Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra kvality a bezpeCnosti potravin
Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroj

Vliv multivitaminové suplementace na sloZeni a funkci
stievni mikrobioty stanovené metodou ‘H NMR

Diplomova préace

Bc. Riva Karo

VyzZiva a potraviny

doc. Ing. Jaroslav Havlik, Ph.D.

© 2023 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou préci ,,Vliv multivitaminové suplementace na sloZeni a
funkci stievni mikrobioty stanovené metodou *H NMR* jsem vypracovala samostatné pod
vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich
zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci préce. Jako autorka
uvedené diplomové prace dale prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusila

autorska prava tretich osob.

V Praze dne 14. 4. 2023




Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala doc. Ing. Jaroslavu Havlikovi, Ph.D. za cenné rady
a vedeni mé prace. Déle bych rada pod¢kovala MSc. Chandramé Roy Chowdhury za konzultace
béhem zpracovavani a vyhodnocovani dat a také Glasgow University za poskytnuti vzorka

analyzovanych v ramci této prace.



Vliv multivitaminové suplementace na sloZeni a funkci
stievni mikrobioty stanovené metodou ‘H NMR

Souhrn

Uzivani doplnk stravy, s cilem vyuzit jejich preventivni ucinky, je v populaci ¢im dal
Cast¢jSim jevem. Suplementace vSak neovlivituje pfimo pouze zdravi Clovéka, ale stejné jako
pfijimand strava, mtze ovlivnit skladbu stifevni mikrobioty a zplsobit tak naslednou zménu
Vv profilu metabolomu, ktery dale ovliviuje lidské zdravi. Cilem prace bylo zjistit, jakym
zptisobem piijem multivitaminovych doplikt stravy, které se fadi mezi nejcastéji uzivané
suplementy, ovlivni skladbu a funkci mikrobioty.

V ramci studie The Effect of Micronutrient Supplementation on Gut Microbiome
Composition and Function (Multigut) provadéné na Glasgow University, bylo ziskano a dale
zpracovavano 116 vzorkd moci a 116 vzorku stolice od zdravych, dospélych ucastnika, ktefi se
do studie zapojili. Vzorky byly analyzovany metodou spektroskopie *H nuklearni magnetické
rezonance, pulzni sekvenci 1D NOESY. Spektra byla manudlné upravena a nasledn¢ bylo
identifikovano a kvantifikovano pomoci programu Chenomx 21 metabolitl ve vzorcich stolice
a 8 metabolitii ve vzorcich moci. Statistické zpracovani spocivalo ve srovnani relativni FC (Fold
Change) mezi kontrolou a intervenéni skupinou pro jednotlivé subjekty s pomoci
neparametrického parového testu, pii ¢emz bylo ignorovano, v jakém rameni se vzorek nachazi.
Vysledné FC byly také podrobeny PCA analyze.

PCA analyza neukézala vyraznou separaci obou skupin u obou hlavnich komponent
PC1 (26,9 %) a PC2 (11,7 %). Urcity trend byl ale pozorovan v komponentu PC5 (5,9 %). Byly
3 metabolity, které se statisticky prukazn¢ liSily mezi skupinami: treonin ve stolici
(p=0.0092162), kyseliny hippurova v mo¢i (p=0,024334) a tyrosin v mo¢i (p=0,04552). Vliv
na treonin by mohl souviset se zménou metabolickych drah proteolyzy a pfemény aminokyselin
u ne¢kterych mikrobialnich taxont.

Tyto znalosti mohou byt po rozsifeni a dalSich studiich vyuzity pro cilenou

-----

ucinku, ale s cilem modulovat skladbu mikrobioty, jejiz metabolity dale ovlivni zdravi hostitele.

Klic¢ova slova: stolice, mikrobiota, metabolom, NMR, multivitaminy, suplementace



The effect of multivitamin supplementation on gut
microbiome composition and function determined by H
NMR

Summary

The use of dietary supplements to utilize their preventive effects is becoming
increasingly common in the population. However, supplementation not only directly affects
human health, but like the diet, it can also affect the composition of the gut microbiota and
cause subsequent changes in the metabolome profile, further affecting human health. The study
aimed to determine how the intake of multivitamin dietary supplements, which are among the
most commonly used supplements, affects the composition and function of the microbiota.

