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Abstrakt

Gastrointestinalni mikrobiota hraje v lidském organismu dtlezitou roli. M4 vliv na spravné fungovani
organismu, napiiklad na sprdvnou funkci jeho imunitniho systému, syntézu esencidlnich latek jako
jsou vitaminy, fermentaci jinak nestravitelnych slozek potravy a jiné dalezité funkce. Pfi zméné
slozeni lidské stfevni mikrobioty muze dochazet ke zméné sdruzenych procesit a k riznym
patologickym staviim, které jsou s touto zménou spojené. V lidské historii doslo k nékolika udalostem
a zménam ve zpasobu zivota lidi. Jako nejdilezitéjsi oznacujeme neolitickou a primyslovou revoluci.
Predpoklada se, ze diky témto udalostem mohlo dojit ke zméndm ve sloZzeni této mikrobioty a ty
mohly mit za nasledek mimo jiné vétsi prevalence nékterych autoimunitnich a metabolickych chorob,
naptiklad rakoviny tra¢niku, viedi a jiné. K poznani vSech nasledki zmén stfevni mikrobioty lidi
amoznému feSeni souvisejicich problémil je potfeba znat mikrobiom naSich ptedkl, jeho slozeni,
promény a mechanismus vzniku. V bakalafské praci se zaméfim na stfevni bakterie a soucasné
poznatky o jejich druhovém slozeni, na mechanismy jejich formovani (na socialni a transgeneracni
prenos), na promény Vv jejich druhovém slozeni ana evoluéni mechanismy. Dale se zamé&fim na
analyzy lidské stievni mikrobioty z fosilnich zdroji, ato konkrétné na analyzy lidskych koprolitd
a analyzy mumifikovanych lidskych ostatkl, které kriticky zhodnotim, projdu problémy s nimi

spojované a zminim zasadni poznatky, které mame diky fosilnim zdrojim k dispozici.

Klicova slova: stfevni mikrobiom, koprolity, lovci a sbéraci, formovani mikrobioty, primati



Abstract

The gastrointestinal microbiota plays a significant role in the human body. It affects the proper
functioning of the body, such as the proper function of its immune system, fermentation of otherwise
indigestible parts of food, synthesis of essential substances such as vitamins and other essential
functions. When changing its composition, there may be a change in the processes associated with it
and various pathologies associated with it. During human history several events, and changes in
the way of life of people have occurred. The most important are the Neolithic Revolution and
the Industrial Revolution. This led to transformations in the composition of the gut microbiota. This
results in, among other things, a higher prevalence in some autoimmune and metabolic diseases, such
as colon cancer, ulcers, and others. To know all the consequences of changes in the gut microbiota
of people and possible solutions to the problems arising with them, it is necessary to know
the microbiome of our ancestors, its composition, changes, and mechanism of origin. In my bachelor
thesis, I will focus on intestinal bacteria and current knowledge about their composition, on
the mechanisms of their formation (on social and transgenerational transmission), on changes in their
composition and on evolutionary mechanisms. Furthermore, I will focus on the analysis of human gut
microbiota from fossil sources, specifically on the analysis of human coprolites and analyses
of mummified human remains, which I will critically evaluate, go through the problems associated

with them and mention the important findings discovered thanks to them.

Keywords: gut microbiome, coprolites, dental calculus, hunter-gatherers, microbiota formation,

primates



,
Uvod

Gastrointestinalni mikrobiotu muZzeme definovat jako spolecenstvo mikroskopickych organismu
(Eubakterie, Archea, houby a viry) nachazejicich se v travici soustavé od dutiny ustni az po konecnik.
Toto spolecenstvo vykazuje napfi¢ travicim traktem znaCnou variabilitu ve slozeni, diverzité
a funkcich, které zprosttedkovava. Ve své bakalaiské praci se zaméfim zejména na komunitu bakterii
v tlustém stievé Cloveka. Jednak je pro tuto slozku mikrobioty k dispozici nejvic publikovanych dat.
Navic se jedna o komplexni spolecenstvo zahrnujici stovky druht a tisice poddruhti, které se zaroven
v ramci traviciho traktu vyznaéuje nejvyssi denzitou bakteridlnich bunék, a zaroven zasadnim

zpusobem ovliviiuje fenotyp svého hostitele (Thursby et al., 2017).

Genomy stfevni mikrobioty koduji mnozstvi gend, které z hlediska své funkce nemaji analogii
v genomu lidského hostitele. Tyto bakteridlni geny tak umoziiuji metabolické procesy, kterych by
lidsky hostitel se svym funkénim aparatem nebyl schopny (M. Li et al., 2017). To je jeden z hlavnich
davodu, pro¢ je stfevni mikrobiota nepostradatelna pro spravné fungovani organismu hostitele. Jeji
hlavni funkce zahmuji mimo jiné fermentaci nestravitelnych slozek potravy (napf. rostlinné
polysacharidy) na absorbovatelné metabolity (Hehemann et al., 2010), syntézu esencialnich vitamint
a dalsich metabolitd (LeBlanc et al, 2013), degradaci toxickych sloucenin (Shukla et al, 2020),
potlac¢ovani nékterych patogenti (Kamada et al., 2013), posileni stfevni bariéry (Natividad et al., 2013)
a stimulaci a regulaci imunitniho systému (Zheng et al., 2020). Soucasné prace navic naznacuji
dilezity efekt stievni mikrobioty na funkce centralniho nervového systému (tzv. “gut-brain axis”),
véetné¢ vlivu mikrobioty na kognitivni funkce a psychiku (Imhann efal., 2017). Proto neni
prekvapujici, Ze naruseni normalniho slozeni a funkci mikrobioty, ¢asto nazyvané jako ,,dysbioza”, je
Casto asociované s celou fadou patologii (Ghaisas et al.,, 2016). Nutno vsak podotknout, Ze smér

kauzality mezi samotnou patologii a naruSenim mikrobioty neni v fad¢ pfipadt jednoznaény.

Stfevni mikrobiota se vyviji po cely zivot jedince. Vznika a formuje se jiz pfi narozeni, a to
jednak transgeneraCnim pienosem z matky na dité ale nasledné i v disledku infekce z okolniho
prostiedi. Slozeni lidské stievni mikrobioty je na interindividudlni Grovni velmi promeénlivé. Tato
variabilita je do znacné miry determinovana fadou faktori jako napf. slozenim stravy
(David et al., 2014), vékem (Biagi et al, 2011), uzivanim 1ékG (Imhann et al., 2017;
Jackson ef al., 2018), hygienickymi navyky (Schmidt et al, 2011) anebo kontaktem se
zvitaty (Tun et al., 2017). Ptestoze je slozeni mikrobioty mezi jednotlivymi lidmi variabilni, objevuji
se mezi jedinci shodné rysy. Mluvime o tzv. ,,core mikrobiot¢, kterd zahrnuje bakteridlni druhy, které
jsou spolecné pro vétSinu lidské populace a o kterych se predpokladd ze zajistuji kliCové funkce
(Rinninella et al., 2019). Navzdory velké variabilité stfevni mikrobioty mezi dospélymi jedinci lidské

populace je jeji sloZzeni v ramci daného jedince pomérné stabilni v ¢ase (Faith et al., 2013).



Vzhledem k vysoké plasticité stfevni mikrobioty a jeji zavislosti na ekologickych podminkach,
ve kterych zije dany hostitel, 1ze predpokladat, ze lidskd mikrobiota prodélala v pribéhu evoluce
¢lovéka podstatné zmény. Od zacatku holocénu (pfed cca 11700 lety) doslo k nékolika zasadnim
prelomtm, které ovlivnily Zivotni styl lidské populace a které jsou relevantni i z hlediska lidské
mikrobioty. Hlavnim z téchto pfelomu je nastup zemédélstvi béhem neolitické revoluce (priblizné pred
10000 lety), kterd vedla k zdsadnim zménam v jidelni¢ku. Zavedeni zemédélstvi vedlo k Sirsi Skéle
potravin. Lidé¢ ptesli od lovu a sbéru potravy k pestovani plodin a domestikaci zvifat, ¢imz si vytvofili
stabiln¢j$i nabidku potravin. Tato zména zvySila rozmanitost stravy, ale také zpiisobila, Zze strava
obsahovala velké mnozstvi obilovin, ¢ili doslo k zvySeni konzumace sacharidii (Larsen et al., 1991).
Po piechodu k zeméd€lstvi dale dochazelo k riznym nutricnim deficiencim jako byl napiiklad
nedostatek  zeleza v organismu v ddsledku pfechodu na pfevazné rostlinnou stravu
(Ashworth et al., 1973). S pfechodem od lovecko-sbéra¢ského stylu zivota k usedlému zpisobu zivota
zeméde€lcd souvisi 1 vyS$i populacni denzity, které umoznuji efektivnéjsi Sifeni patogennich
i nepatogennich stfevnich symbiontli socidlnim pfenosem, ktery mohou také ovliviiovat slozeni

mikrobioty (Franck et al., 2022).

Nasledné dlouhotrvajici obdobi postupné urbanizace (zacatek 3000 pt. n. 1.) a industrializace
(zacatek v 18. stoleti) vedlo postupné k radikdlnim zménam zivotnich podminek, které graduji
v poslednim stoleti. Mezi n¢ patii dal$i zmény jidelnicku, ve které zacina ptevladat vysokoenergetické
a pramyslové zpracované potraviny s pfevahou snadno stavitelnych slozek (Rogers et al., 2022).
Dal8imi relevantnimi faktory jsou napt. nizsi fyzicka aktivita (Campaniello et al., 2022), ktera také
muze ovlivnit sloZzeni stfevni mikrobioty, Siroké pouzivani antibiotik, které pfimo a dlouhodobé
ovliviiuje slozeni mikrobioty (Francino et al., 2016). V neposledni fadé doslo k vyraznému zlepSeni
hygienickych podminek. To vedlo k potlaceni celé fady infekénich chorob. Spolu s tim z lidské
populace v industrializovanych zemich vymizela celé fada stfevnich parazitd. Ti mohou stfevni
mikrobiotu ovliviiovat celou fadou piimych (piimé predace, vliv sekreti na jejich proliferaci,
zavleCeni bakterii asociovanych primamé s parazitem) a nepfimych mechanismu (tj., prostfednictvim
interakci s imunitnim systémem svého hostitele) (Leung et al., 2018). S timto tématem tizce souvisi
»hygiene hypothesis®, kterd nam fika, Ze snizeni expozice infekénim agens, parazitim a mikrobim
v raném détstvi v diisledku lepsi hygieny, ¢istoty a mensi rodiny by mohlo vést ke zvySenému vyskytu
alergii, autoimunitnich onemocnéni a nékterych imunitné podminénych stavii. S touto teorii souvisi
,old friends® teorie, ktera jerozSifenim ,hygiene hypothesis” (Frew et al, 2019). Tato teorie
se zamé&iuje konkrétné na ztratu expozice symbiontiim, které se po tisicileti vyvijely spole¢né s lidmi,
jako jsou urcité druhy bakterii, paraziti¢ti prvoci a helminti. To naznacuje, Ze tito "old friends" hrali
klicovou roli pfi modulaci imunitniho systému a podpofe imunitni tolerance. Nedostatecna expozice
témto specifickym druhiim organismti v dasledku modernich hygienickych postupli mize vést

k imunitni dysregulaci a zvySené nachylnosti k zanétlivym a autoimunitnim onemocnénim. Obé



hypotézy zkoumaji dopad snizené mikrobialni expozice na imunitné¢ podminéné poruchy, ,,0ld friends
hypothesis“ konkrétn¢ zdliraziuje absenci s ¢lovékem koadaptovanych symbiontt jako klicovy faktor
imunitni dysregulace, zatimco ,,hygiene hypothesis“ se zabyva obecnym sniZenim celkové mikrobialni

expozice (Frew et al., 2019).

