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Abstrakt

Stfevni mikrobiota je vyznamnym faktorem ve vyvoji nékterych onemocnéni, k nimz patii i
idiopatické stievni zanéty (IBD, n = 127), Ulcerozni kolitida, Crohnova choroba, a kolorektalni
karcinom (CRC, n = 64). Soucasti této prace je pripravit klinicky material rizného typu (stolice,
biopsie) k sekvenaci na platform¢ Illumina Miseq. Tohoto je dosazeno pies izolaci DNA, amplifikaci
16S a vnitiniho piepisovaného mezerniku (ITS), normlaizaci a ligaci sekvenac¢nich adaptord. Cilem je
pomci sekvenacnich dat popsat rozdily v mikrobiomu zdravych a nemocnych jedinct v ptipadé IBD
nebo zdravé a karcinomem zasazené tkané¢ u pacientd s CRC. Tuto praci tvoii i kultivacni ¢ast, kdy
jsou vzorky Cerstvé stolice (n = 3) kultivovany pfi Siroké skale aplikovanych podminek, jimiz je
zjisténa ekofyziologicka a druhova diverzita téchto vzorki klasickymi a molekularnimi metodami.
Zarovei je spolehliveé taxonomicky urc¢ena diverzita kultivovatelnych hub ve fekalnich vzorcich
amplifikaci relevantnich gent (ITS1, B tubulin, druhé nejvetsi podjednotky RNA polymerazy I1.,
RPB2) a néslednou oboustrannou sekvenaci Sangerovou metodou. Vybrané druhy hub jsou
zpracovany na lyzaty, kterymi jsou stimulovany buné¢né kultury mysich makrofagti (RAW). Vliv hub
na imunitni odpovéd’ je tak studovan in vitro a analyzovan imunologickymi metodami jako je
pratokova cytometrie (FASC) a kolorimetrické analyzy, enzymatickd imunoanalyza (ELISA) a
Griessova reakce.

Préce se tak neomezuje na pouhy popis zmén stievniho mikrobiomu, ale variabilitou
zapojenych metod se snazi o komplexni uchopeni tématiky sttevniho mikrobiomu a jeho souvislosti se

stfevnim onemocnénim.

Kli¢ova slova: mykobiom, mikrobiota, [llumina, ITS rDNA, diverzita, idiopaticky stfevni zanét,

kolorektalni karcinom, in vitro testy, imunoanalyzy



Abstract

Gut microbiota is considered an important factor in the development of various diseases including
inflammatory bowel disease (IBD, n = 127), Ulcerative colitis, Crohn’s disease, and colorectal cancer
(CRC, n = 64). A part of this thtesis is to prepare clinical material of different sorts (stool, biopsy) for
sequencing on Illumina Miseq platform. This is achieved trough DNA isolation, amplification of 16S
and internal transcribed spacer (ITS), normalization and ligation of sequencing adaptors. The aim of
this project is to describe the differences between microbiota in healthy and diseased subjects in case
of IBD or unimpaired and tumorous tissue for CRC patients. This research is also being based on
cultivation, where a fresh stool samples (n = 3) are cultivated in a broad range of conditions, which
enables us to obtain ecophysiological and species diversity of these samples by traditional and
molecular methods. The cultivable fungi are also assigned reliable taxonomy by amplification of
relevant genes (ITS1, B tubulin, second largest subunit of RNA polymerase I, RPB2) followed by
both-sided Sanger sequencing. Selected species of fungi are processed into lysates, which are used for
stimulation of mice macrofage cell line (RAW). Therefore the impact on immunity response is studied
in vitro and analyzed by immunological methods such as fluorescence-activated cell sorting (FACS)
and colorimetric assays, enzyme-linked imunosorbent assay and Griess reaction.

This thesis is not limited on a sole describtion of microbiome changes, but provides complex
preview of the intestinal microbiome and its links to intestinal disease trough variety of emploeyed

methods.

Key words: mycobiome, microbiota, [llumina, ITS rDNA, diversity, inflammatory bowel disease,

colorectal cancer, in vitro tests, imunoassays
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Seznam pouZzitych zkratek

ASCA Anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies Protilatky proti Saccharomyces cerevisiae
AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome Syndrom ziskaného selhani imunity
ALS Agglutinin-like sequence adhesins Adheziny sekvencné podobné aglutininu
APC Antigen presenting cell Antigen prezentujici bunka
BHI Brain-heart infusion agar Agar s infuzi mozek-srdce

CA Czapek agar Czapkiv agar
CD Crohn’s disease Crohnova choroba
CFU Colony forming units Jednotky tvoftici kolonie

CLRs C-type lectin receptors Lektinovy receptor C-typu
CYAS Czapek agar with 20 % NaCl Czapkav agar s 20 % NaCl

DRBC Dichloran rose-bengal chloramphenicol agar Dichloranovy agar s Bengalskou ¢erveni

ELISA Enzyme-linked imunosorbent assay Enzymatickd imunoanalyza
FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting Pritokova cytometrie

HC Healthy control Zdrava kontrola
HD Hirschsprung disease Hirschsprungova choroba
IBD Inflammatory Bowel Disease Idiopaticky stfevni zanét
IBS Irritable Bowel Syndrom Syndrom drazdivého tra¢niku
IL Interleukin Interleukin
ITS Internal Transcribed Spacer Vnitini pfepisovany mezernik
MAMPs Microbe-associated molecular patterns Molekularni vzory asociované s mikroby
MK Fatty acids Mastné kyseliny
NFxB Nuclear factor kB Nukleacni faktor kB
NK Natural killers Pfirozeni zabijeci
NLR Nucleotide-binding oligomerization domain-like Re?ceptory podobné nukleotid vazajici
receptors oligomeriza¢ni doméné
OTU Operational Taxonomic Unit Operacné taxonomicka jednotka
PANCA I;Aflzlrti%ucill?ar Anti-Neutrophil Cytoplasmic Protilétk}: proti perinukleirni oblasti cytoplasmy
ibodies neutrofild
PBS Phosphate-buffered saline Fosfatovy pufr
PCA Principal component analysis Analyza hlavnich komponent
PCR Polymerase Chain Reaction Polymerazova fetézova reakce
PDA Potato dextrose agar Bramborovo-dextrézovy agar

PRRs Pattern-recognition receptors Receptory rozpoznavajici molekularni vzory
PSC Primary sclerosing cholangitis Priméarni sklerotizujici cholangitida
rDNA Gene for rRNA Gen pro rRNA
RPB2 Second largest subunit of RNA polymerase 11 Druha nejvétsi podjednotka RNA polymerazy 11
SAB Sabouraud agar Sabouraudiv agar

TGF B Transforming growth factor Transformaéni ristovy faktor
TLRs Toll like receptors Receptory podobné Toll
TNFa Tumor necrosis factor o Tumor nekrotizujici faktor o

ucC Ulcerative colitis Ulcero6zni kolitida

qPCR

Quantitative PCR

Kvantitativni PCR



1. Uvod a cile

Diplomova prace vznikla v navaznosti na studium role bakterialniho mikrobiomu v rozvoji stfevnich
onemocnéni. Zatimco se vetSina praci omezuje na diverzitu bakterii, tato prace se soustredila
predevsim na houbové spolecenstvo stiev, které bylo ¢asteéné doplnéné o kontext bakteriialni slozky.
Diky nadstandardni spolupraci Laboratoie buné¢né a molekularni imunologie s klinickymi pracovistti
v Ceské republice bylo ziskano velké mnoZstvi vzorkil, coZ bylo nezbytnou podminkou této prace

z diivodu interindividualni variability ve sloZzeni mykobiomu (Monteiro-da-Silva, Araujo and
Sampaio-Maia, 2014).

Asociace mikroskopickych hub s onemocnénimi stiev je diskutovana od objeveni protilatek proti
Saccharomyces cerevisiae u pacientll s Crohnovou chorobou (CD). Tato bézna kvasinka indukuje
tvorbu protizanétlivého cytokinu IL-10, a byla tak spojena s pozitivnim pisobenim na slizni¢ni
homeostazy stiev (Sokol et al., 2016). Hojn€ zkoumany je také oportunné patogneni druh Candida
albicans. Mimo téchto dvou ptikladt vSak nejsou pfilis jasné Zivotni strategie, fyziologie,
metabolismus, imunomodulace ani celkovy vyznam druhti detekovanych v lidském stievé. Mykobiom
pacienti s kolorektalnim karcinomem (CRC) do dnesniho dne nebyl zatim ani popsan, a tak stejné
jako charakteristika zdravého mykobiomu stale chybi.

Sekvenovani nové generace (NGS) je v soucasnosti nejpouzivanéjSim nastrojem pro popis stievniho
mykobiomu. Idealnim pifipadem by bylo jeho doplnéni o kultivacni ¢ast, ktera umoziuje dalsi praci

s izolaty a posouva tak Cisté popisnou védu k ucelenym znalostem. Klasicka na kultivaci zaloZzena
metoda izolace hub je pfili§ narocna ve smyslu, designu pokusu, uchovavani vstupniho materialu,
investovaného ¢asu a nutnych zkusenosti. Zarovein ma nejisty vysledek dokladany pracemi, které
oznacuji vétsinu stievniho mykobiomu za nekultivovatelnou. V klinické praxi jsou nasledné bézné
aplikovany metody hmotnostni spektometrie (Gouba and Drancourt, 2015), které vyrazné usnadnuji a
urychluji indentifikaci kultur, avSak pfinaseji vyrazné zkresleni vii¢i druhtim casto detekovanych
lidskych patogentl. Souc¢asné se tyto porovnavaji oproti neucelenym databazim, a tak neumoziuji
divéryhodnou identifikaci kultur. Védecka praxe, ktera je provozovana mimo zdravotnicka centra, se
pii praci s klinickymi vzorky pacientd potyka s mnohymi problémy spojenymi s logistikou a
uchovanim vzorktl. V ptipade¢ stolice odbér provadi sdm pacient, ktery poté dopravi vzorek na klinické
pracoviste, ze kterého se nasledné€ musi dostat do rukou védeckého pracovnika, ktery jej zpracuje.
Casové naroénost popsaného postupu vystavuje vzorek piisobeni mnoha teplotnich proménnych, jenz
jsou v mnohych pfipadech nésledné zavrSeny dlouhodobym zamrazenim pti — 80 °C. V ptipadé
bakterialnich komunit byla pomoci NGS prokazana signifikantni zména v tstfednim poméru
Firmicutes/Bacteroidetes (Bahl, Bergstrom and Licht, 2012), u houbovych komunit nic podobného

zatim nebylo testovano.



Hlavnim cilem této prace je objasnénit roli mykobiomu ve vyskytu IBD a CRC. Konrétn¢ byla
porovnana struktura mykobiomu zdravych a nemocnych jedinct v ptipadé IBD i zdravé a karcinomem
zasazené tkané u pacientd s CRC. Nasledn¢ byla testovana odpoveéd imunitnich bun¢k na vybrané
druhy hub, ¢imZ byla nastinéna jejich role pii indukci zanétu. Projekt ma nasledujici dil¢i cile.

a) Optimalizovat metodiku ptipravy vzorkli k NGS (platforma Illumina Miseq) pro studium hub
a bakterii v biopsiich a fekalnich vzorcich.

b) Optimalizovat metodiku ke kultiva¢ni izolaci hub z fekalnich vzorkt. Tato ¢ast zahrnuje
testovani vlivu uchovavani biologického vstupniho materialu, kultiva¢ni atmosféry, teplot a
médii s cilem najit optimalni postup vedouci k izolaci nejvysi kvantity a kvality hub.

c) Validovat vysledky NGS a kultivaci porovnanim jejich vystupti. Kultury hub byly pouzity na
presné druhové urceni, coz umoznilo lepsi interpretaci NGS dat.

d) Testovat vybrané druhy hub v in vitro pokusech na bunéénych kulturach mysich makrofagt

k urceni jejich prozanétlivého potencialu.



2. Literarni uvod

2.1 Mikrobiom a jeho sloZeni

Clovéka odpradavna zajimaly drobné organismy, které osidluji lidské t&lo. Hippocrates, také
prezdivany jako otec racionalniho lékatstvi, psal jiz kolem roku 377 pt. n. l. o oralnich 1ézich, jez byly
ziejme zpusobeny oportunné patogennim rodem Candida. V roce 1681 pak Antony van Leeuwenhoek
popsal miniaturni rychle se pohybujici zivocichy v lidské stolici, které byly zpétné identifikovany jako
Giardia intestinalis (Dobell, 1920). Jednou z oblasti zajmu kolem roku 1897 byly i kvasinkovité
houby, tehdy souhrnné€ nazyvané Blastomycetes, jako hlavni zastupce rodu Saccharomyces, které byly
spojovany s tumory a rakovinou (Defendorf, 1897). Az pocatkem nového staleti vSak byly
pozorovany, kultivovany i testovany kvasinky pfitomné v lidské stolici (Anderson, 1917).

Dnes vime, ze lidské t€lo ma stovky mikrohabitati, které jsou osidleny specifickym mikrobiomem.
Mikrobiom je pojmenovani v§ech mikroskopickych organismil tvoficich unikatné funkéni
spoleCenstvo. Zaméiime-li se na zdravé stfevo, tak nejpocetnéjsi slozku tvoii bakterie (Whitman,
Coleman and Wiebe, 1998). To je ziejmé hlavni diivod, pro¢ je pojem mikrobiom ¢asto vztahovan jen
na prokaryota. Pro specifikaci houbové slozky se uziva bud’ spojeni houbovy mikrobiom nebo
jednoduse mykobiom (Ghannoum et al., 2010). Vyuziti t€chto pojmu v publikacich reprezentuje
Obrazek ¢.1.

2000
1B00
1600 -

35
1400 m:
1200 30
84
1000 25
E00 20 6|
£00 15 4]
400 10
24
- I|I 5 B I N
_____ | | |
U - O S e 8 T W LA LD 0 o [ = 0
= ©
ss S

“
=
L]

2000 [

2011

2002

2013 [

2014
2016

Obrazek 1: pocet praci publikovanych béhem let 1998-2016 v indexovanych databazich dle Web of Science;
téma a) lidska mikrobiota, b) lidska houbova mikrobiota, c) lidsky mykobiom.

Mezi ostatni eukaryota lidského stieva fadime helminty (Stoll, 1999) a mikroskopicka protista. U
téchto skupin se zajem koncentruje prevazné na patologicky pusobici druhy (Stensvold, Lebbad and
Verweij, 2011), ale existuji i druhy protist s nejasnym vlivem na hostitele (Tan et al., 2006). Funk¢éné
vyznamnou slozkou jsou archea (Nottingham and Hungate, 1968, Hoffmann et al., 2013) a jako
poslednti je tieba zminit viry (Kim et al., 2011), jejichZ vétSinu tvori bakteriofagy (Minot and Bryson,
2013).



2.2 Funkce mikrobiomu

Primarni funkci mikrobiomu je $tépeni slozek potravy. Slozeni mikrobiomu, takzvany enterotyp, je
siln€ asociovan s dlouhodobou stravou. Potrava bohata na proteiny, AK, nasycené MK je asociovana

s rody Becteroides, Alistipes, Parabacteroides a odpovida Zapadni stravé. Zatimco jidelnicek bohaty
na sacharidy, jednoduché cukry a nenasycené MK typické pro vegetaridny nebo pro chudsi stravu
agrarnich regioni je spojen s dominanci rodl Prevotella, Paraprevotella, Catenibacterium, Candida,
Methanobrevibacter a Nitrososphaera (Wu et al., 2011, Hoffmann et al., 2013). V kone¢ném dasledku
mikrobiom méni energetickou rovnovahu jedince tim, Ze rozstépi, a tak zprostiedkuje dostupnost jinak
nestravitelné energie i jeji uloZeni, coz mize vést az k nadvaze ¢i obezite. Jeho slozeni koreluje s BMI,
kdy se neobézni vyznacuji vyssim podilem Bacteroidetes a Mucorales a obézni Firmicutes (Ley et al.,

2005, Turnbaugh et al., 2006, Mar Rodriguez et al., 2015).

2.3 Interakce

Mikroby se v organismu vyskytuji usporadané do komplexnich spolecenstev, takzvanych biofilmii,
které jim umoznuji vzdjemné interakce. K jeho vzniku je nezbytné adherence (Klotz et al., 2007),
nasledné bunky proliferuji, tvofi mikrokolonie, agreguji a tvofi vysledny vicevrstevny biofilm. Hlavni
odlisnosti od voln¢ Zijicich bunék je akumulace extracelularni matrice (Kumamoto and Vinces, 2005)
slozené primarné z polysacharidli pfipominajicich bunécnou sténu spolu s proteiny, fosforem, aminy,
glukdézou, galaktézou a manodzou (Baillie and Douglas, 2000). Matrix vyplituje prostor mezi buitkami
a tvori asi 450 pum Sirokou vrstvu nad nimi. Na schopnosti adherovat se podili produkty mnoha gent,
napiiklad INT1p, koédujici povrchovy protein podobny sav¢im integrinim (Gale et al., 1998).

V piipadé dimorfnich hub jako je C. albicans se kvasinkova forma ptichytava k povrchu, roste, d€li se,
tvoii fetizky, takzvané pseudohyfy, a nakonec mize kli¢it hyfou. Tvorba biofilmu v§ak neni

morfotypove specificka (Chandra et al., 2001), viz Obrazek 2.

Obrazek 2: konfokalni laserova rastrovaci mikroskopie zachycujici C. albicans formujici biofilm na akrylovém
povrchu po a) osmi, b) po 48 hodinach; cervené oblasti jsou metabolicky aktivni (FUN1 barveni), zelen¢ je
barven polysaccharidovy extracelularni material (ConA), zlut¢ se jevi dualné obarvené oblasti; Gisecka 20 pm;
prevzato a upraveno z (Chandra et al., 2001)

10



2.3.1 Vztahy uvniti ekosystému

V biofilmech slozenych z riznych typd mikrobi lze na vzajemné interakce nahlizet z ekologické
perspektivy a mizeme tedy mluvit o mutualismu, komenzalismu, kompetici a predaci. Mutualismus,
kdy jsou si druhy vzajemné prospésné je popsan naptiklad pro Candida albicans a Staphylococcus
epidermidis, které se mohou pomoci produkce extracelularnich polymert vzajemné chranit pied
pusobenim antimykotik ¢i antibiotik (Adam, 2002). Produkce matrice se sice podili na resistenci

k antimikrobnim latkdm (Hawser and Douglas, 1995), bylo vSak prokazéano, Ze rezistence nekoreluje
s mnozstvim produkované matrice, tedy nezavisi pouze na fyzické bariéfe, kterou farmaka Spatné
prochézeji, ale jedné se zfejmé o povrchem indukovanou genovou expresi vysoké specifity (Baillie
and Douglas, 2000). Jiné druhy rodu Streptococcus na sviij povrch vylucuji proteiny bohaté na prolin,
na které se C. albicans vaze. To usnadiiuje rychlé formovani kombinovaného biofilmu (O’Sullivan,
Jenkinson and Cannon, 2000). Synergie panuje taktéz pro usnadnénou kolonizaci hostitele rody
Bacteroidetes a Enterococcus, pokud je jiz kolonizovan C. albicans (Mason et al., 2012). Dalsim
vzajemné prospéSnym vztahem je navaznost metabolismu Methanobrevibacter smithii, ktery
produkuje methan, na produkty fermentacniho metabolismu saccharolytickych bakterii, predev§im pak
H, (Samuel et al., 2007). Jeho odstraiiovanim dokonce zvys$suji uc¢innost bakterialni fermentace.
Kompetice o prostor je pak hlavnim mechanismem zodpovédnym za inverzni vztah diverzity a
cetnosti mezi houbovou a bakteridlni slozkou mikrobioty (Kiihbacher et al., 2006). Dochazi-li pii
1é¢be antibiotiky k redukcei bakterii, pfirozené nastava namnozeni houbové slozky (Noverr et al.,
2004). Opacné pokud narusime pfirozené slozeni mykobiomu antimykotiky, mtize dojit k zapInéni
uvolnénich mist patogennimi bakteriemi, které mohou v disledku ptisobit zanét stieva (Qiu et al.,
2015). Probiotické ptsobeni rodu Lactobacillus je zalozeno na kompetici s C. albicans, kterou
vytlacuje od pfimého kontaktu s epitelem a omezuje jeji pfitomnost na sliznici (Savage, 1969).
Kompetici by se dalo nazvat i plisobeni Pseudomonas aeruginosa, ktera tvorbou pyocyaninu a
phenazini inhibuje morfogenezi, adherenci a respiraci C. albicans (Morales et al., 2013). Do urcité
miry by se dal pouzit i termin predace, kdy je pro candidu v hyfalni formée letalni kontakt

s Pseudomonas, ktera je schopnd eliminovat hyfy jejich portistdnim a tvorbou biofilmu. Kvasinkova

forma v tomto piipad¢€ neni postizena (Hogan and Kolter, 2002).