As part of the study, The Effect of Micronutrient Supplementation on Gut Microbiome
Composition and Function (Multigut), conducted at the University of Glasgow, 116 urine and
116 stool samples were obtained and further processed from healthy adult participants who
were enrolled in the study. The samples were analyzed using *H nuclear magnetic resonance
spectroscopy with a 1D NOESY pulse sequence. The spectra were manually adjusted, and 21
metabolites were identified and quantified using the Chenomx program in stool samples and 8
metabolites in urine samples. Statistical analysis involved comparing the relative fold change
(FC) between the control and intervention groups for each subject using a non-parametric paired
test, ignoring the location of the sample. The resulting FC was also subjected to PCA analysis.

PCA analysis did not show a significant separation of both groups in both main
components, PC1 (26,9 %) and PC2 (11,7 %). However, a particular trend was observed in
component PC5 (5,9 %). Three metabolites differed significantly between the groups: threonine
in the stool (p = 0,0092162), hippuric acid in the urine (p = 0,024334), and tyrosine in the urine
(p = 0,04552). The effect on threonine could be related to changes in proteolysis and amino
acid conversion pathways in specific microbial taxa.

This knowledge can be used for targeted supplementation with dietary supplements after
expansion and further studies, not with the aim of direct antioxidant and anti-inflammatory
effects but to modulate the composition of the microbiota, whose metabolites further affect the
host's health.

Keywords: stool, microbiota, metabolome, NMR, multivitamins, supplementation
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1 Uvod

Dopliiky stravy jsou populaci ¢im dal vice uzivany primarné s vidinou jejich
preventivnich U¢inkii a zdravotnich benefiti, které jsou vSak mnohdy diskutabilni.
Multivitaminové suplementy se fadi mezi jedny z nejprodavanéjsich suplementi viibec a jsou
popularni pro jejich potencialni protektivni u¢inky véi nékterym typiim onemocnéni, kterymi
jsou naptiklad kardiovaskuldrni onemocnéni ¢i rakovina. Jejich piisobeni v této oblasti je vSak
diskutabilni a snizeni rizika vzniku téchto onemocnéni se doposud neprokazalo. Suplementace
témito dopliiky stravy v8ak muze ovlivnit skladbu naSeho strevniho mikrobiomu a dale tak
skrze metabolity, které mikrobiom produkuje, ovlivnit zdravi hostitele. Tento komplexni
ekosystém sidlici v naSich stfevech se vyviji spolu s hostitelem a b&hem Zivota dochazi
k mnoha zménam v jeho skladbé, v disledku starnuti, stravy a dalSich pfijimanych latek,
prostiedi, ve kterém Zijeme ¢i psychickém stavu hostitele.

NMR metabolomika je vV poslednich letech rozvijenou a vyuzivanou metodou
k rozpoznavani vlivu stravy na spektrum malych molekul v prostiedi traviciho traktu. Velmi
Casto se vyuziva v rutinni analyze vzorkd z Klinickych studii s cilem nalézt biomarkery
onemocnéni nebo vlivu stravy na prostfedi stfevniho lumen a stievni mikrobiom. Je tedy
vhodnym nastrojem pro detekci metaboliti, které mikrobiota produkuje a nalezeni souvislosti
se zm&nami, ke kterym potencidlné doslo v dusledku suplementace multivitaminovymi dopliky
stravy.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem préace je zjistit, zdali a jakym zplsobem ovliviiuje multivitaminova suplementace
slozeni a funkci mikrobioty, na zdklad€ porovnani profili metabolitli ve stolici pfed uzivanim
a po skonceni uzivani multivitaminovych suplement, pomoci spektroskopie nuklearni
magnetické rezonance (NMR).

Hypotéza: Bylo pfedpokladano, Ze suplementace multivitaminy povede ke zmén¢ slozeni
mikrobiomu stieva, a tedy 1 stolice.



3 Prehled literatury
3.1 Mikrobialni osidleni

Podle odhadt Zije v kazdém lidském t&le zhruba 10'* mikrobd, z nichz vétSina obyva
stfeva, souCasny vyzkum ale naznacuje, Ze je toto ¢islo nadsazené (Yong 2016).

Vétsina mikroorganismii nejsou patogeny a nejsou zodpovédné za vznik lidskych
onemocnéni. Infekéni onemocnéni zpiisobuje v lidském organismu méné nez 100 druht
bakterii (McFal-Ngai 2007). Mnoho bakterii vSak mtize disponovat obéma vlastnostmi a zalezi
na konkrétnich okolnostech, zda budou plnit protektivni nebo patogenni funkci, v takovém
ptipadé se jedna o tzv. oportunni patogeny. Pfikladem tohoto jevu je napt. bakterie Helicobacter
pylori, ktera muze zpusobit zalude¢ni viedy a rakovinu zaludku, na druhou stranu vSak
zabranuje vzniku rakoviny jicnu (Blaser 2010).