Predpoklada se souvislost mezi zménami zivotniho stylu, které probehly v poslednich n¢kolika
generacich, a naristem prevalenci nékterych autoimunitnich a metabolickych chorob, které jsou
asociovany s dysbidzou stfevni mikrobioty. Jednd se napfiklad o zanétlivd onemocnéni stfev
(Crohnova choroba, ulcerdézni kolitida), rakovinu tlustého stieva (Hold ef al.,2016) a obezitu
(DiBaise et al., 2008; Chow, Tang et al., 2011; Keku et al., 2015). Pro pochopeni role mikrobioty
u téchto onemocnéni je dillezita detailni znalost zmén v jejim slozeni v pribéhu lidské evoluce. Timto
obtiznym ukolem se zabyva celd fada studii. V mnoha ohledech ale tento smér vyzkumu narazi na
celou fadu metodickych obtizi. Neni proto tplné jasné, jestli je realistické ocekavat naplnéni tohoto

cile.

Cilem této bakalaiské prace je struéné predstavit soucasné poznatky o lidském stfevnim
mikrobiomu, mechanismy jeho formovani (na socidlni a transgeneraéni pfenos), na promeény v jeho
slozeni a na evolu¢ni mechanismy. Dale se zaméfim na analyzy lidské stfevni mikrobioty tradi¢nich
lidskych komunit, které jsou industrializaci zasaZzené jen v omezené¢ mife a dale pak na analyzy
mikrobialnich vzorkd ziskanych z fosilnich zdroji, a to konkrétné na analyzy lidskych koproliti
a analyzy mumifikovanych lidskych ostatki. Soucasti prace je kritické zhodnoceni téchto zdroji
informaci, metodologickych problému spojenych s timto typem vyzkumu a zminim dilezité poznatky

diky nim objevené.



Metody analyz stfevni mikrobioty

V pomérné nedavné minulosti bylo zkoumani stfevniho mikrobiomu naro¢né ¢asoveé i metodicky.
Informace pochazely predevsim ze studii zalozenych na piimé kultivaci mikroorganismi. Protoze
navodit podminky, podobné tém v travicim traktu, neni snadné, Ize na zaklad¢ kultivac¢nich metod
detekovat jen nepatrny zlomek redlné pfitomnych druhd bakterii (Lagkouvardos et al., 2017).
Vynélezem cilené amplifikace DNA pomoci PCR a jeji sekvenovani Sangerovou metodou znamenal
zasadni pielom ve vyzkumu bakteridlnich spolecenstev (Shendure et al., 2017). Tyto pristupy
umoznily spolehlivéjsi taxonomické uréeni bakterii izolovanych kultivaénimi metodami, ale i leps$i
charakterizaci sloZeni nekultivovatelnych bakterii v ramci mikrobioty pomoci klonovani fragmentt
metagenomické DNA do bakterialnich vektorli a jejich naslednou sekvenaci (Ley et al., 2008).
Paralelni pristup k charakterizaci mikrobialnich spolecenstev, pak predstavovaly tzv. “fingerprint®
metody jako napf. ARISA (,,Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis®“) nebo DGGE
(,,denaturing gradient gel electrophoresis®). Tyto metody jsou zalozené na detekci variability
ve studované oblasti DNA mezi riznymi bakteridlnimi taxony at’ uz se jedna o variabilitu v délce
(ARISA) nebo chemickych a fyzikalnich vlastnostech (DGGE). Fingerprint metody umoznuji
jednoduse charakterizovat diverzitu bakterialniho spoleenstva ve studovaném vzorku a porovnavat
jeho sloZeni mezi vzorky. V kombinaci se sekvenci DNA je mozna i pfiblizna analyza taxonomického

slozeni spolecenstva (Hayes et al., 2020).

V soucasné dobé je vyzkum mikrobioty zaloZen zejména na dvou pfistupech vyuZivajicich
paralelni sekvenacni technologie, tzv. ,,shotgun® metagenomiku a amplikonové sekvenovani. Cilem
»shotgun“ metagenomiky je sekvenace velkého mnozstvi (typicky desitek az stovek miliont)
ndhodnych fragmenti DNA z celého metagenomu, tj. souboru vSech gend a ¢lenii mikrobioty.
Z vyslednych sekvenci jsou nasledné cCasteéné rekonstruovany genomy jednotlivych bakterii. Na
zakladé této informace lze odvodit nejen taxonomické slozeni spoleCenstva, ale i jeho funkeni
vlastnosti na zékladé pfitomnych genti (Ward et al., 2003). Alternativou je amplikonové sekvenovani
genetickych markerti nesoucich taxonomickou informaci. Tim je v naprosté vétSin€ pripadd Cast genu
pro 16S ribozomalni RNA (16S rRNA). Tato sekvence tvofi slozku mensi 30S podjednotku ribozomu
prokaryot. Vyuziva se z divodu, ze obsahuje oblasti, které jsou mezi vSemi bakteriemi velmi
konzervované, a tudiz vhodné pro navrZeni univerzalnich primeri pro PCR. Zaroven vsak tyto
konzervativni tiseky pieklenuji tzv. hypervariabilni oblasti, které nesou znacnou ¢ast taxonomické

informace. (Franga et al., 2002)

Amplikonové sekvenovani 16S rRNA je Siroce pouzivano pro charakterizaci taxonomického
sloZzeni mikrobialnich spolecenstev. Poskytuje obvykle informace o taxonomii do trovné bakterialnich
rodli, vzacnéji pak druht. Je zvlasté uzitecné pro identifikaci a porovnavani relativnich abundanci
riznych mikrobialnich taxonti ve vzorku. Neposkytuje vSak ptfimé poznatky o funkénich vlastnostech

spoleCenstva. Tuto limitaci lze ale do jisté miry piekonat, diky predikénim algoritmim, a to zejména
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pro spoleCenstva, pro néZz existuje dostatené mnozstvi referenénich celogenomovych dat
(Ward et al., 2017; Zhao et al., 2022). Dalsi obtizn¢ piekonatelnou nevyhodou je nutnost PCR pfi
amplikonovém sekvenovani, kdy pouzité primery mohou vykazovat rozdilnou efektivitu pii
amplifikaci riznych skupin bakterii (tzv. PCR bias). Casté jsou i rtizné nebiologické artefakty
vznikajici béhem PCR jako napt. chimérické sekvence, jeZ vznikaji chybnym spojenim dvou sekvenci
pochazejicich od rozdilnych bakterialnich druhi. Tyto artefakty je nutné nasledné identifikovat a z dat

odstranit (Kanagawa et al., 2003).

Oproti amplikonovému sekvenovani poskytuje shotgun metagenomika vy$s$i taxonomické
rozliSeni a miize potencialn¢ identifikovat linie v ramci bakteridlniho druhu a soucasné jednotlivé geny
v ramci komunity (Hildebrand et al., 2021). Mize tak nabidnout komplexné&j$i pochopeni
mikrobialniho slozeni a funkéniho potencidlu. Shotgun sekvenovani je obecné drazsi nez amplikonové
sekvenovani, protoze je k charakterizaci spoleenstva nutné vyssi sekvencni pokryti (desitky miliont
vs. tisice sekvenci) a zaroven je drazsi i pfiprava sekvenénich knihoven. Problém spojeny se shotgun
pfistupem miize byt i se zachycenim vzacnych ¢lenti komunity, k jejichz detekci je potifeba znacna
sekvenacni hloubka. Shotgun sekvenovani mize byt navic relativné neefektivni, pokud je
v bakterialnim spoleenstvu pfimés eukaryotnich genomu (napf. DNA hostitele ptivodem z bunék
stievniho epitelu), které jsou o né€kolik fadi vétsi nez prokaryotni. Ve vysledku i mald piimés, co do
poctu bun¢k, mtze zahltit data nepotfebnymi sekvencemi. Naro¢néjsi je i analyza vyslednych shotgun

dat (Franca et al., 2002).

V soucasnosti existuje nékolik platforem vhodnych pro sekvenovani mikrobioty. Sekvenovani
pomoci pfistroji firmy Illumina je povazovano za zlaty standard u mnoha sméri genomického
vyzkumii véetné¢ vyzkumu mikrobioty (Segerman et al, 2020). Tato metoda dokaze generovat velké
mnozstvi dat s velkou pfesnosti za relativné nizké néklady. Vhodna je jak na celogenomové shotgun
sekvenovani, tak na cilené¢ amplikonové sekvenovani. Generuje relativné kratké sekvence (do 600 part
bazi, podle konkrétniho typu piistroje a pouzitého kitu), coz mtize limitovat taxonomickou informaci
obsazenou v amplikonech a zaroven omezovat rekonstrukci genomi pomoci ,,assembly® pristupt.
Tato omezeni ¢astecné kompenzuje rozsadhlymi paralelizanimi schopnostmi a specifickymi protokoly
pti ptipravé sekvenacnich knihoven (Hu et al, 2021). V poslednich letech zadinaji této metodé
konkurovat altemativni sekvenacni platformy s podobnymi vlastnostmi od firmy MGI Tech

(MGISEQ-2000)(Lang et al., 2021).

Sekvenovani pomoci platformy PacBio (Pacific Biosciences) je dalsi technologii, kterd na
rozdil od Illuminy generuje dlouhé sekvence. Vyuziva jednomolekulové sekvenovani v redlném cCase
(Single-molecule realtime sequencing = SMRT), kde DNA polymerdza b&hem sekvenovani
inkorporuje nukleotidy, které jsou fluorescenéné oznacené. Dokaze generovat dlouhé sekvence a ma,

zejména pri pouziti specifickych protokolti, relativn€ nizkou chybovost. Proto se tato metoda hodi pro



sekvenovani komplexnich genomi obsahujicich naptiklad repetitivni sekvence, ale i pro analyzy

dlouhych amplikonti. M4 ale vyssi naklady na provedeni nez [llumina (Rhoads et al., 2015).

Sekvenovani nanopory, které nabizi Oxford Nanopore Technologies, je technologie generujici
dlouhé sekvence. Funguje na zékladé¢ meéfenim zmén elektrického proudu pii prichodu jednotlivych
bazi DNA skrz nanopéry. Diky této metodé¢ mizeme ziskat dlouhé sekvence (az stovky kilobazi).
Poskytuje sekvenacni data v redlném cCase. Sekvenovani nanopdry je vyhodné pfi sekvenovani
slozitych genomu a repetitivnich sekvenci. Nevyhodou je vyssi chybovost oproti Illuming, a proto neni

uplné vhodna pro projekty, kde je potieba vysoka piesnost (Clarke et al., 2009).



Slozeni lidské stfevni mikrobioty soucasnych populaci
V soucasné dobé mame nejpresnéjsi a nejkomplexnéjsi popis slozeni sttevniho mikrobiomu diky praci

autorského kolektivu Almeida er al. (2021), ktefi spojili vSechny dosavadni projekty na sbér dat
o lidském mikrobiomu (HMP, IGC, MetaHIT a dalsi) a vytvofili katalog s nazvem Unified Human
Gastrointestinal Genome, ktery obsahuje genomy vSech v soucasnosti objevenych mikroorganismi
nachazejici se v gastrointestinalnim traktu. Katalog obsahuje genomy 4 644 bakteridlnich druhii. Ale
pouze 573 z téchto genomu spliiuje kritéria ,,vysoké kvality” stanovena konsorciem Genomic

Standards Consortium.