2.3.2 Vztahy s hostitelem

Podobné vzathy, jaké maji mikroby mezi sebou mohou mit i ve vztahu k hostiteli. Od silné pozitivniho
pusobeni probiotik pfes mutualisty a komenzaly po Cist€ negativné plsobici parazity nebo patogeny.
Mezi znama probiotika patii nékteti zastupci rod Lactobacillus (Isolauri et al., 1991) ,
Bifidobacterium (Yasui, Kiyoshima and Ushijima, 1995) a dale také druh Escherichia coli kmen
Nissle 1917 (Boudeau et al., 2003). Jako probiotikum byl v minulosti vyuzivan i kmen Sacharomyces
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boulardii, ktery se vyuzival pti kazdodennim peroralnim podani k prevenci i terapii Siroké Skaly
prijmovych onemocnéni véetné téch pisobenych antibiotiky, AIDS nebo infekci Clostridium difficile
(McFarland and Bernasconi, 1993). Havnim prospéchem zde miize byt zvyseni produkce stievni
sacharazy, laktazy a maltazy, coz muze zlepsit absorpci téchto z slozek potravy (Buts, De Keyser and
De Raedemacker, 1994). Ackoliv je S. boulardi probioticky, i tento druh mize u siln¢€ oslabenych
jedincu pfi kontaminaci intravenn6zniho katetru pisobit zavazné fungémie (Cassone et al., 2003).
Prikladem komenzala, dobfe adaptovaného na prostiedi lidského stfeva, je kvasinka C. albicans. Tato
se v daném prostiedi vyskytuje ve formée gastrointestinalné indukované pfemény, ktera se vyznacuje

a naopak nereaguje na své pohlavni feromony a prakticky se neucastni pohlavniho procesu (Pande,
Chen and Noble, 2013). Adheruje pomoci povrchovych proteinil Int1p (Gale et al., 1998) a Als (Klotz
et al., 2007). Prostaglandiny, hlavni morfogenni faktory, indukuji kliceni hyfou (Noverr and Huffnagle,
2004). Tyto latky tvofi jak de novo vlastni produkci, tak konverzi z exogennich zdroja kyeliny
arachidonové (Noverr et al., 2001). Candida albicans je zarovei znama jako oportunni patogen, kdy
nasledkem zmén prostiedi mize dojit k prfepnuti bunécné identity do takzvaného bézového typu, ktery
naopak sekretuje aspartyl proteinazy (Kretschmar et al., 1999), lipazy a dalsi faktory virulence. Ty
narus$uji pfirozenou bariéru epitelu a ummoziuji prostoupeni mikroba skrze pfirozené bariéry. Bézovy
typ zaroven podstupuje pohlavni rozmnozovani s partnerem opacného ladéni (Pande et al., 2013). Tyto
priklady ukazuji, Ze s vyjimkou striktné obligatnich patogenti nejde ani tak o dany mikrobiélni druh,
jako spiSe o jeho buné¢nou identitu a vyhodnoceni imunitnim systémem.

Sliznice travici trubice tvoii fyzické rozhrani mezi vnitinim a vnéj§im prostfedim. Se sliznici je
také asociovana velka ¢ast lymfoidni tkané lidského téla. Komenzalni mikroby téchto povrchu
moduluji epresi genll zahrnujicich absorbci zivin, funkei bariéry, metabolismus xenobiotik, tvorbu
krevnich kapilar a postnatalni vyvoj stfev (Hooper, 2001). Pod vrstvou hlenu je epitel, jehoz bunky
jsou prostoupeny kanaly a pumpami, které umoznuji transport latek skrze burnky, a tésné spoje pro
transport mezi bunikami. Tyto tvofi n€kolik proteint, pfedevsim pak occludin (Furuse et al., 1993), a
adhezni molekuly tvofici t€sné spoje (Martin-Padura et al., 1998).

Buriky hostitele exprimuje receptory rozeznavajici molekularni vzory (PRRs), které detekuji
lipopolysacharidy, peptidoglykan, flagellin, chitin, manan, B-glukany, zymosany, -oligomanosidy,
vlakna RNA, metylovanou DNA a dalsi, jenz mizeme souhrné oznacit jako s mikroby asociované
lektinové receptory C-typu (CLR), receptory podobné nukleotid vazajici oligomerizacni doméné
(NLR) mezi které patii i receptory i NOD receptory (G. Y. Chen, 2014). Tyto po kontaktu s MAMP
spousti pfirozenou a adaptivni imunitu intracelularni signalizaci, ktera usti v aktivaci transkrip¢niho
jaderného faktoru kB (NFkB) a indukci aktivacni kaskady. Specifické CLRs rozpoznavajici houbové

struktury jsou Dectin 1, ktery rozpoznava -glukany a Dectin 2 rozpoznévajici na man6zu bohaté
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slozky, pfedvs§im pak u hyfalnim forem. NOD se vyskytuji v cytosolu antigen prezentujicich bun¢k
(APC), dendritickych bun¢k a makrofagi, kam se antigeny dostavaji pomoci fagocytozy (Girardin et
al., 2003). Detekci hub imunitnim systémem zobrazuje Obrazek 3.

Se sliznici asociovand lymfoidni tkan zahrunuje T a B lymfocyty, granulocyty, Zirné bunky a
ptirozené zabijece (NK). Tato je v kontaktu s lumen pfes specializované enterocyty, takzvané M
bunky, které¢ umoznuji transport antigent z lumen stieva do lymfoidni tkdn¢ bez poruseni integrity

sliznice. Lymfoidni tkan se v tenkém stfevé shukuje do Peyerovych plaki a v piipad¢ tlustého stieva

do uzlikovitych shluki, kde se hromadi APC a okolo nich T a B bunky. Extuje i alternativni cesta, kdy

dendritické bunky expresi proteinti tésnych spoji dokazi tyto otevfit i zaviit. Mohou tak prostrkovat

panozky mezi buiikami a fagocytovat v lumen bez poskozeni integrity epitelu (Rescigno et al., 2001).

Dendritické bunky exprimuji celé spektrum TLR a NOD, které indukuji vznik regula¢nich T bunék na

ukor efektorovych, a tim pfispivaji k protizanétlivému prostiedi stieva. Specidlni epithelidlni buiiky
tenkého stieva jsou pak Panethovy buiiky, které se nachazi na dné krypt. Ty funguji v regulaci
mikrobidlnich populaci produkei riznych antimikrobnich proteini a peptidd, naptiklad defensini,

amfipatickych molekul, které lyzuji bakterialni membranu (Baumgart and Carding, 2007).
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Obrazek 3: detekce hub imunitnim systémem, PAMP — PPR interakce k rozpoznami houbovych bunék,
obrazek Dr. Jeanette Wagener (Gow & Netea, 2016).

2.4 1diopatické strevni zanéty
Idiopatické stfevni zanéty (IBD) patfi k chronickym zanétlivym onemocnénim taviciho traktu
s recidivujicim charakterem. Dvé hlavni onemocnéni jsou Crohnova choroba (CD) a Ulcer6zni
kolitida (UC), jejichz manifestace se ¢astecné prekryva, ale kazda ma i sva specifika. CD je

transmuralni zanét, ktery mtze ovlivnit jakoukoliv ¢ast travici trubice, ale nejSastéji je postizena
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terminalni ¢ast tenkého stieva, tlusté sttevo a kone¢nik. Komplikacemi mohou byt vznik pistéli a
omezeni priuchodnosti stfeva az jeho obstukce. Pro UC je typicky zanét tlustého stieva a kone¢niku
spolu se zasazenim omezenym na stfevni sliznici (Baumgart and Sandborn, 2007). Jeho jasnym
symptomem je krvava prijmovita stolice. Mimo postiZeni stfev jsou IBD casto doprovazena i
extraintestinalni manifestaci. Napiiklad anémii vzniklou v disledku malnutrice, postizenim kloubii,
o€, sliznic ust, pokozky nebo zlucovych cest (Bernstein et al., 2015). Asociace mezi UC a jaternimi
onemocnénimi byla zkoumana jiz v 60. letech (Parker and Kendall, 1954), ale dodnes neni jasné
definovano, zda je primarni sklerotizujici cholangitida (PSC) jednim z fenotypt IBD nebo pouhou
mimostievni manifestaci IBD. PSC se sice ve vétsing pripadd vyskytuje spolecné s IBD, ale
v nekterych pripadech nemusi byt onemocnéni stiev detekovatelné. PSC je difiizni zanét a fibréza
zluCovych cest, které mtiohou vést ke staviim cirhdzy, jaterniho selhdni nebo karcinomu (Chapman et
al., 1980). Zatimco se incidence téchto onemocnéni ve vyspélych zemich Severni Evropy a Ameriky
stabilizovala na prevalenci 63-445 pacientli na 100 000 osob, tak v méné rozvinutych oblastech, kde
byla dfive prevalence nizka, pocty vyznamné rostou. Jedna se o Jizni a Stfedni Evropu, Asii, Afriku a
Latinskou Ameriku.

Mezi priciny vzniku se fadi genetické predispozice s oblastmi na dvanacti chromozomech spolu
s environmentalnimi proménnymi. Zajimavé je zjisténi, ze zanét slepého stfeva a jeho chirurgicke
odstranéni pred dvacatym rokem zivota snizuji riziko UC (Andersson et al., 2001). Skutecné
kontroverzné pak vyzniva, ze kutdci maji vyrazné€ nizsi pravdépodobnost onemocnéni UC nebo PSC.
Naopak byvali kutaci byli ve vyznamné vys$sim riziku. Koufeni obecné pak zdvojnasobuje riziko CD
(Lindberg et al., 1988). Rizikovym faktorem CD by mohla byt i infekce Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, jehoz ptitomnost byla v ¢erstvych stfevnich biopsiich signifikantné vys$si nez u
kontrol (Bull et al., 2003). Tato bakterie zpisobuje p  aratuberkuldzu skotu, ktera se projevuje
prijmem, ubytkem na vaze a tvorbou granulomd, které jsou typické pro CD (Chambers and Morson,
1979). Mycobacterium je nasledné pritomno nejen v jeho vykalech, ale i mléku, kde pieziva proces
pasterizace a v zavislosti na lokalité byva detekovan i v komer¢nich produktech (Ellingson et al.,
2005).

V souvislosti s mikroby jsou vzdy uvadéné také specifické protilatky detekované v krvi pacientd
s IBD. Pro nemocné CD jsou markerem protilatky proti Saccharomyces cerevisiae (ASCA) (Main et
al., 1988) zatimco pro UC proti perinukledrni cytoplazmé neutrofilli (pANCA). pANCA byly dokonce
detekovany u 25 % pacientl s UC jiz n€kolik let pfed objevenim ptiznaki a stanovenim diagnozy
(Israeli et al., 2005). Houbovy mikrobiom pacientt s IBD je v porovnani s bakterialnim daleko méné
prozkoumany. Typicky je zvySen pomér basidiomycet vic¢i ascomycetiim, snizenou proporci
Sascharomyces cerevisiae spolu s Malassezia sympodialis a naopak zvySenou proporci Candida

albicans. Mnozstvi S. cerevisiae pozitivné koreluje s mnozstvim v ptipade€ rodi Bifidobacterium,

-----
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cytokinu IL-10. Mezi nej¢astéjsi rody patiily mimo Saccharomyces a Candida i Debaryomyces,
Penicillium a Kluyveromyces. Nejenom, Ze dochazi k nerovnovaze ve slozeni stfevni mikrobioty,
takzvané dysbidze na urovni jednotlivych tisi a snizeni jejich alfa diverzity. Navic bylo prokazano
i naruseni vzajemnych vazeb bakterialni a houbové diverzity, predevs§im pak u pacientti s UC. U
pacientii s CD bylo detekovano specifické prostiedi stfeva, které favorizuje houby na tkor bakterii
(Sokol et al., 2016). Zajimavé je také zjisténi, ze transfer stfevniho mikrobiomu spole¢né
s pektinovym suplementem poskytuji pacientiim s UC dlouhodobou tlevu od privodnich symptoma
nemoci diky mikrobialnimu inokulu ze zdravého stfeva spolu se substratem pro jejich fermentacni
metabolismus (Wei et al., 2016).

Mezi fyziologické specifity IBD patii nizs$i odolnost epitelu. Z tohoto diivodu stimulaci nékterymi
slozkami potravy dochdzi k rozsifeni tésnych spojeni, dissociaci aktinovych filament a ve
finalnim disledku ke zvySeni propustnosti stieva (Soderholm et al., 2002). Poruseni stfevni bariéry
pak vede k zaplaveni imunitnich bun€k antigeny z lumen stfeva, coz vede k jejich trvalé aktivaci a
vzniku zanétu. Soucasné je u pacientil s IBD naruSena pfirozena imunitni odpoveéd’. Epitelidlni bunky
na svém povrchu namisto TLR3 exprimuji ve vyssi mife TLR4 (Cario and Podolsky, 2000) a TLRY,
diky némuz mohou piimo reagovat na bakterialni DNA produkci IL-8, ktery funguje jako
chemotakticky faktor pro granulocyty (Akhtar et al., 2003). IL-8 zaroven zptisobuje uvolnéni
histaminu a indukuje respira¢ni vzplanuti, coz dale zvySuje potenci zanétu. Dendritické buiiky
vyhodnocenim komenzélnich mikrobti za patogenni indukuji diferenciaci naivnich T bunék ma buiiky
efektorové Thl, Th2, Th17, které nasledné produkuji prozanétlivé cytokiny (Baumgart and Carding,
2007). Zaroven beéhem zanétu dochazi k indukei exprese NOD prozanétlivym cytokinem tumor
nekrotizujici faktor o (TNFa) i v buiikach epitelii (Rosenstiel et al., 2003). Aktivované T buriky jou
rezistentni vici apoptoze (Ina et al., 1999), a tak dochazi k jejich akumulaci ve sliznici. V souctu
vSechna tato puisobeni indukuji zanét, ktery je diky pocetnym pozitivnim zpétnym vazbam udrzovan,
ztraci své prinosné pusobeni a jeho chronickym ptisobenim dochazi k trvalému poskozeni tkang, ktera

muze v koneéném disledku vést az ke vzniku karcinomu (Deschner et al., 1983).

2.5 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom je béznou neoplazii postihujici tracnik, esovitou klicku a kone¢nik. Jedna se o
malignni nadorové onemocnéni, které se vyskytuje ve ttech znamych formach: sporadicka, ktera tvoti
85 %, rodinna 10 % a dédéna 5 % s Cist¢ Mendelovskym pienosem (Pardini et al., 2008). Z tohoto je
jasné, Ze environmentalni promeénné jsou kli€ové k iniciaci a progresi CRC. Bunky karcinomu
nabyvaji Sesti biologickych schopnosti, ziskanych béhem nékolikastupniového procesu vyvoje tumoru,
Obrazek 4. Mimo rakovinnych buné¢k se tumor vyznacuje repertoarem na prvni pohled normalnich
bungk, které se podileji na tvorbé specifického mikroprostedi tumoru (Hanahan and Weinberg, 2011).

Jednotlivé stupné vyvoje tumoru by se daly oznacit za zmény v proliferaci a diferenciaci (Deschner et
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al., 1983), vznik 1ézi abnormalnich stfevnich krypt (Di Gregorio et al., 1997), adenomatozni polypy,

které jsou vétSinou benignni a asymptomatické, ale z n¢kterych se mohou vyvinout malignance, jenz
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INDUKCE INVAZE
ANGIOGENEZE TKANI A METASTAZE
Obrazek 4: specifické biologické schopnosti nadorovych buiiek; pievzato a upraveno z (Hanahan and Weinberg,

2011)
je posuzovana dle neoplastickych bungk infiltrujicich submukézu (Kyzer et al., 1992).

Kolorektalni karcinom je v soucasné dob¢ treti nejcastéjsi typ maligniho nadoru; v roce 2015
byl celosvétove zodpovédny za 774 000 amrti (www.who.int). Jedna se o kontinualni nartst
v celosvétovém vyskytu, kdy napiiklad v roce 2012 se jednalo o 693 900 umrti. Nejvyssi incidence je
dokumentovana pro Australii a Oceanii spolu s Evorpou a Severni Amerikou. Nizka ale rostouci
incidence je pak v Asii a nejnizsi viibec v Africe (Torre et al., 2015). Obecné incidence nartsta
v ekonomicky se rozvijejicich zemich, kdy Ceské republika byla v letech 1998-2002 na tiplném
vrcholu s narGstem od roku 1983 u muzti 0 45 % u Zen o 25 % (Center, Jemal and Ward, 2009).
Naopak v USA dochézi od roku 1984 k poklesu poctu umrti, ktery je vysvétlen pfedev§im lepSim
screeningem, ¢asnéj$im zachytem a pokroky v 1é¢ebnych metodach. Mezi rizikové faktory vzniku
CRC tadime koufeni, obezitu a konzumaci ¢erveného masa. Naopak faktory snizujici riziko jsou
fyzické aktivita, konzumace vlakniny (Martinez et al., 1997), uzivani aspirinu a multivitaminQ
(Edwards et al., 2010). V Ceské republice ma ob&an narok na preventivni test okultniho krvaceni ve
stolici od 50 let véku a na kolonoskopické vySetieni od 55 let. Zatimco ke sniZeni incidence dochazi
ve vékové skupiné nad 64 let, u skupiny pod 50 let probiha signifikantni narust (Siegel, Miller and
Jemal, 2017).

Mykobiom pacienti s CRC do dnes$niho dne nebyl kompletné popsan, ale jako voditko miize
slouzit studie parovych biopsii pacientli s adenomy. Ve vSech vzorcich se vyskytovaly skupiny
Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota, rod Phoma a druh Candida tropicalis. Také bya
detekovana snizena diverzita v adenomu oproti nepostizené sliznici a v pokro¢ilych adenomech byly
signifikantné zvyseny rody Fusarium a Trichoderma, které se diky svému infekénimu potencialu

mohou podilet na progresi adenomu. Houby rodu Phoma negativné koreluji s bakterii rodu Tatumella
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(Costa, Mendes and Ribeiro, 2008), ktera je stejné jako Phoma oportunné patogenni. Synergie panuje
mezi rody Candida a Cladosporium, a druhy zminény navic inhibuje patogenni rody Escherichia a
Shigella (Luan et al., 2015). Studie zaméfena pouze na bakterialni mikrobiom pacientti s CRC jsou
hojné a byl detekovan spolecny vyskyt rodtt Fusobacterium, Leptotrichia a Campylobacter v tumoru
soucasn¢ s asociaci k nadmérné expresi prozanétlivého IL-8 (Warren et al., 2013). Mnozstvi
Fusobacterium nucleatum je dokonce spojovano s krat§im dozitim u pacientd s CRC (Mima et al.,
2016).

Zajimavych vysledkl bylo dosazeno pomoci fekalnich transplantatti od pacienti s CRC a
zdravych kontrol (HC) gnotobiotickym mySim s naslednou chemicky indukovanou tumorogenezi.
Tyto experimenty prokazaly, Ze rozdily v poctu tumort se neodvijely od rakovinného statutu darce, ale
od zasadnich zmén v mikrobiomu pfijemce. Zvifata s vice tumory vykazovala navyseni Cetnosti u rodd
Bacteroides, Parabacteroides, Alistipes a Akkemansia, kteti se vyznacuji degradaci glykanti hostitele.
Naopak negativni korelaci se vyznacovali zastupci Clostridii, pfedevsim pak skupina XIVa (Baxter et
al., 2014), ktera je jednou z hlavnich producentt butyratu, ktery patii do skupiny kratkych mastnych
kyselin jako je acetat a propionat, produkovanyh anaerobnimi bakteriemi fermentaci vlakniny. Butyrat
je preferovanym zdrojem energie sttevniho epitelu (Clausen and Mortensen, 1995) a ve stievé ptisobi
prozanétlivych cytokind. Navic butyrat az c¢tyfnasobné zvysuje spontanni apoptézu bunécnych linii
lidskych CRC (Heerdt, Houston and Augenlicht, 1994) a inhibuje morfogenezi oportunné patogenni C.
albicans (Noverr and Huffnagle, 2004).
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3. Metodika

3.1 Molekularni analyzy

3.1.1 Studované populace a extrakce DNA

Kohortu 1 tvotily parové bioptické vzorky zdrava tkai/tumor od 32 pacienti s CRC ziskanych

v soucinnosti s Fakultni Nemocnici Plzen. Vzorky byly ihned po odbéru zamrazeny na -80 °C.
Kohorta 2 viz Tabulka 1. Jednalo se celkem o 127 vzorka sotlice pacientt s IBD pod riiznymi
schématy 1éCby (aminosalicylaty, kortikoidy, azathioprin, probiotika, anti-TNF-a) a zdravych kontrol.
Byly ziskany v obdobi 2015-2016 ve spolupraci s Institutem klinické a experimentalni mediciny
(Praha, CZ). Tyto vzorky byly pacienty dopraveny na klinické pracovisté, kde byly nasledn¢

zamrazeny na -80 °C.

PSC

DIAGNOZA | PsC IBD UC | CD | HC
POCET 12 39 33 | 11 32
LA 3100 329 |3 18] 33 | 313
Q2 | 210 |215] 28| 219
MEDIAN VEKU 35 35

Tabulka 1: Kohorta 2

Kohorta 3 byla tvofena dvéma pacienty a jednim zdravym jedincem, jejichz Cerstva stolice byla
ziskana za ucelem zjisténi vlivu uchovani vzorku na diverzitu houbového spolecenstva (viz kapitola
3.3).

Celkova DNA byla u vSech vzorkt izolovana pomoci komeréné dostupného izolac¢niho kitu
MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicenter, Illumina Inc., Madison, WI, USA) a
lyza¢nich zkumavek s keramickymi kulickami Matrix Tubes Y (MP Biomedicals, Solon, OH, USA).
Vzorek sliznice byl na suchém ledu oddélen skalpelem, stolice byla odrypnuta, a zvazen. Za optimalni
navazku bylo povazovano 40 -70mg. Izolace byla provadéna dle protokolu vyrobce s nasledujicimi
upravami. Rozbijeni keramickymi kulic¢kami probihalo tfikrat v homogenizatoru FastPrep na nejvyssi
vykon 60 s, shodné i inkubace na 65 °C byla provedena tiikrat. Inkubace na 37 °C byla pii tfepani na
300 rpm, a pted inkubaci na ledu bylo pfidano 14 ul TE Buffer a 50 ul 2x Tissue and Cell Lysis
Solution do kazdého vzorku. Vzorek byl srazen ve 200 pl isopropanolu a eluovan v 50 ul TE puft.
Ziskana DNA byla méfena na spektrofotometru Nanodrop ND-1000, ktery poskytuje mimo jiné i
informace o kvalité izolované DNA. Samotna kvantita DNA byla po nékolika ovéfenich na

fluorometru Qubit dsDNA Broad Range vyhodnocena jako polovina hodnoty stanovené Nanodropem.

3.1.2 Amplifikace ITS2
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Pro identifikaci mykobioty ve vzorcich sliznice pacientii s CRC byla zvolena amplifikace ITS2 rDNA
za vyuziti degenerovanych primerti ITS2 KYO uvedenych v Tabulce 2 (Toju et al., 2012). Podminky

reakce viz Tabulka 3.