Mikrobiom oznacuje celkové mikrobidlni osidleni lidského téla, ale jeho sloZeni se 1i8i
v raznych Céastech organismu. V oblasti stiev pfevazuje pét hlavnich bakteridlnich kment:
Firmicutes (zahrnujici rody Ruminococcus, Clostridium, Lactobacillus a producenty butyrétu
Eubacterium, Faecalibacterium a Roseburia), Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria a
Verrucomicrobia, a take skupina Archaea: Euryarchaeota, s vyskytem pfevazné
Methanobrevibacter, ktery se podili na stfevni metanogenezi. Mén¢ bézné bakterialni skupiny
zahrnuji Cyanobacteria, Fusobacteria, Lentisphaerae, Spirochetes (Tremaroli & Béckhed
2012). Na kuzi jsou nejcastéji zastoupeny mikrobi z fiSe Propionobacteria, Corynebacteria a
Staphylococca. V tlustém stieve se vyskytuje Casto rod Bacteroides, v pochvé Lactobacillus a
Ustech Streptococcus spp. Mikrobi se mohou lisit az do té miry, Zze slozeni mikrobiomu na
zaGatku tenkého stfeva se vyrazné odliSuje od sloZeni v kone¢niku. Lidska prava ruka sdili
S levou pouze Sestinu jejich mikrobidlnich druhti (Fierer at al. 2008).



3.2 Vyvoj a skladba stfevniho mikrobiomu

V prenatalnim stadiu je plod téméf sterilni (Perez-Mufioz et al. 2017). Béhem porodu
zaCinaji lidské t€lo kolonizovat prvni mikroorganismy. V piipad¢ piirozeného porodu se
jedinec setka jako prvni s mikrobi z porodnich cest a vaginy matky — téméf tfi ¢tvrtiny kment
novorozence pochazi pravé od matky (Yong 2016), zatimco déti narozené cisaiskym fezem
maji vyrazng odliSnou mikrobidlni skladbu od svych matek ve srovnani s témi, které se narodily
piirozenou cestou. Bylo zjiSténo, ze stievni mikrobiom kojenct narozenych cisafskym fezem
obsahuje vétsi mnozstvi gentl pro antibiotickou rezistenci, ve srovnani s vaginalné porozenymi
kojenci. Skladbu mikrobioty dale ovliviiuje také vyziva téchto déti, kdy se jako klicovy faktor
k dosaZeni skladby mikrobioty dospélého jedince jevi, spiSe nez zavedeni piijmu pevné stravy,
ukonceni stravovani matefskym mlékem (Béckhed et al. 2015). Po ukonceni kojeni klesa pocet
bakterii rodu Bifidobacterium a zvySuje se pocet bakterii rodu Bacteroides, které metabolizuji
sacharidy, coZ je spojeno s pfechodem na pevnou stravu (Yong 2016). U kojenci nebyl
pozorovan vyskyt bakterii Desufovibrio spp. a Methanobrevibacter smithii, naopak tyto dva
taxony byly hojné zastoupené u matek, coZz je zptisobeno vyssi fermentacni kapacitou stfevniho
mikrobiomu dospélych jedinct, ktery timto zptisobem metabolizuje vodik na methan ¢i vedlejsi
produkty. U novorozenct byly pozorovany vyssi hladiny gent pro syntézu vitaminu K2, coz
korelovalo s vysokym vyskytem druhti Bacteroides a Escherichia a Shigella spp., znamych
producentd tohoto vitaminu (Backhed et al. 2015). SloZeni mikrobioty se dramaticky vyviji
a dospiva do stadia skladby mikrobioty dospélého jedince zhruba ve téech letech Zivota
(Yatsunenko et al. 2012).