Odhaduje se, ze v lidském stfevé Zzije zhruba 100 bilion bakteridlnich bunék. Nejvetsi
mnozstvi bakterii je v tlustém stieveé, kde se vyskytuje az 0,15 kg bakterii (Huttenhower et al., 2012).
Lidské stfevni mikrobioté dominuji zastupci dvou bakteridlnich kment: Firmicutes a Bacteroidetes.
Dale zde byla zjiSténa celd fada zastupc dalSich bakteridlnich kment jako napt. Actinobacteria
(rod Bifidobacterium), Proteobacteria (rody Escherichia, Klebsiella a Helicobacter), Fusobacteria,
Verrucomicrobia, jejichz podil na vSech bakterialnich bunkach je vSak obvykle mensi nez 10%.
Bakterie z kmene Bacteroidetes rozkladaji slozité sacharidy a vlakninu a produkuji mastné kyseliny
s kratkym fetézcem. Kmen Firmicutes (obsahuje rody jako jsou Clostridium, Lactobacillus
a Enterococcus), ktery se podili na rozkladu a fermentaci vlakniny (Rinninella et al., 2019 pGvodné
Smith et al., 2017). Slozeni mikrobioty se dramaticky 1i§i mezi jednotlivymi ¢astmi traviciho traktu
aodrazi prostfedi v dané casti traviciho traktu. Hustota a slozeni mikrobioty jsou ovlivnény
chemickymi, nutricnimi a imunologickymi gradienty v rdmci stteva (Thursby et al., 2017). Obecné
plati, ze ¢im dale postupujeme do distalnich Casti stfev, tim vice se snizuje koncentrace kysliku,
kyselost, koncentrace Zlucovych kyselin a mnozstvi snadno metabolizovatelného substratu.
V distalnich Castech stfeva (tlusté a slepé stievo) roste diverzita a populaéni denzita bakteridlnich
bunék. Slozeni lumindlnich a slizni¢nich vzorkl se také vyrazné lisi. Naptiklad mnozstvi baterii
z kmene Bacteroidetes se zda byt vyssi v luminalnich vzorcich nez na sliznici. Naproti tomu bakterie
zkmene Firmicutes jsou vice pifitomny v hlenové vrstvé ve srovnani s lumenem

(Zoetendal et al., 2002).

Vyvoj lidské mikrobioty zadina po narozeni. Existuji studie, které detekovaly bakterie
i prenatalné, ale pravdépodobné §lo o kontaminaci (Lauder et al., 2016). Formovéani mikrobioty
je ovlivnéno zptisobem porodu a typem diety kojence. Novorozenci narozeni vaginalné maji zvySeny
pocet bakterii Lactobacillus a Bacteroides, zatimco cisafsky fez pfinasi kolonizaci stieva bakteriemi,
jako jsou Clostridium a Staphylococcus aureus (Stokholm et al., 2016; Hoanget al.,2021).
V pocateéni fazi ma novorozenecka mikrobiota niz§i diverzitu. Dominuji zde Actinobacteria
a Protobacteria. Mléko  matky ovliviluje ~ rust prospésnych bakterii,  naptiklad
Bifidobacterium(Azad et al., 2013). Postupné se mikrobiota rozviji a kolem 2,5 Zivota let dosahuje

podoby dospélého mikrobiomu (Rodriguez et al., 2015). V dospélosti je kompozice mikrobioty



obvykle stabilni, ale mize se ménit v disledku zmén Zivotniho stylu. U starS$i populace dochazi
k dalsim zméndm v mikrobioté, kde se zvySuje pfitomnost napiiklad bakterii z bakterialniho kmene
Bacteroidetes a bakterii z rodu Clostridium. StarSi jedinci mohou mit rizné sloZzeni mikrobioty
v zavislosti na zivotnim stylu, coz ovliviiuje metabolické procesy, jako je produkce mastnych kyselin
a amylolyza (Claesson et al., 2010). Mira variability lidské stievni mikrobioty béhem lidského Zivota

je velmi dobfe viditelnd na obrazku 1.
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Obrazek 1. Slozeni a variabilita stfevni lidské mikrobioty. V jednotlivich grafech mtZeme pozorovat
zastoupeni ruznych bakterialnich kiment (Ottman er al., 2012).

Diky taxonomické bohatosti a znaéné interindividualni variabilité je obecna charakterizace
slozeni lidské stfevni mikrobioty pomémée obtizna. Lze ji ale priblizit na zdklad€ obecnych konceptl
znamych jako ,,core microbiota” a enterotypy (enterotypes). Zejména v druhém piipadé se jedna
o relativné kontroverzni koncept, ale vyzkumy z poslednich let naznacuji jeho relevanci

(Cheng et al., 2019).

Pojmem ,,core gut mikrobiota® oznacujeme soubor bakterialnich druhti, které se nachéazeji ve
stievni mikrobioté naprosté vétsiny jedincu v lidské populaci. Shetty et al. (2022) ur¢ili 64 druhti jako
druhy vyskytuji se aspon u 50 % jedincii. Z nich vybrali 10 reprezentativnich druhl: Bacteroides
ovatus, Bacteroides xylanisolvens, Eubacterium rectale, Eubacterium siraeum, Eubacterium hallii,

Subdoligranulum, Faecalibacterium prausnitzii, Lachnospiraceae bacterium, Coprococcus catus,
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Roseburia intestinalis. Genomy téchto bakterii obsahuji soubor genti, které jsou spoleéné pro
naprostou vet§inu hostiteldl a o kterych se predpoklada, ze zajist'uji hlavni funkce na Grovni interakci
mezi mikrobiotou a hostitelem. Ukazuje se, Ze ztraty nékterych druhtl ,,core* microbioty jsou spojené
s patologickymi stavy u daného jedince jako je napfiklad obezita (Tumbaugh et al, 2009;
Turnbaugh et al., 2009) zanétlivé onemocnéni sttev (Niet al.,2017), nebo rakovina tra¢niku

(Hold, 2016).

Oproti konceptu ,,core gut microbiota”, ktery zdlraziuje spoleéné rysy mikrobioty napiic
jedinci a populacemi, teorii enterotypli mizeme vnimat do jisté miry jako heuristicky pohled
na variabilitu mikrobioty mezi jedinci. Teorie enterotypti nam ftika, Ze ptes znacné rozdily ve slozeni
mezi jedinci, nepfedstavuje tato variabilita nestrukturované kontinuum. Naopak mtizeme lidsky stievni
mikrobiom klasifikovat do pomérné diskrétnich skupin zalozenych na zakladé cetnosti nékterych
klicovych bakteridlnich taxonti. Zaklady tohoto konceptu polozil Arumugam et al. (2011). V této praci
byly identifikované celkem tii enterotypy, kde enterotyp 1 je dominovan bakteriemi rodu Prevotella,
enterotyp 2 bakteriemi zrodu Bacteroides aposledni enterotyp 3 bakteriemi zrodu
Ruminococcus(Arumugam et al., 2011). Rizné enterotypy jsou spojené s riznymi stravovacimi
navyky. Lidé majici diety bohaté na karbohydraty a cukry pfedstavuji enterotyp 1 bohaty na bakterie
Prevotella. Enterotyp 2 se vétSinou objevuje u jedincl se stravou bohatou na proteiny a tuk

(Wu et al., 2011). Tyto tii enterotypy jsou vyobrazené na obrazku 2.

Bacteroides Prevotella Ruminococcus
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Obriazek 2. Schéma jednotlivych enterotypt. (a) Zastoupeni hlavnich bakteridlnich kment typickych
pro jednotlivé enterotypy v jednotliviich enterotypech (b) Schémata jednotlivich enterotypii. Na
obrazku jsou wvyobrazené hlavni bakterialni kmeny a ostatni bakteridlni kmeny a vztahy k nim.
Prevzato a upraveno z Aruguman ef al., 2010, Nature



Studie ukazuji, ze nékteré nemoci by mohly byt asociovany s urlitymi enterotypy
(Qin et al., 2012). Naptiklad enterotyp 1, predstaveny v plivodnich modelech navrzenych
Arumugamema Wu, zfejmé koreluje se zvySenym rizikem nealkoholové jatemni steatohepatitidy
(Zhu et al., 2013), metabolické endotoxémie (Le Chatelier et al., 2013) anékolika dalSich stfevnich
onemocnéni (De Palma ef al., 2010; Sobhani et al., 2011; Weng et al., 2019). Dale se ukazuje,
ze enterotyp 2 koreluje s hypertenzi (J. Li ef al., 2017), revmatoidni artritidou (Tett et al., 2019)
a citlivosti na inzulin (Kovatcheva-Datchary ef al., 2015). Enterotyp 3 je spojen s vets§i odolnosti vici
antibiotické terapii, ale je ovlivnhén pomalou intestinalni motilitou, coz je stav, ktery urcuje veétsi

predispozici hostitele ke kardiovaskularnim onemocnénim (Noguera-Julian et al., 2016).

Piivodné teorie enterotypl narazela na znacnou skepsi a kritiku hlavné z hlediska pouzité¢ho
analytického pristupu, ktery ma ze své podstaty silnou tendenci rozdélovat ekologicka spolecenstva do
disjunktnich kategorii (Schloissnig et al., 2013). V poslednich letech vSak pozorujeme novou vinu
zajmu o tento pohled, kdy recentni kli¢ové prace naznacuji existenci az Ctyf lidskych enterotyptl,
pricemz ¢tvrty enterotyp (Lai et al., 2023), ktery nebyl v ptivodni studii (Arumugam et al, 2011)
nalezeny, se vyskytuje minoritné avsak zda se, Ze je silné asociovany se zhorSenym zdravotnim

stavem a obecné nizsi kvalitou Zivota.
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Evoluce lidské mikrobioty
Podle dosavadnich poznatkd kolonizace obratlovei mikrobiotou za normalnich podminek nastéva az

po jejich narozeni ¢i vylihnuti, zatimco jejich embryonalni vyvoj probihd ve sterilnim prostiedi
(Koenig et al., 2011). Mikrobiota je nasledné ziskavana dvéma cestami: jednak z okolniho prosttedi

a jednak socidlnim pfenosem z jinych jedincii stejného druhu, véetné rodica.

Tyto dvé cesty prenosu maji dalekosahlé dusledky pro evoluci bakterii, které je vyuzivaji, ale
i na jejich interakce s hostitelem (Tung ef al., 2015). Naptiklad u nékterych skupin hmyzu jsou znamé
bakterialni druhy, u kterych socidlni pfenos probihal po desitky miliont let a pfeklenoval i speciacni
udalosti v ramci evoluce svého hostitele (Parker et al., 2019). Bakterie ziskavané stabilnim socidlnim
prenosem maji evoluci striktn€ spojenou s prostfedim v téle hostitele. To vede k celé fadé evolucnich
zmén. Pozorujeme napiiklad celkovou redukci genomu, ztratu nékterych funkci umoziujicich prezit
ve vnéj§im prostiedi, a naopak zisk vlastnosti, které umoziuji stabilni existenci uvnitf téla hostitele
jako napriklad odolnost proti jeho imunitnimu systému apod
(Moeller et al., 2016; Muioz Ramirez et al., 2021). Uvazuje se dokonce i o vzajemnych evoluénich
koadaptacich mezi hostitelem atémito bakteriemi (Reynoso-Garcia et al., 2022), které tvori zaklad
tzv. hologenomové teorie. Ta ve svém plvodnim znéni(Morris et al., 2018) do znatné miry
predpokladala sdileni fitness hostitele ajeho mikrobioty, z ¢ehoz vyplyva, ze hostitel a jeho
mikrobiota jsou jednou z hlavnich jednotek selekce v evoluci. Navrhuje, Ze genetickd rozmanitost
hologenomu, zahmujici jak hostitele, tak pfidruzené mikroorganismy, hraje vyznamnou roli pfi
formovani vlastnosti a adaptacnich schopnosti hostitelského organismu. To znamend, Ze kolektivni
geneticka informace hostitele a jeho mikrobioty pfispiva k celkové genetické variabilité dostupné pro
selekci) (Zhou et al., 2022). Typ pienosu bakterii ma samoziejmé disledky na funkéni variabilitu
mikrobioty v zavislosti na zménach Zivotniho stylu. Rekolonizace socialn¢ pfenosnych bakterii miize

vvvvvv

socialnim pfenosem tak mize predstavovat dlouhodobé ochuzeni o funkce které tyto druhy nesou.