AMPLIFIKOVANA

OBLAST NAZEV SEKVENCE ZDROJ

ITS2 ITS2 KYO F GATGAAGAACGYAGYRAA Toju et al., 2012

ITS2 KYO R CTBTTVCCKCTTCACTCG ’
16S Bakt 341F CCTACGGGNGGCWGCAG Alm et al. 1996
806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT Caporaso et al. 2010b
ITSI ITS1-18S fw GTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC Findiey et al., 2013

ITS1-5.8Srv GTTCAAAGAYTCGATGATTCAC ’

Tabulka 2: souhrnna tabulka primerd vyuzitych pro finalni amplifikace rDNA u rtiznych vzork.

REAKCNI SMES OBJEM (ul) LFAZE OPAKOVANI| TEPLOTA (°C)| CAS

pufr B (5%) 5 1. - 95 3m

enhancer (5%) 5 2. 35 94 30s

dNTP (10 mM) 0,5 35 55 60's

Kapa HiFi DNA polymeraza 0,2 35 72 70 s

H,0 38 3. - 72 10 m

forward primer (10 pmol) 2 Tabulka 3: slozeni reak&ni smésy pro ITS2 a podminky
reverse primer (10 pmol) 2 PCR amplifikace; v§e Kapa Biosystems, Wilmington,

templat (50 ng/ul) 6,5 MA, USA.

PCR produkty byly vzdy zobrazeny na elektroforetogramu (1,5 % agarézovy gel (Amresco, Solon,
OH, USA) obsahujici odpovidajici mnozstvi SYBR Safe 10.000x (Invitrogen , Burlington, Kanada)

s vyuzitim hmotnostniho standardu O'GeneRuler Express DNA Ladder DNA a barvy Gel Loading Dye
6X (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Viz ptilohy Obrazek ¢.1.

Z dtivodu Spatnych vysledki sekvenace biopsii bylo pfistoupeno k dalsi optimalizaci.

3.1.3 Test kitu na odstranéni hostitelské DNA
Vétsina genomické DNA izolované z biopsii je lidského piivodu, coz vedlo k obtizim pti amplifikaci
mikrobidlni DNA. Proto byl testovan kit NEBNext Microbiome DNA Enrichment Kit
(New England Biolabs Inc., Beverly, MA, USA), ktery vyvazuje lidskou DNA na zaklad¢ pfitomnosti
metylace CpG mist. K jeho vyzkouseni bylo vyuzito 1000 ng od kazdého ze tfi vzorkl rizného
puvodu: lidska biopsie CRC, lidska biopsie psoriatické kiize a uméle vytvorena pozitivni kontrola
tvofena lidskou DNA z krevnich bunék a MOCK spolecenstva popsaném vyse. Kvalita vstupniho
materialu byla ovéfena pomoci elektroforézy popsané vyse s modifikaci 0,6 % gel se standardem
Quick-Load 1 kb Extend DNA Ladder (New England Biolabs Inc., Beverly, MA, USA). Kit vyuziva
magnetické kuli¢ky na které je kovalentné navazan MBD2-Fc protein, ktery se vaZe na metylovana
CpG mista, ktera jsou velmi ¢asta v lidské i my$i DNA, méné ¢asta u hub a ojedin€la u bakterii.

Vysledkem protokolu dle vyrobce jsou dvé frakce: mikrobialni supernatant (zahrnujici bakterialni a
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¢ast houbové DNA) a vyvazana hostitelska DNA. Celkem bylo ziskano osm frakci ze ¢ty piivodnich
vzorkl, které byly pouZity, jako referencni original. Na téchto 12 vzorcich byly ovéfeny zmény mezi
originalnim vzorkem vstupujicim do kitu, vycisténou mikrobidlni DNA a zachycenou hostitelskou
DNA pomoci klasické PCR i qPCR reakce se 4 sety primerd, které jsou uvedeny v Tabulce 4. Postup
oveteni byl dle instrukei vyrobce vyvazovaciho kitu mimo vstupni koncentraci DNA templatu do
overovaci reakce, ktera byla v rozmezi 6 - 50 ng a vzdy se shodovala pro dané tfi frakce jednoho
vzorku. Pro namichani reakce byl pouzit SYBR Green Master mix 12,5 ul do finalniho objemu 25 pl
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). Méfeni probihalo na pfistroji CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System, ptilohy, Tabulka 7.

TAXONOMICKA
SELEKTIVITA NAZEV |[POUZITI SEKVENCE CITACE
houby ITS2 KYO F9 AACAACCAGATGAAGAACGYAGYRAA .
— = PCR Toju et al,, 2012
ITS2 KYO R2 AAACATCGCTBTTVCCKCTTCACTCG
houby ITSI-18S_fw GTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC .
ITsisssy | TCR GTTCAAAGAYTCGATGATTCAC | ndley etal, 2013
¢lovek RPL30 F PCR GCCCGTTCAGTCTCTTCGATT manual kitu
RPL30 R 4 CAAGGCAAAGCGAAATTGGT E26128
houb FungiQuant F GGRAAACTCACCAGGTCCAG
ouny ungiQuant F | pq Liu et al, 2012
FungiQuant R GSWCTATCCCCAKCACGA
bakterie 16S F PCR CCATGAAGTCGGAATCGCTAG manual kitu
16S R d GCTTGACGGGCGGTGT E26128

Tabulka 4: kombinace PCR primert pouzitych pro PCR amplifikaci a qPCR kvantifikaci houbové, bakterialni a
zivoc€i$né DNA ze vzorki podrobenych separaci DNA pomoci Microbiome DNA Enrichment Kitu.

3.1.4 Test primeri a finalni amplifikace ITS1

Na ctyt fekalnich vzorcich pacientti s IBD a uméle vytvoreném MOCK spolecenstvu byly provedeny
testovaci amplifikace pomoci Sesti unikatnich kombinaci primerd, viz Tabulka 5. MOCK spolecenstvo
bylo vytvofeno smichanim 15 ng genomické DNA z kultur NG2, NG3, NG5, NG6, NG10, NG1.
Vsechny ¢tyfi vzorky s primery cilicimi na ITS1 amplifikovaly produkt ve shodné délce jako MOCK.

AMPLIFIKOVANA
OBLAST NAZEV SEKVENCE ZDROJ
ITS2 ITS2 KYO F GATGAAGAACGYAGYRAA .
= = Toju et al., 2012
ITS2 KYO R CTBTTVCCKCTTCACTCG
ITS1 ITS1-18S fw GTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC .
= Findley et al., 2013
ITS1-5.8Srv GTTCAAAGAYTCGATGATTCAC
ITS2 3271-ITS2F CARCAAYGGATCTCTTGG Delhacs et al.. 2012
3271-ITS2R GATATGCTTAAGTTCAGCGGGT ’
cely ITS ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Amend et al. 2010
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. 1990
ITS2 ITS2 KYO F GATGAAGAACGYAGYRAA Toju et al., 2012
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. 1990
ITS2 ITS3 F GCATCGATGAAGAACGCAGC White et al. 1990
ITS2 KYO R CTBTTVCCKCTTCACTCG Toju et al., 2012
ITS2 ITS3 F GCATCGATGAAGAACGCAGC White et al. 1990
ITS4 R TCCTCCGCTTATTGATATGC

Tabulka 5: veskeré testované kombinace primert k amplifikaci vzorkl pacientt s IBD.
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Tato kombinace byla dle Findley et al., 2013 navrZena tak, aby byla co nejméné kompatibilni s lidskou
DNA. V testu oproti ostatnim kombinacim amplifikovala nespecifity jen v malé mife, a tak byla
zvolena pro finalni experiment pro vzorky stolice pacientii s IBD a kontrol. (Sigma Aldrich, St. Louis,

MO, USA). Podminky reakce viz Tabulka 6.

REAKCNI SMES OBJEM (u)) LFAZE OPAKOVANI| TEPLOTA (°C) [ CAS
pufr B (5%) 5 1. - 95 3m
enhancer (5%) 5 2. 35 95 30s
dNTP (10 mM) 0,5 35 50 30s
Kapa HiFi DNA polymeraza 0,2 35 72 60 s
H,O 53 3. - 72 10 m
BSA 2,5 . o )
Torvard primer (0 pmod |2 | bk vni i sy 151 i
reverse primer (10 pmol) 2 MA, USA.
templat (10 ng/ul) 2,5

3.1.5 Amplifikace 16S

Pro identifikaci bakterialniho spolecenstva ve vzorcich sliznice byla zvolena amplifikace V3-V4
regionu 16S rDNA za vyuziti primerti amplifikujicich oblast 16S uvedenych v Tabulce 2.

PCR byla optimalizovana fedénim templatové DNA, tedy snahou vyfedit inhibitory, zménou teploty
nasedani i délky nasedaci a prodluzovaci faze cyklu. Zaroven jsem testovala riizné enhancery,
napiiklad DMSO (5 %), formamid (5 %), MgCl, (1,5 — 6 mM). Optimalizace nevedla k

vyznamnému zvyseni specificity amplifikace 16S rDNA (produkt cca 500 bp), a proto byly
nespecifické PCR produkty vétsi velikosti (pfilohy, Obrazek €. 2) ostranény ve fazi ptipravy knihovny.
Podminky reakce viz Tabulka 7.

REAKCNI SMES OBJEM (nl) LFAZE OPAKOVANI | TEPLOTA (°C) | CAS
pufr B (5%) 5 1. - 94 3m
enhancer (5x) 5 2. 35 94 30s
dNTP (10 mM) 0,5 35 54.2 45s
Kapa HiFi DNA polymeraza 0,15 35 72 75s
H,0 435 3. - 72 10 m
MgCl, (3mM) 1,5

Tabulka 7: slozeni reakéni smésy pro 16S a podminky

forward primer (10 pmol) 1 PCR amplifikace; vse Kapa Biosystems, Wilmington,
reverse primer (10 pmol) 1 MA, USA.
templat (50 ng/ul) 6,5

Patnact problematickych vzorkt, kde PCR neprobéhla, nebo se amplifikoval pouze
nespecificky produkt, bylo dale optimalizovano. Dvanact bylo amplifikovano pfi reakci s mensim
mnozstvim templatu (2 pl), vétsSim objemem DNA polymerazy (0,2 pl) a vody (8,8 pl), zaroven byl
upraven cyklus, annealing snizen na 50,3 °C a pocet cyklll zvySen na 40. Tento postup vedl
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k namnozeni specifického PCR produktu. Takto upraveny protokol byl testovan na vSech vzorcich, ale
u vétSiny neposkytoval zvyseni specifity reakce. Tii DNA vzorky se nepodatilo amplifikovat a byly

vyfazeny.

3.1.6 Priprava knihovny

Triplikaty vSech reakci, ITS i 16S, byly nakonec smichany a jejich koncentrace byla ndhodnym
vybérem ovéiena na spektrofotometru Nanodrop ND-1000, opét v kombinaci s Qubit BR. Cilem bylo
ov¢etit, ze se vzorky mezi sebou fadové nelisi, a tak 1ze davat do normalizace jednotny objem pro
vSechny vzorky.

U casti vzorkt, kde byl amplifikovan také nespecificky PCR produkt, byl cilovy produkt
vytizut z gelu a ptecistén pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Nakonec
byla kolonka ve dvou opakovanich promyta 50 ul EB pufru (10 mM Tris-CL, pH 8.5). Vysledkem byl
vzorek o velkém objemu a nizké koncentraci DNA, ktery byl nasledn€ pomoci octanu sodného a 100
% ethanolu vysraZen a znovu rozpustén v 10 pl TE pufru.

Precisténi a normalizace ITS2 amplikonti z biopsii a ITS1 amplikoni ze stolic bylo provedeno
pomoci SequalPrep Normalization Plate Kit 96-well (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) dle protokolu vyrobce. Normalizované vzorky byly ekvimolarne spojeny do PCR knihovny.
Precisténi 16S amplikont biopsii bylo pro nespecifické nasedani primerd provedeno vyfezanim
cilového produktu z gelu. Pro extrakci PCR produktt z gelu byly testovany dva druhy agardz na
pripravu elektroforetického gel (1,5 % Agarose I, Amresco a 0, 5% Agarose, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA; oboje TAE pufr, 100 V, 35 min). a pét extrakénich kitd: QIAquick Gel Extraction Kit,
Qiagen; Gel Extraction kit, Geneaid; Wizard(R) SV Gel and PCR Clean-Up System Quick Protocol
(Promega, Madison, WI, USA); Column DNA Lego Kit (Top-Bio, Vestec, Ceska Republika), za
pouziti izolace pies kolonku anebo kiemicitych kulicek) za pouziti 2 riznych agardéz (Amresco a
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Z tohoto testu nejlépe vySel a pro finalni protokol byl vyuzit Gel
Extraction kit, Geneaid za pouziti Agarose I, Amresco. Knihovna byla nasledné vytvotena validaci
koncentrace spojenych triplikatti na Qubit Broad Range, které¢ byly ekvimolarné spojeny,
lyofilizovany, a nakonec eluovany ve 100 pl. Knihovna byla nasledn€ nanesena na gel ptipraveny dle
postupu vyse a cilovy fragment o délce 500 bp byl vyfiznut a precistén. Cely proces extrakce z gelu
byl opét opakovan ttikrat a triplikat byl smichan, coz poskytlo dostate¢ny vytézek pro vstup do ligacni
faze, kdy byly ke vSem knihovnam ligovany sekvenacni adaptory pomoci TruSeq DNA PCR-free LT
Sample Preparation Kitu (Illumina Inc., Madison, W1, USA). Koncentrace naligovanych knihoven
byla zjisténa pomoci qPCR prostfednictvim KAPA Library Quantification Kitu. Tyto vysledky spolu
s poctem vzorkd, jejich typem (pro bakterialni vzorky byl ocekavan pétkrat vyssi pocet sekvenci ney u
houbovych) a délkou amplikonu poskytly informace ke kone¢nému smichani jednotlivych knihoven

v jednu finalni. Knihovna biopsii byla sekvenovana pouzitim optimalizovanych protokoll na
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platformé Illumina, MiSeq v Centralni laboratofi pro genomiku v CEITEC (Brno, CZ). Prvni
sekvenacni béh, byl disledkem chybného natedéni knihovny suboptimalni. Pii nasledné resekvenaci
nebyly houbové vzorky fezany z gelu a ligace adaptort byla zajisSténa Centralni laboratofi pomoci
KAPA Library Preparation Kit [llumina s osmi cykly PCR amplifikace KAPA HiFi polymerazou.
Knihovny stolice pacientti s IBD byly pfipraveny v Laboratofi buné¢né a molekularni imunologie, coz
znamenalo krom¢ primarni valida¢ni qPCR a smichani, také opetovnou validaci finalni knihovny a
nasledné ovéreni koncentrace a délky amplikonovych fragmentti na Agilent 2100 Bioanalyzeru
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA.). Finalni knihovna sekvenovana v Laboratofi
environmentalni mikrobiologie, MBU AV CR.

3.2 Bioinformatické zpracovani a statistické vyhodnoceni dat

Data ziskana ze sekvenace byla procesovana pomoci softwarového balicku Qiime (Caporaso et al.,
2010) pti aplikaci standardnich procedur zahrnujicich kontrolu kvality, filtrovani dat, klastrovaci
analyzu a taxonomickou identifikaci. Konkrétnéji: hruba sekvenc¢ni data byla filtrovana dle pozadavku
na minimalni kvalitu Q20 (Phred quality score > 20), sekvence obsahujici neidentifikované baze byly
vyfazené a maximalni pocet ptipustnych chyb v ¢asti odpovidajici molekularni znacce, barcode, byl
roven jeden a pll baze. Sekvence z forward a reverse readli byly nasledné spojeny dovolujic
maximalné 20 % rozdil v oblasti prekryvu. Chimerické sekvence byly identifikované pomoci
algoritmu implementovaného v nastroji USEARCH (Edgar and Flyvbjerg, 2015) a odfiltrované

z findlniho datasetu, ktery byl rozdélen do skupin, klastr{i, obsahujicich sekvence o minimalni
podobnosti 97 % pomoci algoritmu UCLUST (Edgar, 2010). Reprezentativni sekvence z jednotlivych
skupin byly podrobeny taxonomické identifikaci porovnanim pomoci BLAST (Altschul et al., 1990).
V piipad¢ bakterii s databazi Greengenes (verze 13 8) (DeSantis et al., 2006) a hub s databazi ntF-
ITS1 (Motooka et al., 2017). Vysledkem téchto kroki byla matice vzorki a taxont v nich nalezenych
spole¢né s jejich ¢etnostmi, ktera slouzila jako vstupni data k naslednym ekologicko-diverzitnim a
statistickym analyzam. Pfed samotnou analyzou alfa a beta diverzity byla vstupni data nahodnym
vybérem srovnana na stejny pocet sekvenci na vzorek zohlednénim nejmensiho poctu sekvenci
ziskanych ve vzorku datasetu. V ramci vypoctu alfa diverzity bylo pouZzito n€kolik indext s riiznou
interpretani hodnotou zahrnujici indexy Chaol, Simpson index, Shannon index a v pfipadé
bakterialnich komunit taktéz PD-whole-tree index zohlednujici fylogenetickou piibuznost
identifikovanych skupin. Pro vypocet beta diverzity byl u bakteridlnich komunit pouzit index Unifrac
(Lozupone and Knight, 2005) a to jednak ve variant¢ zohlednujici ¢etnosti jednotlivych skupin,
weighted unifrac, tak kvalitativni, unweighted unifrac index, ktery tyto Cetnosti ignoruje. Jeho
pfinosem je, Ze pii vypoctu beta diverzity zohlediiuje fylogenetickou pfibuznost taxont pfitomnych ve
srovnavané komunité. V pfipadé houbovych spolecenstev, pro které nebylo mozné vytvofit alignment

reprezentativnich sekvenci z dvodu pouzitého markeru byly jako ekvivalenty pro vypocet beta
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diverzity pouzité indexy Bray-Curtis, kvantitativni, a Binary-Jaccard, kvalitativni index. Pro grafickou
reprezentaci beta diverzity byly zkonstruované PCoA diagramy. Vliv proménnych na slozeni komunit
byl testovan pomoci nastroje Maaslin, ktery vyuziva generalizované linearni modely pro zjiSténi
statistické signifikance. Pro vysvétleni odlisnosti jednotlivych skupin biologickych vzorki byl pouzit
nastroj Lefse (Segata et al., 2011), ktery kromé standardnich statistickych testl signifikance

implementuje i testy biologické konzistence a vyznamnosti daného efektu.

3.3 Kultivace

3.3.1 Studovana populace

Ke kultivaci byly vyuzity vzorky Cerstvé stolice ze dvou pacientl s diagnostikovanym onemocnénim
traviciho traktu a jedné kontroly, Tabulka 8. Pro nase potieby to znamena, Ze byly zpracovany do tii
hodin od odbéru a v mezicase byly skladovany pouze pti pokojové teplote. Tito pacienti nebyli
vystaveni pouzivani antibiotik ani antimykotik minimalné tfi mésice pred odbérem. Shodna Cerstva
stolice byla ve stejném okamziku, kdy byla pouzita pro kultivaci, také odizolovana a zpracovana

shodné, jako vzorky IBD (kapitoly: 3.1.1, 3.1.3, 3.1.6, 3.2), pro sekvenaci houbového spolecenstva.

- , ROK 7
CISLO POHLAVI| BMI NAROZENI DIAGNOZA MEDIKACE
Zdrava kontrola Zena 253 1957 X X
Pacient 1 Zena 174 1991 chronicky Zanetvzalu,dku, ,1ntv0 leralvlce lakt6zy po Lactanon
prodélaném zanétu stiev
Pacient 2 Zena 20.9 1990 CD v klidové fizi Pentasa Sachet,
Imuran

Tabulka 8: demograficka a klinicka data pacientd, jejichZ Cerstva stolice byla vyuzita k analyzam kultiva¢nich
podminek.

3.3.2 Pripravné experimenty
Béhem pilotnich pokust byly hledany optimalni kultivacni podminky pro dalsi testy. Probihaly na
precizné zhomogenizovanych Cerstvych fekalnich vzorcich jednoho zdravého darce a bylo testovano
1) optimalni fedéni (5%, 10x, 100%, 1000x, 10 000x); 2) pouzité rozpoustédlo (fosfatovy pufr,
fyziologicky roztok, intravennézni voda); 3) druh kultiva¢niho média (Sabouraudtiv agar, SAB;
Bramborovo-dextrozovy agar, PDA, HiMedia, Mumbai, India; Malt extrakt agar, MEA; Brain-heart
infusion agar, BHI, Oxoid, Basingstoke, UK; Czapkiiv agar; CA, samotny nebo s ptidavkem 20 %
chloridu sodného, CYAS; a Dichloranovy agar s bengalskou ¢erveni, DRBC), sloZzeni médii je
uvedené v pfilohach Tabulka ¢.1; 4) ptidatné rastové latky, jako olivovy olej, bengalska cervei a
antibiotika: chloramphenicol, 40 mg/l mimo DRBC, kde 100 mg/1, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany; gentamicin, 50 mg/l, Sandoz, Praha, Ceska republika; cykloheximid, 40 mg/l, Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany. VSechny petriho misky (primér 9 cm) pak byly inkubovany
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za aerobnich podminek ve dvou rtiznych teplotach: 24 °C, 37 °C. Nartst hub byl vyhodnocen
kvantitativné (pocet CFU) a kvalitativné (spektrum zachycenti hub uréenych pomoci morfologie).

S timto vzorkem byl také testovan findlni experiment, dle schématu nize.

3.3.3 Finalni schéma experimentu

Z pripravné faze kultivace bylo nakonec pro detailngjsi analyzu vybrano fedéni 5x, které poskytuje
dostatek kolonii pro vyuziti statistiky, ale zaroven pocet dovolujici odecet CFU, antibiotika zamezujici
nartistu bakterii a olivovy olej podporujici rust lipolytickych druhd. Vybrané kultiva¢ni podminky byly
tyto: fedéni vzorku 5x, rozpoustédlo fyziologicky roztok, objem inokula 100 pl, teploty 5 °C, 24 °C,
37 °C, 45 °C, inkubace aerobni (petriho misky s parafilmem) i anaerobni. Pro dalsi praci byla vybrana
média s rozdilnym pomérem C:N, ktera se vyrazné lisila ve spektru zachycenych hub: BHI s
gentamicinem a chloramphenicolem, SAB s olivovym olejem (aplikovano 200 pl v tenké vrstvé na
ztuhlé médium), DRBC s bengéalskou cerveni a chloramphenicolem, vSe délané v triplikatu. Vzorek
byl analyzovan na obsah vody zvazenim hmotnostniho ubytku po vysuseni.