Studie naznacuji, Ze vétSina bakteridlnich kment, které obyvaji tlusté stfevo, ziistava
stabilni po desetileti, i kdyz jejich po¢ty mohou kolisat (Faith et al. 2013). Nékteré védecké
tymy dosly k pozndni, Ze mikrobiom je neuvéfitelné dynamicky v rdmci kratSich ¢asovych
intervalii (Caporaso et al. 2011, David et al. 2013, Thaiss et al. 2014). Jeho skladbu vyrazné
ovliviluje také pfijimand strava, ktera jej mize ovlivnit mnoha sméry. Bylo prokazano, ze
pfijem nasycenych mastnych kyselin vyuzivaji jako substrat pro rlst prozanétlivi mikrobi
a dochazi tak k potlaceni mikrobt protizanétlivych (Devkota et al. 2012). Tento uc¢inek
vykazuji také ptidatné latky jako je napt. karboxymethylceluloza a polysorbat-80, které se
vyuzivaji k prodlouzeni skladovatelnosti potravin (Chassaing et al. 2015). Naopak pozitivni
vliv na formovani mikrobioty ma konzumace vlakniny, ktera slouzi jako potrava pro bakterie
produkujici SCFA, jez maji protizanétlivy vliv. Pokud neni konzumovano dostate¢né mnozstvi
vldkniny, existuje vys8i riziko vzniku zanétlivych onemocnéni, nebot’ bakterie nemaji
dostatecné mnozstvi potravy, konzumuji mucin, Vv disledku ¢ehoz muize dojit ke ztenceni ¢i
poskozeni ochranné vrstvy stievni stény a bakterie se tak mohou dostat ke stievni sténé blize
a spustit reakci imunitnich bun€k (Furusawa et al. 2013).

Ke zménam ve slozeni stfevni mikrobioty dochazi také v prabéhu starnuti. Starnuti je
spojeno s mnoha fyziologickymi zmé&nami gastrointestinalniho traktu, a také se zménami ve
stravovacich zvyklostech. Stfevni mikrobiota starSich jedincl se vyznacuje sniZenou bakteridlni
diverzitou, pfesuny dominantnich druhti, poklesem prospé$Snych mikroorganismi, narastem
fakultativné anaerobnich bakterii a snizenim dostupnosti mastnych kyselin s kratkym fetézcem
— SCFA (Salazar et al. 2017). Byly pozorovany niz$i hladiny bakterii druhu Firmicutes,
piedevsim klast Clostridium a Faecalibacterium prausnitzii (Cresci & Bawden 2015). Déale pak
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Actinobacteria (pfedev§im bifidobakterie), zvySeny vyskyt byl také pozorovan u kmene
Proteobacteria. Na zaklad¢ rozdila ve skladbé mikrobioty lze ocekavat také rozdily v produkci
metabolitd. Hladina SCFA, hlavnich metabolitt produkovanych bakteriemi v tlustém stievé, je
u starSich osob niZ8i, rizni se také poméry jednotlivych SCFA mezi star§imi a mlad$imi
osobami. Zména slozeni stfevni mikrobioty vSak nutné¢ nemusi znamenat negativni ucinek na
lidské zdravi, v literatufe je stale nedostatek studii, které popisuji skladbu mikrobioty starSich
jedinct, je zapottebi dalSich vyzkum, aby bylo mozné tyto mikrobidlni zmény dévat do
spojitosti s vyssi nachylnosti starSich jedincu (Salazar et al. 2017).
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3.3 Faktory ovliviiujici skladbu mikrobioty a jeji vliv na ¢lovéka

Upvnitt tlustého stfeva ziji biliony bakterii, od jejichz tiniku ze stfev do cév a pak dale do
naseho téla je déli pouze jedina vrstva tkdné pokryté mucinem. Mikrobi maji na zdravi
jednotlivee znacny vliv (Yong 2016). Zmény sttevniho mikrobiomu jsou pozorovany u rady
nemoci, kterymi jsou naptiklad astma, autismus, obezita, diabetes ¢i karcinom tlustého stfeva.
I ptes to, Ze se na prvni pohled zdaji lidé Zijici ve vyspé€lych zemich zdravéjsi a vyrazn€ méné
Casto zasazeni infek¢nimi onemocnénimi, jsou u nic ale na vyrazném vzestupu autoimunitni
onemocnéni (Gomaa 2020). Jednim z faktort, které jsou za to zodpovédné je i nedostate¢né
pestra skladba mikrobioty a mikroorganismti, se kterymi pfichdzime do kontaktu.

