatoru

pfi kone¢né analyze.

Pro namnozeni knihovny bylo nutné ptipravit PCR smés. Slozeni PCR smési je
uvedeno v Tabulce 14. PCR smés byla po 27 pl rozdélena do jamek nové mikrotitraéni
desticky a bylo k ni pfidano 23 ul purifikované DNA (viz. c), str. 49). Mikrotitra¢ni
desticka byla vlozena do PCR ,,cycleru TAdvanced 96 SG (Biometria) a byl spustén
program NGS ,,Amplific®. Reakéni podminky programu jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 14 — Slozky PCR smési pro namnozeni knihovny

SloZky reak¢ni smési V [ul]
Primery 2
PCR mix 25

Legenda: Primery (NEBNext Library Primers for lon Torrent, BioLabs Inc. New England), PCR mix
(NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix, BioLabs Inc., New England)

Tabulka 15 — Reakéni podminky programu NGS ,,Amplific*

Pocet cyklii | Teplota [°C] Cas
1 98,0 30s
98,0 10s
7 58,0 30s
72,0 30s
1 72,0 S min.

e) PreciSténi DNA s kulickami ,,AmpureBeads*
Pti tomto kroku byl zopakovén postup c) Precisténi DNA s kulickami ,,AmpureBeads*,

str. 49.

f) Redéni knihovny a jeji kvantifikace

Némi piipravenou DNA v pfedchozim kroku bylo potfeba pted piipravou qPCR naredit
v poméru 1:20, 1:500 a 1:1000. Prvni fedéni bylo 1:20. Do nové mikrotitra¢ni desticky
bylo odméteno 95 pl 10mM Tris-HCI a k tomu bylo pfidano 5 pl pfecisténé DNA.
Z takto nafedéné DNA bylo nasledné piipraveno fedéni v poméru 1:500 a 1:1000. Pro
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fedéni v poméru 1:500 bylo odmétfeno do nové mikrotitraéni desticky 96 ul 10mM Tris-
HCI a4 pl natedéné DNA (1:20). Pro nafedéni v poméru 1:1000 bylo odméteno do
nové mikrotitracni destiCky 98 pul 10mM Tris-HCI a 2 ul natedéné DNA (1:20).

Po pfipravé tedéni knihovny bylo provedeno qPCR podle protokolu KAPA
Library Quantification Kit Ion Torrent™ Platforms. Slozky reakéni smési gPCR jsou

uvedeny v Tabulce 16.

Reakéni smés pro qPCR byla piipravena pro 69 vzorka:
60 vzorkli DNA
6 vzorkl standard KAPA
3 vzorky dH,O

Reakéni smés byla odméfena po 6,2 pl do jamek mikrotitraéni desticky
anasledné¢ k této smési byly ptfidany 4 pl nafedéné DNA (1:1000), DNA standardy
(STD 1-6) nebo dH,0. Koncentrace jednotlivych standardi jsou uvedeny v Tabulce 17,
str.  52. Mikrotitracni desticka byla utésnéna a vlozena do qPCR ,cycleru®
QuantStudio™ 3 Real-Time PCR Instrument (ThermoFisher Scientific). Nastavené

parametry pii qPCR reakci jsou uvedeny v Tabulce 18, str. 52.

Tabulka 16 — Slozky reakéni smési qPCR pro jeden vzorek nafedéné DNA v poméru
1:1000

Slozky reakéni smési V [ul]
KAPA SYBER FAST qPCR Master Mix (2x) | 5

Primer Premix (10%) 1
ROX High or Low (50%) 0,2
DNA 4

Legenda: Vsechny slozky reakéni smési jsou od vyrobce KAPABIOSYSTEMS, Roche.
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Tabulka 17 — Koncentrace standardi KAPA pouzitych pii qPCR reakci

Koncentrace [pM]
STD 1 83
STD 2 8,3
STD 3 0,83
STD 4 0,083
STD 5 0,0083
STD 6 0,00083

Legenda: STD 1 — 6 jsou DNA standardy KAPA od vyrobce KAPABIOSYSTEMS, Roche.

Tabulka 18 — Reakéni podminky qPCR reakce

Krok Pocet cykli Teplota Cas
1. 1 95°C 5 min
2. 95°C 30s

35
3. 60 °C 45s
4. 65-95°C

Legenda: Pii 95 °C v kroku 1. dochdzi k pocatecni denaturaci. Nasleduje 2. krok a to denaturace pii
95 °C. V korku 3. pfi 60 °C dochazi k nasednuti primerd. Krok 2. a 3. se opakuji pro amplifikaci DNA.
Posledni krok 4. probiha v rozmezi teplot 65 — 95 °C, v tomto kroku dochazi k analyze ktivky tani.

Ze ziskanych koncentraci po ukonceni qPCR reakce byl uren pomér fedéni
pomoci programu Microsoft Excel 2007 (Microsoft). Do nové mikrotitracni desticky
byly vzorky nafedény dle vypocitanych poméri fedéni. Konecnd koncentrace
nafedénych vzorkl pfed NGS sekvenovanim byla 40 pM DNA. Z takto pfipravenych
vzorkd byl odebran vzdy 1 pl a ptenesen do nové mikrozkumavky. Timto krokem
vznikla konec¢na knihovna, kterd byla nasledné pouzita pro NGS sekvenovani
a skladovéna v lednici. VSechny mikrotitraéni desticky s natedénou DNA byly

uchovany pii —20 °C.

3.2.6.3 Priprava sekvenacniho templatu, sekvenovani a analyza dat

Ptiprava sekvenacniho templatu ze vzorki byla provedena za vyuziti komer¢ni sady Ion
PGM™ Hi-Q™ View Kit na piistroji Ion OneTouch™ 2 (ThermoFisher Scientific). Pi
ptipravé byl dodrzen postup od vyrobce sekvenacni platformy. Piiprava templatu byla
zahajena v odpolednich hodindch a probihala pfes noc. Pfesny postup je pfiloZzen

v Priloze 1.
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Pii sekvenovéani byla vyuzita sada Ton PGM™ Hi-Q ™ View Sequencing Kit
(ThermoFisher Scientific) a &ip Ion 316™ Chip Kit v2 BC (ThermoFisher Scientific).
V tomto kroku byl vyuzit templat, ktery byl pfipraven v pfedchozim kroku. Cely postup

piipravy je piilozen v Piiloze 2.

Ziskana data byla analyzovana pomoci programu QIIME 2 (z angl. ,,Quantitative
Insights Into Microbial Ecology*). Zpracovani dat bylo provedeno ve virtudlnim
prosttedi Linuxu. Byly pouzity navody, které jsou zvetfejnény na webovych strankach

wWww.qiime2.org.
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4 Vysledky

4.1 Degradace myricetinu stfevnim mikrobiomem

Metodou RP-HPLC byla pozorovana degradace MYR a piipadnd redukce MYR na
DHM ve fekalnich vzorcich. Fekalni vzorky byly ziskany od darct, ktefi maji CD.
Fekalni vzorek A nebyl pii téchto pokusech pouzit. Vzorky B, C, D byly inkubovany
v McD. pufru a BHI médiu v pfitomnosti MYR v pribéhu 0, 3 a 6 hodin za anaerobnich
podminek. Na Obrazku 8 je znazornén typicky chromatogram vzorku smesi standardi.

Sm¢és standardu obsahovala 10mM DHM, 10mM MYR, ImM CHLXZ a rozpoustédlo

methanol.
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Obriazek 8: Reprezentativni chromatogram vzorku smési standardli. Vzorek standardu
byl ptipraven z rozpoustédla methanolu, I0mM MYR, 10mM DHM a ImM CHLXZ.
V chromatogramu je vyznacen pik DHM (1), CHLXZ (2) a MYR (3). Analyza vzorku
probéhla na monolitické kolon¢ Chromolith RP-18 E, pii néstfikovém objemu 20 pl,
prutoku 1,5 ml/min, tlaku 60 bar. Analyza probihala 20 minut pfi 280 nm. SloZeni
mobilni faze A: 40% methanol + 0,1% TFA, faze B: 100% methanol, faze C: ultracdista
voda + 0,1% TFA.
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4.1.1 Analyza kultivovanych vzork(d s myricetinem

Inkubacni smési lidskych fekalnich vzorki (B, C, D) s pfidavkem MYR byly
analyzovany pomoci metody RP-HPLC v McD. pufru a BHI médiu. Kazdy vzorek
inkubacni smési byl analyzovan tfikrat. Vysledky analyz byly zprimérovany a byly
znich sestaveny grafy. Kazdy graf porovnava degradaci MYR ve fekalnim vzorku
inkubovaném v McD. pufru nebo BHI médiu v pribéhu 0, 3 a 6 hodin. Pti vyhodnoceni
se vychazelo z toho, ze v ¢ase inkubace 0 hodin fekalni vzorek (B, C, D) v McD. pufru
a BHI médiu obsahoval 100 % MYR. Mnozstvi MYR ve vzorku je vztazeno
k vnitinimu standardu CHLXZ, ktery byl ke vzorku pfidan v pribéhu extrakce MYR.
Na Obrazku 9, str. 56 je zobrazeno porovnani grafii degradace MYR ve fekalnim
vzorku B (Cast obrazku I), fekdlnim vzorku C (Cast obrazku II) a fekdlnim vzorku D

(¢ast obrazku IIT) v McD. pufru a BHI médiu v case inkubace 0, 3 a 6 hodin.

Pii analyze fekalnich vzorkii metodou RP-HPLC nebyl nalezen v zadném
analyzovaném fekalnim vzorku metabolit DHM. Na Obrazku 10, str. 57 jsou
znazornény reprezentativni chromatogramy extraktu reakéni smési. Reprezentativni
chromatogram 1 je pro fekdlni vzorky inkubované v McD. pufru a reprezentativni
chromatogram II je pro fekalni vzorky inkubované v BHI médiu. Tyto chromatogramy

odpovidaji v§em analyzovanym vzorkim.

55



120

100

80

60

40

Mnoistvi MYR [%]

20

€as [h]

120

I

100 -

80 -

66,42 65,84

60 -

40 -

Mnoistvi MYR [%]

€as [h]

120

100

80

60

40

MnoiZstvi MYR [%]

20

0 3 6
€as [h]

B McD. pufr ® BHI medium

Obrazek 9: Porovnani degradace MYR ve fekalnich vzorcich B (I), C (II), D (III)
inkubovanych v McD. pufru a BHI médiu v Case inkubace 0, 3 a 6 hodin. Fekalni
vzorky byly inkubovany s MYR za anaerobnich podminek. Fekalni vzorky byly
extrahovany do ethylacetidtu a analyzovany metodou RP-HPLC. Mnozstvi MYR je
vztaZzeno k mnozstvi MYR (100 %) v ¢ase inkubace 0 hodin.
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Obrazek 10: Reprezentativni chromatogramy extraktu reak¢nich  smési.
Chromatogram I patii fekalnimu vzorku B inkubovaném v McD. pufru v ¢ase inkubace
0 hodin. Chromatogram II patii fekalnimu vzorku D inkubovaném v BHI médiu v case
inkubace 0 hodin. V chromatogramech je vyznagen pik pro MYR (1, 3). Cislem (2)
jsou vyznacené piky pro latky, které pochazeji z BHI média a jsou viditelné pfi
340 nm. Analyza vzorku probéhla na monolitické¢ kolon¢ Chromolith RP-18 E, pii
nastfikovém objemu 20 pl, pritoku 1,5 ml/min, tlaku 60 bard. Analyza probihala 20
minut pii 340 nm. Slozeni mobilni faze A: 40% methanol + 0,1% TFA, faze B: 100%

methanol, faze C: ultracista voda + 0,1% TFA.
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4.2 Vliv flavonoidl na bakterialni diverzitu zkoumany
metodou DGGE

Pro zjisténi mikrobidlniho zastoupeni ve fekalnich vzorcich s piidavkem MYR nebo bez
ptidavku MYR byla vyuzita metoda DGGE. Fekalni vzorky byly inkubovany s MYR/
bez MYR v prubéhu 0, 3, 6, 24 a 72 hodin. Inkubace fekalnich vzorkl byla provedena
v McD. pufru nebo BHI médiu. Metoda DGGE byla pouzita pro zjisténi vlivu ptidavku
MYR na bakteridlni biodiverzitu. Aby inkubované vzorky mohly byt pouzity pro tuto
metodu, musela byt z inkubovanych vzorkli izolovand DNA, nésledné¢ byla PCR
metodou namnozena DNA koédujici 16S rRNA, ktera je obsazena ve vSech bakteriich.
Na Obrazku 11, str. 59 jsou fotografie gelii fekalniho vzorku B (Cast 1), vzorku C (¢ast
IT) a vzorku D (¢ast III) inkubované v McD. pufru. Obrazek 12, str. 60 znazoriuje
fotografie gelt fekéalniho vzorku B (Cast I), vzorku C (¢ast II) a vzorku D (cast III)

inkubované v BHI médiu.