Tyto vybrané podminky byly pouzity pro zjisténi vlivu kultivacnich podminek (teplota,
atmosféra, kultivacni médium) a metody uchovavani vzorku na pocet CFU a druhové spektrum hub.
Pro studium vlivu uchovavani vzorku stolice byl zvolen nésledujici postup: Cerstva stolice byla
rozvazena do péti riznych zkumavek, které byly vystaveny nasledujicim podminkam, které simuluji
nejcastéji pouzivané metody skladovani: 1) 5 °C, 2) - 25 °C a 3) - 80 °C. Vzorky byly analyzovany ve
dvou ¢asovych bodech: po tfech a ¢trnacti dnech. Vzorek byl béhem 20 minut piiveden na pokojovou
teplotu, jeho ¢ast byla pouzita ke stanoveni vahy susiny a zbyla ¢ast byla v odpovidajicim fedéni
inokulovana na stejny set misek, jako je popsany vyse. Kultivaéni probihala pouze za teploty 24 °C
v aerobnich podminkach. Zalozené experimenty byly sledovany po dobu minimalné ¢tvrt roku.

K dosazeni anaerobniho prostiedi bylo vyuzito obdélnikové plastové dozy pro uchovani potravin
Freshbox 2,5 1 (Tescoma) za pouziti sacki s kyselinou askorbovou AnaeroGen 2.5L Sachet (Oxoid,

Basingstoke, UK).

3.3.4 Identifikace morfotypu

Jednotlivé morfotypove odlisné kolonie byly izolovany do €istych kultur (4 % MEA

s chloramphenicolem, 50 mg/l. Rozdéleni vlaknitych hub do morfotypti probihalo na zakladé
makromorfologie kolonie a mikroskopického pozorovani. K hrubému rozttidéni kolonii kvasinek byl
pouzit CHROMagar Candida (CHROMagar, Paris, France), na n¢jz byly jednotlivé kolonie
inokulovany sterilnimi paratky. Nao¢kované chromogenni médium bylo inkubovano aerobné pii 37 °C
po dobu dvou dni a poté vyhodnoceno. Poc¢et druhti byl na hran€ rozliSovacich schopnosti média,

proto byl pro dalsi diferenciaci testovan Pal’s agar (Pal, 1997), ktery v§ak neposkytl lepsi vysledek.
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3.3.5 Extrakce DNA

DNA byla z mladych ¢istych kultur extrahovana pomoci ArchivePure DNA Purification kit

(5Prime, Gaithersburg, MD, USA) dle protokolu vyrobce pro izolaci kvasinek s drobnymi upravami:
vSechny Casy centrifugace byly prodlouzeny na 11 minut, pfi srdZeni proteinu je po vortexovani dan
vzorek do tfepacky na 10 minut pii 1500 rpm. Srazeni DNA probihd prevracenim zkumavky 50x a
naslednou inkubaci ptes noc v — 80 °C. Celkem bylo od obou pacientl izolovano 54 kultur a od
zdravého jedince, ktery byl vyuzit na ptfipravné experimenty 3 kultury. Koncentrace vSech byla

overena na spektrofotometru Nanodrop ND-1000.

3.3.6 Identifikace kultur

Vsechny vyizolované vzorky byly porovnany pomoci PCR fingerprintu, k ovéfeni unikatnosti kultur.
Pro dereplikaci byl pouzit primer EricIR (Tabulka 11). Reakéni podminky viz Tabulka 9. Validace na
agar6zovém gelu poskytla fingerprint, diky némuz byly vyfazeny identické druhy.

REAKCNI SMES OBJEM (nl) LFAZE OPAKOVANI| TEPLOTA (°C) | CAS

pufr (10%) 2 1. - 94 3m
dNTP (10 mM) 0,8 2. 36 94 40 s
Perfect Taqg DNA polymeraza 0,1 36 52 60 s
H,O 124 36 65 3m

MgCl, (25mM) 0,8 3. - 65 10 m

primer (10 pmol) 2 Tabulka 9: sloZeni reakéni smésy pro EricIR a podminky

templat (4-25 ng/ul) 2 PCR amplifikace; v8e Bioline, London, UK.

Pro identifikaci pomoci sekvenovani Sangerovou metodou (Macrogen) bylo pouzito 36
jedine¢nych izolatd. Reakéni podminky jsou uvedeny v Tabulce 10, seznam pouzitych primert
v Tabulce 11.

Izolaty rodt Aspergillus a Penicillium byly z divodu vétsi variability useku amplifikovany
primery cilicimi na geny pro B tubulin nebo RPB, zbyl¢ izolaty primery cilicimi na ITS. Produkty byly
oveteny na elektroforetogramu.

Precisténi PCR produktt bylo provedeno piesrazenim produktd pomoci acetatu sodného (NaOAc) a
etanolu dle nasledujiciho postupu:

a) k20 pl produktu byly ptidany 2 pul 3M NaOAc a 50 pl 96 % etanolu

b) smés byla propipetovana a inkubovana 10-15 minut pti pokojové teplote

¢) centrifugace 30 minut, 13 200 rpm, 22 °C

d) supernatant byl odstranén a k peleté bylo ptidano 250 pul 70 % etanolu

e) promichéano a centrifugovano pti podminkach vyse

f) supernatant byl odstranén a peleta vysusena inkubaci v termobloku na 65 °C, 5-10 minut

PCR fragmenty byly nakonec sekvenovany obéma koncovymi primery pouzitymi pro amplifikaci.
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Ziskané parové sekvence byly nasledné spojeny a manualn¢ editovany v programu BioEdit.

Konsensualni sekvence byla porovnana s GeneBank za vyuziti BLAST.

REAKCNI SMES OBJEM (ul) RPB2
pufr (10x) 2,5 FAZE ||OPAKOVANI| TEPLOTA (°C) | CAS
dNTP (10 mM) 0,5 r. ; 05 I m
Perfect Taq DNA polymeraza 0,1 2. 35 95 1m
H,O 17,9 35 55 Im
forward primer (10 pmol) 1 35 72 75s
reverse primer (10 pmol) 1 3. - 72 10 m
templat (4-25 ng/ul) 2 ITS STANDART
Tabulka 10: sloZeni reakéni smésy k identifikaci FAZE  OPAKOVANI] TEPLOTA (°C) [ CAS
kultur a podminky PCR amplifikace; vie 1. - 94 4m
Bioline. London. UK. 2. 35 94 60 s
35 53 60 s
35 72 60 s
3.41In vitro analyzy 3. ‘ 72 10m

Ke studiu zékladnich imunitnich a bunéénych odpovédi viici riiznym houbovym stimulantim bylo

pouzito lyzatd Sesti houbovych kultur, které byly ockovany v suspenzi fyziologického roztoku na

MEA a aerobné inkubovany sedum dni. Jednalo se o tfi druhy, které se prekryvaly mezi subjekty: 1.

Saccharomyces cerevisiae — kultury NG3 (pacient 2) a NG50 (pacient 1), 2. Candida parapsilosis —

kultury BL.KV (zdrava kontrola) a NG54 (pacient 1), 3. vnitrodruhove variabilni Rhodotorula

GEN | NAZEV SEKVENCE ZDROJ PROGRAM IZOLATY
. ATGTAAGCTCCTG .
X EriclR GGGATTCAC Versalovic et al. 1991 X X
irsip | CTTGGTCATTTAG[ ITS NG4, NG5, NG8, NG12, NG19, NG22,
TS AGGAAGTAA STANDART| NG23, NG24, NG25, NG29, NG50,
1Ts4 TCCTCCGCTTATT| oo ITS NG54, NG55, NG56, NG101, NG103,
GATATGC cctat STANDART| NG200, NG201, NG304, NG400
10 ACGATAGGTTCAC
5 twbuin CTCCAGAC White et al. 1990 ITS  |NG6, NG9, NG14, NG27, NG30, NG31,
| o |ACCCTCAGTGTAG : STANDART NG36, NG104, NG202
TGACCCTTGGC
oo GGTAACCAAATC
GGTGCTGCTTTC ITS
tubulin Glass et al. 1995 NG18
P o |ACCCTCAGTGTAG STANDART
TGACCCTTGGC
TAGAGGAAGTAA .
. ITSIF Kyoz| 7l O Toju et al. 2012 T N
TS TCCTCCGCTTATT |~~~ |STANDART '
GATATGC cctat
mee2-s |
RPB e JCCCATRGOTTGNT Liu et al. 1999 RPB2 NG10, NG11, NG28, NG38
TRCCCAT

Tabulka 11: primery vyuzité k identifikaci izolatt z kultur

27



mucilaginosa — kultury NG12 (pacient 1) a NG400 (pacient 2). K témto byl ptidan Mucor plumbeus,
NG23 (pacient 1). Houbova biomasa byla sklizena do fyziologického roztoku a pocet bun¢k byl
vyhodnocen pomoci Biirkerovy komirky po obarveni Trypanovou modii. Nasledné byla zkumavka
stocena (14 000 g, 11 minut), dvakrat promyta destilovanou vodou, tfikrat rozbita ve FastPrepu na
nejvyssi vykon, 60s, pomoci kulicek Matrix Tubes Y (MP Biomedicals, Solon, OH, USA) a nakonec
byl supernatant alikvotovan a lyofilizovan. Lyzaty byly nasledn¢ eluovany ve tkanové vodé na
koncentraci 5.8*10® bunék/ml.

Pomoci lyzath byly stimulovany imunitni bunky RAW 264,7. Jedna se o imortalizovanou
bunéénou linii mysSich makrofagi, které byly ziskany z tumoru indukovaného Abelsonovym virem
mysi leukémie. ZamraZena alikvota obsahujici 5 milionti bun¢k (uchovavana v 5 % DMSO pii — 80
°C) byla rozmraZena, suspendovana v RAW médiu k promyti, slozeni viz Tabulka 12, sto¢ena (1 200
rpm, 5 minut) a v 10 ml nového média inkubovana v kultivaéni lahvi o objemu 160 ml (dno 75 cm?)
pti 37 °C a 5 % CO,. Kazdé tii az Ctyfi dny je potfeba ménit médium pifipadné i pasdzovat burky.
Béhem pasazovani je odstranéno staré médium, buiiky jsou omyty fyziologickym roztokem a
seskrabany ze dna lahve. Nasledné jsou dle pozadovaného fedéni v novém médiu vraceny do
kultivacné lahve. Kdyz buiiky v pfimétfeném mnozstvi adherovaly na dno lahve, mohly byt sklizeny a
nasazeny do 96 jamkové kultivacni desky s rovaym dnem. Postup byl zpocatku shodny s
pasézovanim, po seskrabani byly buiiky spocCitdny (viz vyse), nafedény na odpovidajici koncentraci

v RAW médiu a nasazeny 8*10° bun&k/jamka. Nasledovala 24 hodinové inkubace za shodnych

podminek.
RAW médium _ .

- — - Antigen Fluorochrom Barveni
Latka (findlni |Objem — -
koncentrace) | (ml) detekce bunééné viability (FVD) eFluor 780 povrchové
intravennézni I diferenciacni skupina (CD) 80 Allophycocyanin povrchové

voda CD86 Fluorescein isothiocyanate | povrchové

DMEM (1 x) 86 CD40 Phycoeritrin povrchové

FBS (10 %) 20 mysi ekvivalent MHC II (I-A/I-E) Alexa Fluor povrchové

[s)
ATB (1 f’ ) 2 inducibilni NO syntaza (iNOS) Phycoeritrin a Cyanin | vnitrobunécné
GLU (1 %) 2 proliferacni marker (Ki-67) Brilliant violet vnitrobuné¢né
NaHCO; (0.15 %)

Tabulka 12: vlevo - slozeni RAW média; FBS = fetalni bovinni sérum, ATB = antibiotika (10 000 jednotek
penicilinu a 10 mg streptomycinu na ml), GLU = glutamin, v§echny latky (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA); Tabulka 13: vpravo - monoklonalni protilatky konjugované s fluorochromy na FACS

Stimulace bunék byla nasledné provedena odsatim veskerého média v jamkach, ptidanim 50 ul lyzatu
ve Ctyfech riznych koncentracich (prvni fedéni 1000 %, s naslednymi v desitkové fedici fad€) nebo
kontrolnich mikrobialnich antigend. Zde lipopolysacharid (finalni koncentrace 100 ng/ml), CpG
oligodeoxynukleotidy (200 pg/ml), zymosan a mannan (oba 100 pg/ml) spolu s negativnimi
kontrolami stavajicimi se z Cistého média. VSechny vzorky byly délany v duplikatu, kdy do lichych
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sloupctl desky bylo pfidano 50 pl polymixinu B (0,08 %), ktery funguje jako antibiotikum a detergent,
¢imz odstranuje potencialné stimula¢ni kontaminujici lipopolysacharid. Nakonec byl objem vSech
jamek dorovnan RAW médiem do finalniho objemu 200 ul. Takto byla deska opét inkubovana 24
hodin.

Stimula¢ni deska byla dalsi den rozdé€lena na supernatant a buiiky. Supernatant byl vyuzit pro
imunologické analyzy k detekci stimulacniho efektu lyzat na produkci prozanétlivych cytokinii IL-6
a TNF-a pomoci enzymoimunoanalyzy (ELISA) DuoSet Development system (R&D systems,
Biotechne brand, Avonmouth, VBr). A dale na kvantifikaci respiracniho vzplanuti vyuzitim
kolorimetrické analyzy detekujici hladinu NO,, Griessovy reakce (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA), kde byl jako standard pouzit NaNO, ve dvojkové fedici fad¢ od 12.5 pM, standard 8 je vzdy
ponechén jako blank. Ob€ metody byly provedeny beze zmén dle manualu vyrobce. Na kazdou
z téchto analyz bylo pouzito 50 ul supernatantu. V ptipadé Griessovy reakce se jednalo o nefedény
supernatant, na ELISA test byl fedén 10 x. Stimulované buiiky byly vyuzity na Fluorescen¢ni
pratokovou cytometrii (FACS) za pouziti monoklonalnich protilatek konjugovanych s fluorochromy
(eBioscience, San Diego, CA, USA; Biolegend, San Diego, CA, USA; BD BioSciences, San Jose, CA,
USA), Tabulka 13. Dle protokolu:

a) bunky byly po celou dobu manipulace uchovavany na ledu, ze stimulacni desky byly
seskrabany ve 150 pl PBS/jamka a pfeneseny na FACS desku s konvexnim dnem

b) tato byla stocena (300 g, 4 °C, 5 minut), supernatant byl odklepnut, opakovano dvakrat

c) nespecificka vazba protilatek byla blokovana 20 pl/jamka 10 % normalnim mySim sérem
v PBS po dobu 20 minut

d) bylo pfidano 130 ul PBS/jamka, deska sto¢ena a odklepnuta

e) bunky byly barveny na povrchové znaky mixem barevné zna¢enych protilatek fedénych
v PBS (FVD 200 x, ostatni 100 x) a smichanych, 10 ul/jamka, 30 minut

f) bylo pridano 140 ul PBS/jamka, deska sto¢ena a odklepnuta, opakovano dvakrat

g) buiky byly fixovany ve fixacnim a zaroven permeabilizacnim roztoku (morfologie bunky je
zafixovana, ale sténa je zaroven ucinéna propustnéjsi pro detekéni latky) 140 ul/jamka

(eBioscience, San Diego, CA, USA), 45 minut ve tm¢

h) deska byla stocena (navySeni na 350 g, 4 °C, 5 minut), odklepnuta, promyta permeabilizacnim
roztokem 150 pl/jamka, opakovano dvakrat

i) bunky byly barveny na intracelularni znaky mixem barevné znacenych protilatek fedénych
v permeabiliza¢nim roztoku (100 X, eBioscience, San Diego, CA, USA) a smichanych, 10
ul/jamka, 30 minut

j) bylo pridano 140 pl permeabiliza¢niho roztoku/jamka, deska stocena a odklepnuta, opakovano
dvakrat

k) resuspendace ve 100 pl PBS
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Vzorky byly méfeny na piistroji BD LSR II (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) pomoci

programu Diva verze 6.1.1 (BD Biosciences). Pro nastaveni pfistroje byly pouzity buiiky barvené

jednou protilatkou. Do analyz byly zahrnuty pouze bunky spadajici do ohrani¢ené ¢asti grafu, viz

strategie na Obrazku 5. Data byla vyhodnocena v programu FloJo verze 7.2.5 s pouzitim automatické

kompenzace.
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Obrazek 5: pritokova cytometrie, strategie ohranicovani bun¢k zahrnutych do naslednych analyz.
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4. Vysledky

4.1 Diverzita hub biopsii pacientii s CRC

Z vysledki na arovni tfid je patrné, Ze v karcinomu dochdzi k vyznamnému nartistu pro
Saccharomycetes na tkor vyznamného ubytku v Agaricomycetes, mén¢ taktéz u
Eurotiomycetes, Dothideomycetes a Sordariomycetes, Obrazek 6.

Statisticky pritkazné zmény v abundanci taxond pouze n¢kolik OTU. Na urovni rodi
se jedna se o Cladosporium, Aspergillus, Beauveria, Udeniomyces a Trichaptum. V Tabulce
14 jsou kromé jednotlivych rodii také vidét data ze statistické analyzy, stejné jako pokles nebo
narist abundance ve tkani tumoru v porovnani s kontrolou. Mezi rody hojnéjsi v karcinomu
pak patii Beauveria, Aspergillus a Trichaptum, naopak je tomu u Udeniomyces a

Cladosporium. Nejmarkantnéjsi posun pak pozorujeme pravé u Beauveria.

Ascomycota:c_Dothideomycetes ﬂ.) l I L l I I | I BER . B I ]
Ascomycota;c_ Furotiomycetes
Ascomycota;c_ Incertae sedis
Ascomycota;c Lecanoromycetes
Ascomycota;c_ Leotlomycetes
Ascomycota;c_ Seccharomycetes
Ascomycota;c_Sordariomycetes
Ascomycota;Other
Basidiomycota;c__Agaricomycetes ‘
II il I|IH f
‘

Obrazek 6: a) sloupcové grafy vyjadiujici poméry tfid v jednotlivych vzorcich, b) sumarni sloupcovy

graf porovnavajici nepostizeny biopticky vzorek (ZT) se vzorkem tkané karcinomu (TT).
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.
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Z této sekvenace houbového spolecenstva degenerovanymi ITS2 primery bylo ziskan
o¢ekavany pocet sekvenci. V kroku, kdy byly odfiltrovany sekvence, které nepatii houbam
vsak bylo zjisténo, Ze az 99 % readl bylo lidskych. Vysledkem tedy bylo preferencni
nasedani degenerovanych primera na hostitelskou DNA, ktera je v téchto vzorcich
v nadbytku. Bézn¢ nastavovany prah poctu readti pro zahrnuti vzorku do analyzy dat byl pro
tento piipad sniZzen na 20. Takto nizky objem dat vSak neumoziuje dostat se v analyze
hloubéji nez na uroven tfidy. Dal§im problémem byla taktéz preferencni amplifikace
nehoubového organismu, tentokrat prvoka Blastocystis homminis. U n€kolika malo vzorkt
bylo ziskano dostatecné mnozstvi Cist¢ houbovych sekvenci, a tak mohly byt analyzovany

hloubéji. Z vyse zminénych diivodi bylo pfistoupeno k dalsi optimalizaci.

. ZDRAVA
OTU - Rad TKAK* TUMOR* |[ATUMOR P
Cystofilobasidiales 0,0026 0,0000 1 0,0370
Celed
Hypocreaceae 0,0034 0,0337 1 0,0334
Cystofilobasidiaceae 0,0026 0,0000 | 0,0370
Hymenochaetales;f Incertae sedis 0,0001 0,0059 1 0,0484
Rod

Beauveria 0,0000 0,0217 1 0,0056
Cladosporium 0,0222 0,0041 | 0,0342
Udeniomyces 0,0026 0,0000 | 0,0370

Aspergillus 0,0153 0,0404 1 0,0440

Trichaptum 0,0001 0,0059 1 0,04834

Tabulka 14: aplikaci Kruskal - Wallisova testu ziskané signifikantné rozdilné taxony identifikované
jako operaéni taxonomické jednotky (OTU) v bioptickych vzorcich pacientid s CRC, popisky: P = p-
hodnota, hladina pravdépodobnosti platnosti nulové hypotézy, * primérna hodnota abundance taxonu,
ATumor = 1 narust, | pokles abundance taxonu ve tkani tumoru.

4.2 Vyuzitelnost kitu na odstranéni hostitelské DNA

Vsechny vzorky mimo pozitivni kontrolu byly vyznamné fragmentované. Na kratSim useku DNA je
mensi mnozstvi metylovanych mist, coz u danych vzorkl mohlo snizit efektivitu vyvazani lidské
DNA. Vysledky qPCR za pouziti primeri specifickych pro ¢lovéka ukazaly pouze ¢asteéné vyvazani
lidské DNA z mikrobialni frakce v§ech lidskych vzorkd, coz bylo v rozporu s vysledky deklarovanymi
vyrobcem (Tabulka ¢. 15). Lidskd DNA byla v téchto frakcich stale ptitomna a jeji koncentrace
dokonce nebyla vzdy niz§i nez v originalnim vzorku. qPCR kvantifikace bakterialnimi primery
validuje pritomnost bakteriani DNA v hostitelské frakci, coz naznacuje sice nizkou, ale podstatnou
hladinu nezddouciho vyvazovani bakterialni slozky. Riizn¢ dlouhé produkty vznikly s primery
specifickymi pro houby. Z tohoto diivodu byly vSechny produkty téchto primerti zobrazeny

elektroforézou agar6zového gelu, kde bylo jasn€ patrné, Ze pro lidsky vzorek CRC se pied vyuzitim
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kitu amplifikoval nespecificky produkt houbové DNA o vysoké intenzité, ale nizké kvalité (,,smear”),
zatimco vyuzitim kitu vysledna mikrobialni frakce tvotila jeden specificky houbovy produkt a

hostitelska pouze nevyrazny smear s amplifikaci pouze nespecifickych produkta.