Na rozdil od bakterii ziskanych socidlnim pienosem piedstavuje pro bakterie ziskané
z okolniho prostfedi lidsky hostitel jeden z mnoha habitati, které jsou schopné oportunisticky
kolonizovat. Pfi ztraté environmentalné ziskanych bakterii (napt. v disledku pouzivani antibiotik) je
velmi pravdépodobné jejich znovuziskani. Nékteré environmentalni bakterie totiz tvofi spory, coz
znamend, ze mohou pfezit v extrémnich podminkach, v¢etné kyselého prostiedi zaludku. Tato
odolnost mize vést k vyS§i Sanci, ze tyto bakterie dosdhnou stieva a kolonizuji ho

(Hildebrand et al., 2021).

V ptipadé zmén Zzivotniho stylu se stfevni mikrobiota, hlavné bakterie ziskané z prostiedi,
chova pomémé plasticky anatrovni zastoupeni jednotlivych taxoni dochdzi k pomémé rychlé

adaptaci na zménéné podminky (David et al, 2014). Napiiklad u savcli pozorujeme konvergence ve
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sloZzeni mikrobioty u nepfibuznych druhti v zavislosti na potravé (Ley et al., 2008). Podobn¢ je tomu
iu lidi s odliSnym slozeni diety (Tomova et al., 2019). V ptipadé zmény ekologickych podminek
hostitele miizeme predpokladat pomeémé rychlou kolonizaci traviciho traktu bakteriemi, pro které je
zménéné prosttedi vyhodné (David et al., 2014). Naproti tomu funkéni vlastnosti u podsouboru
mikrobioty zahmujici socialné prenosné bakterie Ize ocekavat pomalejsi adaptace, které budou vazané
na evoluni zmény v rdmci gend pritomnych v genomech téchto bakterii. Kromé téchto relativné
pomalych zmén, ale mohou tyto bakterie vyuzivat i horizontalni pienos genetické informace, ktery
v mnohych pfipadech umoziiuje pomémé rychlé ziskani nékterych dulezitych evolu¢nich inovaci.
Nejznaméjsim piikladem jsou geny pro enzymy degradujici polysacharidy nachazejici se v moiskych
fasach, které jsou obsazené v plazmidech bakterii Bacteroides xylanisolvens, Bacteroides ovatus

a Bacteroides uniforms u lidskych populaci vyuzivajicich tento zdroj potravy (Li et al., 2017).

Ptesto Ze rozd€leni na environmentalné a socialn€ ziskané bakterie se miize jevit z praktického
hlediska jako velmi uZitené, ve skutecnosti tento koncept naradzi na fadu nejasnosti a kontroverzi. Pfi
soucasné urovni znalosti neni zcela jasné, do jaké miry jej lze univerzalné aplikovat. Striktni zavislost
bakterii na téle hostitele a s ni spojeny transgeneracni pfenos je znam predevsim u hmyzu a jinych
bezobratlych (Freitak et al, 2014), u kterych existuje cela fada adaptaci, jez umoznuji hostiteli
efektivné predavat symbiotické bakterie svym potomkidm. Tito obligatni symbionti vykazuji celou
fadu znakd, kterymi se liSi od svych volné Zijicich protéjskii jako je napf. celkova redukce genomu,
ztrata funkci umoziujicich existenci ve vnéjsim prostfedi. Naproti tomu v piipad¢ obratlovcd bylo do
nedavna znamo jen nékolik analogickych pfipadl. Asi nejznaméjS$im je druh Helicobacterpylori,
parazitickd bakterie vyskytujici se u cca. 30% lidské populace, ktera je schopné pfezivat v extrémnim
prostfedi lidského zaludku. Jeji pfitomnost je ve vétSin€ piipadii asymptomatickd, ale v nékterych
pripadech mtze zpisobovat zaludeéni viedy a jiné zdravotni komplikace. Pfenos Helicobacter pylori
vyhradné socialnimi kontakty ma za nasledek jeji genetickou variabilitu mezi lidskymi populacemi
(Mufioz-Ramirez et al., 2021). Podrobnéjsi studie potom ukazuji, Zze na geografické Skale tato
variabilita dobfe odrazi historické migrace lidskych populaci (Covacci et al, 1999,
Mégraud et al., 2016). Existenci symbiotickych bakterii zavislych na transgeneracnim pifenosu
u obratloveti do jisté miry podporovala cela fada studii, které pozorovaly pozitivni vztah mezi
fylogenetickou vzdalenosti hostitelskych druhi a divergenci ve slozeni bakteridlnich spolecenstev
jejich traviciho traktu, kterd byla studovana zejména pomoci amplikonového sekvenovani 16S rRNA.
Ochman et al. (2010) ve své studii zkoumal a porovnaval mikrobiomy péti hominidt (Homo sapiens,
Pan troglodytes, P. paniscus, Gorilla gorilla, G. Beringei). Vyzkum srovnavajici spoleCenstva
stfevnich bakterii u téchto blizce ptibuznych druhtt Hominidt ukézal, Ze i pfes shodu vzorkt na trovni
bakteridlnich kmenti mél kazdy druh svoji jedine¢nou mikrobidlni kompozici. Podobnost vzorki
korelovala s mirou pifibuznosti téchto druhd (Ochman et al., 2010). Avsak spojitost mezi sloZzenim

mikrobioty a fylogenezi hostitele mtiize vznikat i v disledku jinych mechanismi, nez je transgeneracni
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pfenos. Podobnou zavislost mizeme naptiklad pozorovat, pokud s fylogenezi koreluje uréity znak
hostitele, ktery pfimo ovliviiuje slozeni mikrobioty. Navic celd fada studii doklada, ze fylogeneze
hostitele neni klicovym faktorem ovliviiujicim podobnost mikrobioty na mezidruhové urovni.
Amato et al., (2019) ve své studii zkoumali 14 industrializovanych a neindustrializovanych populaci z
deseti zemi, stejné jako z 18 druhd voln€ zijicich priméatd zivicich se svou pfirozenou stravou. Data
ziskané od priméti dokazuji, Ze taxonomické slozeni lidského stievniho mikrobiomu bylo podobné&;jsi
opicim rodu Cercopithecus nez lidoopim, ackoli stfevni mikrobiom téchto opic vykazoval vyssi
taxonomickou rozmanitost nez u lidi i lidoop. Mtze to byt dané tim, Ze ackoli jsou lidé nejblize
pfibuzni lidoopiim, zejména Simpanzim a bonobim, lidska ekologickd nika se od velkych lidoopt
vyrazn¢ li§i. Pfi dal§im zkoumani dosli k tomu, Ze slozeni mikrobioty vice korelovalo s hostitelskou

ekologickou nikou nez ptibuznosti hostitelskych druht.

Vzhledem k pomalé evoluci genu pro 16S rRNA v porovnani s rychlosti speciace savcl
nemusi mit analyzy zaloZzena na amplikonovém sekvenovani kratkych tisekii tohoto genu pomoci
technologie Illumina dostate¢né senzitivni na to, aby odhalily korelaci mezi fylogenezi dané bakterie
a jejim hostitelem. Pro tento typ vyzkumu se jako vhodnéjsi jevi proteiny kodujici geny, které vykazuji
v dusledku degenerovaného genetického kodu velmi vysokou mutaéni rychlost zejména na tretich
pozicich kodonu. Nevyhodou protein-kédujicich gent je ale fakt, Ze jejich sekvence obvykle
neobsahuji dostatetné¢ konzervativni useky, které by umoznily design dostatecné konzervativnich
primerd schopnych amplifikovat sekvence spolecné pro tak Siroké spektrum bakteridlnich skupin jako

v pfipadé 16S rRNA.

Jako prvni tento piistup pouzili Moeller et al., pfi studiu evoluc¢nich trajektorii lidské
mikrobioty a mikrobioty lidem piibuznych primatd. Jejich analyzy odhalily, ze néktefi zastupci ¢eledi
Bifidobacteriaceae a Bacteroidaceae byly udrzovany vyhradné v hostitelskych liniich po stovky tisic
generaci hostitelil. Casové odhady divergenci téchto kospeciujicich stfevnich bakterii jsou shodné
s divergencemi studovanych hominidii, coz naznacuje, Ze genomy hostiteli a genomy téchto stfevnich

bakterialni se diverzifikovaly ve shodé s evoluci jejich hostiteltt (Moeller et al., 2016).

Detailnéjsi pohled na evoluci lidské mikrobioty nez analyzy zalozené na jednom fylogeneticky
vyznamném genu mohou poskytnout studie vyuzivajici komparativné metagenomicky piistup.
Soucasny vyzkum v této oblasti naznacuje, Ze dlouhodoby transgeneraéni vyuziva cela fada
bakteridlnich druhdi uvnitf traviciho traktu ¢lovéka. Naptiklad Suzuki ef al. (2022) na zéklad¢ analyz
bakteridlnich genli nesoucich fylogenetickou informaci ziskanych z metagenomickych dat zjistili,
ze fylogeneticka divergence u 36 z 59 bakterialnich druhti stfevni mikrobioty vykazuje signifikantni
spojitost s fylogenetickymi vzdalenostmi mezi lidskymi populacemi ze kterych vzorky mikrobioty
pochazely. Sedm bakterialnich druhti, které vykazovaly vyznamnou kofylogenezi ve vSech tiech

testech, zahmovalo  Collinsellaaerofaciens,  Catenibacteriummitsuokai,  Eubacteriumrectale
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a Prevotellacopri, pricemz bakterie z rodu Eubacterium vykazovaly nejveétsi miru zavislosti. Naproti
tomu bakterie z rodu Bacteroides, Alistipes a Parabacteroides obecné vykazovaly velmi nizkou
korelaci mezi jejich fylogenezi a fylogenezi svého hostitele. Z téchto analyz vyplyva, Ze zavislost
na transgenera¢nim pfenosu vykazuje nendhodnou distribuci napiic¢ bakteridlni fylogenezi. Celkové
druhy v ramci kmene Firmicutes vykazovaly vice dikazli o kofylogenezi nez zastupci kmene
Bacteroidetes(Suzuki et al., 2022). Dalsi nepiimy doklad socidlniho pfenosu naznacuji i jiné prace
z oblasti komparativni genomiky, kde napft. vlastnosti jednotlivych variant Eubacteriumrectale se méni
mezi lidskymi populacemi v zavislosti na geologické lokaci a Zivotnim stylu (Karcher et al., 2020).
Kazdopadné nase védomosti o mechanismech, kterymi inkorporujeme jednotlivé bakterialni druhy do
své mikrobioty jsou zatim nedostate¢né, a tudiz nelze spolehlivé odhadnout jaky podil nasi mikrobioty
je zévisly na environmentalnim a socidlnim transferu. VySe uvedené studie potvrzuji jen nepfimy

pohled na evoluci. Na pfim¢jsi ptistupy se podivame v nasledujicich ¢astech bakalaiské prace.
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Mikrobiota populaci negméné dotéenych industrializaci

V ramci zkouméani zmén mikrobioty a rekonstrukce mikrobioty nasich predkti zaujimaji tradi¢ni
spolecnosti zvlastni misto, nebot’ uchovavaji starobylé zvyklosti, stravovaci navyky a denni rezimy,
které se v pribehu staleti mohou promitat do specifického slozeni jejich mikrobioty. Tato kapitola
se zamétfuje na detailni prizkum mikrobioty tradi¢nich etnickych skupin. Zkoumd, jaké
mikroorganismy obyvaji jejich téla a jak se tato mikrobiota 1i§i od mikrobioty u modernich, casto
urbanizovanych populaci. Analyza mikrobioty u téchto tradi¢nich spole¢nosti poskytuje cenné vhledy
do vztahu mezi Zivotnim stylem, stravovacimi navyky a slozenim mikrobioty. Studie mikrobioty
tradi¢nich etnickych skupin ptedstavuje fascinujici pole vyzkumu, nebot’ nam pomaha lIépe porozumét
vlivu tradi¢nich zivotnich postupl a stravovacich zvyklosti na sloZzeni a funkce mikrobioty. Tato
poznani by mohla nabidnout inspiraci pro nové strategie zdravotni péce a vyzivy v modernim svéte,

ktery se ¢asto odchyluje od tradi¢nich praktik.

ey

Jako lidé zijici tradiénim stylem Zzivota jsou v této praci mysleny skupiny lidi, které Zziji
zpisobem podobnym nasim pfredktim pied industridlni revoluci. Téchto populaci dnes neni mnoho
a vétsinou jsou jiz vydobytky industrializované spole¢nosti ovlivnény, at’ uz se jedna o 1éky, jako jsou
antibiotika, nebo piistup k alkoholu a jinym vydobytkiim, ke kterym nasi pfedci pristup neméli. I pres

maly pocet téchto etnickych skupin miizeme najit uréité odliSnosti v lokalitach, kde ziji, i ve zptisobu
jejich zivota.