V¢Etsi Cast obyvatel vyspélych zemi se piesunula z vesnic do mést, pocet ¢lenti domacnosti
klesd, a velky vyznam hraje také ptitomnost domacich mazli¢kt. Domacnosti, ve kterych se
vyskytuje pes ¢i kocka, jsou mikrobidln€ rozmanitéjsi. Zvite vnasi mikroby zvenku do vnitinich
prostor a rozsifuji tak druhové zastoupeni mikrobt, ktefi nds mohou nésledné osidlit (Fujimura
et al. 2014). V domacnostech, kde ziji domaci mazlic¢ci byl u kojenct pozorovan vyssi vyskyt
Bifidobacterium pseudolongum, bakterii ¢eledi Peptostreptococcaceae, Oscillospira a rodu
Ruminococcus. Naopak byl pozorovan nizsi vyskyt kmene Firmicutes (Kim et al. 2019).

Slozeni a pestrost mikrobiomu jsou ziejmé také korelovany s nadvahou a obezitou. Lidé
S obezitou maji vy$§i zastoupeni kmene Firmicutes a niz8i vyskyt zéastupcl kmene
Bacteroidetes, nez $tihli jedinci (Zhao 2013). Bylo zjisténo, ze mikrobi mohou fidit ukladani
tuku ¢i vytvareni novych cév (Yong 2016). Dokonce by mohli v nékterych ptipadech
ovliviiovat 1 lidské chovani skrze vliv na mozkovou aktivitu. U Zen, které dvakrat denné
konzumovaly jogurt bohaty na mikroby, byla pozorovana niz$i aktivita v ¢astech mozku
zapojenych do zpracovani emoci v porovnani se zenami, které konzumovaly mlééné vyrobky
bez mikrob (Tillisch et al. 2013). Tento a podobné vyzkumy se vSak casto potykaji
s metodologickymi problémy a je potieba tytu ucinky nadale zkoumat, piesto se ale jedna o
zajimavy smér vyzkumu, zasluhujici hlubsi poznani. V minulosti jiz bylo v mensich klinickych
studiich pozorovéno utlumeni projevii deprese u pacientl trpicich syndromem drazdivého
tratniku pomoci podavani probiotik (psychobiotik, tedy probiotik ptiznivé ovliviujicich
psychicky stav) — konkrétné bakterii druhu Bifidobacterium (Sarkar et al. 2016).

3.3.1 Dysbidza a jeji nasledky

V ptipadé onemocnéni, za které neni odpoveédna jedna patogenni bakterie ¢i vir, se mize
jednat o onemocnéni zpusobené nerovnovahou, ktera nastala ve skladbé mikrobioty, tedy
dysbidzou (Yong 2016). Jedna se o stav, kdy mikrobi jiz neziji ve vzajemné harmonii (lebba et
al. 2016). Je doprovazena rozpadem komunikace mezi jednotlivymi druhy, hostitelem
a symbiontem (Yong 2016). Fungujici mikrobiom funguje jako bariéra pfed invaznimi
patogennimi organismy, pokud je narusen a nékteré druhy vymizi, mize dojit k nadmérnému
vyskytu druhd, které mohou byt ve vys$sim pocétu patogenni. K naruseni rovnovahy mize dojit
z mnoha divodi, naptiklad uZivani antibiotik ¢i nevhodnymi stravovacimi navyky (Lemon et
al 2012). Ptikladem je bakterie Clostridium diffcile, ktera zptsobuje tézka prujmova
onemocnéni (Antharam et al. 2013). U pacientd trpicich zanétlivym stfevnim onemocnénim
prevazuji fakultativné anaerobni bakterialni druhy, jako je Escherichia coli (Rolhion &
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Darfeuille-Michaud 2007). Narust vyskytu E. coli byl také pozorovan u jinych patologickych
stavu, jakymi jsou napf. celiakie (Girbovan et al. 2017), ¢i cysticka fibroza (Hoffman et al.
2014). Soudasné s timto jevem dochazi k poklesu uZiteénych druhti bakterii. Casto se vyrazné
snizuje vyskyt aerobniho Faecalibacteriu prausnitzii, bakterie, kterd produkuje butyrét a je
povazovana za protizanétlivou. Niz8i frekvence vyskytu F. prausnitzii je pozorovana nejen
U pacientll s IBD, ale také u pacientd s kolorektalnim karcinomem, cystickou fibrozou ¢i
starSich nebo obéznich pacientd. Pro celkovy zdravotni stav je vSak diilezité zohlednit celkové
slozeni mikrobioty, nikoliv se zaméfovat pouze na vyskyt konkrétniho druhu. To je zjevné
z Gspésnych fekalnich transplantaci, které byly provedeny s cilem obnovit mikrobiotu pacientt
S prijmovymi onemocnénimi zpusobenymi bakterii C. difficile (lebba et al. 2016).