PRIMERY LIDSKE
NAZEV VZORKU K4D T MOCK kontrola
TYP VZORKU (O,H,M)| O M H o] M H 0 M H
CYKLUS 22,5 233 23,1 25,3 259 | 244 29,6 28,9 | 26,3 |negativni
KRIVKA TANi 1 peak
PRIMERY HOUBOVE
NAZEV VZORKU T MOCK kontrola
TYP VZORKU (O,H,M)| O M H 0 M H H
CYKLUS 26,2 32,1 31,2 21,4 | 21,2 28 28 ”eigt;""'
., P 1slaby [1produkt, [nespecifické 1slaby produkt [ 1slaby produkt
KRIVKA TAN{ 1 produkt
produkt [jiné délky | produkty P jiné délky jiné délky
PRIMERY BAKTERIALNI
NAZEV VZORKU K4D 1T kontrola
TYP VZORKU (O,H,M)| O M H o] M H
CYKLUS 31,3 30,4 33,1 233 | 225 | 283 ”eiitg’”'
KRIVKA TANi 1 produkt 1 produkt jiné délky

Tabulka 15: vysledky qPCR na vzorcich Microbiome DNA enrichment kitu pomoci qPCR, popisky: K4D =
lidska biopsie psoriatické kiize, TT = biopsie tumoru pacienta s CRC, MOCK = uméle vytvofena pozitivni
kontrola tvofena lidskou DNA z krevnich bun¢k a houbovych kultur (popséno viz 3.1.4), kontrola = negativni
kontrola, O = originalni vzorek vstupujici do kitu, M = mikrobialni obohacena frakce, H = hostitelska vyvazana
DNA.

Klasicka PCR provedena ITS1 a ITS2 primery na pozitivni kontrole a biopsii potvrdila, Ze se ITS2
primery vazi na lidskou DNA, a to preferen¢né v bioptickych vzorcich oproti pozitivni kontrole
z lidské krve. Zaroven bylo prokazano, ze kit vyvazuje i metylovanou DNA hub. Toto je zfetelné u
pozitivni kontroly v hostitelské frakci, kdy kratsi ze dvou produktd je houbovy a delsi je lidsky
amplikon, Obrazek 7. Pro takto masivni ovéfovani vSak nebyl vytézek kitu dostate¢ny, tedy

mikrobialni frakce do rekce s primery ITS1 byla pouze sterilni vodou vyplachnuta zkumavka od

puvodniho vzorku.

ot AL

';ﬁr.’-'.. *
0O M H O MH

Obrazek 7: ElektroforetogramMOCK = uméle vytvofena pozitivni kontrola tvotena lidskou DNA z krevnich
bunék a houbovych kultur (popsano viz 3.1.4) a lidské biopsie CRC (TT) po PCR s 35 cykly za pouziti
houbovych primerti. Obrazek vlevo ITS2; obrazek vpravo ITS1.

4.1 Houbova diverzita stolic pacientii s IBD

Sekvenace mykobiomu pacientti s IBD a zdravych kontrol poskytla nad o¢ekavani vysoky pocet

sekvenci. Tohoto bylo dosazeno pridanim 10 % BSA do finalniho objemu PCR reakce a amplifikaci
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pomoci primeru cilicich na ITS1.

I Ascomycota; Dothideomycetes;Plecsporales
Ascomycota; Eurotiomycetes; Eurotiales

Ascomyceta; Saccharomycetes;Saccharomycetales
Ascomyceta; Saccharomycetes;Saccharomycetales

E Basidiomycota;Agaricomycetes; Agaricales
I EBasidiomycota;Agaricomycetes;Boletales
E Basidiomycota;Agaricomycetes;Phallales
i Basidiomycota;Basidiomycota, Other; Sporidicbolales
B Fungi,Gther; Fungi,Gther, Gther;Mucorales
= W l ™
|
HC CD UC PSC PSC
IBD
b)l = - [ ] B Boletus;Boletus_edulis
N Saccharomyces;Saccharomyces_paradoxus
BEm Candida,Candida_albicans
B Lysurus;Lysurus_cruciatus
[ Massarina;Massarina_sp._JP-2013
| ] Rhodosporidium;Rhodosporidium_Babjevae
BN Debaryomyces;Debaryomyces_sp. FO0210-40LL4
Xerocomus;Xerocomus_badius
— B Suillus;Suillus variegatus
Il Penicillium;Penicillium_rogueforti
Bl Geotrichum; Geotrichum candidum
- BN Tuber;Tuber_nitidum
B mmm Penicillium;Penicillium_digitatum Kluyveromyces marxianus
- o Aspergillus_flavus | Alternaria_sp._l-:mln 1211
] | Cladosporium_herbarum B Pleurotus,Pleurotus_eryngii
— | - || Candida:Candi_da_tropicalis [ ] E-oletus_reticulatus_
HC CD UC PSC PSC Aspergillus; Asperqgillus_niger Scleroderma_areolatum
IBD Rhodotorula; Rhodotorula sp. GMS B Malassezia restricta

Obrazek 8: sloupcové grafy vyjadiujici pomé&ry a) na Grovni ¥add, b) na druhové Grovni v jednotlivych
skupinach dle diagndzy.

4

ZastreSujici urovein fada u zdravych jedinct ukazuje na nejvyssi zastoupeni Eurotiales, nasedované
Saccharomycetales, Boletales, Phallales. Tyto poméry se dale méni riznym zptsobem dle jednotlivych
diagnoz, Obrazek 8. Na druhové tirovni zdravého jedince pak vidime nejveétsi pomér Penicillium
roqueforti nasledovan Saccharomyces paradoxus, Lysurus cruciatus, Debaryomyces sp., Xerocomus
badius, Scleroderma areolatum, Suillus variegatus, Penicillium digitatum, Rhodosporidium babjevae,
Massarina sp. a Candida albicans.

Tato sekvenacni data pfisla kratce pied datem odevzdani diplomové prace, proto nebyly
provedeny statistické analyzy k urceni signifikance vyse zobrazenych rozdild, které je tedy potieba
brat pouze jako vizualné detekovatelné rozdily. Jsou zde uvedena piedevsim pro lepsi predstavu
vysledki optimalizace metodiky. Diky kvalité sekvenacnich dat a rozsahu klinickych metadat mam
vyborny zaklad k jejich detailnimu vyhodnoceni. Metadata zahrnuji mimo informaci shrnutych v
Tabulce 1 naptiklad rozsah onemocnéni, postizené ¢asti travici trubice, aktivitu zanétu dle stupnice i
momentalniho stavu (aktivni/remise), historii chirurgickych zakroki, schéma lécby, detekované krevni
protilatky spolu se vSemi udaji krevniho obrazu. Je tedy potieba mnoha dlouhotrvajicich analyz k

odhaleni vlivu vSech téchto proménnych a zjisténi s nimi striktné spojenych zmén v mykobimu.

34



4.2 Bakterialni diverzita biopsii pacientii s CRC

Sekvenaci bakterialniho mikrobiomu 16S primery bylo taktéz ziskdno ocekavané mnozstvi dat.

V analyze tiid vidime vyznamny pokles u Firmicutes a v mens$i mife i Bacteroides na druhou stranu
velky narist pro Fusobakteria a déle také Proteobacteria i Synergistetes, Obrazek 9 a Tabulka 16. Pro
jednotlivé rody je jasny nejvyznamnéjsi nariist v postizené tkani pro Fusobacterium, Leptotrichia,
Eikenella a Campylobacter. Naopak pokles byl zaznamenan u Helococcus a Blautia. Zajimavé jsou
zmény pomeru pro rod Clostridium, kdy n€ktefi jeho zastupci vykazuji signifikantni pokles a jini

naopak nartst ve tkani tumoru pacienttt CRC.

=, ZDRAVA

OTU - Rad TKAK* TUMOR* | ATUMOR P
Fusobacteriales 0,0212 0,1061 1 5*10-6
Clostridiales 0,5145 04367 l 0,0114
Lactobacillales 0,0186 0,0502 1 0,0132
Bacteroidales 0,2684 0,2148 l 0,0214
Campylobacterales 0,0014 0,0102 1 0,0236
Synergistales 0,0007 0,0049 1 0,0348

Celed’
Fusobacteriaceae 0,0204 0,0973 1 1*10-5
Leptotrichiaceae 0,0008 0,0088 1 0,0043
Campylobacteraceae 0,0008 0,0097 T 0,0098
Eubacteriaceae 0,0002 0,0001 l 0,0218
[Odoribacteraceae] 0,0086 0,0044 l 0,0285
Rikenellaceae 0,0148 0,0087 l 0,0304
Ruminococcaceae 0,1341 0,1057 l 0,0368
Lactobacillales;f unidentified 3*10-5 0,0000 l 0,0442
Dermabacteraceae 2*10-5 5*10-7 1 0,0499
Rod

Fusobacterium 0,0191 0,0928 i 7*10-6
Leptotrichia 0,0008 0,0088 1 0,0043
Eikenella 5*10-5 0,0002 1 0,0084
Campylobacter 0,0008 0,0097 1 0,0098
Clostridium 0,0050 0,0071 1 0,0172
Helcococcus 0,0003 8*10-6 l 0,0209
Blautia 0,0613 0,0429 l 0,0261
Fusobacteriaceae;Other 0,0012 0,0041 1 0,0302
Clostridium 0,0001 8*10-5 l 0,0305
Filifactor 2*10-5 0,0002 1 0,0367
Sphingomonas 6*10-5 0,0003 1 0,0423
Intrasporangiaceae;g  unidentified 3*10-5 0,0000 l 0,0442
Ruminococcus 6*10-6 0.0000 ! 0,0442

Tabulka 16: aplikaci Kruskal - Wallisova testu ziskané statisticky signifikantné rozdilné taxony identifikované
jako OTU v bioptickych vzorcich pacientl s CRC, popisky: P = p-hodnota, hladina pravdépodobnosti platnosti
nulové hypotézy, * primérna hodnota abundance taxonu, ATumor = 1 nartst, | pokles abundance taxonu ve
tkani tumoru.
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RECEIIIIn

k__Archaea:p_Euryarchaeota ﬂ) =
k__Bacteria;p__Acidebacteria
k__Bacteria;p_ Actinobacteria
k_ Bacteria;p_ Bacteroidetes #
k__Bacteria;p__Chlamydiae
k__Bacteria;p_ Chioroflexi
k__Bacteria;p__ Cyanobacteria
k_ Bacteria;p_ Defemmibacteres
k__Bacteria;p_ Elusimicrobia
k__Bacteria;p__Firmicutes
k__Bacteria;p_ Fusobacterla =
k__Bacteria;p__Lentisphaerae
k_ Bacteria;p_ Protecbacteria =
k__Bacteria;p_ Spirechaetes
k__Bacteria;p_Synergistetes
k_ Bacteria;p_TMT
k__Bacteria;p_ Tenericutes

i k__Bacteria;p__Verrucomicrobia

BN k_ Bacteria;Other

'J !l

ZT TT

Obrazek 9: a) sloupcovy graf vyjadiujici poméry tiid v ]ednothvych vzorcich, b) sumarni
sloupcovy graf porovnavajici nepostizeny biopticky vzorek se vzorkem tkané karcinomu;
signifikanté odli§né tfidy mezi ZT a TT znaéi *, (Kruskal — Wallistv test, p < 0,05)

4.3 Kultivace dominantnich hub a vliv kultiva¢nich podminek

Veskeré kvasinkové kolonie vypadaly na vSech trovnich morfologie velice podobné, za pouZiti média
CHROMagar Candida byly roztfidény na modie (NG56), fialové (NG50, NG55) a bile (NG54) se
pigmentujici kolonie (Obrazek 10).

Izolaci DNA a naslednou dereplikaci pomoci PCR fingerprintu zbylo z ptivodnich 54
morfotypi 36 pfedpokladanych unikatnich druhti. Bylo zajimavé, Ze kultury s odliSnou morfologii
v ramci jednoho pacienta se molekularné shodovaly, zatimco kultury s velice podobnou morfologii od
riznych jedinct byly molekularné riznymi druhy. Pocatecni predpoklad druhového prekryvu mezi
pacienty tedy nebyl spravny. Teto byl PCR fingerprintem identifikovan na jediny, NG50 (pacient 1) a
NG3 (pacient 2), Obrazek 11. Amplifikace relevantnich gent danych kultur a jejich urceni sekvenaci
Sangerovou metodou odhalila dalsi hypoteticky sdilené druhy: NG27 (pacient 2) a NG28 (pacient 1),
NG12 (99 % shoda s refenrenc¢ni sekvenci, pacient 1) a NG400 (100 % shoda s referencni sekvenci,
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pacient 2), NG10 (pacient 1) a NG202 (pacient 2). Tyto vyledky jsou vsak diskutabilni, protoze PCR
fingerprinty danych dvojic se neshoduji. Stejna situace panuje i u izolati NG4 a NGS5 (pacient 2).
Naopak dve¢ jasné duplicity byly NG30 a NG27 (pacient 2, shoda ve fingerprintu) a NG56 a NG200
(pacient 1, shoda ve fingerprintu). Prekryv NG18 a NG304 (pacient 2) neni zaloZen na shodné
sekvenci, a to pfedevsim z divodu, Ze NG304 byla sekvenovana na ITS, nebot’ se v kultufe jevila
sterilni a fingerprint v tomto pfipad¢ nema dostaténou vypovédni hodnotu, miize se vsak jednat o
duplicitu. Piehledné ur¢eni morfotypd do poskytuje Tabulka 17. Do druhu bylo uréeno 32
vykultivovanych hub. Celkova kultivovatelna diverzita byla druhoveé nejbohatsi na rody Penicillium a
Aspergillus s peti zastupci, nasledovaly rody Cadida, Saccharomyces, Alternaria a Mucor s dvéma
druhy, ostatni byly po jednom zastupci.

Vyhodnoceni ptekryvu sekvenace jednotlivych morfotypovanych kolonii amplifikovanych na
relevantni geny Sangerovou metodou a celého objemu DNA ze vzorku Cerstvé stolice
amplifikovaného na ITS1 a sekvenovaného Illumina Miseq, ptilohy Tabulka 6 a Obrazek 3, Ize vidét
na rodové Grovni znaroznény Vennovymi diagramy na Obrazku 12. Druhovy ptekryv se pak u obou

pacientu sestava z druhl Penicillium roqueforti a Candida albicans.

Obrazek 10: vlevo — kultivacni miska dokumentovana z horni a spodni strany jako pfiklady barevnych a
morfologickych typti kvasinkovitych koloniif odockovanych na CHROMagar Candida; Obrazek 11: vpravo -
PCR fingerprint izolovanych kultur, vzorek = kultura, modré symboly znaci shodny vzor, ¢ervena ¢isla jsou
unikatni kultury, které jsou dale zpracovavané.

Pacient 1 Pacient 2

llumina llumina

Rhodotorula
Penicillium

Saccharomyces
Cladosporium
Rhodotorula
Penicillium
Candida

Aspergillus
Candida

anger

anger

Obrazek 12: Vennovy diagramy vyjadiujici rodovy prekryv mezi kompletni DNA sekvenovanou na
platformé Illumina a Sanger sekvenaci markerovych gent jednotlivych morfotypt; vytvofeno online pomoci
UGent



Kmen Druh Gen Genbank | Genbank, nejlepsi shoda * | Genbank reference
(pirekryv)
NG4 Geotrichum candidum ITS 360/360 JQ668727, Geotrichum (Alper, Frenette and
(100 %) candidum, SLMA-1028 Labrie, 2013)
NGS5 Geotrichum candidum ITS 396/396 JN974290, Galactomyces (Groenewald et al.,
(100 %) candidum, S11176 2012)
NG6 Aspergillus fumigatus B 506/506 KT150514, Aspergillus (Lee and Yamamoto,
tubulin (100 %) fumigatus, SMYA3627 2015)
NGS8 Alternaria infectoria ITS 580/582 KP131538, Alternaria (Irinyi et al., 2015)
(99 %) infectoria, SCNRMA10.143
NG9 Aspergillus sydowii B 358/358 EF428373, Aspergillus (Zalar et al., 2008)
tubulin (100 %) sydowii, S CBS593.65
NGI10 | Aspergillus tubingensis RPB 487/487 KM457221, Aspergillus (Olarte et al., 2015)
(100 %) tubingensis, SIC5312
NGl11 Penicillium RPB 957/957 JN121487, Penicillium (Houbraken, Frisvad
chrysogenum (100 %) chrysogenum, SCBS 306.48 and Samson, 2011)
NG12 Rhodotorula ITS 631/632 KP132584, Rhodotorula (Irinyi et al., 2015)
mucilaginosa (99 %) mucilaginosa, S PMMOS-
3684L
NG14 Aspergillus aureolus B 507/509 EF669808, Aspergillus (Peterson, 2008)
tubulin (99 %) aureolus, isolate NRRL 2244
NG17 Geosmithia sp. 3 ITS 526/526 AM181467, Geosmithia (Kolatik et al., 2008)
(100 %) pallida, SCCF3481
NG18 Penicillium § 369/369 FJ930954, Penicillium (Giraud et al., 2010)
camemberti tubulin (100 %) camemberti, SCBS29948
NG19 Microascales sp. X X X X
NG22 Cladosporium ITS 548/548 AY361968, Cladosporium (Park et al., 2004)
cladosporioides (100 %) cladosporioides, SATCCng2
64726
NG23 Mucor plumbeus ITS 581/581 HM999955, Mucor (Vitale et al., 2012)
(100 %) plumbeus, SCBS 634.74
NG24 Mucor mucedo ITS 636/636 JN206086, Mucor mucedo, | (Walther et al., 2013)
(100 %) SCBS 542.66
NG25 Alternaria destruens ITS 552/552 NR 137143, Alternaria (Pryor and Bigelow,
(100 %) destruens, ATCC 204363 2003)
NG27 | Penicillium roqueforti B 408/408 KF225082, Penicillium (Lecellier et al.,
tubulin (100 %) roqueforti, SUBOCC-A- 2014)
108110
NG28 | Penicillium roqueforti B 344/362 KF225082, Penicillium (Lecellier et al.,
tubulin (95 %) roqueforti, SUBOCC-A- 2014)
108110
NG29 Alternaria infectoria ITS 599/599 KP131539, Alternaria (Irinyi et al., 2015)
(100 %) infectoria, SCNRMAS.1405
NG30 | Penicillium roqueforti B 408/408 KF225082, Penicillium (Lecellier et al.,
tubulin (100 %) roqueforti, SUBOCC-A- 2014)
108110
NG31 Penicillium B 405/408 JF909942, Penicillium (Houbraken and
griseofulvum tubulin (99 %) griseofulvum, SCBS 185.27 Samson, 2011)
NG36 | Penicillium crustosum B 415/415 DQ486635, Penicillium (Sonjak, Frisvad and
tubulin (100 %) crustosum, SEXF-1005 Gunde-Cimerman,
2007)
NG38 Aspergillus oryzae RPB 1059/1059 AP007169, Aspergillus (Machida et al.,
(100%) oryzae RIB40, SC038 2005)
NG50 Saccharomyces ITS 711/711 NR 132207, Saccharomyces (Johnston at al.,
cerevisiae (100 %) cerrevisiae, S288c 1997)
NG54 Candida parapsilosis ITS 522/522 AY391843, Candida (Rycovska et al.
(100 %) parapsilosis, SCBS 604 2004)
NGS5 Saccharomyces ITS 171/177 AY428861, Saccharomyces (Fietto et al., 2004)
boulardii 97 %) boulardii
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NG56 Candida albicans ITS 551/551 KP131671, Candida (Irinyi et al., 2015)
(100 %) albicans, SPMMO08-366L
NG101 Trichosporon ITS 544/544 NR 073249, Trichosporon (Scorzetti and Fell,
coremiiforme (100 %) coremiiforme, CBS 2482 2002)
NG103 Onygenales sp. X X X X
NG104 | Dothideomycetes sp. B 229/268 FJ157871, Aureobasidium (Zalar et al., 2008)
tubulin (85 %) pullulans, SCBS 146.30
NG200 Candida albicans ITS 544/544 KP131671, Candida (Irinyi et al., 2015)
(100 %) albicans, SPMMO08-366L
NG201 | Pseudogymnoascus sp. ITS 573/573 JX270501, Geomyces sp. (Lorch et al., 2012)
(100 %) 16WV05
NG202 | Aspergillus tubingensis B 508/508 EF661086, Aspergillus (Peterson, 2008)
tubulin (100 %) tubingensis isolate NRRL
4875
NG301 Hormographiella ITS 687/688 KP132299, Hormographiella | (Irinyi et al., 2015)
aspergillata (99 %) aspergillata, STHEM 14649
NG304 Penicillium ITS 597/597 NR 119396, Penicillium (An et al., 2009)
camemberti (100 %) camemberti, CBS 299.48
NG400 Rhodotorula ITS 623/623 KP132584, Rhodotorula (Irinyi et al., 2015)
mucilaginosa (100 %) mucilaginosa, S PMMO08-
3684L

Tabulka 17: identifikace jednotlivych morfotypt kultur pomoci sekvenovani Sangerovou metodou; *obsahuje
Genbank Pristupovy kod, nazev organismu a ¢islo kmene

Kultiva¢ni data byla vyhodnocena z hlediska vlivu promé€nnych na kvantitu kolonii, Obrazek 13 a) —

¢). Jako prvni je zfejmé, Ze pacient 2 mél vzdy minimalné o jeden fad vice CFU. Nevice kolonii

poskytovaly teploty 24 °C a 37 °C, coz jasn¢ svéd¢i o pirevaze mezofilnich termotolerantnich druht.

Pocty kolonii zachycenych na jednotlivych médiich u pacienta 1 jsou vyrovnané, zatimco druhovému
slozeni pacienta 2 spiSe vyhovovalo neselektivni médium SAB. Dostupnost kysiku pak hraje zasadni
roli pro spekrum hub pacienta 2.