58



t=0h t=3h t=6h t=24h t=72h t=0h t=3h t=6h t=24h t=72h t=0h t=3h t=6h t=24h t=172h
NK M M MINK M M MINK M M MINK M M MINK M M MINK M M MINK M M MINK M M MINK M M MINK M M MJNK M M M JNK M M MINK M M MINK M M MINK M M M

lm
o

2308

e
-

b
P

Obrazek 11: Fotografie DGGE gelti — McD. pufr. Cast I je pro fekalni vzorek B, ¢ast II pro fekalni vzorek C a &ast III pro fekalni vzorek D.

Fekalni bakterie byly inkubovany v McD. pufru v pribéhu tii dnd s ptidavkem MYR (M) nebo bez ptidavku MYR (NK). Na obrazku jsou
vyznaceny vyznamné zony, které¢ byly odeslany na sekvenaci. Vysledky sekvenaéni analyzy jednotlivych vyznamnych zén jsou uvedeny pod
totoznym oznacenim fragmentti v Tabulce 19, str. 61.
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Obrazek 12: Fotografie DGGE gelti — BHI médium. Cast I je pro fekalni vzorek B, ¢ast II pro fekéalni vzorek C a &ast III pro fekalni vzorek D.
Fekalni bakterie byly inkubovany v BHI médiu v pribéhu tii dnd s ptidavkem MYR (M) nebo bez ptidavku MYR (NK). Na obrazku jsou

vyznaceny vyznamné zony, které¢ byly odeslany na sekvenaci. Vysledky sekvenaéni analyzy jednotlivych vyznamnych zén jsou uvedeny pod

totoznym oznac¢enim fragmentt v Tabulce 20, str. 62.
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4.3 Bakterialni profil uréeny metodou DGGE

Metodou DGGE byly vzorky DNA rozdéleny a vyznamné zony byly vyfiznuty pod UV
zatenim. Zony byly vybirany podle jejich intenzit nebo tloustky, nebo podle toho jestli
se vyskytuje ve vzorku s ptidavkem MYR ¢i bez MYR. Celkem bylo vytiznuto 55
vyznamnych zon a DNA obsazena ve vyfiznutych vzorcich byla namnoZena a posldna
do sekvenacni firmy SEQme s.r.o.. Vyfiznuté zony jsou znazornény na Obrazku 11 (str.

59) a Obrazku 12 (str. 60).

Ze ziskanych sekvenci a pomoci programu BLAST byly urc¢eny jednotlivé druhy
bakterii, které byly pfitomny ve vybranych zoénach. V Tabulce 19 jsou uvedeny
identifikované bakterie, které byly nalezeny ve fekdlnich vzorcich (B, C, D)
inkubovanych v McD. pufru. Identifikované bakterie fekalnich vzorki (B, C, D)
inkubovanych v BHI médiu jsou uvedeny v Tabulce 20, str. 62. V tabulkich jsou

uvedeny pouze bakterialni druhy, které se podatilo identifikovat.

Tabulka 19 - Pfehled identifikovanych bakteridlnich druhti zjiSténych pomoci

programu BLAST ze ziskanych sekvenaci po Sangerovée sekvenovani.

Cislo Identifikace Shoda | Fekalni | Cas MYR/NK
vzorku [%] vzorek | inkubace [h]
9B Gemmiger formicilis 96,3 B 0 MYR
11B Ruminiclostridium 95,0 B 0 MYR
cellulolyticum
12B Clostridium sardiniense 85,7 B 0 MYR
15B Prevotella copri 95,4 B 0 MYR
18C Gemmiger formicilis 91,9 C 3 MYR
19C Clostridium tepidum 82,1 C 3 MYR
20C Bacteroides massiliensis 91,0 C 3 MYR
21C Bacteroides uniformis 94,6 C 3 MYR
22C Lachnospira pectinoschiza | 89,5 C 6 MYR
24D Prevotella copri 91,4 D 3 MYR
25D Ehrlichia ruminantium 80,4 D 3 MYR
27D Clostridium tepidum 100,0 D 24 NK
28D Faecalibacterium 89,4 D 24 MYR
prausnitzii
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Cislo Identifikace Shoda | Fekalni | Cas MYR/NK
vzorku [%] vzorek | inkubace [h]

29D Oscillibacter valericigenes | 86,0 D 72 NK

30D Dialister succinatiphilus 92,0 D 72 MYR
31D Clostridium sardiniense 81,8 D 72 MYR

Legenda: V tabulce jsou pouze identifikované bakteridlni druhy, které byly zjiStény ve fekalnich
vzorcich inkubovanych s pfidavkem MYR (MYR) nebo bez ptidavku MYR (NK) v McD. pufru v ¢ase
inkubace 0, 3, 6, 24 a 72 hodin. Identifikace bakterialnich druhi byla provedena v programu BLAST.

Tabulka 20 - Ptehled identifikovanych bakteridlnich druhli zjiSténych pomoci
programu BLAST ze ziskanych sekvenaci po Sangerové sekvenovani.
Cislo Identifikace Shoda Fekalni | Cas MYR/
vzorku [%o] vzorek | inkubace [h] | NK
1 Prevotella copri 91,4 B 0 MYR
2 Faecalibacterium prausnitzii | 95,3 B 0 MYR
3 Prevotella veroralis 83,0 B 0 MYR
4=6=10 | Amphibacillus tropicus 80,0 B - -
5 Alloprevotella rava 80,0 B 3 MYR
7=9 Hydromonas duriensis 81,0 B 72 -
12=13 Erysipelothrix larvae 81,0 C - NK
16 Kineothrix alysoides 81,0 C 24 NK
18 Faecalibacterium prausnitzii | 98,5 D 0 MYR
19 Gemmiger formicilis 98,3 D 0 MYR
20=32 Fusicatenibacter 96,0 D - MYR
saccharivorans
21 Blautia luti 97,6 D 3 MYR
23 Sutterella massiliensis 91,7 D 6 MYR
25=30 Ruminiclostridium 90,6 D - MYR
cellulolyticum
26 Lutispora thermophila 91,0 D 24 MYR
27 Lachnobacterium bovis 88,0 D 72 NK
28 Anaerobium acetethylicum 91,9 D 72 NK
29 Kineothrix alysoides 92,8 D 72 MYR
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Cislo Identifikace Shoda | Fekalni | Cas MYR/

vzorku [%] vzorek | inkubace [h] | NK

31 Enteractinococcus 90,0 D 72 MYR
coprophilus

Legenda: V tabulce jsou pouze identifikované bakteridlni druhy, které byly zjiStény ve fekalnich
vzorcich inkubovanych s pfidavkem MYR (MYR) nebo bez ptidavku MYR (NK) v BHI médiu v case
inkubace 0, 3, 6, 24 a 72 hodin. Identifikace bakterialnich druhd byla provedena v programu BLAST.

4.4 Uréeni vlivu flavonoidii na stfevni mikrobiom

zkoumany metodou NGS

NGS metodou bylo zpracovano 60 ze 120 vzorkt. Vzorky pro NGS sekvenovani byly
vybrany podle koncentrace izolované DNA. Vzorky s pfidavkem MYR byly odebirany
v Case inkubace 0, 3, 6, 24 a 72 hodin v tripletu. Po izolaci DNA byla zmétena jeji
koncentrace. Pro NGS metodu byly vybrany vzorky s nejvys$si koncentraci izolované
DNA. Parametry NGS reakci jsou zobrazeny na Obrazku 13. Pfi NGS analyze byl
sekvenacéni Cip pokryt ze 72 % ptipravenou knihovnou (Obrazek 13 ¢ast A). Z toho je
patrné, ze sekvenovani probihd spravné a knihovna byla v pofadku pfipravena.

Vysledny pocet sekvenci byl sekvenovan metodou PGM Ion Torrent.

A B o
684 M 74 3,352,507 205 bp 289 bp 295 bp
72 % 3% Read Length
"" ISP Loading "" Usable Sequence g

ISP Density Chip well details

72% |[EEEEREES 28%

Loading

100% [EEEENEEY

Enrichmant

80% |[ELELED 20%

0 100 200 300 400 500 60
Read Length Q

92% [EEEFAIH

Final Library

Obrazek 13: Parametry NGS reakce. Parametry pro analyzované fekalni vzorky B, C,
D inkubované po dobu 72 hodin v McD. pufru a BHI médiu.



Na Obrazku 14, str. 66 jsou zobrazeny sloupcové grafy procentualniho
zastoupeni, které porovnavaji bakterialni zastoupeni ve stievnim mikrobiomu fekalnich
vzorkl (B, C, D) s piidavkem MYR a bez ptfidavku MYR inkubovanych v McD. pufru
a BHI médiu. Z grafu je patrné, Ze nejvice zastoupenymi bakteriemi jsou bakterie z rodu
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Bacteroidaceae a Prevotellaceae. Procentualni
zastoupeni nejvyznamnéjsich rodu bakterii ve fekalnich vzorcich s ptidavkem MYR ¢i
bez ptidavku MYR je uvedeno v Tabulce 21, str. 65. Procentualni zastoupeni vSech
nalezenych bakteridlnich rodii ve fekalnich vzorcich s pfidavkem MYR a bez ptidavku

MYR jsou uvedeny v Ptiloze 3.

Porovnani bakterialniho zastoupeni podle kritéria typu média (McD. pufr, BHI
médium) je zobrazeno na Obrazku 15, str. 68. Na tomto obrazku je porovnani
bakteridlniho zastoupeni mezi McD. pufrem a BHI médiem ve fekalnich vzorcich B, C,
D s ptidavkem MYR v pribéhu tfi dn. Obrazek 16, str. 69 porovnava bakteridlni
zastoupeni podle kritéria fekalni vzorek, tzn. porovnani bakterialniho zastoupeni ve
fekalnich vzorcich B, C, D s ptidavkem MYR. Rozdilnost bakterialniho zastoupeni ve
fekalnich vzorcich (B, C, D) s ptfidavkem MYR ¢i bez pridavku MYR inkubovanych
v McD. pufru a BHI médiu v ¢ase 0, 3, 6, 24 a 72 hodin je zobrazeno v Ptiloze 4.

Procentualni zastoupeni nejvyznamnéjsich bakteridlnich rodl je uvedeno v Piiloze 5.
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Tabulka 21 - Procentualni zastoupeni bakterialnich roda ve fekalnich vzorcich B, C, D inkubovanych v McD. pufru a BHI médiu s ptfidavkem

MYR (MYR) a bez ptidavku MYR (NK).

Vzorek Pridavek Médium Lachnospiraceae [%] Ruminococcaceae [%] Bacteroidaceae %] Prevotellaceae [%]
MYR 17,39 20,87 12,26 7,57
McD.
NK 16,76 21,25 11,72 6,41
B
MYR 32,70 21,05 6,68 10,57
BHI
NK 32,47 22,30 6,24 12,93
MYR 30,08 20,14 18,71 0,63
McD.
NK 29,20 19,46 19,46 0,54
C
MYR 32,28 18,01 24,02 0,79
BHI
NK 31,96 18,98 24,19 1,08
MYR 24,09 30,74 12,52 5,61
McD.
NK 22,87 30,06 12,01 5,96
D
MYR 33,36 26,38 10,11 4,96
BHI
NK 34,65 23,07 9,10 7,44




100%

D0

T0%

!

Relativni zastoupeni
£ Ln
2 2
| 1

30%

.--.

—
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Obrazek 14: Sloupcové grafy — vzorek/médium/piidavek. Grafy zndzornuji sloZeni
sttevniho mikrobiomu u fekalnich vzorkd B, C, D s pfidavkem MYR (MYR) a bez
pridavku MYR (NK) inkubovanych v McD. pufru (McD.) a BHI médiu (BHI).