U pacientt trpicich IBD byl pozorovan pokles vyskytu bakterii rodu Firmicutes a zejména
druhu Faecalibacterium prausnitzii, jehoz nedostatek je spojovan se snizenou ochranou stievni
sliznice (Sokol et al. 2009).

Je ziejmé, ze dysbioza stfevniho mikrobiomu ma zna¢ny vliv také na patogenezi astmatu,

kterym trpi celosvétové 300 miliontt déti a dospélych. Rozvoj astmatu je ovlivnén
environmentalnimi a dal$imi exogennimi faktory (Barcik et al. 2020). Dysbioza a snizena
mikrobidlni diverzita disreguluji obousmérnou komunikaci naptic¢ osou stfevo—plice, coZ mize
vest k precitlivélosti na respiraéni a potravinové alergeny (Hufnagl et al. 2020).
Dyshidza je také spojovana s vyskytem alergii. VV americké populaci byla nalezena spojistost
se zménénym vyskytem 7-9 kmenli u pacientid s alergii. Dospéli Americané
s diagnostikovanymi alergiemi, zejména na ofechy a sezénni pyl, maji nizkou diverzitu
sttevniho mikrobiomu, ktery vykazuje pokles mnozstvi bakterii fadu Clostridiales a zvySené
mnozstvi bakterii fadu Bacteroidales. Tyto poznatky mohou byt vyuzity k 1é¢bé a prevenci
alergii (Hua et al. 2016). Pro ovéfeni vyskytu dysbiozy je vSak nezbytné mit k dispozici fekalni
vzorky pacienta odebrané pred vyskytem onemocnéni, coZ je velmi nakladné. Ptilezitosti pro
ziskani fekalniho vzorku miize byt odbér béhem cCisténi stieva pii piipraveé na kolonoskopické
vySetfeni. Béhem tohoto procesu je snadné zajistit odbér fekdlniho vzorku pted, béhem a po
intervenci. V této oblasti je vSak tieba provést dalsi vyzkumy, aby bylo mozné porozumét
skladbé mikrobiomu a jeho odchylkam (Brissow 2020).
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3.4 Metabolity produkované mikrobiotou

Bakterie v tlustém stievé se pro pieziti spoléhaji na substraty, které jsou nestravené v horni ¢asti
traviciho traktu. Sacharolyticka bakterialni fermentace produkuje obecné prospésné metabolity,
zatimco v pfipadé omezeného mnozstvi sacharidi se bakterie zivi alternativnimi zdroji energie,
coz vede k produkci odliSnych metaboliti, které mohou byt pro lidské zdravi Skodlivé.
Klicovymi bakteridlnimi fermentacnimi produkty po fermentaci sacharidii ze stravy jsou
mastne kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA) a plyny (Rowland et al. 2018). Metabolity
produkované mikroorganismy funguji jako signalni molekuly, které ovliviiuji metabolismus
hostitele. Tyto metabolity mohou pfimo ovlivnit funkci nejen stfev, ale také jatra, mozek,
svalovou a tukovou tkan, coz mize mit za nasledek rozvoj obezity a ptidruzenych komorbidit
(Gomes et al. 2018). Mikrobialni enzymy mohou piimo ovlivnit fermentaci sacharidi a
metabolismus zlucovych kyselin, ¢i se u€astnit ve spojeni s hostitelem metabolismu cholinu.
Druhy jako je napf. B. thetaiotaomicron a Bacteroides ovatus obsahuji vice nez dvojnasobné
mnozstvi gend pro glukosiddzu a lyazu nez lidsky genom a jsou schopny vyuzivat témér
vSechny hlavni rostlinné glykany, ze kterych produkuji SCFA (Tremaroli & Béckhed 2012).
Mezi hlavni metabolity produkované mikrobiotou fadime butyrat, propionat, acetat, fumarat,
sukcinat a laktat vznikajici jako produkty fermentace sacharidi. Produkty proteinové
fermentace jsou kratsi peptidy, aminokyseliny (fenylalanin, tyrosin, tryptofan atd.) a plyny jako
napt. amoniak, vodik, oxid uhli¢ity a sulfan. Bakterie vSak syntetizuji i nékteré vitaminy.