Dalsim aspektem hodnocenym u kultiva¢nich analyz byly zmény diverzity plisobené
kultiva¢nimi podminkami, Obrazek 13, d). Pro tyto ucely byl pouzit Simpsontiv index diverzity. Je
vidét, ze 1 teploty poskytujici nizky pocet CFU (5 °C a 45 °C) dosahuji vysoké divezity kultivovaného
spolecenstva. Naopak 24 °C, pfi kterych roste vétSina druhit ma tento index pomérné nizky. U pacienta
1 pak mizeme pozorovat jasny klesajici trend s pfibyvajici teplotou, kdy 5 °C dosahuje nejvyssi
hodnoty. Spolecenstvo pacienta 2 je diverzitné bohatsi s nartistajici extrémnosti teploty, dosahujici
nejvyssi hodnoty ve 45 °C. Zajimavy je i pohled na vliv média, kdy univerzalnost SAB tla¢i hodnotu
divezity u pacienta 1 k nulovym hodnotam, zatimco v piipad¢ pacienta 2 nejselektivnéji piisobi
DRBC. Diverzita kopiruje trendy poctu CFU v ptipadé dostupnosti kysliku.

K ziskani komplexniho nahledu na vlivy jednotlivych proménnych byly provedeny analyzy
hlavnich komponent (PCA), Obrazek 14 a 15. Na vzorky pacienta 1 pusobi jako hlavni proménna
teplota, ktera je provazana se zachytem hyperabundantnich kvasinek Candida albicans a
Saccharomyces cerevisiae, které zaroven vysvétluji nejvetsi (97 % F1 a 85 % F2 respektive)

variabilitu hlavnich komponent, které dohromady davaji 68 % variance, Obr. 14 a). Kvasinka C.
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albicans totiz roste piedevsim pii 24 °C a 37 °C, zatimco rod Saccharomyces pti vSech teplotach
mimo 45 °C. Po jejich odstranéni se zdliraznni role druhti profitujicich z jinych kultiva¢nich teplot,
Obr. 14 b). Jedna se o Rhodotrula mucilaginosa preferujicich média DRBC a SAB pii 5 °C a 24 °C
(93 % F1) a Aspergillus oryzae, ktery byl zachycen pouze ze 37 °C (93 % F2, > F1 a F2 vysvétluje 56
% variability). Druhy Aspergillus fumigatus a Penicillium chrysogenum vysvétluji nejvétsi variabilitu
F3 (10 % variability), ktera je také provazana s telotou, ale i s dostupnosti kysliku pii kulativaci,
protoze tyto druhy byly zachyceny pii 45 °C a 24 °C respektive a to pouze za anaerobnich podminek.
Pro vzorky pacienta 2 pak mtizeme vidét jasné rozdéleni dle dostupnosti kysliku, coz silné koreluje i
trendem na grafech diverzitnich indexii, Obrazek 14 ¢). Za anaerobnich podminek se vyskytuji pouze
druhy Trichosporon coremiiforme (24 % F1, 18 F2, > F1 a F2 vysvétluje 72 % variability) a
Geotrichum candidum. Druhy zminény druh v pfipad¢€ pacienta 2 hraje tstfedni roli (21 % F1, 79 %
F2,41 % F3, 15 % F4), kdy se za aerobnich i anaerobnich podminek vyskytuje pfi teplotdch 5 °C a 24
°C v podobnych poctech CFU/g suSiny. Po jejich odstranéni uvidime shodny trend, ktery je popsan u
pacienta 1 pro C. albicans a S. cerevisiae. Pokud odstranime i tyto, pak se opét zvyrazni role
Rhodotorula mucilaginosa (73 % F1 a 54 % F2) spolecné s Penicillium camemberti (62 % F1 a 39 %
F2), Penicillium crustosum (25 % F1 a 62 % F2) a jiz zminénym Aspergillus oryzae (33 % F2),
Obrazek 15. F1 a F2 vysvétluji dohromady 85 % variability (67 % a 18 % respektive). Pro rhodotorulu
plati podminky jiz zminéné, ale zde i vyskyt ve 37 °C, penicillia rostou pti 5 °C i 24 °C, ale P.
crustosum pouze na DRBC. Primarni data k PcA grafiim viz ptilohy, Tabulky 8 — 11.
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Obrazek 13: sloupcové grafy se standardni odchylkou vyjadiujici pocet CFU na gram suSiny vzorku dle 40
vlivu jednotlivych proménnych; a) inkubacni teplota, b) kultivacni médium, c) inkubacni atmosféra, d)
bodovy graf zobrazujici vliv jednotlivych proménnych na Simpsontiv index diverzity; grafy byly

vytvofeny v programech GraphPad Prism a Past 3.15
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Obrazek 14: PCA aplikovana na vzorky z experimentu k zachyceni diverzity, a) pacient 1 veskera

diverzita, b) pacient 1 bez kvasinek rodti Candida a Saccharomyces, c) pacient 2 veskera diverzita; grafy

byly vytvofeny v programu Past 3.
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Obrazek 15: PCA aplikovana na vzorek pacienta 2 z experimentu k zachyceni diverzity bez kvasinek roda
Candida a Saccharomyces a anaerobné rostoucich 7. coremiiforme a G. candidum; Past 3.

Obrazek 16: ukazka izola¢nich misek pacienta 1, popisky: 1 — 3 = typ média: 1. SAB, 2. DRBC, 3. BHI; a) 5 °C
aerobni, b) 5 °C anaerobni, ¢) 24 °C aerobni, d) 24 °C anaerobni, e) 37 °C aerobni, f) 37 °C anaerobni, g) 45 °C
anaerobni.

4.3.1 Vliv zpiisobu uchovani vzorku

Graf na Obrazku 17 odrazi vliv uchovani cerstvého vzorku stolice na pocty kolonii formujicich
jednotek (CFU) ziskanych naslednou kultivaci a pfepoctenych na gram susiny vzorku (viz ptilohy
Tabulky 2-5 pro primarni data). Kvasinky a vlaknité houby byly vyhodnoceny zvlast’ z jasného
divodu potencidlniho ovlivnéni morfologii danych druht. Teplota, ve které byl uchovavan vzorek
cerstvé stolice neméla konstantni vliv na pocet CFU kvasinek a vlaknitych hub napti¢ dvéma pacienty.
Uchovani vzorku v lednici pfi 5 °C mélo narastajici vliv spolu s dobou, po kterou byl vzorek takto

uchovavan. U kvasinkovych druhil pacienta 1 mélo toto za nasledek namnozeni CFU, naopak tomu
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bylo u pacienta 2, kde prostiedi lednice zplsobilo jejich pokles, ktery byl markantni pfedevSim po
uplynuti dvou tydnii, Obrazek 18. Stejny vzor se opakoval i u vlaknitych druhii téhoz pacienta. Pocet
nulovych hodnot vlaknitych druhii pacienta 1 znemoznuje objektivni vyhodnoceni a je zde uveden
predevsim pro porovnani mezi jedinci. Zamrazeni mélo konstantni vyznamné destruktivni vliv naptic
pacienty a morfologii houby, kdy zpasobilo pokles kultivovatelnych CFU o n€kolik fadt. Pomérné
konstantni byl i vliv rozdilnych teplot, kdy na ptikladech kvasinkovych druhil pacienta 1 v obou
casovych bodech a vlaknitych pacienta 2 po tfech dnech pfi teploté -25 °C, vidime pokles na viibec
nejnizsi hodnoty zminénych oddilt graft. Toto naznacuje trend vétsiho poskozeni pomalym
zamrazovanim oproti rychlému hlubokému zamrazeni na -80 °C, které ve zminénych oddilech nabyva
vyssich hodnot ptezivsich CFU. Tomuto trendu se vymykaji kvasinky i vlaknité druhy pacienta 2 po
dvoutydenni inkubaci v teplotach pod bodem mrazu, kdy se nédhle hodnoty CFU blizi nule. To mize
znacit jakysi zlomovy bod v inkubaci téchto druhi pii dané teploté a dobé. Celkovy pocet CFU/g
susiny vzorku dle vlivu podminek uchovéni a nasledné inkubace bez zohlednéni morfologie viz
Obrazek 19 a) — ¢). Je zde vidét i vliv média, ktery vSak mize byt vychylen celkovym vlivem a délkou
zamrazeni. Pes nezpochybnitelny vliv zamrazeni na kvantitu hub je nezbytné zahodnotit i kvalitativni
hledisko vlivu uchovani, Obrazek 19 d). Zajimavy trend shodny pro oba pacienty ukazuje vliv teploty
na Simpsontv index diverzity. Stfedni hodnoty zachycené diverzity nabyvaji vzorky uchovavané v 5
°C, nasleduje nejvyssi hodnota viibec pii uchovavani v -25 °C a nakonec nejnizsi hodnoty pfi
uchovani v -80 °C. To umoziuje slozit celkovy obraz, kdy se hluboké zamrazeni na -80 °C sice jevi
Setrnéji v celkovém poctu zachycenych CFU, ale v kombinaci s diverzitnim indexem vidime, Ze je
extrémng selektivni a tyto kolonie budou chudé na pocet druhd, protoze vétsina jich toto uchovani
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puvodni diverzitu vzorku, navic ji jesté navysSuje.
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Obrazek 17: sumarni krabicové grafy vlivu uchovani vzorku (osa x) na pocty CFU kultivovanych hub
(osay); a) kvasinkové druhy pacienta 1, b) kvasinkové druhy pacienta 2, ¢) vlaknité druhy pacienta 1, d)
vlaknité druhy pacienta 2; primérné hodnota je pro kazdy typ média v daném prostiedi oznaCena kratkou
horizontalni ¢arou; Cerstvé = bod 0 neboli pocatecni stav; GraphPad Prism.



Obrazek 18: ukazka izola¢nich misek pro vliv uchovani, pacient 1; obrazek vlevo — vzorek v chladu 3

dny; obrazek vpravo — vzorek v chladu 14 dni; popisky: 1 — 3 = typ média: 1. BHI, 2. DRBC, 3. SAB; a)

lednice, b) mrazak - 25 °C, ¢) mrazak — 80 °C
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Obrazek 19: sloupcové grafy se standardni odchylkou vyjadiujici po¢et CFU na gram susiny vzorku dle
vlivu jednotlivych proménnych; a) teplota uchovani vzorku, b) kultiva¢ni médium, délka uchovani
vzorku pfed odockovanim, d) bodovy graf zobrazujici vliv jednotlivych proménnych na Simpsontv
index diverzity; grafy byly vytvofeny v programech GraphPad Prism a Past 3.15

ZavrSeni komplxeniho nahledu na vliv uchovani vzorku poskytuji opét PCA, Obrazek 20, kdy je u
pacienta 1 vidét shlukovani vzorkt dle teploty uchovani s dominantnim vlivem hyperabundantnich

kvasinek S. cerevisiae a C. albicans, které byly detekovany na vSech kultivacnich miskach a ménil se
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pouze pocet jejich kolonii. Dal$im dominantnim druhem je P. chrysogenum, které se vyskytuje na 5/18
misek. Zadny trend pak neni jasny z PCA na vliv uchovani vzorku pro pacienta 2. Zfejmé protoze vliv
hyperabundantnich kvasinek zde neni tak velky, nebot’ na v§ech miskach se vyskytuje G. candidum,
nasledovano S. cerevisiae s 14/18 misek, R. mucilaginosa 13/1, P. camemberti 10/18, T. coremiiforme

8/18, P. roqueforti 7/18 a C. albicans s pouze 4/18.
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Obrazek 20: PCA aplikovana na vzorky z experimentu na vliv uchovani vzorku, a) pacient 1, b)
pacient 2.

4.4 Imunomodula¢ni piisobeni houbovych lyzata

Vysledky prutokové cytometrie mySich makrofagl stimulovanych lyzaty vybranych druhd hub

ukazaly dobrou Zivotnost bunék, 75 — 100 % a zvySujici se proliferaci (Ki-67) s klesajici koncentraci

e

lyzatu Obrazek 21. Jedinou vyjimkou byl Mucor plumbeus, ktery pti stimulaci nejvyssi koncentraci
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akleceleroval nejvyssi délivost bunééné kultury, ktera spolu s niz$i davkou stimulans klesala. U tohoto
druhu lze vidét stejny trend i pro prezentaci antigenu (MHC I1+) zatimco vétSina kvasinek vykazuje
opacny trend, kdy vyrazné nejvyssi hodnoty dosahuje Candida parapsilosis (pacient 1) pii koncentraci
10 000 %, Obrazek 22. Kvasinka C. parapsilosis pak u zdavé kontroly (HC) i u pacienta 1 ptisobi jako
nejvyraznéjsi stimulans vSech kostimulacnich proteinti nutnych pro aktivaci antigen prezentujicich
bun¢k (CD80, CD86, CD40), coz ve vysledku vede k indukci prozanétlivé odpovédi. Inducibilni NO
syntaza (iNOS) ukazuje opét klesajici trend spojeny s koncentraci stimulans s nejvyssimi hodnotami
pro C. parapsilosis. Ji produkovany NO,', vysledek respiracniho vzplanuti, byl detekovan pomoci
Griessovy reakce. Zde pozorovany trend logicky kopiruje iNOS, jen s Iépe pozorovatelnymi rozdily
diky odlisné méftici Skale (uM). Vyse zminéna produkce prozanétlivych cytokint byla testovana
enzymoimunoanalyzou na piikladu TNF-a a IL-6. Tato kolorimetrickd metoda ukazuje veskrze shodny
trend s nejvy$$imi hodnotami C. parapsilosis pti nejvysSich stimulac¢nich koncentracich. Pozoruhodna
je extrémni indukce produkce IL-6 u daného izolatu ze zdravého jedince. Tato doknce prevySuje
indukci piisobenou pozitivnimi kontrolami. Zajimavé je, ze pravée tento konkrétni izolat ze zdravého
jedince ma plosné vétsi stimulaéni efekt v porovnani s izoldtem od pacienta 1, jehoz indukce IL-6 je
srovnatelna s Mucor plumbeus. Co se tyCe kontrol tak univerzalné stimulacni je piisobeni zymosanu,
mirn¢ stimulacni psobeni vykazuji CpG oligodeoxynukleotidy. Pro vytvoireni v§ech zobrazenych
grafli bylo pouzito pouze stimulaci za pfitomnosti polymixinu B. Hodnoty bez polymixinu sledovaly
stejny trend, ale byly navyseny bakteridlnim lipopolysacharidem (LPS). Tento je univerzaln€ vysoce

stimula¢ni a mize byt kontaminantem laboratorniho prostfedi vétné pouzivanych plastu.
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Obrazek 21: vysledky FACS v podobé bodovych grafli se spojnici trendu; v legendé je za nazvem druhu
uveden v zavorce pivod izolatu (pacient 1/2/zdrava kontrola = HC); grafy byly vytvofeny v programu
GraphPad Prism.
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Obrazek 22: vysledky priatokové cytometrie (MHCII+ - iNOS), Griessovy reakce (NO,") a ELISA analyz 47
(TNF- a a IL-6); grafy byly vytvofeny v programu GraphPad Prism.



5. Diskuse

5.1 Detekované rozdily v mikrobiomu

V dob¢ mého ptichodu do kolektivu Laboratofe bunééné a molekularni imunologie probihala houbova
sekvenace NGS pomoci primert IST3_F a IT4 R cilicich na ITS2. Tato praxe vyplynula jak

z origindlni publikace téchto primert (White et al., 1990), tak diplomové prace Mgr. Tomase Zelenky.
Béhem téchto pokusnych béht se vSak ukazalo, Ze tyto primery navrhnuté na nékolika malo rodech
hub jsou sice vysoce specifické, coz je pro vzorky z traviciho traktu, které obsahuji DNA

hostitele, poztstatkt jidla, bakterii, hub, virQ, archei i protist, vysoce zadouci. AvSak zarovei se tyto
primery vyznacuji vyssi afinitou k oddéleni Ascomycet, coz je pro oblast stfev, kde je vysoky a hlavné
vyznamny podil Basidiomycet, nezadouci. Proto bylo pfirozené rozhodnuti vyménit tyto za
degenerované primery amplifikujici ITS2 (Toju et al., 2012). Finalni produkt jejich amplifikace mél
velikost cca 500 pb. Délkova variabilita ITS je obecné velmi dobfe znama a byva uvadén rozptyl 170 -
550 pb (Tang et al. 2015). Jelikoz se zisané produkty pohybovaly v této oblasti a panoval piedpoklad,
ze nejpocetnéjsi frakei budou tvorit kvasinky typu Saccharomyces nebo Candida, které maji obecné
delsi ITS region (Motooka et al., 2017), tak jsem nepojala Zadné podezieni a az finalni data ukazala, Ze
se degenerované primery preferenéné vazaly na lidského hostitele a amplifikovaly tsek o velikosti 500
pb lidské DNA. Tyto primery taktéz amplifikovaly prvoka Blastocystis homminis, ¢imz detekovaly
jeho vyznamny podil v n¢kolika bioptickych vzorcich pacientli s CRC. Detekce jednobunéénych
sttevnich parazitt, ktefi jsou nedilnou soucasti celkového diagnostického obrazu (Dollive et al., 2012),
je samoziejmé vyznamnym prinosem pro komplexni studium mirkobiomu traviciho traktu. Z tohoto
divodu nékteré pomérné recentni studie nadale vyuzivaji kombinovany ptistup sekvenace ITS i 18S
(Gouba, Raoult and Drancourt, 2013; Hamad et al., 2012).

Naésledna selekce primert cilicich na ITS1 a jimi amplifikovany sekvenacni béh pacientd s IBD
poskytly velmi dobré vysledky. Jednalo se vSak o vzorky stolice s men$im pomérem hostitelské DNA.
Biotptické vzorky byly nasledné testovany s vyuzitim kitu vyvazujicim hostitelskou DNA. Jeho
pouziti pro vzorky lidskych sttevnich biopsii pacientt s CRC, ze kterych se nedati amplifikovat
mikrobidlni DNA z diivodu jejiho minimalniho obsahu v celkovéhm objemu izolované DNA, je sice
ucinng, ale kit jednoznacné vyvazuje i velké mnozstvi DNA hub. Zaroven je ziejmé, Ze se jedna o
preferencni skupiny s vy$sim vyskytem metylaci a vyuziti tohoto kitu by tak mohlo zdsadnim
zpusobem zkreslit findlni vysledky. VétSina optimalizaci vyuzitych pfi pfiprave riznych typt vzorka
pro sekvenovani houbové a bakterialni slozky na platformé Illumina Miseq byla pfinosna a poskytla
kyzeny efekt. Do budoucna mam mimo jiné v planu testovat Ultra-Deep Microbiome Prep izolaéni kit,
amplifikaci Takara polymerazou a Ultra II liga¢ni kit k dosaZeni jesté lepSich vysedki ve vSech

krocich ptipravy vzorkl k sekvenaci.
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Zde prezentované vysedky jednoznacné potvrzuji signifikantni zmény ve slozeni mikrobiomu v
souvislosti se stfevnim onemocnénim. Naptiklad detekovany Blastocystis v bioptickych vzorcich
pacienti s CRC je soucasn¢ udavan jako dominantni ve fekalnich vzorcich zdravych lidi (Scanlan and
Marchesi, 2008). Cast téchto jedinci jsou nositeli vice subtypt, pfi¢emz nékteré se vyskytuji spise ve
smiSenych a jiné zase v izolovanych infekcich. To miize odrazet vzajemny kompetitivni nebo
kooperativni vztah (Scanlan, Stensvold and Cotter, 2015). Recentné byla korelace Blastocystis se
zdravym stfevnim mikrobiomem doloZena na skuping lidi s riznymi zdravotnimi obtizemi. U nositelti
Blastocystis pak byla prokazana vys$si bakteridlni diverzita s vyznamnymi podily prospé$nych druhti
nez u HC (Audebert et al., 2016). Samotna patogenita je diskutovana a zlstava i nadale kontroverzni.
Zda se, Ze lze izolaty Blastocystis homminis rozdélit pomoci PCR fingerprintingu do shlukt, které
jasn¢ odrézeji zda pochdzi ze symptomatického nebo asymptomatického hostitele, coz naznacuje, ze
by se mohlo jednat o dva odlisné druhy ¢i kmeny (T. C. Tan et al., 2006). Obecné je onemocnéni
pusobené timto parazitem demonstrovano bolesti biicha, zacpou, priijmem a jejich stfidanim,
zvracenim a celkovou unavou (Qadri, al-Okaili and al-Dayel, 1989). Bylo navrzen také jeho ¢atéjsi
vyskyt u pacientd s IBD (Tungtrongchitr et al., 2004, Jimenez-Gonzalez et al., 2012), naopak
vyznamny pokles jeho vyskytu byl prokazan pro pacienty s aktivni UC (Rossen et al., 2015).

Na trovni rodu dochazi u pacienti s CRC mezi zdavou a zasaZenou tkani k signifikantnim
zménam u Cladosporium, Aspergillus a Beauveria a Udeniomyces. V neposledni fad¢ sem vsak spada
i makromycet Trichaptum. Tento rod je v naSem prostfedi znam spiSe jako Branovitec, saprotrof
s kloboukatymi az rozlitymi plodnicemi rostouci na mrtvém dieveé. Zaroven byl prokazan jeho
vyznamny narlst v dysbiotickém mikrobiomu z nosnich dutin pacienti trpicich astmatem (van
Woerden et al., 2013) nebo jedince trpiciho chronickym zanétem sliznice paranasalnich dutin (Buzina
et al., 2003). Tedy jeho asociace s mykobiomem nemocnych jedinci je jiz prokdzana, toto je vSak
prvni popis ve vzorku traviciho traktu. Hlavnim pojicim prvkem se zde zda byt hlen, ktery je hojny jak
v respiratornim tak v travicim traktu.

V datech této prace bylo zjisténo, ze Beauveria je signifikantng ¢astéjsi v tumoru nez-li zdravé
tkani. Tato byla detekovana v nasalnim mikrobiomu (Buzina et al., 2003), coz spolu s jejim vyuzitim
jako insekticidniho agens nahrava jejimu ptivodu z prostiedi. Ve stolici byla dosud detekovana pouze
kultiva¢nimi metodami (Gouba et al., 2013; Gouba and Drancourt, 2015). Diky jejim u¢inym
virulen¢nim faktoriim (Zhang et al., 2009) ma rozhodné potencial k invaznimu ptisobeni v lidském
stfeve.