Legenda ke grafu je na nasledujici strané.
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Sloupcové grafy — vzorek/médium/pridavek - LEGENDA

D 0 Bacteria;D_1_ Firmicutes,D_2 Clostridia;D_3  Clostridiales;D_4 Lachnospiraceae

D 0 Bacteria;D_1_ Firmicutes,D_2 Clostridia;D_3 Clostridiales;D_4  Ruminococcaceae

D 0 Bacteria;D_1 Bacteroidetes;D_2 Bactercidia;D_3 Bactercidales,D_4 Bactercidaceae

D 0 Bacteria;D_1 Bacteroidetes,D 2 Bactercidia,D_3 Bactercidales,D_4 Prevotellaceae
Unassigned;  ; ; :

D 0 Bacteria;D_1_Actinobacteria;D_2 Coriobacteriia;D_3 Coriobacteriales;D 4 Coricbacteriaceae

D 0 Bacteria;D_1_ Firmicutes,D_2 Megativicutes;D 3 Selenomonadales;D_4  Veillonellaceae
D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2 Bacteroidia;D_3_ Bacteroidales;D_4_ Rikenellaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Christensenellaceae

D_0_ Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2 Bacteroidia;D_3_ Bacteroidales;D_4_Tannerellaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Actinobacteria;D_2 Actinobacteria;D_3_ Bifidobacteriales;D_4 Bifidobacteriaceae
D_0_ Bacteria;D_1_ Proteobacteria;D_2 Gammaproteobacteria;D_3  Betaproteobacteriales;D_4_ Burkhol:
D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Bacill;D_3 Lactobacillales;D_4_ Streptococcaceae

D_0_ Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 Erysipelotrichia;D_3 Erysipelotrichales;D_4  Erysipelotrichaceae
D_0_ Bacteria;D_1_ Proteobacteria;D_2 Gammaproteobacteria;D_3  Enterobacteriales;D_4 Enterobacter
D_0_Bacteria;D_1 Bacteroidetes;D_2 Bacteroidia;D_3_ Bacteroidales;D_4 Barnesiellaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Proteocbacteria;D_2_ Deltaprotecbacteria;D_3_ Desulfovibrionales;D_4_ Desulfovibrion
D_0_ Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4__ Peptostreptococcaceae

D_0_ Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Clostridiales vadinBB&0 group
D_0_ Bacteria;D_1_ Actinobacteria;D_2_ Coriobacteriia;D_3_ Coriobacteriales;D_4_ Eggerthellaceae
D_0_ Bacteria;D_1_ Bacteroidetes;D_2 Bacteroidia;D_3_ Bacteroidales;D_4  Marinifilaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Family Xl

D_0_ Bacteria;D_1_ Tenericutes;D_2_ Mollicutes;D_3_ Mellicutes RF3%D_4_ uncultured bacterium

D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2_ MNegativicutes;D_3 Selencmonadales;D_4_ Acidaminococcaceae
D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Clostridiaceae 1

D_0_ Bacteria;D_1_ Proteocbacteria;D_2_ Alphaprotecbacteria;D_3_ Rhodospirillales;D_4  uncultured
D_0_ Bacteria;D_1_ VWerrucomicrobia;D_2_ Verrucomicrobiae;D_3  Verrucomicrobiales,D_4  Akkermansiac
D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Bacilli;D_3_ Lactobacillales;D_4_ Lactobacillaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Tenericutes;D_2  Mollicutes;D_3  Izimaplasmatales;D_4  uncultured crganism

D_0_ Bacteria;D_1_ Synergistetes;D_2  Synergistia;D_3_ Synergistales,D_4  Synergistaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Bacteroidetes;D_2 Bacteroidia;D_3_ Bacteroidales;D_4_ Muribaculaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Peptococcaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Actinobacteria;D_2_ Actinobacteria;D_3  Micrococcales;D_4_ Micrococcaceae

D 0 Bacteria;D_ 1 Actinobacteria;D_2 Coriobacteriia;D_3 Coriobacteriales;D 4 Atopobiaceae

D 0 Archaea;D 1 FEuryarchaeota;D_ 2 Methanobacteria;D_3 Methancbacteriales;D_4 Methanobacteria
D 0 Bacteria;D 1 Actinobacteria;D_2 Coriobacteriia;D_3 Coriobacteriales;D_4 Coricbacteriales Incert
D 0 Bacteria;D 1 Tenericutes,D 2 Mollicutes;D 3 Mellicutes RF39,D_4  gut metagenome

D 0 Bacteria;D_ 1 Actinobacteria;D_2 Actinobacteria;,D_3  Actinomycetales;D 4 Actinomycetaceae

D 0 Bacteria;D_1 Firmicutes,D 2 Clostridia;D_3  Clostridiales;D_4  Family XI

D 0 Bacteria;D_1 Bacteroidetes;D 2 Bactercidia,D_3 Flavobacteriales;D_4 Flavobacteriaceae

D 0 Bacteria;D_1 Epsilonbacteraeota;D_ 2 Campylobacteria;D_3  Campylobacterales,D_4 Campylobac
D 0 Bacteria;D_ 1 Firmicutes,D 2 Clostridia;D_3  Clostridiales;D_4 Defluviitaleaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Proteobacteria;D_2 Gammaproteobacteria;D_3  Pasteurellales;D_4_ Pasteurellaceae
D_0_ Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3_ DTU014D_4_ uncultured bacterium

D_0_ Bacteria;D_1_Lentisphaerae;D_2 Lentisphaeria;D_3 Victivallales;D_4 Victivallaceae

D_0_ Bacteria;D_1_Tenericutes;D_2  Mollicutes;D_3  Mollicutes RF3%:D_4  uncultured rumen bacterium
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Legenda:

. D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Lachnospiraceae
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_Clostridia;D_3_Clostridiales;D_4_Ruminococcaceae
D 0 Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D 2 Bacteroidia;D_3_ Bacteroidales;D_4 Bacteroidaceae
Unassigned;_;_;_;
D_0_Bacteria;D_1 Bacteroidetes;D_2_Bacteroidia;D_3_ Bacteroidales;D_4 Prevotellaceae
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Christensenellaceae
D 0 Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia,D_3 Bacteroidales;D_4_ Rikenellaceas
D 0 Bacteria;D_1_Actinobacteria;D_2_ Coricbacteriia;D_3_ Coriobacteriales;D_4_Coriobacteriaceae
. D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 Negativicutes;D_3_ Sel dales;D_4_ Veillonellaceae
. D_0_Bacteria;D_1_ Protecbacteria,D 2_G p teria;D_3_ Betapl teriales;D_4_ Burkholc
D_0_BacteriaiD_1_ Actinobacteria;D_2_ Actinobacteria;D_3 Bifidobacteriales;D_4_ Bifidobacteriaceae

D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2_ Bactersidia;D_3_ Bacteroidales;D_4_ Tannerellaceae

D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 _Erysipelotrichia;D_3_ Erysipelotrichales;D_4_ Erysipelotrichaceae
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 _Bacilli;D_3_Lactobacillales;D_4_ Streptococcaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Family XIII

. D_0_BacteriaiD_1_Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia,D_3_ Bacteroidales;D_4_ Barnesiellaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Protecbacteria;D_2_G p teria;D_3_E teriales;D_4_E ter

. D 0 Bacteria;D_1_Actinobacteria;D_2_ Coricbacteriia;D_3_ Coriobacteriales;D_4_ Eggerthellaceae
D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia,D_3 Bactercidales;D_4_ Marinifilaceae
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Peptostreptococcaceae
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Clostridiales vadinBE60 group
D_0_Bacteria;D_1_Protecbacteria;D_2_Deltap teria:D_3_D ibricnales,D_4_D ibrion
D_0_Bacteria;D_1_Tenericutes;D_2_ Mollicutes;D_3 Mollicutes RF3%,D_4_ uncultured bacterium
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_Bacilli;D_3_ Lactobacillales;D_4_ Lactobacillaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_Clostridia;D_3_Clostridiales;D_4_ Clostridiaceae 1

. D_0_Bacteria;D_1_ Proteobacteria;D_2_ Alphaprotecbacteria;D_3_ Rhodospirillales;D_4_ uncultured
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 Negativicutes;D_3_ Sel dales;D_4_ Acidaminococcaceae

30% D 0 Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3 Clostridiales;D_4 Peptococcaceae

D_0_Bacteria;D_1_Tenericutes;D_2_Mollicutes;D_3_ Izimaplasmatales;D_4_ uncultured organism

Relativni zastoupeni

D_0_Bacteria;D_1 Actinobacteria,D_2_ Actinobacteria;D_3_ Micrococcales;D_4_ Micrococcaceae
. D_0_BacteriaiD_1_ Synergistetes;D_2_ Synergistia;D_3_ Synergistales;D_4_ Synergistaceae
D_0_Bacteria;D_1_\Verrucomicrobia:D_2_VerrucomicrobiaeiD_3_Verrucomicrobiales:D_4_ Akkermansiac
. D 0 Bacteria;D_1_Actinobacteria;D_2_ Actinobacteria;D_3 Actinomycetales;D_4_ Actinomycetaceae
D_0_Bacteria;D_1_Actinobacteria;D_2 Coriobacteriia;D_3_ Coriobacteriales;D_4_ Coriobacteriales Incert
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes,D_2_ Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4_ Family XI

D_0_BacteriaiD_1_ Actinobacteria;D_2_ Coriobacteriia;D_3_ CoriobacterialesiD_4_ Atopobiaceae

D_0_Bacteria;D_1_Bactercidetes;D_2 Bacteroidia;D_3_ Flavobacteriales;D_4 Flavobacteriaceae
D 0 Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3 Clostridiales;D_4 Defluviitaleaceae
D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia,D_3_Bactercidales;D_4_ Muribaculaceae

. D_0_Bacteria;D_1_ Protecbacteria,D 2_G p teria;D_3_F D4 _F £ae

. D_0_Bacteria;D_1_Tenericutes;D_2_ Mollicutes;D_3_ Mollicutes RF3%,D_4_ gut metagenome

. D_0_Archaea;D_1_Euryarchaeota;D_2 Methanobacteria;D_3_ Methanobacteriales;D_4_ Methanobacteria
D 0 Bacteria;D_1_Epsilonbacteraecta,D 2 Campylobacteria,D_3 Campylobacterales,D 4 Campylobac
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_Clostridia;D_3 _DTU014,D 4 uncultured bacterium
D_0_Bacteria;D_1 Lentisphaerae;D_2_ Lentisphaeria;D_3_ Victivallales;D_4_ Victivallaceae
D_0_Bacteria;D_1_Tenericutes;D_2_ Mollicutes;D_3_ Mollicutes RF3%D_4_uncultured rumen bacterium

Obrazek 15: Sloupcové grafy — médium. Grafy porovnavajici bakterialni zastoupeni
ve fekalnich vzorcich (B, C, D) s ptidavkem MYR podle kritéria McD. pufr a BHI

médium.
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Legenda: . D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3_Clostridiales;D_4_ Lachnospiraceae
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ ClostridiaiD_3_Clostridiales;D_4_ Ruminococcaceae

D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D 2 Bacteroidia,D_3 Bacteroidales;D_4_ Bacteroidaceae

Unassigned; _;__
D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3 Bacteroidales;D_4_ Prevotellaceae
D_0_Bacteria;D_1_Actinobacteria;D_2_ Coriobacteriia;D_3_ Coriobacteriales;D_4_Coriobacteriaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Clostridia,D_3_Clostridiales;D_4_ Christensenellaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Negativicutes;D 3 Sel dales;D_4_ \eillonellaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia,D_3_Bacteroidales;D_4_ Rikenellaceae

100%

D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia;D_3 Bacteroidales;D_4_Tannerellaceae
D_0_Bacteria;D_1_Actinobacteria;D_2_ ActinobacteriaD_3_ Bifidobacteriales;D_4_ Bifidobacteriaceae
D_0_Bacteria;D_1_Protecbacteria,D_2_Gammaproteobacteria;D_3_Betaproteobacteriales;D_4_ Burkhole
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ BacilliD_3_ Lactobacillales;D_4_ Streptococcaceae
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Erysipelotrichia;D_3_ Erysipelotrichales;D_4_ Erysipelotrichaceae

. D_0_Bacteria;D_1_ Protecbacteria,D_2_Gammaproteobacteria;D_3_Enterobacteriales;D 4 Enterobacter

. D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D 2 Bacteroidia,D_3_Bacteroidales;D_4_ Barnesiellaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_Clostridia;D_3_Clostridiales;D_4_Peptostreptococcaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Clostridia,D_3_ Clostridiales;D_4_Family XIll
D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D 2 Bacteroidia,D_3_Bacteroidales,D_4_ Marinifilaceae
D_0_Bacteria;D_1_ Proteobacteria,D_2_Deltaproteobacteria;D_3_ Desulfovibrionales;D_4_Desulfovibrion
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_ 2 Clostridia,D_3_ Clostridiales;D_4_Clostridiales vadinBEG0 group
D_0_Bacteria;D_1_Actinobacteria,D_2_ Coriobacteriia;D_3_ Coriobacteriales;D_4_ Eggerthellaceae

. D 0_Bacteria;D 1 Tenericutes;D_2_ Mollicutes;D 3 Mollicutes RF33,D 4 uncultured bacterium

. D_0_Bacteria;D_1_FirmicutessD_2_ ClostridiaD_3_ Clostridiales;D_4_Clostridiaceae 1

30%

Relativni zastoupeni

D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Bacilli;D_3_Lactobacillales;D_4_ Lactobacillaceae
40% . D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Negativicutes;D 3 Sel dales;D_4_ Acidaminococcaceae
D_0_Bacteria;D_1_ Proteobacteria,D_2_ Alphaprotecbacteria;D_3_ Rhodospirillales;D_4_ uncultured

D_0_Bacteria;D_1_Verrucomicrobia;D_2_ VerrucomicrobiaeiD_3_ Verrucomicrobiales;D_4  Akkermansiac

D_0_Bacteria;D_1_Tenericutes;D 2 Mollicutes;D_3_ |zimaplasmatales;D_4_ uncultured organism
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D 2 Clostridia,D_3_Clostridiales;D_4_ Peptococcaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Synergistetes;D 2 Synergistia;D_3_Synergistales;D_4_ Synergistaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Actinobacteria,D_2_Actinobacteria)D 3 Micrococcales;D 4 Micrococcaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3_Clostridiales;D_4_ Family XI