Ze SCFA produkovanych mikrobialni fermentaci je zvlasté dilezity butyrat, ktery
funguje jako energeticky substrat pro bunécny metabolismus v epitelu tlustého stieva (Louis &
Flint 2017). SCFA také ovliviuji proliferaci, diferenciaci a modulaci genové exprese v sav¢ich
epitelidlnich bunkach tlustého stieva. Tyto ucinky byly pfipisovany butyratu ptisobicimu jako
silny inhibitor histondeacetylazy (Tremaroli & Backhed 2012). Hlavnimi producenty butyratu
jsou bakterie kmene Firmicutes (Lin & Zhang 2017). SCFA mohou také regulovat genovou
expresi vazbou na receptory spojené s G-proteinem (GPCR, také zndmym jako FFAR3) a
FFAR2. Signalizace prostiednictvim téchto receptorii ovliviiuje n€kolik riznych funkei
Vv zavislosti na bunééném typu. SCFA napf. potlacuji zanét prostrednictvim signalizace GPR43
V imunitnich buiikach, jako jsou neutrofily a moduluji sekreci hormonu GLP-1, ktery zlepsuje
sekreci inzulinu a ma antidiabetické uéinky, pomoci enterendokrinnich L-bunék v tenkém a
tlustém stievé (Tremaroli & Béackhed 2012). Mikrobialni fermentace polysacharidi muze
ovlivnit adipozitu hostitele prostiednictvim nékolika komplementarnich mechanismi, takze
modulace mikroflory a jeji fermenta¢ni kapacita miize poskytnout nové mozZnosti fizeni obezity
(Kimura et al. 2014).

Dalsi vyznamnou mastnou kyselinu s kratkym fetézcem, kterou produkuje stfevni
mikrobiota je propionat, ktery je také zdrojem energie pro epitelidlni bunky, podobné jako
butyrat, navic je vSak pfendsen do jater, kde hraje roli v glukoneogenezi. Piedpoklada se, ze je
také dulezitou molekulou v signalizaci sytosti, diky interakci se stfevnimi receptory (Hosseini
et al. 2011). Pfeména propionatu na glukozu ve stievni glukoneogenezi piimo podporuje
energetickou homeostazu snizenim produkce glukdzy v jatrech a nasledné snizuje adipozitu
(Rowland et al. 2018). Velké mnozstvi propionatu produkuji zejména bakterie kmene
Bacteroidetes (Lin & Zhang 2017). Tieti SCFA nejhojnéji detekovanou ve stolici je acetat,
vyskytujici se k pfedchozim dvéma v poméru 3:1:1, a ktery je nezbytnym metabolitem pro rist
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nékterych bakterii. V lidském téle je acetat transportovan do perifernich tkani a vyuzivéan pfi
metabolismu cholesterolu a lipogenezi a na studiich na mySich bylo zjiSténo, Ze hraje
vyznamnou roli v centralni regulaci chuti k jidlu (Rowland et al. 2018).

Bakterie produkuji meziprodukty fermentace vcetné fumaratu, sukcinatu a laktatu, ale
ty jsou bézné detekovany ve stolici zdravych jedinct v nizkych hladinach z divodu dalsiho
vyuziti jinymi bakteriemi (Louis & Flint 2017). Napriklad laktat je typicky dale pfeménovan
na propiondt ¢i butyrat a je tedy pfitomen ve stolici pouze v zanedbatelné mite. U pacientl
S ulcer6zni kolitidou mtze byt laktat detekovan ve vyrazné vySSim mnoZzstvi a mohl by byt
potencialné indikatorem onemocnéni (Rowland et al. 2018).

Stfevni mikrobiota také pfeménuje bilkoviny pfijaté ze stravy, endogenni bilkoviny
Z hostitelskych enzyma, mucinu a odloucenych stfevnich bunék na kratsi peptidy,
aminokyseliny a plyny v¢etné amoniaku, vodiku, oxidu uhli¢itého a sulfanu (Oliphant & Allen-
Vercoe 2019). Aromatické aminokyseliny (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) jsou fermentovany
na metabolity fenylpropanoidii, fenyloctovou kyselinu a kyselinu 4-hydroxyfenyloctovou, které
jsou hojné zastoupeny ve stolici. Bylo zjisténo, ze bakterialni pfeména volnych aminokyselin
na polypeptidy vyznamné ptispiva k metabolismu aminokyselin a jejich biologické dostupnosti
ve stieveé savet (Rowland et al. 2018).