Studii zabyvajicich se mikrobiotou téchto skupin a porovnavajici mikrobiotu
industrializovanych a neindustrializovanych populaci je relativné hodné. Pii zadani klicovych slov do
Web of Science (,,gut microbio* AND hunters AND gartherers® a ,,gut microbio* AND traditional
societies*) se ndm ukazalo 63 ¢lankt a 16 ¢lankl typu review, které se zabyvaji timto tématem. V této
praci zminim pouze nékteré z nich. Mezi nejzkoumanéjsi patii ta etnika, ktera jsou i v souCasnosti
z&visla na lovecko-sbéra¢ském zplsobu zivota, jako jsou BaAka ze stfedni Afriky (Kongo, Kamerun,
Gabon a Stfedoafrickd republika) (Gomez et al, 2015, 2016), Hadzové =z Tanzanie
a Brazilii
(Obregon-Tito et al., 2015). Dalsi pripad predstavuji industrializaci malo dotend etnika zavisla
dominantné na tradicnim zemé&délstvi, jako napiiklad venkovsti Bassa z Nigérie (Ayeni et al., 2018),

Bantu, konkrétné a venkovsti Papuanci z Papuy-Nové Guineje (Martinez et al., 2015).

V nasledujici ¢asti bakalaiské prace se budeme zabyvat poznatky o mikrobioté téchto skupin,
porovname je mezi sebou a s mikrobiotou lidi z industrializovanych zemi. I zde se ale setkavame
s uréitymi problémy. Problémem pfi vyuziti dat od téchto skupin k rekonstrukci mikrobiomu nasich
pfedktt mtize byt jiz zminény vliv industrializovanych zemi a tim zptisobena netplnéa shoda zptisobu

zivota s nasimi predky. To miize vést k urCitym nejasnostem, které zminim dale v textu. Problematické
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je i pomémeé malé spektrum téchto skupin a zejména pak téch lovecko-sbérac¢skych. Ty dnes ptezivaji
témef vyhradné v tropickych oblastech a casto v habitatech, které tvoifi jen omezeny
a nereprezentativni vysek habitatli obyvanych lovci-sbéraci pfed nastupem neolitické revoluce. To
variability. Z tohoto divodu je potfeba vnimat studie zaméfené na mikrobiotu téchto etnik s jistou

rezervou a vyhnout se generalizaci.

Jako prvni se touto problematikou zabyvali De Filippo et al., (2010). V této studii byla
srovnavana mikrobiota déti z venkovské populace v zapadni Africe (Burkina Faso) a déti z evropské
populace (Italie). Vysledna data potvrzuji vyrazné rozdily ve sloZeni stfevni mikrobioty mezi témito
dvéma populacemi, coz je interpretovano jako disledek rizného stupné industrializace. Tyto rozdily
jsou pravdépodobné zptisobeny rozdilnou stravou jiz od tlého veku. Déti zijici v Africe maji stravu
vyrazné€ bohatsi na rostlinnou slozku a méné bohatou na tu zivociSnou. Déti z Evropské unie maji ve
svém jidelnicku vét§i mnozstvi slozky Zivo€isné a menS§i mnozstvi stravy rostlinné. V porovnani
s evropskymi détmi byly u africké populace vyrazné vice zastoupené bakterie z rodu Prevotella,
Xylanibacter a Treponema. Tyto bakterie jsou schopné rozkladat slozité rostlinné polysacharidy,
konkrétné celuldozu a xylany které u evropské populace tvoti jen maly podil potravy. Kromé toho,
ze tyto bakterie umoziuji efektivngjsi energeticky pfijem z rostlinné potravy, mohou mit také
prospésné  protektivni  vlastnosti  chrénici  pfed  zanétlivymi  onemocnénimi  stiev
(De Filippo et al., 2010). Prevotella pomaha rozkladat komplexni sacharidy a produkuje prospésné
slouceniny, jako jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem. AvSak zmény v poctu bakterie Prevotella
mohou souviset se stavy, jako jsou zénétliva onemocnéni sttev (Kovatcheva-Datchary et al., 2015).
Role Treponemy ve stievé zistava ponc€kud nejasnd, ale Treponema pravdépodobné pfiispiva
k metabolismu sacharidi a pomaha jako Prevotella pti rozkladu komplexnich polysacharidi. Jeji
pritomnost by také mohla byt vysvétlena pfenosem ze zvifat, jelikoZ tuto bakterii nalezneme i u prasat
(Cwyk et al., 1979; Angelakis et al., 2019). Naopak v evropské populaci byly Castéjsi bakterie z roda
Escherichia/Shigella (které nelze na zaklad¢ analyz 16S rRNA jednoznacné odlisit). Zatimco vétSina
kment je neSkodnd, nékteré patogenni typy mohou zplisobit gastrointestinalni onemocnéni. Pochopeni
dvoji povahy E. coli je nezbytné pro udrzeni zdravi stfev a prevenci infekci (Rhodes et al., 2007).
Shigella je Skodliva bakterie, kterd neni soucdsti normalniho stfevniho mikrobiomu. Zpiisobuje
shigelozu, zdvaznou gastrointestinalni infekci s pfiznaky, jako jsou krvavy priijem, horecka a kiece
v bfiSe. K pienosu dochazi kontaminovanymi potravinami, vodou nebo kontaktem s nakazenym
(Troegeret al., 2017). Ptesto ze byl prace De Filippo et al., (2010) prvni studii na toto téma je jeji
design pomérné problematicky. Kromé malého poctu analyzovanych vzorkl je potfeba zminit,
ze se jednalo o porovnani dvou geograficky izolovanych populaci. Neni proto jasné, do jaké miry je

mozné vySe popsané rozdily generalizovat.
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Tyto problémy casteéné piekonava studie Yatsunenko er al, (2012), kterd pracuje s vétSim
poctem vzorkl (326 déti ve veku 0-17 let, 202 dospélych) sbiranych na vétsi geografické skale, ktera
zahrnuje populace z tfech kontinentl, konkrétné z Afriky (Malawi), Jizni Ameriky (Venezuelsti
Indiani) a méstskou populaci z USA. Jejich vysledky ale do velké miry potvrzuji vysledky piedeslé
studie. Mikrobiota se utvaii zhruba do 3. roku ditéte a poté variabilita vyrazné klesa. Toto bylo
pozorovatelné napti¢ vzorky ze vSech lokalit. Slozeni mikrobioty jedincti z USA se vyrazné lisi od
ostatnich populaci a jeji interindividudlni variabilita byla nejnizs$i. Mikrobiota u populace z USA
vzkazovala ddle vyrazné niz$i zastoupeni rodu Prevotella, ktery je kompenzovan vysSimi
abundancemi rodu Bacteroides. Naopak se nepotvrdila zvySena pocetnost Escherichia/Shigella
v populaci z USA a Xylanibacter (tato bakterie je znama svou schopnosti rozkladat xylan, komplexni
sacharid, ktery se nachazi v rostlinnych bunécnych sténach, na jednodussi cukry jako je xyloza

(Sedzikowska et al., 2021)) a Treponemy u neindustrializovanych populaci.

DalSim pfikladem prace porovnavajici industrializované a neindustrializované populace je
studie na etnikdch Asaro a Sausi z Papuy-Nové Guineje, kde jako kontrolni skupina slouzila populace
z USA. Lidé Asaro (asi 50 000 lidi) Ziji na vysocin¢ pobliz Goroky. Sausiové (asi 1 000 jedinct) Ziji
v nizinach udoli Ramu v provincii Madang. Piestoze jsou od sebe vzdaleny 45 km, kontakt mezi
vesnicemi je vzacny. Obé komunity ziji v tradicnim prostifedi bez kanalizace nebo CistiCek vody,
spoléhaji se na feky, potoky nebo destovou vodu k piti, obvykle bez prevaieni. Zivi se zemé&dé&lstvim,
priCemz povijnice batatova, jam ¢insky, kolokazie jedla a plantain (plod bananovniku odridy Musa),
jsou zakladnimi potravinami vafenymi na otevieném ohni. Maso, predev§im vepiové a rybi,
se konzumuje méné Casto, obvykle dvakrat tydné. Celkoveé obé komunity vykazuji vyznamny piekryv
ve svych stravovacich névycich, pficemz zdroje sacharidi jsou snadno dostupné a pietrvavajici
podvyziva je v tomto regionu vzacna. U vzorkll z jedinci z Papuy-Nové Guineje jako u dalSich
etnickych skupin objevuje vice zastoupena Prevotella. Ale na rozdil o predchozich studii,
porovnavajicich etnické skupiny, se mezi obéma populacemi liSila i celd tada dalSich bakterii.
Konkrétné Papuanci méli nizsi abundance bakterie Bifidobacterium, kterd se nachazi spiSe u déti
asouvisi s konzumaci mléka (O’Callaghan et al.,, 2016), nez u kontroly. Bakterie Slackia
a Propionibacterium vykazovaly vy$§i mnozstvi nez u jedinch z USA. Role téchto bakterii
v mikrobiomu nejsou plné prozkoumané. Slackia je bakterie, kterda umi produkovat equol, coz je
isoflavandiolovy estrogen metabolizovany z daidzeinu, typu isoflavonu nalezeného v s6jovych bobech
a dalSich rostlinnych zdrojich (Jin et al., 2010). U kmenu Firmicutes se objevily rozdily mezi jedinci
z Papuy-Nové Guineje, kde méli jedinci mizné zastoupeni bakterii Eubacterium, Lactobacillus,
Streptococcus a Staphylococcus. Posledni dve€ bakterie se ve zdravém mikrobiomu obvykle nenachazi,
ale mohou se objevit v disledku nemoci a oslabeni organismu. V kmenu Proteobacteria prokazali
jednotlivei z Papuy-Nové Guineje vyznamné vySsi zastoupeni skupin jako jsou celed

Enterobacteriaceae a rody Helicobacter a Pseudomonas. Tento bakteridlni rod se podobné jako
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Streptococcus a Staphylococcus bézné ve zdravém stievnim mikrobiomu neobjevuje, pouze v oslabeni

organismu nemoci (Martinez et al., 2015).

Samostatnou kapitolu tvoii studie zabyvajici se mikrobiotou lovecko-sbéra¢skych etnik
a tradi¢nich venkovskych zemé&dé€lct. Lovci a sbéraci se spoléhaji na lov, rybafeni a sbér divokych
rostlin a plodi. Jejich zivotni styl je charakterizovan mobilitou nebo polonomadstvim, ziji v malych
tlupach a pohybuji se po riiznych mistech na zaklad€ sezénnich zmén nebo dostupnosti zdrojii. K lovu
pouzivaji jednoduché nastroje a zbrané vyrobené z pfirodnich materiali a maji omezeny materialni
majetek. Naproti tomu tradicni venkovsti zemédélci jsou zavisli na péstovani plodin a chovu dobytka
pro jidlo. Ziji v usedlych komunitach s trvalymi nebo polotrvalymi obydlimi a provozuji usedlé
zemédelstvi. Jejich ekonomické aktivity zahmuji zemédé€lstvi, pastevectvi a pouzivani pokrocilejsich

nastroji, jako jsou pluhy a zavlazovaci systémy.