Dale popisovana redukce u Firmicutes i Bacteroidetes naznacuje odvraceni od mikrobiomu,
ktery bézné zajist'uje St€peni a absorpci latek pochazejicich z potravy. Pomér téchto dvou tiid je také
dokladan v souvislosti s t€lesnym hmotnostnim indexem pacienta, kdy pfevaha Firmicutes znaci
obezitu a hubnuti pomér znovu obraci ve prospéch Bacteroidetes (Turnbaugh et al., 2006). Ti jsou jiz

nékolik desetileti znami jako hlavni Stépitelé komplexnich polysacharida z potravy (Salyers et al.,
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1977). Jako posledni z Grovné tfid bych chtéla zminit ve tkani CRC obohacené Synergistetes, ktefi
jsou znami z riznych nik lidského téla stejné jako z riznych fyziologickych stavi, a to jak u zdravych,
tak u nemocnych jedinct. V souvislosti s touto praci je vyznamna naptiklad jejich izolace z abscesu

v tenkém stieve. Jejich role je vSak zatim nejasna (Marchandin et al., 2010).

U roda Clostridium, Blautia a Ruminococcus, objevujicich se ve zde prezentovanych datech,
jiz n€jakou dobu probiha reklasifikace (Liu et al., 2008), a proto jejich separatni vyhodnoceni mize
dle n¢kterych autorti pozbyvat hlubsiho smyslu (Goodrich et al., 2014), avSak jedna se o béZnou praxi.
Studie pacientd s CRC zaloZena taktéz na analyze parovych biopsii doklada vyznamnou shodu s daty
zde prezentovanymi pro nartst Proteobacteria, Fusobacterium, Leptotrichia, Campylobacter,
Clostridium hylemonae (zde pouze Clostridium) a pokles Firmicutes, Eubacterium (zde
Eubacteriaceae), Clostridium symbiosum (opét Clostridium) a Ruminococcus (Zeller et al., 2014). A
také ¢anek na fekalni vzorky IBD souhlasi s mou praci v nékolika aspektech, jako je pokles celedi
Rikenellaceae a Ruminococcaceae, fadu Clostridiales a rodu Blautia. Zajimavé je, ze Blautia a
Ruminococcus Gdajné pozitivneé koreluji se Saccharomyces (Sokol et al., 2016).

Zarovei bylo literaturou prokazéano, ze zastupci rodu Clostridium skupin IV a XIV, producenti
butyratu, jsou pocetnéjsi pro skupinu kolonizovanou Blastocystis a opacné Lactobacillales pro témito
nekolonizované subjekty (Audebert et al., 2016). Tyto clostridie byly testovany na mySim modelu, kde
prokazatelné indukuji produkci TGF-f ve stfevnim epitelialu, ktery je kriticky pro regulaci vyvoje
skupinami clostridii stimulovano mladg, tak je v dospélosti chranéno pred vznikem kolitidy, ptipadné
ma mirnéjsi symptomy (Atarashi et al., 2008). Tyto skupiny clostridii zaroven ve stfeve pisobi
protizanétlivé diky produkci butyratu (Baxter et al., 2014), ktery inhibuje NFxB (Segain et al., 2000),
ustiedni regulator transkripce prozanétlivych cytokind, a az ¢tyinasobné zvysuje spontalni apoptdzu
bunécnych linii lidskych CRC, ¢imz blokuje karcinogenezi (Heerdt et al., 1994).

Ruminococcus predstavuje dalsi bakterialni rod, ktery je signifikantn€ niz$i ve takani tumoru
pacient s CRC je s. Konkrétné druh R. bromii byl dokonce oznacen za klicovy druh, protoZe nejen ze
je schopen sam fermentovat odolné Skroby, ale svou pritomnosti dokaze stejnou schopnost stimulovat i
u jinych druht, ¢imz i v ptipadé prostiedi, které omezuje jeho vlastni rlist, zajist'uje hostiteli energii
z této vyznamné slozky stravy (Ze et al., 2012). Jeho redukce v nadoru pacienti, tak potvrzuje odklon
mikrobialniho spolecenstva tumordzni tkdn€ CRC od funkéni jednotky naplilujici efektivni fermentaci
zdrojt potravy.

V této praci vysel jako nejvyznamnéjsi rod Fusobacterium, ktery je ve vzorku tumoru
vyznamn¢ obohacen. Jeho poddruhy Fusobacterium nucleatum ssp. vincentii, F. nucleatum ssp.
animalis jsou spolu s Porphyromonas asaccharolytica a Peptostreptococcus stomatis oznacovany diky
specifické asociaci s prostfedim tumoru za vhodny nastroj pro brzkou detekci CRC. Zaroveii jsou tyto

markerové druhy validovany jako specifické pro detekci CRC porovnanim s datasety IBD, které by

50



diky zanétu mohly mit shodny mikrobialni posun. Dokonce je postuluovano, Ze pro CRC vzorky neni
zasadni rozdil mezi fekalnim a bioptickym vzorkem (Zeller et al., 2014). Dilezitym faktorem je i
metabolismus navrhovanych markerovych druht, ktery je asacharolyticky, tedy nevyuziva glukozu,
ktera je hlavnim substratem metabolismu tumoru (Vander Heiden, Cantley and Thompson, 2009).
Nejprozkoumanéjsi je vliv prvniho zminéného. Druh Fusobacterium nucleatum se ptichytava k epitelu
pres FadA adhesin, invaduje a indukuje onkogenni a zanétlivou odpovéd’ ¢imz stimuluje selektivni
riist CRC bungk, ktery Gisti v naruseni bariérové funkce epitelu. Urovné exprese fadA genu ve tkani
pacienti s CRC jsou 10-100 x vyssi nez u kontrol (Rubinstein et al., 2013). Zaroven produkty
metabolismu aminokyselin F. nucleatum funguji jako atraktants pro tumor infiltrujici myeloidni buiiky,
které mohou podporovat jeho progresi (Kostic et al., 2013) ptes inhibici proliferace a indukci apoptozy
efektorovych T-lymfocytd (Gabrilovich, Ostrand and Bronte, 2012), coz vede k lokalni imunosupresi.
Vyrazna abundance F. nucleatum koreluje s metastdzemi do lymfatickych uzlin (Castellarin et al.,
2012), kratsim dozitim (Mima et al., 2016) a mikrosatelitovou nestabilitou. Vyznam vySe zminéného
vSak musi byt chapan v kontextu jeho prevalence mezi CRC pacienty, ktera je pomérné€ nizkd 8,6 — 13
% (Nosho et al., 2016; Mima et al., 2016). Nas nalez, ze se rod Fusobacterium v tumoru CRC
vyskytuje spolecné s rody Leptotrichia a Campylobacter potvrzuje i jina studie (Warren et al., 2013).
Zminéné druhy spolu s rodem Eikenella byly znamy ze sekvenovani ordlniho mikrobiomu (Mager et
al., 2005), ale od téchto jsou vyznamné divergentni. V kulturach spole¢né adheruji k povrchu a vytvari
biofilm s vyraznym virulen¢nim potencialem. Soucasné je tato polymikrobie asociovdna s nadmernou
expresi IL 8, ktery ptisobi prozanétlivé (Warren et al., 2013).

Podobné zmény na nejvysiich tirovnich bakterialniho spolecenstva, jaké byly prokazany u
bioptickych vzorkt pacientt s CRC dokladaji i dal$i studie. Naptiklad analyza stolice pacientti s
Hirschprungovou chorobou (Frykman et al., 2015), ale i biopsie (Frank et al., 2007) a fekalni vzorky
(Sokol et al., 2016) pacientt s IBD. Zastfesujici motiv dysbiozy tedy bude podobny.

Zde plynule navazi na sekvenaci mykobiomu pacientii s IBD, tedy nedokonéené vysledky bez
podpory statstické signifikance. Proporcni rozlozeni hlavnich oddé€leni u zdravych kontrol je
Ascomycota 64 % a Basidiomycota 29 %. Pokud s timto porovname poméry u UC, PSC-IBD a PSC,
tak vidime sniZeni na 52-56 % u odd¢leni Ascomycota, ktery je zptisoben proporénim nartistem u
Basidiomycota. Toto zjisténi odpovida literatute (Sokol et al., 2016). Zasadné se vS8ak vymyka skupina
pacientl s CD, kde Ascomycota tvoii 84 %. Podobny pomér vSak doklada i (Li et al., 2014). Tento
narust ve zde prezentovanych datech odrazi Saccharomycetales a druh Saccharomyces paradoxus.
Tato kvasinka byla v literatufe popséna pouze ve stolici zdravych jedinct (Gouba and Drancourt,
2015) a pacientt s chronickou virovou hepatitidou B (Chen et al., 2011). U pacientii s UC, PSC-IBD a
PSC je pak nartst mnozstvi S. paradoxus doprovazen i narastem pro Candida albicans, jez je s IBD
naopak spojovana Casto, a to predevsim v akutni fazi zanétu (Sokol et al., 2016; Li et al., 2014). Velmi

zajimavé je vyznamné mnozstvi Penicillium roqueforti, s nejvy§im mnoZzstvim u zdravych jedincti, coz
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neni ojedinélé (Hallen-Adams et al., 2015). Jeho vyznam je jesté znasoben piekryvem s kultiva¢nimi a
sekvenacnimi daty diskutovanymi pozd¢ji. Naopak pomérné netradicni je takto Cetna detekce

makromycet jako je Lysurus cruciatus, Xerocomus badius, Scleroderma areolatum, Suillus variegatus,
Boletus edulis, B. reticulatus a Tuber nitidum, které pfevazuji predev§im u zdavych jedinct a pacientt

trpicich pouze PSC.

5.2 Kultiva¢ni metody

V kultivacéni ¢asti této prace vysly jako nejbohatsi rody Penicillium a Aspergillus s péti zastupci, coz
spolesné s rody Candida a Mucor potvrzuje, ze kultivace nahrdva rodim oportunné patogennim
(Scanlan and Marchesi, 2008). Zarovei se ve vSech ptipadech mimo rod Candida jedné o dobie
sporulujici rody, které jsou tak ptirozené Castéji zachycovany v kulturach. Rody Alternaria,
Aureobasidium a Cladosporium jsou dobfe zndmy z oralniho (Dupuy et al., 2014) a nasalniho (Sellart-
Altisent et al. 2007) mirkrobiomu a mimo jejich bézny habitat, kterym je venkovni vzduch (Jacob et
al., 2002) je znam i jejich hojny vyskyt ve vnitinich prostorach budov (Amend et al., 2010). Mohou
tak byt kontaminanty prakticky ¢ehokoliv véetné jidla. S potravou jsou pak spojovany predevsim
druhy Sacchraomyces cerevisiae, znamy jako pivovarska nebo pekatské kvasinka, Penicillium
camemberti, P. roqueforti a Geotrichum candidum, které jsou vyuzivané v produkci syri (Le Bars,
1979; Nelson, 1970; Boutrou, Kerriou and Gassi, 2006) spolu s rodem Mucor, ktery je po penicilliich
druhym hlavnim rodem syraistvi (Hermet et al., 2012). Druhy Penicillium chrysogenum a blize
neurceny Cladosporium sp. jsou znami ze susenych masnych produktd (Sonjak et al., 2011), P,
chrysogenum i Cladosporium sp. byly taktéz izolovany z hroznd vinné révy (Magnoli et al., 2003).
Dobie zmapované je i vyuziti druhu Aspergillus oryzae k produkci asijskych specialit jako jsou sojova
omacka, miso pasta a dal§i. Do tohoto odsavce spada i Geosmithia sp. 3, ktera dle referen¢ni publikace
miiZze naznaCovat laboratorni kontaminaci, ale jiz mnoho let se s ni zde nepracuje. Je bézna predevsim
v pude (Pitt, 1978), ale i1 v cerealiich (Pitt and Hocking, 1997), na nichz velké ekonomické ztraty
pusobi P. roqueforti (Druvefors, Passoth and Schniirer, 2004). Sacharomyces boulardii jako
probioticky druh nepotiebuje komentat. VSechny houby vyuzivajici se pti produkci nebo detekované
na potravinach jsou samoziejme bézn¢ ziskavany analyzou vzorka stolice, nebot’ DNA pteziva
prachod travicim traktem.

Z dtivodu suplementace pacienta 1 biotechnologicky pfipravenym farmakem Lactanon, pfi jehoz
produkci se vyuziva Aspergillus niger (informace na obalu) a vyskytu ¢ernych Aspergillti na
kultiva¢nich miskach, byl jeden prasek homogenizovan, suspendovan ve fyziologickém roztoku a
aerobné¢ kultivovan na MEA. Vysledkem byla detekce druhu Aspergillus fumigatus a blize neurCeného
Penicillium sp. (data neuvedena). 4. fumigatus je v literatufe uvadeén jako tolerujici pH v rozsahu 6 -
7,3 (Hua, Yuan and Wilhelmus, 2010), mél by tedy byt znicen v podstatné kyselej$im prostiedi

zaludku. I toto zjisténi podporuje narusenou tvorby kyseliny a nasledné vyssi pH Zaludku pti
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chronickém zanétu. Tento druh je tedy mimo exogenniho zdoje v podob¢ farmaka detekovan i na
hroznovém viné (Magnoli et al., 2003) a miZe byt i kontaminantem uskladnénych obilnin, kde
produkuje mykotoxiny. V I€katské mykologii je pak zndm z nasalniho hlenu zdravych jedint (Sellart-
Altisent et al., 2007) i hlenu samotné dychaci trubice pacienti s cystickou fibrézou (Delhaes et al.,
2012), ale predevsim jako jeden z hlavnich ptivodcti invaznich houbovych infekei, které jsou typické
vysokou mortalitou (Rabkin et al., 2000). Jeho detekce ve stfevnim mykobiomu neni znama.

V souvislosti s farmakologii zmitime i Penicillium chrysogenum, které bylo s jistymi kontroverzemi
oznaceno za druh na némz Alexander Fleming (1929) objevil produkei penicilinu (Clutterbuck, Lovell
and Raistrick, 1932).

V ramci sekvenace izolatli Sangerovou metodou detekované piekryvy druhti P. rogueforti, R.
mucilaginosa a A. tubingensis mezi pacienty nepovazuji za zcela davéryhodné, protoze jejich
fingerprinty tomu neodpovidaji. Fingerprintingu je pfisuzovana vyssi specifita rozliseni houbovych
izolatd oproti porovnavani sekvence s databazemi, které jsou v neustalém vyoji. Fingerprintem lze
odlsit i rizné populace v ramci jednoho druhu, coz by mohl byt ptipad P. roqueforti. Tuto uvahu
podporuje detekce enormni genetické diverzity mezi jeho izolaty, ktera byva Casto spojovana
s komplexy kryptickych druhti. Izolaty shlukuji do Sesti vysoce rozliSenych clustri (Ropars et al.,
2014). Podobnad situace panuje i u G. candidum, které tvoii pét clad (Jacques et al., 2016). Takto
detailni analyza pro R. mucilaginosa do dnesniho dne nebyla provedena, ackoliv nékolik ¢lankt se
touto myslenkou za pomoci riznych metod jiz zabyvalo (Saracli et al., 2003; Libkind et al., 2008).
Taxonomicka situace u A. tubingensis je naopak predmétem detailnich analyz, které fesi predevsim
jeho vyznamnou podobnost a moznou zaménu s 4. niger (Juhasz et al., 2007; Geiser et al., 2007;
Juhasz et al., 2008). Neni tak vylouceno, ze by i toto mohl byt pfipad naseho datasetu. Piekryv mezi
kultivovanymi morfotypy amplifikovanymi na relevantni geny a ur¢enymi Sangerovou sekvenaci
s DNA z celkového Cerstvého vzorku stolice amplifikovanou na ITS1 a sekvenovanou na platformé
[llumina Miseq byl ve druhovém spektru omezen na dva druhy, P. roqueforti a Candida albicans. Je
s podivem, ze piekryv je ve shodé mezi pacienty a ziejmé se nejedna o jiné vysvétleni nez o obecné
castou detekcei téchto druhti sekvenacnimi i kultivaénimi metodami ve vzorcich stolice (Hallen-Adams
et al., 2015; Scanlan and Marchesi, 2008). Divody pomérné malého prekryvu na vSech urovnich jsou
ziejmé jiz z deskriptivniho popisu vyuzitych metod, z ¢ehoz vyplyvaji jejich zdsadni odliSnosti
v podob¢ mensich ¢i vétsich slabin. Téchto 1ze nalézt vice na stran¢ sekvenace celého vzorku stolice,
kdy je DNA amplifikovana pouze na univerzalni gen ITS1, ktery vSak pro detailngj$i rozliSeni rodii
Penicillium a Aspergillus neni dostatecné variabilni. Illumina zaroven svou sekvenaci pomoci syntézy
tvofi mirny Sum zvyhodnujici kratké sekvence (Tang et al., 2015) v porovnani s parovou Sanger
sekvenci, ktera tak delsi sekvenci poskytuje vétsi prostor ke spolehlivému urceni. Navic NGS
sekvence lze hromadné porovnavat pouze oproti jedné zvolené databazy na rozdil od porovnani

vystupll Sangerovy metody pomoci BLAST s celym Genebankem.
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Literatura o vlivu kultiva¢ni teploty na rtst hub potvrzuje asociaci ristu rodu Aspergillus s vy$Simi
teplotami, zatimco rod Penicillium roste jiz od 4 °C do 25 °C (Pasanen et al., 1991). Diky tomu, Ze
neroste pii 37 °C (Pitt & Hocking, 2009), je Penicillium Casto oznaCovano za transientni v lidském
stteveé (Suhr, Banjara and Hallen-Adams, 2016). A naopak Aspergillus pii ristovém optimu 30 °C
(Pasanen et al., 1991) je hlavnim ¢initelem fungalnich infekci u imunosiprimovanych pacientt, které
se vyznacuji vysokou mortalitou (Lin, Schranz and Teutsch, 2001). Rhodotorula mucilaginosa, ktera
v nasich datech koreluje piredevsim s nizkymi teplotami (5 °C), ale detekovana byla i pfi i pti 37 °Cu
pacienta 2, se taktéz vyznacuje diive netusenou patogonitou u nachylnych osob. Tato basidomycetova
kvasinka typicka produkci karotenoidl se vyznacuje mortalitou kolem 20 % a rizikovymi faktory jsou
intravenozni katetr spolu s profylaxi triazolovymi antimykotiky (Lunardi et al., 2006), vici kterym je
pfirozené rezistentni (Zaas et al., 2003). Tato vybiji pfirozenou floru a k infekci tak dochdzi snadnéji.
Mimo fugalni infekce byla R. mucilaginosa detekovana ve stolici pacientti s CD (Ott et al., 2008), ale
také ve fekalnich vzorcich zdravych jedinct (Dollive et al., 2012; Gouba, Raoult and Drancourt,
2014). Jeji vyskyt a velka produkce biomasy zde uvadéna pti 5 °C neni v konfrontaci s literaturou
prvnim pozorovanim. Kmen této kvasinky izolovany z antarktické marini fasy produkoval nejvice
extracelularni proteazy pii 10 °C a pH 4 (Chaud et al., 2016), které také znamena4, Ze ji nebude Cinit
problém ani prostiedi zaludku. Psychrofilni organismy jsou pfitom vyhledavané z hlediska
bioprospectingu a extrémné variabilniho primyslového vyuziti jejich enzymi. Houbové protedzy jsou
Casto pfirozené acidické, a tak jsou vyuzivany predevsim v potravinafstvi a farmacii. Viz vyse
zminovany A. niger, ktery mimo produkce laktazy zcela dominuje produkei kyseliny citronové, které
se roén¢ vyrobi 600 tisic metrickych tun (Anastassiadis, Aivasidis and Wandrey, 2002). Dal§im
vyznamnym druhem naSich kultivaci byl Geotrichum candidum, ktery produkuje silnou peroxidazu,
jenz si poradi i se syntetickymi toxickymibarvami (Kim and Shoda, 1999) a dale i protedzy, hydrolazy
(Boutrou et al., 2006) a lipazy (Alford, Pierce and Suggs, 1964). Obecn¢ enzymaticka
produkce soucasné tvori vhodnou vybavu pro invazni psobeni v lidském hostiteli. Literatura
potvrzuje, Ze jeho vyskyt neni vazan na dostupnost kysliku, coz doklada jeho inzenzivni
mikroaerofilni az anaerobni rist (Tabak and Cooke, 1968). Tolerance mikroaerofilniho prostfedi je
klicova z diivodu propojeni mezi adaptaci k hypoxii a patogenezi eukaryotickych aerobti (Chun, Liu
and Madhani, 2007). Jeho vyskyt z NGS dat je znam ze stolic jak zdravych jedincti (Nina Gouba et al.,
2014; Gouba and Drancourt, 2015), tak pacientl postizenych dermatologickym onemocnénim
(Buslau, Menzel and Holzmann, 1990). Na zavér vyctu vyznamnych druht kultivacnich dat zminim
Trichosporon coremiiforme. Tento druh byl detekovan z podkoznich abscesti, moci a dalich prevazné
povrchovych lokalit téla, zatimco mu velice blizce ptibuzny (99.7 % shoda v ITS) T. asahii (Chagas-
Neto et al., 2009) ptsobi pievaznou vétsinu smrtelnych krevnich fungémii. Problematicka je taktéz

rezistence vétsiny jejich kmeni k amfotericinu B (Rodriguez-Tudela et al., 2005). T asahii je soucasné
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znam ze stolice zdavych jedinct, coz by hypoteticky mohla byt cesta, jiz pfi oslabeni hostitele dochazi
k invazi (Cho, Matsukura and Sugita, 2015).