. D_0_Bacteria;D_1_Actinobacteria;D_2_ Coricbacteriia;D_3_ Coriobacteriales;D_4_ Atopobiaceae
D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2_ Bacteroidia,D_3_Flavobacteriales;D_4_ Flavobacteriaceae
D_0_Bacteria;D_1_ActinobacteriaD_2_Coriobacteriia;D_3_ Coricbacteriales;D_4_ Coriobacteriales Incert
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Clostridia,D_3_ Clostridiales;D_4_ Defluviitaleaceae
D_0_Bacteria;D_1_ActinobacteriaD_2_ ActinobacteriaD_3_ Actinomycetales;D_4 _Actinomycetaceae

. D_0_Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2_Bacteroidia,D_3_Bacteroidales;D_4_ Muribaculaceae

Vzarek D_0_Bacteria;D_1_Tenericutes;D_2_ MollicutesiD_3_ Mollicutes RF33,D_4_ gut metagenome

. D_0_Archaea,D_1_Euryarchaeota,D_2_Methanobacteria;D_3_ MethanobacterialesiD 4 Methanobacteria

. D_0_Bacteria;D_1_ProtecbacteriaD_2_Gammaproteobacteria;D_3_Pasteurellales;D 4 Pasteurellaceas
D_0_Bacteria;D_1_Epsilonbacterasota;D_2_Campylobacteria;D_3_Campylobacterales;D 4 Campylobac
D_0_Bacteria;D_1_Tenericutes;D_2_ Mollicutes;D_3_Mollicutes RF33,D_4_uncultured rumen bacterium
D_0_Bacteria;D_1_ Lentisphaerag;D_2_LentisphaerialD_3_Victivallales,D_4_ Victivallaceae
D_0_Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2_ Clostridia,D_3_DTU014:D_4_ uncultured bacterium

Obrazek 16: Sloupcové grafy — fekalni vzorky. Grafy porovnavajici bakteridlni
zastoupeni podle kritéria — fekalni vzorek B, C, D. Porovnani bakteridlniho

zastoupeni ve fekdlnich vzorcich B, C, D, které byly inkubované s pfidavkem MYR.
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Fekélni vzorky byly néasledné analyzovany metodu PCoA (analyza hlavnich
koordinat, z angl. ,principial coordinate analysis®). PCoA analyza je vyuzivana ke
zkoumani podobnosti vzorki v souboru a k nasledné vizualizaci. Z PCoA analyzy
vznikaji diagramy, na kterych jsou zobrazeny vSechny analyzované vzorky. Blizko
u sebe se nachdzeji podobné vzorky, dal od sebe jsou vzorky odlisné. Jednotlivé body
jsou analyzované vzorky, ze kterych byla pfipravena sekvenacni knihovna. Na Obrazku
17, str. 71 je diagram, ktery vystihuje podobnost mezi fekalnimi vzorky B, C, D
inkubované s pfidavkem MYR v McD. pufru a BHI médiu. Na obrazku je patrné
shlukovéni jednotlivych fekalnich vzork B, C, D inkubovanych v McD. pufru a BHI
médiu. Na Obrazku 18, str. 72 je znazornén graf typu ,,boxplot®, kterym jsou shrnuty
vysledky poctu operacnich taxonomickych jednotek (OTU, z angl. ,operational
taxonomic unit) v McD. pufru a BHI médiu. Tyto grafy ndm pomahaji porozumeét
rozmanitosti jednotlivych analyzovanych vzorkl. Stfedni cara v krabicovém grafu je
pro stfedni hodnotu rozmanitosti a je urcena medianem. V Pfilohach 6, 8, 10 jsou
zobrazeny diagramy PCoA analyzy podle kritérii: médium (McD. pufr/ BHI médium),
¢as inkubace (0, 3, 6, 24 a 72 hodin) a fekalni vzorek (B, C, D). Bakterialni rozmanitosti
podle kritérii: ¢as inkubace (0, 3, 6, 24 a 72 hodin), médium (McD. pufr/ BHI médium),
pridavek (s MYR/bez MYR) a fekdlni vzorek (B, C, D) jsou v Ptilohdch 7,9, 11 a 12.
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Obrazek 17: Diagram PCoA analyzy. Analyza je vytvotfena pro jednotlivé fekalni
vzorky B, C, D inkubované v McD. pufru a BHI médiu. Cervena barva jednotlivych
bodl patii fekdlnimu vzorku B inkubovaného v BHI médiu. Pro fekalni vzorek B
inkubovany v McD. pufru naleZi barva modra. Fekalni vzorek C je zobrazen oranZovou
barvou (pro inkubaci v BHI médiu) a zelenou barvou pro inkubaci McD. pufru. Fialova

barva (inkubace v BHI médiu) a Zlutd barva (inkubace v McD. pufru) je pro vzorek D.
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Obrazek 18: Graf znazoriujici bakteridlni diverzitu ve fekélnich vzorcich B, C, D inkubovanych v McD. pufru a BHI médiu. Bakterialni

rozmanitost ve vzorcich je pocitdna pomoci operacnich taxonomickych jednotek (OTU).
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5 Diskuze

Pro analyzy byly pouzity jen tfi fekalni vzorky B, C, D. Fekalni vzorek A byl z analyzy
vyfazen, protoze darce v prabéhu experimentu onemocnél a nebylo mozné provést
vSechny experimenty. Odebrané fekalni vzorky byly inkubované za anaerobnich
podminek s pfidavkem MYR a bez ptfidavku MYR. Fekdlni vzorky byly inkubovany
v tzv. ,,chudém® a ,,bohatém* médiu. Za ,,chudé*“ médium je povazovan McD. pufr,
protoze neobsahuje velké mnozstvi zivin, oproti BHI médiu, které je na ziviny bohaté.
Metodou RP-HPLC byl zjistovan ubytek MYR a piipadna pfeména MYR na DHM.
Ubytek a piipadnd preména byly vyhodnocovany na zakladé chromatografickych
analyz. Na Obrazku 9, str. 56 je zobrazen chromatogram pro standardni vzorek, ktery
obsahuje DHM, MYR a CHLXZ. CHLXZ byl ptidavan do vSech fekalnich vzorki a byl
pouzit jako vnitini standard. Na Obrazku 10, str. 57 jsou reprezentativni chromatogramy

pro fekalni vzorky inkubované v McD. pufu a BHI médiu.

Degradace MYR ve fekalnich vzorcich B, C, D inkubovanych v McD. pufru za
anaerobnich podminek byla sledovdna v prubéhu 0, 3 a 6 hodin. Ve vSech fekalnich
vzorcich je pozorovana degradace MYR fekalnimi bakteriemi v priibéhu inkubace.
Degradace MYR ve fekdlnim vzorku B probihala v case linearné, ale v ostatnich
vzorcich linedrni pribéh neméla. Ve vsech fekalnich vzorcich byl MYR detekovan jesté
po 6 hodinach inkubace. Ve fekalnim vzorku B po 3 hodinach inkubace byla degradace
MYR piiblizn€ 20%. Po 6 hodinach inkubace byla degradace MYR okolo 40 %. Nizka
rychlost degradace mliZze naznaCovat, ze se fekalni bakterie ve vzorku nemnoZily nebo
nevyuzivaly MYR. U fekélnich vzorki C a D byla degradace MYR rychlejSi nez
u fekalniho vzorku B. Ve fekalnim vzorku C bylo po 3 hodinach inkubace degradovano
okolo 35 % MYR a po 6 hodinach pfiblizné 85 %. Postupna degradace MYR byla
pozorovana i u fekalniho vzorku D, ve kterém doSlo po 3 hodinach inkubace k 50%
degradaci MYR. Po 6 hodinach doslo k 80% degradaci MYR. To nasvédcuje tomu, ze
v tomto fekalnim vzorku bakterie vyuzivaji jako zdroj energie pro svilj zivotni cyklus

MYR.

Vliv fekalnich bakterii na degradaci MYR byl pozorovan také u fekélnich
vzorkll B, C a D inkubovanych v BHI médiu za anaerobnich podminek. Fekalni vzorky
s pfidavkem MYR byly inkubované v BHI médiu v ¢ase 0, 3 a 6 hodin. Degradace

MYR ve fekalnich vzorcich B a D inkubovanych v BHI médiu také neprobihala v Case
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linearng. Naopak k linearni degradaci doSlo ve fekdlnim vzorku C. Fekalni bakterie
vzorku C degradovaly po 3 hodindch inkubace piiblizné 35 % MYR a po 6 hodinach
doslo k 70% degradaci. Ve fekdlnim vzorku B bylo po 3 hodinach inkubace
degradovéno 40 % MYR. A po 6 hodinach inkubace dosahovala degradace MYR 80 %.
Z toho Ize usoudit, Ze po 3 hodinach inkubace stfevni bakterie vyuzily pouze ¢ast MYR.
Po 6 hodinach inkubace se spotiecba MYR zvysila, to mize byt zplisobeno zvysenym
poctem fekalnich bakterii. Dal§im divodem velkého poklesu mnozstvi MYR ve vzorku
mezi ¢asem inkubace 3 a 6 hodin muze byt to, ze inkubace fekalnich vzorki prob¢hla
v BHI médiu. BHI médium je bohaté na ziviny, a to miiZze souviset s mirou a rychlosti
degradace MYR ve fekalnim vzorku. Ve fekalnim vzorku D dosSlo po 3 hodindch

inkubace k 55% degradaci MYR a po 6 hodinach byla degradace ptiblizné 70 %.

Z téchto vysledkl je patrné, Ze ve fekalnim vzorku D dochdzelo k degradaci
MYR jak v McD. pufru tak i v BHI médiu srovnatelng. Z toho lze usoudit, Ze rust
amnozeni bakterii v tomto fekdlnim vzorku nezavisi na pouzitém médiu a fekalni
bakterie vzorku D vyuzivaji pro své namnozeni MYR, proto po 3 hodindch inkubace
v McD. pufru i BHI médiu bylo ve vzorcich pfitomno okolo 50 % MYR. Fekalni
bakterie vzorku C degradovaly okolo 35 % MYR po 3 hodindch inkubace. Po 6
hodinach inkubace byly uZz rozdily v mnoZstvi degradovaného MYR. Rozdil mezi McD.
pufrem a BHI médiem byl okolo 10 %. To nasvéd€uje, Ze do 3 hodin inkubace se
bakterie mnozily stejnou rychlosti a vyuzivaly proto MYR také stejné. Ale po delsi
dobé inkubace v McD. pufru zacaly stfevni bakterie vice vyuzivat MYR. To nejspis$
souvisi s tim, Ze McD. puftr je médium, které neni bohaté na Ziviny. Proto pfi delsi dobé
inkubace potiebuji baterie jiny zdroj energie, kterym je MYR. Ve fekalnim vzorku B
jsou patrné rozdily v degradaci MYR mezi McD. pufrem a BHI médiem. Degradace
MYR v McD. puftru je oproti BHI médiu velmi pomala.

Metodou RP-HPLC byly analyzovany vzorky na pfitomnost DHM. Pfitomnost
DHM nebyla v Zz4dném z analyzovanych vzorkd potvrzena. Metabolit DHM nebyl
nalezen ani v praci [98] a [106]. Z toho lze usoudit, Ze fekalni bakterie za pouzitych
experimentalnich podminek nemohou pfeménovat MYR na DHM. Pfi porovnani
vysledkll z bakalaiské prace [106], kde byla zkouméana degradace MYR u zdravych
jedinct, s vysledky z této prace, je patrné, ze vliv onemocnéni nehraje zdsadni roli
v degradaci MYR fekéalnimi bakteriemi a urovenn degradace MYR je velmi podobna.

Tato prace byla zaméfena na zkoumani komplexniho metabolismu MYR vSemi
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fekalnimi bakteriemi obsazenymi v travicim traktu. Dal$i moznosti jak zjistit zda je
mozné redukéné metabolizovat MYR, je izolace nejvice zastoupenych fekalnich
bakterii a nasledna inkubace téchto bakterii na zivné pidé s obsahem MYR. Timto

pristupem byl studovan reduktivni metabolismus quercetinu [78], [80],[81].

Flavonoidni latky maji antimikrobidlni ucinky, napt. proti bakterii Clostridium
difficile [55], proto byly odebrany fekalni vzorky od pacientti s CD a byl zkouman vliv
MYR na bakteridlni zastoupeni pacientii s CD. Je znamo, ze flavonoly jsou lepSimi
inhibitory lipoxygenas, nez flavony. Mezi flavonoly s témito U¢inky patii quercetin
nebo nami zkoumany MYR [86], [87]. Vliv MYR na bakteridlni zastoupeni byl
zkouman metodou PCR-DGGE. Odebrané fekalni vzorky B, C a D byly inkubovany
s MYR a bez MYR v McD. pufru i BHI médiu za anaerobnich podminek po dobu 0, 3,
6, 24 a 72 hodin. Po inkubaci vzorkl byla provedena izolace 16S rRNA a nasledné jeji
namnoZeni pomoci metody PCR. Pro zjisténi zastoupeni a rozdilnosti fekalnich bakterii

ve vzorku byla pouZzita metoda DGGE.