Jednou z prvnich praci na toto téma je studie Schnorr et al., (2014), kterd srovnava mikrobiotu
italské meéstské populace s mikrobiotou lovcu-sbéraci z kmene Hadza. Hadzové jsou domoroda
skupina lovcll a sbéraci v Tanzanii, znama svym tradi¢nim Zivotnim stylem lovu, sbéru divokych
rostlin a medu. Ziji v malych, flexibilnich tlupach s koGovnym Zivotnim stylem, ktery se fidi
dostupnosti zdroji. Vysledky této studie jsou do jisté miry podobné pfedchozim studiim, které
porovnavaly industrializované populace s neindustrializovanymi, které jsou zavislé pievazné na
zemédelstvi. Stejné jako u De Filippo maji vyssi abundanci Treponemy a nékolika dal$ich rodu
v porovnani s kontrolou. Naopak tito lovci-sbéraci vykazovali absenci bakterii z rodu Bifidobacterium
a niz8i abundanci kmene Clostridium (Clostridium clusters IV a XIVa). V ramci této studie se rovnéz
porovnavala mikrobiota Hadza s mikrobiotou z neindustrializovanych populaci zavislych na
zemédelstvi (Malawi, Burkina Faso) a pfislusnych kontrol (Italie, USA). Z tohoto porovnani vyplyva,
ze neindustrializované populace vykazuji znaéné podobnosti ve sloZzeni mikrobioty a konzistentné se
lisi od industrializovanych populaci bez ohledu na to, jestli se jedna o lovce sbérate nebo populace

zavislé na zemédélstvi.

Sttevni mikrobiotou dal§iho lovecko-sbéracského kmene, kmene BaAka, se zabyvali ve své
studii Gomez et al., (2015). Lidé z kmene BaAka jsou pivodni obyvatelé zijici v pralesich ve stiedni
Africe, ktefi jsou znami svym tradiénim zivotnim stylem lovch a sbérac¢li v destnych pralesich
Konzské panve. Zivobyti si zajistuji lovem, sbérem a rybolovem a maji bohaté hudebni tradice.
Navzdory vyzvam zpusobenym odlesfiovanim a spoleCenskymi zménami se snazi zachovat svou
kultumi identitu, silné spojeni s pfirodou a tradi¢ni zplisob Zivota. V této studii analyzovali 27 vzorka
stolice prislusniki tohoto etnika. Na tirovni bakterialnich Celedi prevazovaly bakterie, které se bézné
vyskytuji ve vétSin€ ostatnich lidskych populaci véetné€ téch z industrializovanych zemi (Huttenhower
et al., 2012). V ramci kmene Firmicutes se jednalo predev§im o Celedé Lachnospiraceae,

Ruminococcaceae, Clostridiaceae. Kmen Bacteroidetes byl naproti tomu pomérné malo zastoupeny,
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s vyjimkou bakterii z rodu Prevotella. Ty jsou Casté i u ostatnich africkych populaci, které jsou zavislé
na diet¢ s vysokym obsahem vlakniny. Ale relativné malo se vyskytuji u populaci

z industrializovanych spole¢nosti (Gomez et al., 2015).

Tradiénimi venkovskymi zeméd¢lci se ve své studii zabyvali Gomez et al., (2016). Konkrétné
se zabyvali mikrobiomem ¢lentt kmene Bantu z oblasti Dzanga Sanga ve Stiedoafrické Republice,
u kterého tvoii zemédélstvi zakladni aspekt obzivy. Pomoci zemédé€lskych technik péstuji rizné
plodiny, jako je maniok, sladké brambory, proso, ¢irok a kukufice. V jejich mikrobiomu dominuji
kmeny Firmicutes a Bacteroidetes, kde vysoce pievazuji ty z kmene Firmicutes. Dale vykazuji
vysokou abundanci bakterii z kmene Actinobacteria. Také se zde objevuji bakterie Treponema
a Prevotella. Ve své studii dale Gomez et al., (2016) porovnavaji zeméd¢lskou skupinu (Bantu)
s lovecko-sbéracskou skupinou (BaAka) a ptredstavuji trend vznikly adaptaci na rizna environmentalni
prostfedi a na industrializaci. Analyzy nasledn€ porovnévaji s daty od lidi z industrializovanych
populaci (konkrétné¢ z USA). Mikrobiom obou tradi¢nich skupin vykazuje podobné rysy. Obéma
skupinam dominuji kmeny Firmicutes a Bacteroidetes (u Bantu vice dominuje Firmicutes, u BaAka
zase Bacteroidetes). Clenové kmenu BaAka vykazuji oproti jedincim zkmene Bantu zvysenou
abundanci Celedi Prevotellaceae a Clostridiacea a rodu Treponema. Pravdépodobné je to zplisobeno
vySe zminénym rozdilnym zplisobem zivota. Po srovnéni s daty od jedinci z USA se nam ukazuje
trend mezi populacemi a mirou industrializace, kdy Bantu pfedstavuji jakysi mezikrok mezi
neindustrializovanou skupinou kmenu BaAka a industrializovanou skupinou jedinci z USA. Jedinci

z kmene BaAka vykazuji mens$i podobnost s jedinci z USA nez z kmene Bantu (Gomez ef al., 2016).

ey

Clenové dalsiho primamé zemé&délského kmene, kmene Bassa, Zijictho v zapadni Africe,
se stravuji na zakladé¢ mistné dostupnych potravin. Zaklad tvofi potraviny, jako jsou ryzZe, maniok
a hlizy, doplnéné rybami, masem, zeleninou, ovocem a kofenim. Maji krom¢ dominantnich kment
(Firmicutes a Bacteroidetes) vysokou abundanci bakterii Spirochaetes a Fusobacteria, zatimco
Actinobacteria jsou méné zastoupeny nez u kontrolnich skupin. Celedé Lachnospiraceae
a Ruminococcaceae, véetné rodt Blautia, Coprococcus, Lachnospira, Faecalibacterium
a Oscillospira, vykazuji vysokou abundanci v jejich mikrobialnich spolecenstvech. Kromé toho
se v mikrobidlnim ekosystému Bassa objevuje jiz nékolikrat zminénd bakterie Prevotella a dalsi
zastupci Bacteroidales spolu s Bulleidia (tato bakterie byla nalezena v lidském organismu v dobé
infekce (Morgan et al., 2021)), Eubacterium, Cetobacterium (tato bakterie byla nalezena ve stfevech
ryb, kde se podili na vyrob¢ vitaminu B12 (Qi et al., 2023)), Succinivibrio, a Peptostreptococcaceae,
Phascolarctobacterium (bakterie produkujici mastné kyseliny s kratkym fetézcem, vcetné¢ acetatu
a propionatu, a mtze byt spojena s metabolickym stavem a naladou hostitele (Wu et al., 2017),

a Treponema (Ayeni et al., 2018).
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Relativné maly rozdil mezi lovci-sbéracéi a neindustrializovanymi zemédélei a naopak velké
a konzistentni rozdily obou téchto skupin v porovnani industrializovanou populaci ukazuje i studie
Obregon-Tito ef al., (2015), ve které se porovnavala mikrobiota z jedincd z USA s mikrobiotou lovci
sbéract (Matsés z Amazonského pralesu na izemi Peru a Brazilie) a zemédélca (Tunapuco z provincie
Huamanga v Peru). V porovnani s industrializovanou populaci ¢lenové kmenu Matsés vykazuji
podobny trend jako vySe zminéné kmeny. Vykazuji vysokou abundanci Actinobacteria,
Proteobacteria, a Spirochaetes, specificky rody Bifidobacterium, Succinivibrio, a Treponema.
Objevuje se u nich vysoké mnozstvi bakterii z rodu Prevotella a maji mikrobiomy bohaté na bakterie
Clostridium, Catenibacterium, Eubacterium, Lachnospira. Zemé&dé€lci z kmene Tunapuco vykazuji
oproti lovcim-sbératim z kmene Matsés ve svém stfevnim mikrobiomu mens$i zastoupeni kmenu
Firmicutes a vysoké mnozstvi bakteridlniho druhu Dialister (Obregon-Tito et al., 2015).
Catenibacterium se v lidském stfevnim mikrobiomu mtize podilet na metabolismu sacharidi
a rozkladu vlakniny, ale jeho pfesna role ve zdravi stifev zlistava nejasna kviili omezenému vyzkumu

(Ma et al., 2021). Naopak v ustnim mikrobiomu je pomérné bézny.

Z téchto studii vyplyvda mozna existence trendu mezi industrializovanymi
a neindustrializovanymi  populacemi  vyobrazeny na obrazku 3. Stfevni mikrobiota
neindustrializovanych populaci byva ve srovnani s industrializovanymi populacemi rozmanit&jsi.
Industrializované populace maji vétsi abundance Firmicutes nez a objevuje se u nich bakterie jako
Escherichia/Shigella a Bifidobacterium. Zatimco u lovci-sbéracli pfevazuji bakterie z Bacteroidetes
a objevuji se u nich hojn¢ bakterie rodu Prevotella a Treponema. V men§im mnozstvi pak bakterie,
které byvaji spojené s nékterymi onemocnénimi a ve zdravém stfevnim mikrobiomu se objevuji
ziidka, jako Slackia, Propionibacterium, Streptococcus a Staphylococcus. Venkovsti tradi¢ni
zeméde€lei se svym mikrobiomem blizi spiSe tomu lovecko-sbéraéskému, avSak s vétsi mirou
industrializace skupin se pfiblizuji populacim industrializovanym. Tento rozdil je do znacné miry
ovlivnén stravovacimi navyky (pfiCemz strava neindustrializovanych populaci je Casto bohatsi na
vlakninu a rozmanité rostlinné potraviny), faktory zivotniho stylu (jako je fyzicka aktivita a uroven
stresu), pouzivanim antibiotik, sanitaci a hygienickymi postupy. Dalsi zkouméani mikrobiomu riiznych
etnickych skupin mize byt klicem k pochopeni vyvoje mikrobiomu ¢lovéka a vlivu zmeén v Zivotnim

prostfedi na néj.
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Mira industrializace

—- Obrazek 3. Schéma trendu zavislosti
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Analyzy fosilni mikrobioty
Analyza fosilnich vzorkd pfedstavuje jeden z logickych kroki, které mohou poskytnout vhled do

historickych zmén v lidské mikrobioté. Pro analyzu historickych vzorkd stievni mikrobioty
se vyuzivaji dva typy materialu, a to fosilizované fekalie, tzv. koprolity a vzorky odebrané ze stiev
mumii. Dal§im typem materidlu, ktery se k vyzkumu historické mikrobioty tspésné vyuziva je
fosilizovana zubni sklovina (Larsen et al., 1991). I pies velké mnozstvi vzorkd se vSak bakterie
z dutiny ustni velmi vyrazné lisi od bakterii ziskanych ze sttev, proto se fosilizovanym zubnim plakem

v této bakalarské praci zabyvat nebudu.

Analyzy tohoto typu jsou obvykle spojeny sriznymi technickymi omezenimi. Jednou ze
zakladnich limitaci je riziko degradace DNA a kontaminace bakteriemi z okolniho prosttedi. Z téchto
diivodd mize byt vérohodnost mikrobiomovych dat zalozenych na tomto typu materialu ponékud

omezena (Lindahl et al., 1993; Merchant ef al. 2014).