Vliv uchovani ¢erstvého vzorku mél jednoznacny vysledek redukce poctu kolonii a vyrazného
navySeni diverzitniho indexu. Tato zjisténi znaci na vliv Soku béhem prvotniho zamrazeni a zaroven
zifejme¢ dochdzi diky omezeni poctu CFU hyperabundantnich druhti k uvolnéni prostoru pro jiné druhy
s naslednym naristem diverzity. V1liv uchovani pii teplotach pod bodem mrazu nebyl v minulosti ptili§
studovan pro smeésné vzorky klinického ani environmentalniho charakteru. Tento byl adresovan
predevsim u Cistych kultur pro uchovani v tekutém dusiku. U mnoha druhti vlaknitych hub i
Saccharomyces bylo dolozeno, Ze vétSina tento zpiisob uchovani preziva (Hwang, 1966; Wellman and
Stewart, 1973). Odpoved’ je vSak specificka pro ristovou fazi kvasinky, ktera je odolna béhem lag faze
a nachylnd v log fazi ristu. Toleranci lze dokonce indukovat pomoci vystaveni jinému stresoru: NaCl,
H,0,, lehkému tepelnému Soku (Park et al., 1997). Co se tyce vlaknitych hub, tak jejich rozmnozovaci
utvary, konidie a spory, ptezivaji i zamrazeni s naslednym vysusenim (Tan and Stalpers, 1991).
Hyfalni formy pak Casto tvotily intracelularni led, ktery u vetSiny pfipadd pro houbu nebyl letalni.
Vyjimkou byla Oomycota a n€kteti zastupci basidiomycet, které vyzadovaly kryoprotektant glycerol
(Morris, Smith and Coulson, 1988). Dal$im pozorovanym efektem vlivu uchovani bylo patrné
obohaceni kvasinkového spolecenstva u pacienta 1 pii uchovani v 5 °C. To Ize vysvétlit jako chladem
stimulovany rlst v kombinaci s namnoZzenim ptivodniho po¢tu CFU psychrotolerantnich druhti. Chlad
zde plisobi jako stresovy faktor, ktery je pozitivnim stimulem s nasledkem zmnozeni kolonii. Moznym
uskalim pak je Siroky rozptyl v obsahu susiny ve vzorku o¢kovaném na kultivacni misky.
Nehomogennost vzorktl nardsta s vystavenim riznym teplotdm uchovani. Mimo manualniho
promiseni vzorku, které bylo vzdy provedeno, je vSak prakticky nemozné tento homogenizovat

nedestruktivné.

5.3 Imunomodulace detekovana in vitro

Kvasinka Candida parapsilosis izolovana ze zdravého jedince je silnym stimulem pro builky pfirozené
imunity. V mych experimentech indukovala v buiikdch myS$i makrofagové linie expresi molekul
nutnych k prezentaci antigenu (MHC II+, CD80, CD86, CD40), produkci TNF-a a IL-6 I respiracni
vzplanuti (iNOS, NO,). Vliv C. parapsilosis na transkriptom mysich makrofagt (J774.2) analyzovala
recentni studie (Németh et al., 2014), ktera také narazila na zvySenou produkci TNF-a. VétSina
upregulovanych genti sousvisela s imunitni odpovédi, jako je zanét, transkripce, signalizace, apoptoza,
bunécny cyklus, elektrovnovy transport a také adheze bunék. Zajimavé je, Ze v pribéhu interakce C.
parapsilosis s makrofagy dochazi ke zvySené expresi receptoru TNFRSF9, ktery potencuje kontakt
antigen prezentujicich bun€k s T lymfocyty a tim zvySuje prozanétlivé pasobeni této kvasinky. Tento
efekt neni typicky pouze por C. parapsilosis, ale u tohoto druhd byvy nejsilnéjsi (Németh et al., 2014).
Tato studie tedy potvrzuje nasi hypotézu indukce produkce TNF-o a CD86 C. parpasilosis.
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Z ¢iste klinického pohledu ptisobi C. parapsilosis 25 % vSech invaznich fungalnich infekei,
s vys$si mortalitou oproti kandidazam ptisobenym C. albicans, ptredevsim kvili vyssi rezistenci
k triazolim (Raghuram et al., 2012). Z hlediska NGS dat je Castéjsi u pacientii s chronickymi prijmy
(Banerjee, Kaur and Uppal, 2013) stejné jako téch s IBD (Ott et al., 2008; Chehoud et al., 2015).
Tendo druh je taktéZ znam z oralniho mykobiomu (J. Wu et al., 2014), kde je diky produkci proteaz
spojen s moznou progresi paradentdzy (Wu and Samaranayake, 1999).

Dal§im druhem u kterého se ukazal zajimavy biologicky efekt byl Mucor plumbeus izolovany
z pacienta 1, ktery stimuloval déleni makrofagi (exprese Ki-67), expresi kostimula¢nich molekul,
prezentaci antigenu a produkci IL-6. Jeho vliv na buniky pfirozené imunity vSak neni zatim popsan.
Rod Mucor spolecné s dalSimi zastupci Mucorales plsobi u imunosuprimovanych jedincti zavazné
mukormykoézy (Lalwani et al., 2012) s vyznamnou mortalitou podpofenou rezistenci k nékterym
antimykotikiim (Vitale et al., 2012). Mukormykozy vSak nejsou pouze doménou imunosuprimovanych
jedinct, protoze az 72 % pacientll s mukormykozou ledvin tvofi imunokompetentni jedinci (Gupta et
al., 1999). Mimo invazni fungélni infekce je tento rod znam ze stolice zdravych jedincti (Gouba and
Drancourt, 2015) a s nizkou prevalenci i z nasalniho mikrobiomu zdavych jedincii (Mianroodi et al.,
2011). To mize znacit na ptivod tohoto ptevazné saprotrofniho druhu z prostredi. Obecné je pak rod
Mucor ve stolici, pfedev§im jeho druhy M. racemosus a M. fuscus, spojovan s nizkym télesnym
hmotnostnim indexem (Rodriguez et al., 2015). Polysacharidy jeho buné¢né stény jsou tvoreny
chitinem a chitosanem. Chitosan ma vyznamné antimikrobialni €¢inky vii¢i patogennim houbam i
bakteriim (Tajdini et al., 2010) spole¢n¢ s ochrannym vlivem proti rozvoji obezity a schopnosti
snizovat C-reaktivni protein v krvi, takzvané CRP, ktery je jednim z hlavnich zanétlivych parametrti
(Walsh et al., 2013).

Na zavér je tfeba zdiraznit, Ze vy$si prozanétlivy potencial nemusi byt pro hostitele pouze

nebezpeény, ale mize také vést k indukci imunitni odpovédi, a tak jedince chranit pied infekei.
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6. Zavér
V ramci této prace jsem optimalizovala molekularné mikrobiologickou analyzu hub ve vzorcich
lidské sttevni tkan¢ a stolice. Vysledek detekovaného mykobiomu byl nejlepsi za pouziti 10 %
koncentrace BSA v PRC reakci a ITS1 primerQ. Dalsi specifika piipravy zavisi na typu vzorku,
cilovém spolecenstvu a pouzitych primerech. Ve stfevnim tumoru byly signifikantné nejvice
navyseny abundance rodt Beauveria a Fusobacterium a naopak snizeny abundance Cladosporium
a Helcococcus. Zaroven byl v fad¢ pripadi detekovan protozoalni druh Blastocystis homminis. U
pacientii s CD pak byl pozorovan vyznamny narust Saccharomyces paradoxus.
Daéle jsem optimalizovala pfedanalytickou fazi kultivac¢nich analyz mykobiomu. Jako zcela
zasadni se ukazal vliv uchovani vzorku i podminky vlastni kultivace (teplota, médium, aerobie)
nejen na pocet kolonii, ale predevsim zachyceni kultivovatelné diverzity. Proto je jednoznac¢né
nejvhodnéjsi zpracovani fekdlniho vzorku v Cerstvém stavu béhem prvnich tii hodin. Pro testovani
kultiva¢ni diverzity byl zvolen maly pocet vzorkt, ktery byl kultivovan za §iroké skaly
aplikovanych podminek. Timto extenzivnim pfistupem byla detekovana jedine¢na ekofyziologicka
a druhova diverzita. Tato by pfi odstranéni jakékoliv z podmin€k (extrémni teploty, anaerobni
prostfedi) nebyla tim, co se momentaln¢ jevi jako ucelené a poskytujici komplexni nahled. Navic
vzorky od riznych pacientl se od sebe znac¢né 1isi co do poctu CFU, coz zna¢né komplikuje
jakykoli kultivaéni piistup. Jednotna metodika, predevsim pak fedéni vzorku, mohou v kone¢ném
disledku zplsobit omezeni detekovatelné diverzity.
Dale jsem porovnala vysledky mezi NGS a kultivaci, coz se mi nejevi jako prilis vypovidajici. Na
druhové trovni se shodovaly pouze dva druhy, Penicillium roqueforti a Candida albicans, zatimco
na rodové byl prekryv metod 17-24 %. Kultiva¢ni ptistup spolecné s ur€enim pomoci
markerovych genti, manualnim editovanim sekvenci a porovnanim s Genebank jednozna¢né
poskytuji vyssi spolehlivost, ktera je jesté upfesnéna PCR fingerprintem. Detekovano bylo mnoho
druht, které mohou pochazet z okolniho prostredi (vzduch, potraviny, farmaka). Z hlediska vztahu
k hostiteli bylo ur¢eno nékolik velmi vyznamnych oportunnich patogend, jako naptiklad A.
fumigatus, C. albicans, C. parapsilosis, G. candidum, M. mucedo, M. plumbeus, R. mucilaginosa,
T. coremiiforme, ale 1 druhtl s pozitivnim ptsobenim, jako je S. boulardii a S. cerevisiae.
Daéle jsem kultivaci vybranych houbovych lyzati s mysi makrofagovou bunécnou linii odhalila
siln€ prozanétliveé vlastnosti kvasinky Candida parapsilosis a vlaknitého druhu Mucor plumbeus.
C. albicans vysla jako jednoznacné nejsilnéjsi stimulans indukujici prozanétlivou imunitni
odpovéd’ navysenim prezentace antigenu, produkci kostimulacnich proteind, respiraénim
vzplanutim, produkci NO,, TNFa a IL-6. M. plumbeus vyrazn¢ indukoval délivost bunék,
prezentaci antigenu a produkci IL-6. Tyti vlastnosti nebyly u jinych izolath (Saccharomyces

cerevisiae, Rhodotorula mucilaginosa).
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Obrazek 1: elektroforetogramy amplifikacee tiseku ITS2 u bioptickych vzorkt pacientii s CRC, problematické
vzorky jsou oznacené a popsané.

Obrazek 2: elektroforetogramy amplifikace iseku 16S u bioptickych vzorki pacientii s CRC, problematické
vzorky jsou oznacené a popsané.
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. LATKY LATKY LATKY LATKY LATKY LATKY
SAB |LATKY (g/ PDA MEA BHI CA CYAS DRBC
G @ @) @n @n @ @)
ddH,0 1 ddH,0 1 ddH,0 1 ddH,0 1 ddH,0 1 ddH,0 1 ddH,0 1
glukéza 40 dextrdza 20 glukéza 20 glukdza 2 sachardza 30 sachardza 30 glukdza 10
epton 10 bramborovd 200 epton 1 epton 10 mineralni 10ml NaNO 2 epton 5
pep infuze pep pep roztok* aos pep
agar 15 agar 15 agar 15 agar 10 agar 15 agar 15 agar 15
malt Cu-Zn MgS0, * 7
30 NaCl 5 , 1ml MgSO,4 0.5 0.5
extrakt koncentrat? H,0
mineralni
ostoxs | 1™ [NaHPOL| 25 K,HPO, 1 K,HPO, 1 K,HPO, 1
inf
MUZeZ 1 s Kcl 05 | dichloran | 1m
mozk{
infuze ze L,
., bengalska
hovézich 5 FeSO, 0.01 . . 500 ul
. cerven
srdci

Tabulka 1: SloZeni kultiva¢nich médii; * 0.005 % CuSo4, 0.01 % ZuSo4; " 0.3 % NaNOs;, 0.05 % KCIl, 0.05 %
MgS0O,, 0.001 % FeSO,

PACIENT 1 - KVASINKY| &erstvé 3 dny 14 dni

mé dium | miska RT lednice -25 -80 lednice -25 -80

DRBC 1 16.427 19.860 1.493 2.857 20.622 0.243 1.304

DRBC 2 8.713 16.639 0.213 2.143 18.715 0.243 1.118

DRBC 3 17.154 19.055 2.133 4.523 25.994 0.365 1.863
SAB 1 13.251 19.860 2.133 3.333 19.582 0.486 2.980
SAB 2 13.069 16.102 0.427 2.143 17.676 0.365 1.676
SAB 3 13.069 18.652 2.133 2.381 18.889 0.365 2.328
BHI 1 14.521 17.176 1.493 2.976 16.809 0.243 1.676
BHI 2 19.604 20.396 1.707 3.333 25.994 0.243 2.421
BHI 3 17.789 17.713 1.707 3.095 21.315 0.243 2.235
su§ina ze vzorku (%) 44.073 29.802 18.759 33.604 | 23.083 | 32919 | 42.952

Tabulka 2: poéty 10° kvasinkovitych kolonii formujicich jednotek/gram (CFU/g) susiny vzorku
stolice pacienta 1 za danych proménych, popisky: RT = pokojova teplota.

PACIENT 2 - KVASINKY| ¢&erstvé 3 dny 14 dni

mé dium | miska RT lednice -25 -80 lednice -25 -80

DRBC 1 60.707 51.252 20.481 24.743 6.984 14.041 2.271

DRBC 2 62.258 67.799 23.582 32.750 8.264 18.571 2.378

DRBC 3 58.573 43.765 15.031 21.929 5.639 11.893 2.129
SAB 1 29.093 18.718 14.047 25.392 4.526 10.935 1.748
SAB 2 39.251 31.196 17.102 32.750 4.591 12.235 1.986
SAB 3 45.882 46.794 17.553 32.822 8.031 16.792 2.010
BHI 1 27.153 33.692 12.080 22.506 3.634 11.058 1.879
BHI 2 21.820 30.156 11.965 20.342 3.169 9.457 1.284
BHI 3 70.792 43.882 17.114 35.347 4.436 11.852 1.879
susina ze vzorku (%) 32.998 30.773 34.569 5.545 30.929 | 29.234 | 33.642

Tabulka 3: poéty 10* kvasinkovitych CFU/g susiny vzorku stolice pacienta 2 za danych
proménych, popisky: RT = pokojova teplota.

VZOREK 1 - VLAKNITE | gerstvé 3 dny 14 dni

mé dium | miska RT lednice -25 -80 lednice -25 -80

DRBC 1 0.908 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

DRBC 2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

DRBC 3 0.908 1.342 6.399 1.190 3.466 0.000 0.931
SAB 1 0.000 1.342 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
SAB 2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
SAB 3 2.723 5.367 2.133 1.190 0.000 1.215 0.000
BHI 1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
BHI 2 0.000 0.000 2.133 1.190 0.000 0.000 0.000
BHI 3 0.000 1.342 2.133 1.190 1.733 0.000 0.931
suSina ze vzorku (%) 44.073 29.802 18.759 | 33.604 | 23.083 32.919 | 42.952

Tabulka 4: pocty vlaknitych CFU/g suSiny vzorku stolice pacienta 1 za danych proménych, popisky: 72

RT = pokojova teplota.



VZOREK 2 - VLAKNITE | &erstvé 3 dny 14 dni

mé dium miska RT lednice -25 -80 lednice -25 -80

DRBC 1 58.185 | 41.595 | 8.100 | 14.427 | 20.692 | 19.160 | 1.189

DRBC 2 41215 | 22.097 | 4.628 | 7.214 | 20692 | 19.160 | 1.189

DRBC 3 69.095 | 71.491 | 8.100 | 21.641 | 32.332 | 30.108 | 10.703
SAB 1 4849 | 1300 | 2314 | 7214 | 10346 | 15.054 | 0.000
SAB 2 7273 | 22.097 | 4.628 | 21.641 | 20.692 | 19.160 | 4.757
SAB 3 6.061 | 5199 | 3471 | 21.641 | 20.692 | 19.160 | 4.757
BHI 1 55761 | 18.198 | 9.257 | 7.214 | 14226 | 20.528 | 3.568
BHI 2 87.278 | 42.895 | 11.571 | 28.854 | 34.919 | 34.214 | 4.757
BHI 3 60.610 | 24.697 | 10414 | 14.427 | 32.332 | 24.634 | 4.757

sufina ze vzorku (%) 32.998 | 30.773 | 34.569 | 5.545 | 30.929 | 29.234 | 33.642

Tabulka 5: poty vlaknitych 10 CFU/g susiny vzorku stolice pacienta 2 za danych proménych,
popisky: RT = pokojova teplota.

Pacient 2
Sequencing L ]
sekvenci
Penicillium roqueforti 6360
Saccharomyces paradoxus 831
Rhodotorula sp. GM5 302
Penicillium digitatum 236
Candida albicans 68
Rhodosporidium Babjevae 66
Debaryomyces sp. F0210-40LL4 34
Aureobasidium sp. UY4 25
Meyerozyma guilliermondii 15
Botryotinia fuckeliana 12
Aspergillus niger 11
Candida santamariae 10
Cryptococcus sp. BF108 10
Cryptococcus sp. FA-D1 9
Scleroderma areolatum 13
Cladosporium herbarum 18
Cryptococcus victoriae 7
Massarina sp. JP-2013 11
Cintractia sorghi 4
Xerocomus badius 3
Boletus edulis 3
Aschersonia tamurai 3
Verpa bohemica 4
Aspergillus flavus 3
Pseudozyma antarctica 2
FAZE |OPAKOVANI|TEPLOTA (°C)| CAS
1. - 95 3m
2. 40 94 30s
40 59 40's
40 72 60s
kiivka tani - 95

Tabulka 7: q PCR cyklus vyuzity na validaci
vyvazovaciho kitu Microbial Enrichment.

Pacient 1
. Pocet
Sequencing sekvenci
Rhodosporidium Babjevae 86
Penicillium roqueforti 54
Candida albicans 35
Massarina sp. JP-2013 24
Saccharomyces paradoxus 30
Rhodotorula sp. GM5 12
Thecaphora amaranthi 12
Penicillium digitatum 9
Lentinula edodes 5
Cintractia sorghi 4
Cladosporium herbarum 11
Scleroderma areolatum 8
Lysurus cruciatus 15
Verpa bohemica 1

Tabulka 6: detekované slozeni mykobiomu z
cerstvych vzorki stolice amplifikovanych na ITS1
a sekvenovanych na platformé Illumina Miseq.

30

20

HRarefaction Measure: observed_otus

_observed_otus: SamplelD

100 200 300 400

Sequences Per Sample

500

ToO

Obrazek 3: refrakeni kiivka operacnich
taxonomickych jednotek (OTU) z Cerstvych vzorkt
stolice amplifikovanych na ITS1 a sekvenovanych

na platform¢ Illumina Miseq.

| pacient1

pacient2
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5 24 45 5 24 37 45 |DRBC| SAB | BHI |DRBC| SAB | BHI |aerobni|anaerobni|aerobni| anaerobni
666 | 14158 | 12222 0 9939 [200848|157899 0 666 424 242 9939 | 6626 | 8970 666 817 9939 4040
424 | 13221 | 13553 0 6626 [381333(490384( 81 14158 | 13221 | 17305 |200848|381333| 79515 | 424 514 6626 4000
242 | 17305 | 12434 0 8970 | 79515 (222222 40 12222 | 13553 | 12434 |157899|490384|222222| 242 7139 8970 5293
817 | 16095 | 14794 [ 151 | 4040 | 4162 0 0 0 0 0 0 81 40 14158 16095 200848 4162
514 | 16700 12858 0 | 4000 | 0 0 0 | 817 | 514 | 7130 | 4040 | 4000 | 5293 | 13221 | 16700 | 381333 o0
7139 | 4962 | 17940 61 5293 | 2465 0 0 16095 | 16700 | 4962 | 4162 0 2465 | 17305 4962 79515 2465
14794 | 12858 | 17940 0 0 0 12222 14794 157899 0
151 0 61 0 0 0 13553 12858 490384 0
12434 17940 222222 0
0 151 0 0
0 0 81 0
0 61 40 0
5 -25 | -80 5 -25 | -80 |DRBC| SAB | BHI |DRBC| SAB | BHI | 3 dny |14 dni| 3 dny | 14 dni
18563 | 1422 | 3095 |547230|147609|266182| 18563 | 13061 | 18473 [547230| 953 | 2860 | 18563 | 21892 |547230| 45351
13061 | 1635 | 2658 | 953 |104217(304896| 1422 | 1635 | 1778 [147609|104217| 41309 | 13061 | 18715 | 953 | 44316
18473 | 1778 | 3055 | 2860 | 41309 [120708| 3095 | 2658 | 3055 |266182|304896|120708| 18473 | 15827 | 2860 | 2759
21892 | 284 | 1024 | 45351 [150632| 23031 | 21892 | 18715 | 15827 | 45351 | 44316 | 2759 | 1422 | 284 |147609]|150632
18715 | 365 | 2297 | 44316 | 94202 [ 19463 | 284 | 365 | 243 [150632| 94202 | 2646 | 1635 | 365 |104217| 94202
15827 | 243 | 2049 | 2759 | 2646 | 17244 | 1024 | 2297 | 2049 | 23031 | 19463 | 17244 | 1778 | 243 | 41309 | 2646
3095 | 1024 |266182| 23031
2658 | 2297 |304896| 19463
3055 | 2049 |120708| 17244
Tabulka 10: sumarni pocty celkovych detekovanych kolonii CFU/g susiny ve vzorcich
stolice za danych proménych; pouzité ke grafim zavislosti po¢tu CFU na podminkach.
5°C 24°C 37°C 45°C DRBC SAB BHI | aerobni |anaerobni
pacient1| 0.406 0.233 0.195 0.000 0.316 0.046 0.456 0.315 0.270
pacient2 | 0.368 0.094 0.501 0.667 0.179 0.497 0.543 0.460 0.016
5°C -25°C | -80°C | DRBC SAB BHI 3 dny 14 dni
pacient1| 0.168 0.434 0.269 0.132 0.208 0.341 0.332 0.108
pacient2 | 0.102 0.158 0.026 0.054 0.150 0.115 0.083 0.115

Tabulka 11: Simpsontv index diverzity v zavoslosti na podminkach kultivace nebo
uchovani vzorku.

76