Fotografie DGGE gelt pro fekalni vzorky B, C, D inkubované v McD. pufru
jsou na Obrazku 11, str. 59, ktery znazoriuje rozdilnost bakteridlniho zastoupeni mezi
fekalnimi vzorky B, C, D, které byly inkubované s ptidavkem MYR (M) nebo bez
ptidavku MYR (NK — negativni kontrola). Ve fekalnim vzorku B a C nedoslo v pribéhu
inkubace k vyraznym zméndm v bakteridlnim zastoupeni. Rozdilnost bakteridlniho
zastoupeni neni viditelnd ani mezi vzorky s pfidavkem MYR a bez pfidavku MYR.
Z toho lze soudit, Ze ptfidany MYR nem¢l vliv na bakterialni zastoupeni a na namnozeni
bakteriadlnich druhti ve vzorcich, které byly inkubované v McD. pufru. Ve fekalnim
vzorku D se objevil po 24 hodinach inkubace novy bakteridlni druh. Tento bakteridlni
druh byl pozorovan i v €ase inkubace 72 hodin. K jinym vyznamnym zméndm ve
fekalnim vzorku D nedoslo. Z fotografie také neni patrny rozdil mezi fekalnimi vzorky
inkubovanymi s MYR a bez MYR. Z fekalniho vzorku D byla se 100% shodou ur¢ena
bakterie Clostridium tepidum (viz. Tabulka 19, str. 61). Tato bakterie byla nalezena i ve
fekalnim vzorku C. Ve fekdlnim vzorku B byla také nalezena bakterie rodu Clostridium,
ale jednalo se o bakterii Clostridium sardiniense. Nejvice zastoupenymi bakterialni rody

ve fekalnich vzorcich byly bakterie rodu Gemmiger, Prevotella a Bacteroides.

Fekalni vzorky B, C, D byly také inkubovany v BHI médiu za anaerobnich
podminek. Inkubace probihala v ¢ase 0, 3, 6, 24 a 72 hodin. Fotogratie DGGE gelt jsou

75



na Obrazku 12, str. 60. Mezi jednotlivymi fekalnimi vzorky je viditelnd rozdilnost
v zastoupeni vyznamnych zon. Ve fekalnim vzorku B (Obr. 12, str. 60, ¢ast 1) jsou
sledovany nové zény po 3 hodinach inkubace a po 72 hodinach inkubace. Ve fekalnim
vzorku D jsou také pozorovatelné nové zony mezi ¢asem inkubace 6 a 24 hodin. Ze
sekvenacnich vysledkl bylo zjisténo, ze ve fekdlnim vzorku B se nachazeji bakterie
rodu Prevotella a bakterie rodu Faecalibacterium. Ve fekalnim vzorku D byly uréeny
navic bakterie rodu Faecalibacterium, Gemmiger, Blatutia. 7 fekélniho vzorku C se

podafilo urcit jen bakterii Erysipelothrix larvae a Kineothrix alysoides.

Pti porovnani fotografii DGGE gelt pro fekalni vzorek B (Obr. 11, str. 59, Obr.
12, str. 60) je patrné, ze fekalni bakterie byly vice stabilni v McD. pufru. Naopak v BHI
médiu doslo k nartistu a vymizeni zén. V McD. pufru a BHI médiu nebyl nalezen rozdil
mezi vzorky s pfidavkem MYR a bez ptfidavku MYR. Ve fekdlnim vzorku B
inkubovaném v McD. pufru i v BHI médiu byly nalezeny bakterie rodu Prevotella.
Srovnanim fotografii geld pro fekalni vzorek C lze zjistit, Ze v tomto vzorku nedochdzi
k zadnym vyznamnym zménam. Neni zde pozorovan zadny narGst ¢i ztrata zon,
rozdilnost neni patrna ani mezi vzorky s MYR a bez MYR. Z vyfiznutych zén se
nepodafilo urcit rody bakterii, které by byly spole¢né pro obé inkubac¢ni meédia.
Rozdilnost mezi jednotlivymi médii je patrnd u fotografii gelt fekalniho vzorku D. Na
fotografiich lze pozorovat, ze ve fekdlnim vzorku inkubovaném v McD. pufru, neni
tolik vyznamnych zon. To mize byt zptisobeno tim, Ze McD. pufr neni bohaty na Ziviny
a dokdzou se v ném mnoZit pouze hojné zastoupené bakterie. Oproti tomu BHI médium
je bohaté na Ziviny a proto je v ném moznost mnozeni i1malo zastoupenych
bakterialnich druhti. Sekvenovanim vyznamnych zén se podafilo urcit, Ze v obou

médiich byly pfitomny bakterie rodu Faecalibacterium.

Tato prace navazovala na poznatky ziskané v bakaléatské praci [106], kde byl
pozorovan vliv na bakteridlni zastoupeni za stejnych experimentalnich podminek, jaké
byly pouzity v této praci. Autofi zkoumali bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich
od zdravych darct. Dosli k zavéru, Ze u nékterych vzorkt dochéazi k nartstu a zaniku
zon pouze u vzorkd, které byly inkubované s MYR. Také zjistili, Zze zony, které se
vyskytly ve vzorcich bez ptidavku MYR, se u vzorkd s pfidavkem MYR neobjevuji.
V této praci byly pouzity fekalni bakterie od darcti s CD. Piedpokladalo se, Ze vysledky
budou podobné vysledkiim, které byly ziskané se vzorky od zdravych jedincii. Tedy, ze

ve fekalnich vzorcich od déarci s CD budou téZ patrné rozdily mezi bakteridlnim
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zastoupenim ve vzorcich s ptidavkem MYR a bez MYR. Také byl ocekévan rozdil mezi
jednotlivymi inkubac¢nimi ¢asy a mezi McD. pufrem a BHI médiem. Tyto pfedpoklady
se nepotvrdily. Naopak bylo zjisténo, ze flavonoidni litka MYR nemda vliv na
bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich od darci s CD. Ziejmé MYR neni pro

ptitomné fekalni bakterie toxicky a nedochézi jeho vlivem k zaniku fekalnich bakterii.

Pro detailngjsi zjisténi celkového bakteridlniho zastoupeni ve fekalnich vzorcich
B, C, D byla pouzita metoda NGS. Odebrané fekalni vzorky byly inkubované v McD.
pufru a BHI médiu v ¢ase inkubace 0, 3, 6, 24 a 72 hodin. Metodou NGS bylo zjisténo
bakterialni zastoupeni v jednotlivych fekalnich vzorcich B, C, D. Na Obrazku 14, str. 66
je zobrazeno porovnani bakteridlniho zastoupeni ve fekalnich vzorcich B, C, D
s ptidavkem MYR (MYR) ¢i bez ptidavku MYR (NK), které byly inkubované v McD.
pufru nebo BHI médiu. Z obrazku je patrné, Ze mezi vzorky s MYR a bez MYR neni
viditelny rozdil v bakteridlnim zastoupeni. Ve vSech vzorcich se nachazeji bakterie rodu
Bacteroidaceae, Prevotellaceae (kmen Bacteroidetes) a bakterie rodu Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae (kmen Firmicutes). Ve fekalnim vzorku B a D inkubovaném v McD.
pufru bylo nalezeno velké mnozstvi neidentifikovanych bakterii bez rozdilu, zda byl
fekalni vzorek inkubovany s MYR nebo bez ptidavku MYR. V ostatnich fekalnich
vzorcich inkubovanych v McD. pufru 1 BHI médiu byly také nalezeny

neidentifikovatelné bakterie, ale jejich zastoupeni ve vzorcich neni velké.

Rozmanitost bakteridlniho zastoupeni ve fekalnim vzorku B se méni v zavislosti
na pouzitém meédiu. Bakterie rodu Ruminococcaceae jsou ve vzorcich inkubovanych
v McD. pufru a BHI médiu zastoupeny v pfiblizn€ stejném mnoZstvi. Oproti tomu
bakterie rodu Lachnospiraceae a Prevotellaceae jsou vice zastoupeny v BHI médiu nez
v McD. pufru. Opaény trend v zastoupeni je pozorovatelny u bakterii rodu
Bacteroidaceae, které jsou vice zastoupeny v McD. pufru nez v BHI médiu. Z téchto
rozdilnosti 1ze usoudit, ze bakterie rodu Lachnospiraceae a Prevotellaceae se mohou
1épe mnozit v médiu, které je bohaté na ziviny. Naopak bakterie rodu Bacteroidaceae
nepotitebuji ke svému mnozeni ziviny. Ve fekalnim vzorku B inkubovaném v McD.
pufru byly také ve vétSim mnozstvi nalezeny bakterie rodu Rikenellaceae,
Christensenellaceae nebo bakterie ttidy Gammaproteobacteria. Také zde byly nalezeny
ve vétsim poctu bakterie, které se neopafilo identifikovat. V BHI médiu bylo nalezeno
méné neidentifikovatelnych bakterii, ale také mén€ bakterii rodu Rikenellaceae

a Christensenellaceae. Bakteriadlni zastoupeni ve fekdlnim vzorku C se také méni
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v zé&vislosti na pouzitém médiu. Ve vzorcich inkubovanych v BHI médiu se nachazi
vice bakterii rodu Bacteroidaceae a Lachnospiraceae nez ve vzorcich inkubovanych
v McD. pufru. Bakterie rodu Ruminococcaceae maji vyssi zastoupeni v McD. pufru,
nez v BHI médiu. Pouze bakterie rodu Prevotellaceae jsou jak v McD. pufru, tak
1 v BHI médiu zastoupeny v minimalnim mnozstvi. Fekélni vzorek C obsahuje vétsi
mnozstvi bakterii rodu Bifidobacteriaceae (McD. pufr i BHI médium). Bakterie tiidy
Gammaproteobacteria se v tomto fekalnim vzorku nevyskytuji nebo jsou piitomné
pouze v minimalnim mnozstvi (rod Enterobacteriaceae). Ve fekalnim vzorku D bylo
vice bakterii rodu Ruminococcaceae a Bacteroidaceae v McD. pufru, nez v BHI médiu.
Naopak vyssi pocet bakterii rodu Prevotellaceae a Lachnospiraceae byl u vzorkl
inkubovanych v BHI médiu, nez v McD. pufru. V tomto fekdlnim vzorku byly ve
vy$§im mnoZstvi nalezeny také bakterie rodu Coriobacteriaceae, Veillonellaceae
a Burkholderiaceae. Bakterie rodu Burkholderiaceae (ttida Gammaproteobacteria) se
v tomto fekalnim vzorku vyskytuje ve veétSim mnozstvi, ostatni rody se vyskytuji

minimaln¢, nebo nebyly nalezeny.

V souladu s literarnimi tdaji byly odebrany fekalni vzorky od dospélych darcii
s CD. JelikoZ v kazdém z odebranych fekalnich vzorkd byly nalezeny bakterie rodu
Ruminococcaceae, které souviseji s ptiznaky onemocnéni a jsou objevovany u pacientd,
kteti trpi CD [60]. Zjisténé bakteridlni rody, jako napt. Veillonellaceae,
Enterobacteriaceae nebo Pasteurellaceae, jsou bakterie b&zn¢ se vyskytujici ve
fekalnich vzorcich pacienti s CD. Jejich vysoké zastoupeni ve fekalnich vzorcich je
spojeno se zavaznosti onemocnéni [107]. Naopak bakterie rodu Christensenellaceae
patfi mezi prospésné bakterie a vyskytuji se u zdravého jedince. Pfi onemocnéni CD
dochazi k jejich ztrat¢ [108]. Pti analyze NGS byl tento bakterialni rod nalezen ve
vétSim zastoupeni u fekalniho vzorku B (viz. Obr. 14, str. 66). V ostatnich fekalnich
vzorcich byl bakteridlni rod Christensenellaceae také nalezen, ale jeho zastoupeni je
snizeno (procentualni zastoupeni viz. Pfiloha 3). Z téchto vysledkt 1ze predpokladat, ze
darce fekalniho vzorku B mé snizenou aktivitu CD, tzn. Ze se u né&j v dobé odebirani
fekalniho vzorku neprojevovaly pfiznaky typické pro CD (napf. bolesti bficha,

chronicky prijem).

Je znamo, Ze pacienti s CD maji méné bakterii Clostridiales (napf.
Faecalibacterium prausnitzii). Nami odebrané a analyzované fekalni vzorky obsahuji

mnoho bakteridlnich rodt z Clostridiales, ale bakterii Faecalibacterium prausnitzi se
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metodou NGS nepodafilo najit. Tato bakterie byla nalezena metodou DGGE
a naslednym sekvenovanim ve fekalnim vzorku B a D. Ve fekalnim vzorku C se jeji
pfitomnost nepotvrdila. Bakteridlni rod, ktery byl nalezen ve fekélnich vzorcich

metodou DGGE a metodou NGS jsou bakterie rodu Prevotellaceae.