Pro ucel nasledujiciho textu jsem shromazdila vesSkerou literaturu tykajici se analyz lidské
mikrobioty na zéklad¢ fosilnich vzorki a pokusila jsem se tyto studie kriticky zhodnotit. Nejvice studii
pracuje se zubnim kamenem. Druhym nejvice zastoupenym fosilnim zdrojem jsou koprolity a nejméné

hojnym jsou mumifikované ostatky. Pravdépodobné je tomu tak kvili rizné hojnosti materiald.
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Stfevni mikrobiota z koproliti
Termin koprolit ptivodné znacil pouze zkamenélé vykaly v paleontologickém kontextu. Nasledné

se v archeologii tato definice rozsitila tak, aby oznacovala jakoukoli formovanou fekalni hmotu,
véetné mineralizovanych, zmrazenych nebo vysuSenych vykalll a stfevniho obsahu mumii
(Héntzschel et al., 1968). Koprolity obsahuji mimo jiné pozlstatky paraziti a potravy, kterou dany
jedinec jedl. Zaroven ale mohou byt pfitomné pozlstatky organismi, které zily ve stolici po defekaci

(Reinhard, 2000).

Koprolity mtzou potencialné slozit jak zdroj historické DNA (tzv. “ancient DNA”), kterou lze
pouzit pro analyzy slozeni potravy (Wood et al. 2013), sttevnich paraziti (Taglioretti et al., 2015)
anebo symbiotickych mikrobidlnich spoleCenstev (Tito et al., 2008). Tento material lze tedy pouzit
k dtlezitym analyzam tykajicich se interakci ¢lov€ka s okolnim prostfedim a o symbiodze s bakteriemi.
Na druhou stranu, vyuZiti tohoto materidlu mize byt problematické z diivodu omezené perzistence
DNA (Lindahl et al. 1993) a kontaminace vzorku DNA z prostiedi (Merchant et al., 2014), jak bylo

popsano vyse.

Degradace historické DNA neni zcela ndhodny proces, ale mizeme zde vypozorovat
systematické zmény. Jednim z téchto systematickych procesii je zména cytosinu na thymin. Skoglund
et al. (2014) navrhli zavedeni metriky, tzv. postmortem degradation score (PDS), ktera miru téchto
zmén kvantifikuje a umoznuje tak odliSeni historické DNA od recentnéj$ich kontaminaci. Toho pak
vyuzivaji k rekonstrukci mitochondridlni DNA neandrtalcti. Tento pfistup se ale pomérné cCasto
pouziva také k odliSeni historickych bakteridlnich spoleenstev od kontaminaci, které mohou
v nékterych  pripadech  tvofit dominantni slozku  sekvenaénich  knihoven.  Napiiklad
Rampelli et al. (2021) analyzovali bakterie z 50 tisic let starych archeologickych sedimenti
pochazejicich od neandrtalc. Po odfiltrovani nebakteridlnich sekvenci a sekvenci, které vykazovaly
nizké PDS, jim zbylo jen cca 0.06% sekvenci, které lze povazovat za soucast prehistorickych
bakterialnich spoleCenstev. Nicméné piistup zalozeny na PDS neumoznuje upIné odstranéni

kontaminaci, a to z toho diivodu, Ze k nim mohlo dojit uZ v minulosti.

Dalsim limitujicim faktorem, se kterym se studie zaméfené na analyzy mikrobioty z koprolita
potykaji, je obvykle maly pocet vzorkd z dané lokality. To vyrazné znesnadiiuje nalezeni statisticky
dobfe podpotenych rozdilu napt. v porovnani s moderni lidskou populaci. Jisté zkresleni mtize nastat
i v disledku tzv. “ascertaiment bias”, kdy je mikrobiota v modemich populacich Iépe anotovana nez
v ptipad¢ historickych vzorkd. Dusledkem toho miize dojit k nadhodnoceni nékterych parametrd
(napf. pocet  gent  vykazujicich  specifickou  funkci) uvzorki  zmoderni  populace
(Lachance et al., 2013). V neposledni fadé€, k dostatecné prezervaci historické DNA pied rozkladem
jsou nutné specifické a z dlouhodobého hlediska stabilni klimatické podminky, jednak nizkd vzdusna
vlhkost a potom idedlné nizka teplota vzduchu. Tyto podminky nastavaji jen v urcitych oblastech,

které skytaji velmi specifické prostiedi pro zivot Cloveéka. Tento typ prostiedi mize nasledné
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ovliviiovat stfevni mikrobiotu, coz mize komplikovat jeji nezkreslené porovnani s mikrobiotou
v soucasnych populacich. Vysoké riziko kontaminaci a malé mnozstvi historické DNA v disledku jeji
degradace zptisobuji, ze celkova vytéznost DNA sekvence je obvykle velmi nizka. To je patmé jedna

Z pticin, pro¢ jsou koprolity pro studium historickych zmén lidské mikrobioty pouzivany jen zridka.

Zpocatku byla vétsina studii koprolitd obratlovcd pouze izolovanymi snahami s cilem ziskat
vhled do nékterych aspektli Zivota daného obratlovce, napfiklad slozeni stravy. Nesetkala se vSak
s pozitivnim ohlasem, a to z divodu vysSe zminénych problému. V databazich Web of Science
a Google Scholar jsem hledala relevantni ¢lanky na toto téma za pouziti hesel “human AND coprolite*
AND microbio*” a nasla jsem 40 ¢lankti, z toho 16 relevantnich empirickych studii na toto téma a 7
¢lanku typu review. To ukazuje omezené mnozstvi ¢lankli. Tyto publikace zahmuji obdobi pied 50 000
az 600 lety, pricemZ nejvice je zde reprezentované obdobi pred 1500 lety. VétSina z téchto studii
je zaloZzena na vzorcich z Ameriky (14 sad vzorkl), zatimco jiné kontinenty jsou méné zastoupené
(2 studie z Evropy a zZadna studie z Asie). VétSina studif byla provedena amplikonovou sekvenaci 16S

rRNA (12) a jen men§i pocet z nich je zalozen na shotgun metagenomickych analyzach (6).

Nejstarsi lokalitu, nalezisté El Salt ve Spanélsku, s odhadovanym stafim 60 tisic let zkoumali
ve vySe zminéné studii Rampelli et al. (2021). Cilem studie bylo odhadnout slozeni stfevniho
mikrobiomu u neandrtalci pomoci shotgun sekvenaci prokaryotické DNA, kterd byla obsazena
ve fekalnich sedimentech. Jak bylo vySe zminéno, vétSina nalezenych bakterii byla environmentalni
a presto, ze na nich lze pozorovat poSkozeni DNA, které naznacuje, Ze se jedna o starovéké bakterie
(Simon et al., 2017), pravdépodobné se do fekalnich sedimentii dostaly sekundami kontaminaci a tedy

nepiedstavuji stfevni mikrobiotu Neandrtalcti.

Lokalita Rio Zapeje nejvice zastoupenym nalezi§tém v rdmeci nalezenych studii. Tato lokalita
se nachdzi pobliz feky Rio Zape v Durangu v Mexiku, a datuje se do doby ~1 300 BP, pfi¢emz bylo
prokazano, Ze koprolity z této oblasti obsahuji dobfe zachovanou bakterialni DNA. Analyzou
mikrobioty z koprolitd nalezenych na této lokalité¢ se zabyval napiiklad Tito et al., (2008, 2012),
Borry et al., (2020) a jini. Vyhodou je jednak pomémé vysoky pocet vzorki vhodnych pro vérohodné
mikrobialni analyzy, coz umoziuje pomémé robustni porovnani téchto vzorkll se vzorky z jinych
lidskych populaci. Prvni prace, kterd na tomto datasetu probéhla pomoci amplikonového sekvenovani
16S rRNA (Tito et al., 2008, 2012) ukazala pomérné vysoké abundance rodd Prevotella a Treponema,
z nichz prvni se v modernich lidskych populacich vyskytuje pomérné omezené a druhy v nich
prakticky neni pfitomny. Naopak stfevni treponemy jsou hojné rozsifené v recentnich lidskych
populacich, které jsou jen v omezené mife zasazené industrializaci bez ohledu na jejich geograficky
puvod. Jacobson et al (2020) na zaklad¢ dalSich analyz tvrdi, Ze mikrobiota z industrializovanych
lidskych populaci vykazuje v porovnani se vzorky s Rio Zape, silnéjsi modularni strukturu. To

znamena, ze zde existuji klastry bakterii, které si navzajem v rdmci jednoho klastru vice koreluji, ale
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jejich spojitost s bakteriemi z jinych klastri je mala. Pokud bychom pfipustili, ze tento vysledek
vypovida o interakcich mezi jednotlivymi bakteriemi v ramci spoleCenstva, tak by v Rio Zape mély
byt tyto interakce vice provazané napfi¢ celym spolecenstvem, zatimco v modemich lidskych populaci
ch jsou bakterie usporadany spise do vice navzajem nezavislych podskupin. Otazkou ale je, jestli tato
odlisnost nemize byt dana malym pocétem vzorkd z Rio Zape, nebo jinymi faktory. Navic modularita
spolecenstev stanovena na zakladé tzv “co-occurance” analyz nemusi nutné vypovidat o biologickych
interakcich mezi bakteriemi, ale miize spis svédcit o celkové heterogenité datasetu, ktera neni

“co-occurance” analyzami dostatecné podchycend (Blancheter al., 2020). Zaroven tato studie
naznaCuje ponékud kontraintuitivné, ze v industrializovanych spole¢nostech =zajistuje syntézu
klicovych bakteridlnich metabolitti, jakymi jsou kratké mastné kyseliny, vice riznych druht
mikrobioty nez v populaci z Rio Zape. To naznacuje vyssi funkéni redundanci mikrobioty u modernich

lidi.

Wibowo et al. (2021) ve své studii fesi pfitomnost genli pro rezistenci proti antibiotiklim, ktera
zac¢ina byt vlékafstvi ¢im dal tim vétsi problém (Li et al., 2015). Porovnava stievni mikrobiotu
soucasnych lidi s mikrobiotou z koproliti z lokality Rio Zape. Vysledkem analyzy je, ze vzorky
z industrializovanych i neindustrializovanych zemi maji oproti vzorkiim z koprolitd vétsi abundanci
genu rezistence vii¢i antibiotikim (z nichz mnohé jsou geny rezistence na tetracykliny). To by mohlo
vysvétlovat vétsi vystavenim antibiotikim u soucasnych populaci. Stim si ale protifeci studie
pracujici také na koprolitech z Rio Zape od Jacobson et al. (2020). V jejich vyzkumu vychéazi, ze az na
jeden fosilni vzorek jsou vSechny zkoumané vzorky bohaté na geny rezistence wiiéi antibiotikiim.

Dtivodem této neshody miZe byt zplisob nakladani s kontaminaci u vzorki.

Jacobson et al. (2020) také zminuje pojem ,,key stone species, ktery ma predstavovat klicové
taxony bakterii, bez kterych dochazi k naruseni spravného fungovani mikrobialniho spolecenstva.
Zatazuji mezi né€ Eubacterium biforme, Phascolarctobacterium succinatutens, Escherichia
a Brachyspira, coz ale uplné nekoresponduje se studiemi, které se podobnym tématem zabyvali.
Napiiklad De Filippo et al. (2010) ve své studii za ,keystone species” oznacuji bakterialni druhy

Blautia, Dorea, Roseburia, Rumunicoccus, Subdoligranulum, Faecalibacterium a Bifidobacterium.

Mumifikované ostatky
Mezi dalsi dalezité zdroje informaci o mikrobiomu naSich predkd patfi také mumifikované ostatky.