Na Obrazku 17 (str. 71) je analyza metodou PCoA. Metoda PCoA slouzi
k zobrazeni podobnych vzorkti v souboru dat. Na Obrazku 17 (str. 71) je zobrazeno
shlukovéani podle fekalniho vzorku a zaroven podle typu pouzitého média. Vysledny
diagram je rozdélen na tii Casti podle fekalniho vzorku. Z diagramu je patrné, ze
u fekdlniho vzorku B a C dochazi ke shlukovani vzorkii podle typu média, ale
podobnost mezi témito médii neni patrnd. Naopak u fekalniho vzorku D dochazi
k shlukovani jednotlivych fekalnich vzorkt B, C, D podle médii. Je znazornéna
podobnost mezi vzorky, které byly inkubované v McD. pufru a BHI médiu. Zavérem je

mozno shrnout to, Ze podobnost zavisi na fekalnim vzorku a na typu média.

Souborné vyhodnoceni rozmanitosti bakteridlnich druhi je znazornéno na
Obréazku 18 (str. 72). Rozmanitost je uréena podle poctu OTU. Obrazek 18 (str. 72)
znazornuje bakteridlni rozmanitost mezi fekdlnimi vzorky B, C, D, které byly
inkubované¢ v McD. pufru a BHI médiu. Fekédlni vzorek B mé vyss$i rozpéti
bakterialnich druhi v McD. pufru. V BHI médiu je rozpéti bakteridlnich druht niZsi.
Tento trend je patrny i u ostatnich vzorkid. Fekalni vzorky, které byly inkubované
v McD. pufru maji vyssi bakterialni rozmanitost, nez vzorky inkubované v BHI médiu.
Z téchto vysledkii rozmanitosti 1ze usoudit, Zze je vétsi diverzita bakteridlnich druht

v médiu, které je chudé na ziviny (McD. pufru), nez v bohatém médiu (BHI médium).

Vysledky této prace rozsifily poznatky o bakteridlnim zastoupeni ve fekalnich
vzorcich od darcii s CD, které byly inkubované za anaerobnich podminek s pfidavkem
MYR a bez pfidavku MYR ve dvou odlisnych médiich (McD. pufr a BHI médium)
v prib¢hu 72 hodin. Pro pfesné pochopeni vlivu pouzitych experimentalnich podminek
na fekalni bakterie, které byly obsazeny ve vzorcich od darct s CD, by bylo vhodné
porovnani bakteridlniho zastoupeni ve fekélnich vzorcich od zdravych darct. Také by
bylo mozné porovnat bakteridlni zastoupeni ve fekélnich vzorcich od darcti s CD, ktefi
podstupuji jiny druh 1écby (napt. biologicka terapie). Z prezentovanych vysledki je

ziejmé, Ze pro zjiSténi piesné rozdilnosti bakteridlniho zastoupeni mezi zdravymi
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jedinci, pacienty s CD a vlivem MYR by bylo vhodné pouzit kombinaci metod PCR-
DGGE a NGS.
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6 Souhrn

S fekalnimi vzorky od pacienti s CD byla metodou RP-HPLC sledovédna
anaerobni degradace MYR v McD. pufru a BHI médiu. Bez ohledu na zdroj
vzorku a inkubacni podminky byl MYR v reakéni smési za 6 hodin inkubace
degradovén ze 70-85 %.

Za pouzitych experimentdlnich podminek nebyla detekovana reduktivni
pfeména MYR na DHM.

Metodou PCR-DGGE byl zkouman vliv MYR na fekalni bakterie obsazené ve
fekalnich vzorcich od pacientli s CD. Inkubace fekalnich vzorkti s MYR nevedla
ke zméné zastoupeni jednotlivych rodi bakterii ve srovnani se vzorky, kde
flavonoid nebyl pouzit.

Technikou NGS v kombinaci PCR-DGGE se podatilo identifikovat bakterie

rodu Prevotellaceae, které jsou typické pro mikrobiom pacientii s CD.
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Piiloha 1: Zkraceny protokol lon PGM™
Hi-Q™ View Kit
Run the Ion OneTouch™ 2 Instrument At 4:00 pm

1. Ensure that the centrifuge lid of the Ion OneTouch™ 2 Instrument is closed.

2. On the home screen, touch Run:

inn_.ton*egt -

3. Touch the drop-down menu, then select PGM: Ion PGM™ Hi-Q™ OT?2 Kit-
400

Ageliet==lll P51 lon PGM™ Hi-0 OT2 Kit - 200
lan 55 1an S20/530 KIt- OT2 200bp
lon 55 lon 520/530 Kit- OTZ 400bp
lan 55:lon 540 Kit - OT2
PCM: lon OneTouch™ Select Template Kit

0 PG 10N FGM ™ HI-0 OT 2 Kt - 200

PGM: lon PGM™ Hi-Q OT2 Kit- 400
FGM: lon FGM™ Hi-O Wiew OT2 Kit- 200
PGM: lon PGM™ Hi-0 wiew OT2 Kit - 400
PGM: lon PGM™ Templabs 072 200 Kit

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

Frotocol: Protor

;‘E;@

Assisted | Expert

6 E 1.56 i Q.00 P5I E 24C

* Assisted mode displays the individual task screens for setting up the run. Select this
mode if you are a new user and need step-by-step onscreen guidance. Complete each
task, and prepare and install the amplification solution then touch Next.
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Set up the Ion OneTouch™ 2 Instrument

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

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

2. Install the Ion OneTouch™ Recovery Router into the center slot of the
centrifuge and close the centrifuge lid.

i1y lon OneTouch™ Recovery Tube
(Zy lon OneTouch™ Recovery Router

B) Install the Ton OneTouch™ Amplification Plate:

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

o o e

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

Up pesition Down position

. A

D) Install the Reagent Tubes

1. Install the Ion OneTouch™ Qil: fill the Reagent Tube half-full with Oil.

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

E) Empty the waste container of waste.

F) Prepare the amplification solution

To a 2-mL tube (violet cap) containing 800 uL of Ion PGM™ Hi-Q™ View Reagent
Mix, add the following components in the designated order. Add each component, then
pipet the amplification solution up and down to mix:
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Order | Reagent Cap color | volume
1 Nuclease-free Water 25ul
2 Ion PGM™ Hi-Q™ View Enzyme Brown 50 uL
Mix
3 Diluted library (40pM) 25uL
4 Ion PGM™ Hi-Q™ View ISPs Black 100uL

Prepare the Ilon PGM™ Hi-Q™ View ISPs:
a. Vortex the ISPs at maximum speed for / minute to resuspend the particles.
b. Centrifuge the ISPs for 2 seconds.
c. Pipet the ISPs up and down to mix.
d. Immediately proceed to the next step.

G) Fill and install the Ton OneTouch™ Reaction Filter

(1) Sample port

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

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

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

4. Invert then install the filled Ion OneTouch™ Reaction Filter into the three holes on
the top stage of the lon OneTouch™ 2 Instrument

96



g
T
'}
4
F

%'f

g BE

=

|
H) Start the run
1. After installing the Ion OneTouch™ Reaction Filter, touch Next to start the run.

Remove the samples <16 hours after starting the run.

Day 2 in the morning

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

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

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

4. Remove all but 100 pL of the Recovery Solution from each Recovery Tube.
5. Process the ISPs:
a. Add 500 pL of Wash Solution to each Recovery Tube.

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

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

d. Remove all but 100 pL of the Wash Solution from the tube. (Withdraw the
supernatant from the surface and on the opposite side from the
pellet).
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B) Enrich the template-positive lon PGM™ Hi-Q™ View ISPs

B1) Prepare reagents then fill the 8-well strip

1. Obtain an 8-well strip. Ensure that the square-shaped tab of an 8-well strip is on the
left:

2. Pipet the ISPs up and down 10 times to mix, then transfer the suspension into Well 1
of the 8-well strip.

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

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

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

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

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

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

Prepare fresh Melt-Off Solution by combining the components in the following order:

Order | Component Volume
1 Tween™ Solution 280 pL
2 IM NaOH 40 pL
Total 320 pLL
Well number Reagent to dispense in well
Well 1

100 pL Template positive ISPs

Well 2 130 pL Dynabeads™ MyOne™
Streptavidin C1 Beads+ My One™ Beads
Wash Solution
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Well 3 300 pL of Ion OneTouch™ Wash Solution
Well 4 300 pL of Ion OneTouch™ Wash Solution
Well 5 300 uL of Ion OneTouch™ Wash Solution
Well 6 "

Well 7 300 pL  of freshly-prepared Melt-Off

Solution
Well 8 1
/

1
i

ky

‘:'nm‘rz:!@% @'@'5‘@‘

h

—

**Confirm that the square-shaped tab is on the left, then insert the filled 8-well strip
with the 8-well strip pushed all the way to the right end of the slot of the Tray

B2) Prepare the Ion OneTouch™ ES
1. Install a new PCR collection tube and a new pipette tip.

2. Add 10 pL of Neutralization Solution to a new 0.2-mL
PCR tube.

B3) Perform the run

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

2. At the end of the run, the instrument displays "End" and beeps. Press the
Start/Stop button

99




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

4. Mix the contents of the PCR tube by gently inverting the tube 5 times.
Note: Ensure that the 0.2-mL PCR tube has >200 pL of solution containing the
enriched ISPs. After a successful run on the instrument, the sample is in ~230 pL of
Melt-Off Solution, Ion OneTouch™ Wash Solution, and Neutralization Solution. If
the tube has <<200 pL of solution containing the enriched ISPs, contact Technical
Support.

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

C) Clean the Ion OneTouch™ 2 Instrument

1.

10.

11.

12.

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

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

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

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

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

On the home screen of the instrument, touch Clean.

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

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

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

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

Touch Next to return to the home screen on the instrument.
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Piiloha 2: Zkraceny protokol lon PGM™
Hi-Q™ View Sequencing Kit

A)

Clean the Ion PGM™ System

18 MQ water cleaning

1.
2.

10.

B)

Press Clean, and select the 18-M(Q water cleaning. Press Next.
Secure a used chip designated for cleaning in the chip clamp.
Keep the sippers in place at all positions. Press Next.

Rinse each bottle with ~100 mL of 18 MQ water.

. Add 250 mL of 18 MQ water bottle W1.

Rinse the sipper tube in the W1 position with 18 MQ water.

Attach the 250-mL bottle containing 18 MQ water to the W1 position,
ensuring that the W1 cap is screwed on tightly. Press Next.

Place the empty bottles W2 and W3 position. Do not screw on the caps.

Place collection trays below the reagent sippers in the dNTP positions. Press
Next to begin cleaning.

When cleaning is complete, remove the bottles and sippers from the W1, W2
and W3 positions. Leave the reagent sippers and collection trays in place.
Press Next to return to the main menu and proceed to initialization.

Initialize the lon PGM™ System

Before initialization Check the tank pressure for the nitrogen gas.

Prepare the Wash 2 Bottle

l.
2.

4.
3.

Rinse the Wash 2 Bottle (2 L) 3 times with 200 mL of 18 M(Q water.

Fill the bottle to the mold line with 18 MQ water. The volume of water is ~2
liters.

Add the entire bottle of lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing W2 Solution
to the Wash 2 Bottle.

Add 70 pL of 100 mM NaOH to the Wash 2 Bottle.

Cap the bottle and invert 5 times to mix

Prepare the Wash 1 and Wash 3 Bottles
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1. Rinse the Wash 1 and Wash 3 Bottles 3 times with 50 mL of 18 MQ water.

2. Wash 1 Bottle: Add 350 pL of freshly prepared 100 mM NaOH to the Wash 1
Bottle, then cap the bottle.

3. Wash 3 Bottle: Add lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing W3 Solution to the 50-
mL line marked on the Wash 3 Bottle, then cap the bottle.

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

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

lon PGM™ System
o

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

After you press Next, the system will check the gas pressure.
4. attach a new, long gray sipper to the cap in the W2 position.

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

6. install new sipper tubes (short gray) in the caps in the W1 and W3 positions.
7. attach the prepared Wash 1 and 3 Bottles, then tighten the caps. Press Next.

8. the sequencer begins adjusting the pH of the W2 Solution, which takes ~30
minutes. After 15 minutes, check the instrument touchscreen to confirm that
initialization is proceeding normally.

Prepare the 50 mL Reagent Bottles with ANTPs

1. label four new Reagent Bottles as dGTP, dCTP, dATP, and dTTP.
2. Put 20 pL of each ANTP stock solution into its respective Reagent Bottle.

3. Cap each Reagent Bottle and store on ice until you are ready to attach it to the
instrument. dNTP stocks back into —20°C for storage.

Attach the sipper tubes and Reagent Bottles

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

2. insert a new sipper tube (blue) into each dNTP port.
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3. Attach each prepared Reagent Bottle to the correct ANTP port and tighten firmly
by hand until snug. Press Next.

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

5. At the end of initialization, lon PGM™ System will measure the pH of the reagents:
* [f every reagent is in the target pH range, a green Passed screen will be displayed.
6. Press Next to finish the initialization process and return to the main menu.

C) Load the chip

Add controls to the enriched., template-positive ISPs

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

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

Anneal the Sequencing Primer

1. Mix the tube containing the ISPs by thoroughly pipetting up and down.
2. Centrifuge for 2 minutes at 15,500 x g.
3. Remove the supernatant. Leave~15 pL in the tube

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

5. Pipet the mixture up and down thoroughly to disrupt the pellet.

6. Place the tube in the thermal cycler, Program a thermal cycler for 95°C for 2
minutes and then 37°C for 2 minutes, then run the program.

Perform Chip Check

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

2. Use the same used chip that was used for initialization. Press Next to clean the
fluid lines.

3. Select the instrument that you used to prepare the template-positive ISPs
(OT?2). Then press Next.

4. Use the scanner to scan the barcode located on the new chip, or press Change
to enter the barcode manually.

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

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

Bind the Sequencing Polymerase to the ISPs

1. After annealing the Sequencing Primer, add 3 pL of Ion PGM™ Hi-Q™ View
Sequencing Polymerase to the ISPs, for a total final volume of 30 pL.

2. Pipet the sample up and down to mix, then incubate at room temperature for 5
minutes.

Remove liquid from the chip

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

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

3. Insert the pipette tip firmly into the loading port, then remove as much liquid as
possible from the loading port. Discard the liquid.

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

5. Centrifuge for 5 seconds to empty the chip completely.

6. Remove the chip from the bucket, then wipe the bucket with a disposable wipe to
remove any liquid.

Load the chip

1. Place the chip right side up in the bucket on flat surface. Following polymerase
incubation, load the chip with following volume of prepared ISPs
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Chip Volume to load Recommended pipettel]

lon314" or lon Entirevolume | Rainin” Pipet-Lite” LTS L-100XLS, 10-100 pL
318" Chip (~30 pL)

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

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

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

4. Remove, then discard any displaced liquid from the other port of the chip.

5. Transfer the chip in the bucket to the minifuge with the chip tab pointing in (toward
the center of the minifuge), then centrifuge for 30 seconds.

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

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

* Ion 316™ or Ion 318™ Chip: 25 puL

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

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

10. Slowly remove as much liquid as possible from the chip by dialing the pipette.
Discard the liquid.
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11. Turn the chip upside-down in the bucket, transfer it back to the minifuge, then
centrifuge for 5 seconds. Remove and discard any liquid.

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

D) Run

Select the Planned Run

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

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

Perform the run

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

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

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

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

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

6. When the run is complete, leave the chip in place, then touch Next to return to the
Main Menu.
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Priloha 3: Procentualni zastoupeni vSech bakterialnich druhu ve

fekalnich vzorcich s pfidavkem myricetinu a bez pfidavku myricetinu

Vyhodnoceni bakteridlniho zastoupeni je uvedeno podle kritéria: vzorek/médium/ptidavek bez ohledu na Cas inkubace. Sloupcové grafy jsou

uvedeny na Obrazku 14, str. 66.

Bakterialni zastoupeni ve fekalnim vzorku B

Fekalni vzorek B
Médium McD. BHI
Pridavek
NK MYR NK MYR
Bakterialni zastoupeni

Euryarchaeota;Methanobacteria;Methanobacteriales;Methanobacteriaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,00% 0,17% 0,09% 0,00%
Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales;Bifidobacteriaceae 0,37% 0,35% 0,36% 0,54%
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae 0,09% 0,17% 0,09% 0,00%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales; Atopobiaceae 0,00% 0,00% 0,09% 0,09%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae 0,55% 0,52% 3,21% 3,61%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriales Incertae Sedis 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Eggerthellaceae 0,09% 0,26% 0,45% 0,63%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae 11,72% 12,26% 6,24% 6,68%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Barnesiellaceae 1,28% 1,30% 0,45% 0,72%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Marinifilaceae 0,27% 0,43% 0,09% 0,27%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Muribaculaceae 0,00% 0,00% 0,18% 0,18%
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Fekalni vzorek

Médium McD. BHI
Pridavek
NK MYR NK MYR
Bakterialni zastoupeni
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae 6,41% 7,57% | 12,93% 10,57%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae 7,51% 7,48% 2,41% 2,71%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales; Tannerellaceae 1,56% 1,22% 1,52% 1,63%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Flavobacteriales;Flavobacteriaceae 0,18% 0,00% 0,00% 0,00%
Epsilonbacteraeota;Campylobacteria;Campylobacterales;Campylobacteraceae 0,00% 0,00% | 0,00% 0,00%
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae 0,37% 0,26% 0,09% 0,09%
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae 2,75% 2,96% 3,48% 2,98%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae 9,07% 8,35% 1,16% 0,99%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae 1 0,09% 0,00% 0,09% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiales vadinBB60 group 1,83% 1,30% 0,18% 0,09%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Defluviitaleaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Family XI 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Family XIII 0,27% 0,09% 0,18% 0,18%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae 16,76% 17,39% | 32,47% 32,70%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptococcaceae 0,00% 0,09% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptostreptococcaceae 0,00% 0,43% 0,09% 0,09%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae 21,25% 20,87% | 22,30% 21,05%
Firmicutes;Clostridia;DTUO014;uncultured bacterium 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Erysipelotrichia;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae 0,55% 0,43%| 2,05% 2,26%
Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales; Acidaminococcaceae 0,37% 0,17% 1,07% 1,08%
Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales; Veillonellaceae 3,66% 3,48% 3,03% 3,16%
Lentisphaerae;Lentisphaeria; Victivallales;Victivallaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
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Fekalni vzorek

Médium McD. BHI
Pridavek
NK MYR NK MYR
Bakterialni zastoupeni
Proteobacteria; Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;uncultured 0,09% 0,26% 0,36% 0,36%
Proteobacteria; Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae 0,64% 0,43% 0,09% 0,18%
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae 1,83% 1,39% 1,34% 1,90%
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 2,66% 2,09% 0,54% 2,08%
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pasteurellales;Pasteurellaceae 0,00% 0,09% 0,09% 0,00%
Synergistetes;Synergistia;Synergistales;Synergistaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Tenericutes;Mollicutes;lzimaplasmatales;uncultured organism 0,09% 0,09% 0,00% 0,00%
Tenericutes;Mollicutes;Mollicutes RF39;gut metagenome 0,18% 0,09% 0,00% 0,00%
Tenericutes;Mollicutes;Mollicutes RF39;uncultured bacterium 0,46% 0,61% 0,36% 0,45%
Tenericutes;Mollicutes;Mollicutes RF39;uncultured rumen bacterium 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae;Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae 0,00% 0,00% 0,09% 0,09%
Unassigned 7,05% 7,39% 2,85% 2,62%
Bakterialni zastoupeni ve fekalnim vzorku C
Fekalni vzorek C
Médium McD. BHI
Pridavek
NK MYR NK MYR
Bakterialni zastoupeni

Euryarchaeota;Methanobacteria;Methanobacteriales;Methanobacteriaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Actinobacteria;Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales;Bifidobacteriaceae 5,18% 5,73% 4,23% 3,44%
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

109




Fekalni vzorek

Médium McD. BHI
Pridavek
NK MYR NK MYR
Bakterialni zastoupeni
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales; Atopobiaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae 5,63% 5,19% 0,88% 0,79%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriales Incertac Sedis 0,09% 0,00% 0,10% 0,00%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Eggerthellaceae 0,18% 0,18% 0,49% 0,39%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae 19,46% 18,71% | 24,19% 24,02%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Barnesiellaceae 1,34% 1,34% 0,98% 0,79%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Marinifilaceae 0,45% 0,63% 0,20% 0,10%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Muribaculaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae 0,54% 0,63% 1,08% 0,79%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae 4.91% 4,03% 0,69% 1,28%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales; Tannerellaceae 1,61% 2,15% 3,83% 4,04%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Flavobacteriales;Flavobacteriaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Epsilonbacteraeota;Campylobacteria;Campylobacterales;Campylobacteraceae 0,00% 0,00% 0,10% 0,10%
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae 0,00% 0,00% 0,10% 0,00%
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae 0,09% 0,18% 0,98% 0,98%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae 1,07% 0,72% 1,77% 1,97%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae 1 0,54% 0,36% 0,39% 0,39%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiales vadinBB60 group 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Defluviitaleaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Family XI 0,00% 0,00% 0,10% 0,20%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Family XIII 0,18% 0,36% 0,10% 0,20%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae 29,20% 30,08% | 31,96% 32,28%
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Fekalni vzorek

Médium McD. BHI

Pridavek

—— - NK MYR NK MYR

Bakterialni zastoupeni

Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptococcaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptostreptococcaceae 1,61% 1,43% 1,18% 1,67%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae 19,46% 20,14% | 18,98% 18,01%
Firmicutes;Clostridia;DTUO014;uncultured bacterium 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Erysipelotrichia;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae 0,27% 0,27% 2,46% 3,25%
Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales; Acidaminococcaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales; Veillonellaceae 2,68% 2,86% 2,85% 2,56%
Lentisphaerae;Lentisphaeria; Victivallales; Victivallaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Proteobacteria; Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;uncultured 0,18% 0,18% 0,10% 0,20%
Proteobacteria;Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae 1,25% 1,61% 0,29% 0,30%
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Betaproteobacteriales;Burkholderiaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Proteobacteria;Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 0,80% 0,27% 0,29% 0,59%
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pasteurellales; Pasteurellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Synergistetes;Synergistia;Synergistales;Synergistaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Tenericutes;Mollicutes;Izimaplasmatales;uncultured organism 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Tenericutes;Mollicutes;Mollicutes RF39;gut metagenome 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Tenericutes;Mollicutes;Mollicutes RF39;uncultured bacterium 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Tenericutes;Mollicutes;Mollicutes RF39;uncultured rumen bacterium 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae;Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae 0,18% 0,18% 0,29% 0,49%
Unassigned 3,13% 2,78% 1,38% 1,18%
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Bakterialni zastoupeni ve fekalnim vzorku D

Fekalni vzorek D
Médium McD. BHI
Pridavek
NK MYR NK MYR
Bakterialni zastoupeni
Euryarchaeota;Methanobacteria;Methanobacteriales;Methanobacteriaceae 0,18% 0,09% 0,00% 0,00%
Actinobacteria;Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Actinobacteria;Actinobacteria;Bifidobacteriales;Bifidobacteriaceae 0,18% 0,17% 0,37% 0,37%
Actinobacteria;Actinobacteria;Micrococcales;Micrococcaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales; Atopobiaceae 0,00% 0,09% 0,09% 0,00%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriaceae 5,17% 3,71% 7,08% 5,24%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Coriobacteriales Incertae Sedis 0,00% 0,09% 0,00% 0,00%
Actinobacteria;Coriobacteriia;Coriobacteriales;Eggerthellaceae 0,26% 0,09% 0,37% 0,37%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Bacteroidaceae 12,01% 12,52% 9,10% 10,11%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Barnesiellaceae 0,00% 0,09% 0,00% 0,09%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Marinifilaceae 0,53% 0,26% 0,18% 0,28%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Muribaculaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Prevotellaceae 5,96% 5,61% 7,44% 4,96%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales;Rikenellaceae 2,10% 2,16% 0,64% 0,64%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Bacteroidales; Tannerellaceae 1,40% 1,30% 1,38% 1,38%
Bacteroidetes;Bacteroidia;Flavobacteriales;Flavobacteriaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Epsilonbacteraeota;Campylobacteria;Campylobacterales;Campylobacteraceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Lactobacillaceae 0,35% 0,09% 0,00% 0,09%
Firmicutes;Bacilli;Lactobacillales;Streptococcaceae 0,18% 0,09% 0,00% 0,00%
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Fekalni vzorek

Médium McD. BHI

Pridavek

—— - NK MYR NK MYR

Bakterialni zastoupeni

Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Christensenellaceae 2,89% 2,68% 0,64% 1,29%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiaceae 1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Clostridiales vadinBB60 group 0,26% 0,35% 0,09% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Defluviitaleaceae 0,09% 0,09% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Family XI 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Family XIII 0,09% 0,26% 0,55% 0,92%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Lachnospiraceae 22,87% 24,09% | 34,65% 33,36%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptococcaceae 0,09% 0,00% 0,09% 0,09%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Peptostreptococcaceae 0,09% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Clostridia;Clostridiales;Ruminococcaceae 30,06% 30,74% | 23,07% 26,38%
Firmicutes;Clostridia;DTUO014;uncultured bacterium 0,00% 0,00% 0,00% 0,09%
Firmicutes;Erysipelotrichia;Erysipelotrichales;Erysipelotrichaceae 0,44% 0,78% 0,64% 0,55%
Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales; Acidaminococcaceae 0,09% 0,00% 0,00% 0,00%
Firmicutes;Negativicutes;Selenomonadales; Veillonellaceae 4,29% 4,40% 3,95% 4,69%
Lentisphaerae;Lentisphaeria; Victivallales;Victivallaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,09%
Proteobacteria; Alphaproteobacteria;Rhodospirillales;uncultured 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Proteobacteria;Deltaproteobacteria;Desulfovibrionales;Desulfovibrionaceae 0,79% 0,78% 0,28% 0,37%
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Betaproteobacteriales;Burkholderiaceae 1,67% 1,47% 4,32% 4,78%
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 0,18% 0,17% 0,00% 0,00%
Proteobacteria;Gammaproteobacteria;Pasteurellales; Pasteurellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Synergistetes;Synergistia;Synergistales;Synergistaceae 0,18% 0,26% 0,00% 0,00%
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Fekalni vzorek

Médium McD. BHI
Pridavek
NK MYR NK MYR
Bakterialni zastoupeni

Tenericutes;Mollicutes;Izimaplasmatales;uncultured organism 0,18% 0,35% 0,18% 0,18%
Tenericutes;Mollicutes;Mollicutes RF39;gut metagenome 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Tenericutes;Mollicutes;Mollicutes RF39;uncultured bacterium 0,35% 0,26% 0,18% 0,18%
Tenericutes;Mollicutes;Mollicutes RF39;uncultured rumen bacterium 0,00% 0,09% 0,00% 0,00%
Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae;Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae 0,00% 0,09% 0,18% 0,09%
Unassigned 7,10% 6,82% 4,50% 3,40%
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Priloha 4: Sloupcové grafy bakterialniho zastoupeni ve fekalnich

vzorcich

Sloupcové grafy znazorujici porovnani bakteridlniho zastoupeni ve fekalnich vzorcich B, C, D inkubované s ptidavkem MYR a bez piidavku

MYR v McD. pufru a BHI médiu v pribéhu tii dni.
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Legenda ke sloupcovym grafim ze str. 115.