Mumifikované ostatky mizeme ziskat dvéma cestami, a to pfirozenou mumifikaci a mumifikaci
umeélou. Pfirozenda mumifikace pochazi bud ze studenych oblasti, kde mohly byt ostatky
mumifikovany diky mrazu a suchu (jedna se o mumie z Gronska a znamého tyrolského muze Otziho).
Vzhledem k uzké korelaci mezi dlouhodobym uchovavanim DNA a podminkami prostiedi jsou
mumifikované lidské pozistatky uchovavané pii teplotich pod 0 °C idedlnimi predméty pro
paleomolekularni studie (Rollo ef al., 2006). Dalsi zptisob vzniku je na mistech aridnich, kde

se ostatky zachovavaji diky suchym podminkdm (mumie z Chile a Peru). Umélda mumifikace

24



se objevovala u starovékych Egyptant jiz ve 3. stoleti pfed naSim letopoctem. Dnes je dochovany jen
zlomek mumifikovanych ostatkl z divod napiiklad vyuziti ostatki jako 1é¢ivo (Dawson, 1927) nebo
k vyrobé maliiské barvy (Woodcock, 1996). Dalsi znamé piipady umélé mumifikace pochazeji z Ciny
(mumie z obdobi valéicich stat (402-221 pi.n.l.), dynastie Chan (202-8 pt.n.l.), dynastie Song
(960-1279 n.l.) a dynastie Ming (1368-1644 n. 1.)) a Jizni Koreji (z obdobi dynastie Joseon
(1392-1910 n. 1.))(Shin et al., 2018).

Po zadani hesel ,human AND gut microb* AND mumm* do Web of science a Google Scholar
jsem objevila 8 ¢lankd feSici sloZeni stievni mikrobioty a 1 publikace typu review. Velka cast
publikaci zkouma vzorky ziskané z Evropy (Asie neni zastoupena a Amerika pouze jednou). VétSina
studii analyzovala mumie vzniklé mrazem a pouzivd metodu amplikonového sekvenovani. Dalsi
¢lanky se zabyvaly analyzou azkoumanim parazitd vyskytujicich se ve stfevech mumifikovanych

ostatkd a jejich vyvojem béhem let (Covacci et al., 1999; Mégraud et al., 2016; Sereno et al., 2017).

Pfes vhodnost mumifikovanych ostatki k analyzam se tato metoda zkoumani mikrobialnich
spoleCenstev potyka s uréitymi problémy, které by mohly snizit piinos vysledkd, a to vySe zminéna
degradace DNA, ktera se ale zda byt u mumii prezervovanych mrazem minimalni
(Ubaldi et al., 1998), a kontaminace vzorkii (Hanna et al., 2012). Dal§im problémem by mohla byt
doba pred zacatkem mumifikace, kdy jsou ostatky vystaveny vné&jSim vlivim. B€hem této doby
dochazi k degradaci tkani s tim souvisejicimi hnilobnymi procesy, které podporuji rist bakterii jinych
nez téch, které jsou ve stievech dominantni. Kvalita vzorkli z uméle mumifikovanych ostatki je
diskutabilni z ddvodu wuziti riznych oleji a latek pfi balzamovacich procesech. Konkrétné,
u egyptskych mumii se mize jevit jako komplikace, uklddani vnitinich organti do odd¢lenych nadob,
které sice byly uzavieny, ale mohlo dojit ke kontaminaci v pribéhu extrakce. Vysledkem umé¢lé
mumifikace pak mohou byt zkreslené mikrobialni profily, které jsou pro vyzkum lidské stievni
mikrobioty obvykle nepouzitelné. Jako jistd vyhoda u mumifikovanych ostatkdi se mlze jevit vyuziti
ostatni tkan¢, pidy a obleceni k zjisténi a vylouceni kontaminovanych slozek vzorku
(Lugli et al., 2015). Piestoze by se mohlo na prvni pohled zdat, Ze vzorky z mumii budou poskytovat
kvalitngjsi vstupni material pro mikrobiologické analyzy nez koprolity, empiricka data naznacuji
vyrazné zkresleni bakterialnich profili v disledku pomalého procesu pfirozené mumifikace. Védecka
komunita se proto k vyuziti tohoto materidlu pro studium historickych zmén v lidské stfevni
mikrobioté stavi spi§ skepticky. Pfesto v§ak na tomto materidlu existuji studie, které piinasi relevantni

poznatky.

Mezi nejznaméj§i ,,pfirozené” mumie patfi tzv. ,tyrolsky muz“ pojmenovany Otzi. Jedni
se 5300 let starou mumii, vzniklou pfirozenou mumifikaci mrazem, ktera byla nalezena v Alpach. Na
této mumii probéhlo nékolik studii vetné analyz stievniho mikrobiomu. Cano ef al (2000) ve své

studii analyzovali vzorky ze stfevniho epitelu této mumie. Vysledky ukazuji, Ze mikrobiom Zzaludku
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ledového muze® je slozen prevazné z Burkholderiapicketti, organismu bézné se vyskytujiciho
ve vodnich stanovistich. Pravdépodobné se jednd o posmrtnou environmentalni kontaminaci. Tlusté
stifevo obsahuje nékolik druhti mikrobioty ¢lovéka, jako jsou Clostridiumperfingens, C. ghondii,
C. sordellii, Eubacterium tenue a Bacteroides sp. Bylo vsak zjisténo, Ze tlusté stfevo ledového muze
obsahuje poné&kud nedekané také nékteré zastupce rodu Vibrio. Dalsi analyza nalezla v Otziho
mikrobiomu pfitomnost bakterie Helicobacter pylori. Pomoci cilené extrakce DNA fragmentt této
bakterie a jejich nasledné sekvenace se podatilo kompletné€ zrekostruovat jeji genom. Nalezeni a dalsi
vyzkum této bakterie naznacuje koevoluci bakterie Helicobacter pylori s clovékem. Naslednym
porovnanim ziskaného genomu s genomem H. pylori v soucasnych populacich naznacuje, ze od doby
meédéné doslo k vyznamnym migracim lidskych populaci, protoze se druh této bakterie spiSe podoba

soucasnym asijskym nez evropskym liniim (Mufioz-Ramirez et al., 2021).

Dalsi ostatky mumifikované pfirodni cestou ve své studii analyzovali Ubaldi et al. (1998).
Z andské mumie (mumie pochazi z Cuzca (Peru) a stafi se odhaduje na 10.-11. stoleti) ziskali
14 vzorkt stfevniho epitelu, které nasledné¢ analyzovali a kontrolovali perzistenci piivodnich lidskych
a bakterialnich organismil nachazejicich se v lidském stievé. Byli schopni identifikovat nékolik druhi
rodu Clostridium (Clostridium botulinum, Clostridium sp., C. algidicarnis, Eubacterium pectinii).
Neocekdvané byly také identifikovany geny rezistence vici antibiotikim vcetné beta-laktamaz,
penicilin-vazebnych proteintl, rezistence na fosfomycin, chloramfenikol, aminoglykosidy, makrolidy,
sulfonamidy, chinolony, tetracyklin a vankomycin a multilékové transportéry, coz potvrzuje existenci
genl pro rezistenci jiz u naSich pfedkii. Na stejném katalogu vzorkli pozdé&ji pracovali
Santiago-Rodriguez et al. (2015). Ve své studii porovnali vzorky z mumifikovanych stfev se vzorky
z této mumie ziskanych koprolitd. Slozeni vzork se liSilo. Mumifikovanému stfevu dominovala

Clostridium spp., zatimco koprolitim Turicibacter spp.

Tito et al. (2012) se ve své rozsdhlé studii pokusili srovnat mikrobiomy ziskané
z mumifikovanych ostatkli (Caserones v Chile) s mikrobiomy ziskanymi z koproliti (Rio Zape
v Mexiku, Hinds Caves v USA) a nasledné pak s mikrobiomy lidem ptibuznych primatd (jeden
Simpanz bonobo, jeden §impanz ucenlivy, dvé gorily, jeden kosman a jeden orangutan), soucasnych
neindustrializovanych (Hadza a Matsés) a industrializovanych populaci (dospéli jedinci z USA a déti
z Burkina Faso (ruralni Afrika)). Vzorky z mumifikovanych ostatki se od ostatnich vzorkl velmi
lisily. Obsahovaly spiSe bakterie spojované s rozkladem jidla a casto nalezené v kompostu, nez
bakterie typické pro stfevni mikrobiom (pravdépodobné v disledku posmrného rozkladu jidla
ve stievech). Vzorky mély niz8i diverzitu bakterii nez vzorky z koproliti z Rio Zape a nepodobaly
se vzorkiim zaddnym ze srovnévanych vzorkli. Dodate¢né poté autofi studie srovnali data ziskana
z Otziho (tyrolské mumie) a mumifikovanych ostatkii rakouského vojdka. Tyto vzorky se podobaly
vzorkiim mikrobioty africkych déti (Burkina Faso) a vzorkim primatti a odliSovaly se od vzorki

dospélych jedinci z USA (Tito et al. 2012).
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Rio Zape Caserones (Chile)

CA10 CA18
Ot B Burkina Faso
Rakousky vojak B Kompost
m
|
|

Oralni mikrobiota
Strevni mikrobiota primati
Kaze
' Pada
Strevni mikrobiota jedinci z USA
Neznameé

Obriazek 4. Slozeni vzorkii z Rio Zape, Caserones a vzorki z mumifikovanych ostatkii — Otzi a
rakousky vojak. Mizeme vidét vyrazné zastoupeni bakterii objevujicich se v kompostu ve vzorcich
z Caserones. Ve viech vzorcich nejsou pfitomny bakterie nalezené v ptidé, na kizi a oralni bakterie,
takZze nedo$lo ke kontaminaci pii praci se vzorky. Plevzato a upraveno z Tito ef al., 2012
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Zaver

Studium evoluce lidské stfevni mikrobioty je dikazem slozitého vztahu mezi lidmi a mikrobialnimi
komunitami, které v nas sidli. Stfevni mikrobiota se vyvijela spolecné¢ s lidskym organismem
a reagovala na zmény ve stravovani, zmény prostfedi a kulturni adaptace. Pochopeni této evolucni
cesty poskytuje neocenitelny pohled do zivotné dulezitych roli, které stfevni mikrobiota hraje pii
traveni, imunitnich funkcich, pfi metabolickych procesech, a dokonce i neurologickém zdravi.
Zkoumani mikrobioty tradi¢nich populaci ziskdvame vhled do evoluce lidské mikrobioty béhem
historickych udalosti jako jsou neoliticka revoluce a industrialni revoluce. Objevuje se zde trend, kdy
industrializované populace vykazuji vétsi mnozstvi bakterii kmene Firmicutes nez kmene Bacteroides
a také se u nich neobjevuji bakterie, které objevujeme u neindustrializovanych spolecnosti, jako jsou
Treponema a Prevotella a jiné bakterie souvisejici s vét§im mnozstvim rostlinné stravy konzumované
touto skupinou. Jakymsi mezikrokem se zdaji byt tradicni venkovsti zemédélci, jejichz mikrobiom
také obsahuje bakterie Treponema a Prevotella, ale s vy$$i mirou industrializace se objevuji i bakterie,
které jsou spojené s populacemi industrializovanymi. Pfitomnost bakteridlnich rodG Prevotella
i Treponema v mikrobiomu nasich ptredktl potvrzuji i analyzy koprolitt. Tyto analyzy se potykaji
s velkou mirou environmentalni kontaminace, ale piesto kromé téchto bakteridlnich rodu potvrdily
i véts§i zastoupeni bakterii z kmene Bacteroides nez Firmicutes. Analyzy mumifikovanych ostatkd
potvrdily velkou pfitomnost bakterii z rodu Bacteroides, ale nenalezly bakterie rodu Treponema ani
Prevotella, zato se u nich vyskytovala Helicobacterpylori a rod Vibrio. Zda se tedy, Ze lidsky stfevni
mikrobiom po primyslové revoluci prodélal radikaln&j$i zmeény nez pii neolitické revoluci. Soucasny
zivotni styl a dieta populaci z industrializovanych zemi ma veliky vliv na sloZeni stfevni mikrobialni
komunity. I pfes vSechny ziskané poznatky je stile jest€ mnoho neznamych a tato problematika
potiebuje dalsi zkoumani. Vysledné poznatky nam nabizi potenciadlni feSeni riznych zdravotnich
problémt  soucasné  spolecnosti, véetné metabolickych  poruch, autoimunitnich  stavid

a gastrointestinalnich onemocnéni.
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