D 0 Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3  Clostridiales;D_4 Lachnospiraceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3 Clostridiales;D_4 _RuminoCoccaceae

D 0 Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2 Bactercidia;D_3 Bacteroidales;D_4 Bactercidaceae

D 0 Bacteria;D 1 Bacteroidetes;D 2 Bacteroidia;D_3 Bacteroidales;D_4  Prevotellaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Megativicutes;D_3_ Selenomonadales;D_4  Veillonellaceae

D 0 Bacteria;D_1_ Actinobacteria;D_2 Coriobacteriia;D_3_ Coricbacteriales;D_4 Coriobacteriaceae
Unassigned; ;. :

D 0 Bacteria;D_1 Bacteroidetes;D_2 Bacteroidia;D_3 Bactercidales;D_4_ Rikenellaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3  Clostridiales;D_4 Christensenellaceae

D 0 Bacteria;D_1 Bacteroidetes;D_2 Bactercidia;D_3 Bacteroidales;D_4 Tannerellaceae

D 0 Bacteria;D_1_ Actinobacteria;D_2_ Actinobacteria;D_3 Bifidobacteriales;D_4 Bifidobacteriaceae
D_0_ Bacteria;D_1_ Protecbacteria;D_2 Gammaprotecbacteria;D_3  Betaprotecbacteriales;D_4_ Burkhol
D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Bacilli;D_3 Lactobacillales;D_4 Streptococcaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2_ Erysipelotrichia;D_3_ Erysipelotrichales;D_4_ Erysipelotrichaceae
D_0_Bacteria;D_1_ Protecbacteria;D_2 Gammaprotecbacteria;D_3  Entercbacteriales;D_4  Enterobacter
D 0 Bacteria;D 1 Bacteroidetes;D 2 Bacteroidia;D_3 Bacteroidales;D_4 Barnesiellaceae
D_0_Bacteria;D_1_ Protecbacteria;D_2 Deltaprotecbacteria;D_3 Desulfovibricnales;D_4  Desulfovibrion
D 0 Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4 Peptostreptococcaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2  Clostridia;D_3  Clostridiales;D_4  Clostridiales vadinEB60 group

D 0 Bacteria;D_1_Firmicutes;D_2 Megativicutes;D_3  Selenomonadales;D_4 Acidaminococcaceae
D_0_ Bacteria;D_1_ Actinobacteria;D_2 Coriobacteriia;D_3_ Coriobacteriales;D_4_ Eggerthellaceae

D 0 Bacteria;D_1_ Tenericutes;D_2  Mollicutes;D_3  Mollicutes RF3%:D_4  uncultured bacterium

D 0 Bacteria;D 1 Bacteroidetes;D 2 Bactercidia;D 3 Bacteroidales;D_4 Marinifilaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Verrucomicrobia;D_2_ Verrucomicrebiae;D_3 _ Verrucomicrobiales;D_ 4 Akkermansiac
D_0_Bacteria;D_1_ Protecbacteria;D_2_ Alphaprotecbacteria;D_3  Rhodespirillales;D_4  uncultured
D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3  Clostridiales;D_4 Clostridiaceae 1

D 0 Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3  Clostridiales;D_4  Family XIII

D 0 Bacteria;D 1 Tenericutes;D 2 Mollicutes;D 3 Izimaplasmatales;D_4  uncultured organism

D 0 Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 BacilliD_3 Lactobacillales;D_4 Lactobacillaceae

D_ 0 Bacteria;D_1_ Synergistetes;D_2 Synergistia;D_3  Synergistales;D_4 Synergistaceae

D_0_ Bacteria;D_1_ Actinobacteria:D_2_ Actinobacteria;D_3  Micrococcales:D_4 _ Micrococcaceae

D 0 Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3_ Clostridiales;D_4  Family XI

D_0_ Bacteria;D_1_ Epsilonbacteraeota;D_2_ Campylobacteria;D_3 Campylobacterales;D_4  Campylobac
D 0 Bacteria;D_1_Bacteroidetes;D_2 Bacteroidia;D_3 Flavobacteriales;D_4 Flavobacteriaceae

D 0 Bacteria;D 1 Tenericutes;D 2 Mollicutes;D 3 Mollicutes RF3%D 4  gut metagenome
D_0_Bacteria;D_1_ Bacteroidetes;D_2 Bacteroidia;D_3 Bacteroidales;D_4 Muribaculaceae

D_0_Bacteria;D_1_ Actinobacteria;D_2  Actinobacteria;D_3 Actinomycetales;D_4 Actinomycetaceae
D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3 Clostridiales;D_4 Peptococcaceae

D 0 Archaea;D_1_ Euryarchaeota;D_2 Methanobacteria;D_3 Methanobacteriales;D_4 Methanobacteria
D_0_ Bacteria;D_1_ Actincbacteria;D_2 Coriobacteriia;D_3_ Coriobacteriales;D_4_ Atopobiaceae

D_ 0 Bacteria;D_1_ Tenericutes;D_2  Mollicutes;D_3  Mollicutes RF3%;D_4  uncultured rumen bacterium

D 0 Bacteria;D_1_ Actinobacteria;D_2 Coriobacteriia;D_3_ Coricbacteriales;D_4 Coriobacteriales Incert
D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2 Clostridia;D_3  Clostridiales;D_4 Defluviitaleaceae

D 0 Bacteria;D_1_ Proteobacteria;D_2 Gammaprotecbacteria;D_3_ Pasteurellales;D_4 Pasteurellaceae
D_0_ Bacteria;D_1_ Firmicutes;D_2_ Clostridia;D_3  DTU014,D_4  uncultured bacterium

D 0 Bacteria;D_1_Lentisphaerae,D_2 Lentisphaeria;D_3 Victivallales;D_4  Victivallaceae
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Priloha 5: Tabulka procentualniho zastoupeni

bakterialnich druhti ve fekalnich vzorcich B, C, D

nejvyznamnejsich

Vzorek Cas inkubace [h] Médium | Lachnospiraceae |%] Ruminococcaceae [%] Bacteroidaceae %] Prevotellaceae [%]
Pridavek MYR NK MYR NK MYR NK MYR NK
0 15,84 16,49 19,74 23,54 15,94 12,36 11,06 10,41
3 13,56 16,05 18,44 18,44 16,49 14,43 13,23 9,11
6 McD. 11,61 11,82 21,37 22,78 15,18 13,12 10,41 8,68
24 13,45 13,23 21,04 21,26 12,58 13,02 7,81 5,86
72 12,15 12,69 21,91 17,79 12,47 13,56 3,15 2,71
B 0 25,7 22,23 26,57 30,26 3,15 3,47 22,02 22,23
3 28,74 28,52 25,49 2495 6,83 6,4 13,99 19,2
6 BHI 28,63 31,67 19,74 20,17 7,81 6,18 14,53 20,28
24 33,3 30,37 16,49 17,25 10,52 10,52 10,85 13,67
72 36,77 37,74 17,14 19,85 9,33 8,35 1,3 2,49
0 26,36 25,38 21,48 20,72 19,41 21,58 0,98 0,98
3 23,75 25,38 19,85 17,35 22,78 21,58 0,65 0,87
C 6 McD 24,51 24,73 19,2 20,73 21,69 22,78 0,98 0,33
24 27,01 26,46 20,28 18 20,17 23,43 0,76 0,33
72 20,25 27,66 25,24 17,9 20,39 22,23 14,15 0,11
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Vzorek Cas inkubace [h] Médium Lachnospiracea [%)] Ruminococcaceae [%] Bacteroidaceae [ %] Prevotellaceae | %]
Pridavek MYR NK MYR NK MYR NK MYR NK
0 34,71 32,43 16,59 17,46 23,75 22,23 0,98 2,71
3 27,66 25,81 16,49 16,59 31,02 33,08 2,28 0,98
C 6 BHI 32,54 30,48 15,29 18,66 27,87 28,63 0,76 1,19
24 35,68 34,27 19,85 21,37 20,82 23,54 0,11 0,33
72 28,74 30,69 19,74 21,04 26,36 23,32 0 0
0 19,31 25,61 28,96 31,93 17,03 25,79 12,69 17,89
3 21,04 20,61 29,72 30,69 12,26 8,89 11,61 12,36
6 McD. 21,15 21,58 31,24 29,07 13,23 17,25 9,22 8,68
24 24,84 24,62 32,97 31,34 15,29 13,67 1,3 2,93
72 22,23 20,5 34,71 29,07 13,67 19,74 0 0,11
b 0 23,64 26,68 32,86 28,63 16,05 11,93 7,38 10,74
3 36,98 36,66 23,97 23,75 10,2 7,7 11,06 13,77
6 BHI 36,88 39,59 24,08 15,62 9,65 9 9,54 13,34
24 34,71 33,08 26,03 22,78 8,35 9,22 1,08 4,77
72 33,51 34,82 26,03 22,99 9,54 9,44 0 0
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Priloha 6: Diagram PCoA analyzy podle

Kritéria: médium
Diagram PCoA analyzy pro porovnani shlukovani analyzovanych vzorkl podle kritéria:

pouzité¢ médium (McD. pufr a BHI médium).

_ Osa 2 (23,95 %)
. BHI
. McD.

Osa 1 (26,96 %)

Osa 3 (8,595 %)
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Priloha 7: Graf bakterialni rozmanitosti podle kritéria: médium

Graf porovnavajici bakteridlni rozmanitost v analyzovanych vzorcich podle kritéria: médium (McD. pufr a BHI médium). Bakterialni

rozmanitost ve vzorcich je pocitana pomoci OUT
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Priloha 8: Diagram PCoA analyzy podle

kritéria: fekalni vzorek

Diagram PCoA analyzy pro porovnani shlukovani analyzovanych vzorkl podle kritéria:

fekalni vzorek B, C, D.

Osa 2 (26,96 %) 4
B 5
H o & €
o
e® ®
.
on
®me
o® ©
®

Osa 1 (26,96 %)
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Priloha 9: Graf bakterialni rozmanitosti podle kritéria: fekalni vzorek

Graf porovnavajici bakteridlni rozmanitost v analyzovanych vzorcich podle kritéria: fekalni vzorek (B, C, D). Bakterialni rozmanitost ve

vzorcich je pocitana pomoci OUT.
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Priloha 10: Diagram PCoA analyzy podle

kritéria: ¢as inkubace

Diagram PCoA analyzy pro porovnani shlukovani analyzovanych vzorkl podle kritéria:

inkubacni ¢as (0, 3, 6, 24 a 72 hodin)
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Priloha 11: Graf bakterialni rozmanitosti podle kritéria: ¢as inkubace

Graf porovnavajici bakteridlni rozmanitost v analyzovanych vzorcich podle kritéria: ¢as inkubace (0, 3, 6, 24 a 72 hodin). Bakterialni rozmanitost

ve vzorcich je pocitdna pomoci OUT.
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Priloha 12: Graf bakterialni rozmanitosti podle kritéria: pfidavek

Graf porovnavajici bakteridlni rozmanitost v analyzovanych vzorcich podle kritéria: ptidavek. Bakteridlni rozmanitost ve vzorcich je pocitana

pomoci OUT. Porovnava rozmanitost ve fekalnich vzorcich s pfidavkem MYR a bez ptidavku MYR.
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