Enzymaticka aktivita probihajici mezi hostitelem a mikrobiotou je také soucasti
pfemény cholinu na toxické methylaminy (Tremaroli & Béckhed 2012) Cholin je dileZzitou
soucasti buné¢nych membran a vétSina cholinu je ziskavéana z potravy, pifedevsim z Cerveného
masa a vajec. Muze vSak byt syntetizovan i hostitelem. Je dilezity pro metabolismus lipida a
syntézu lipoproteinu s velmi nizkou denzitou v jatrech a jeho nedostatek ve stravé je spojovan
se zménou mikrobioty a steatdzou jater. (Zeisel & Da Costa 2009). Stievni mikrobiota
produkuje naptiklad trimethylamin, ktery miize byt dale metabolizovan na trimethylamin-N-
oxid (TMAO) v jatrech. Tato transformace muize snizit hladiny biologicky dostupného cholinu
a predpoklada se, Ze mize byt pri¢inou steatdzy jater u mysi (Tremaroli & Béckhed 2012).
Zvysend koncentrace TMAO a jeho prekurzort byla spojena také se zvySenym vyskytem
velkych kardiovaskularnich ptihod (Heianza et al. 2017). Zména skladby stievniho mikrobiomu
a jeho schopnost metabolizovat cholin miZe mit dalezitou roli pfi modulaci NAFLD (non
alcoholic fatty liver disease) a také v homeostazi glukozy (Tremaroli & Backhed 2012).

Stfevni mikrobiota dokdZe syntetizovat také nckteré vitaminy, zejména vitamin K,
vitaminy skupiny B zahrnujici biotin, kobalamin, folaty, kyselinu nikotinovou,
panthotenovoupyridoxin, riboflavin a thiamin (LeBlanc et al. 2013). Poti'ebné drahy pro tvorby
biotinu a riboflavinu maji prakticky vSechny mikroby z kmene Bacteroidetes, Fusobacteria a
Proteobacteria. Pfi ¢emzZ nejvyznamnéj$Simi producenty jsou bakterie kmene Bacteroidetes.
Mnohem méné vybavené pro tvorbu téchto vitaminl jsou bakterie z kmene Firmicutes a
Actinobacteria. Odhaduje se, Ze stfevni mikrobiom vytvafi vice nez ¢tvrtinu potiebného piijmu
pyridoxinu, folatu, niacinu a kobalaminu (Rowland et al. 2018).

Jednim z ptiklada vlivu mikrobioty na imunitni zrani na Grovni tkéni je mikrobiélni
metabolismus tryptofanu. Bylo prokazano, Ze komenzalni laktobacily vyuzivaji tryptofan jako
zdroj energie k produkci ligandu receptoru pro aryl uhlovodik (AhR), jako je metabolit indol-
3aldehyd (Agus et al. 2018). AhR je ligandem aktivovany transkripéni faktor, kriticky dilezity
pro organogenezi stfevnich lymfoidnich folikulti (ILF). AhR je také nezbytny pro udrzeni
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epiteliarni bariéry a homeostazy intraepitelidlnich lymfocyti (IEL). Pienos funkénich IEL na
AhR-deficientni mysi vedl ke zlep$eni stavu onemocnéni a lepSimu zotaveni (Levy et al. 2016).

Dal$im vyznamnym metabolitem, ktery ovliviiuje imunitni systém je kyselina retinova
—lipidovy metabolit vitaminu A. Bylo prokazano, ze kyselina retinova reguluje rovnovahu mezi
kyseliny ovliviiuje jak sloZeni mikrobioty, tak funkci imunitniho systému. Mysi s deficitem této
kyseliny maji sniZzeny pocet segmentovanych vlaknitych bakterii (SFB), coZ by mohlo pfispivat
ke snizenému poctu pomocnych bunék TH17 u mysi s deficitem vitaminu A. V ustaleném stavu
ma kyselina retinovd dulezitou roli pfi udrZzovani imunitni homeostizy ve stieve.
V nepfitomnosti vitaminu A jsou pocty ILC3 vyznamné nizsi, zatimco ILC2 bunky a jejich
imunitni program jsou dominantné&jsi (Levy et al. 2016).
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Obrazek 1 Mechanismus spojujici molekuly produkované mikrobiotou s metabolismem (Cani
2019)

Na Obrazku 1 mizeme pozorovat mechanismus spojujici chemické latky produkované
mikrobiotou s lidskym metabolismem. Je znamo, ze rod Bifidobacterium a Akkermansia
produkuji specifické SCFA, které jsou spojovany s niz§im zastoupenim tukové hmoty,
zvySenou citlivosti na inzulin a zlepSuji funkci stfevni bariéry.

Acetat, butyrat a propionat plsobi velmi pfiznivé na lidské zdravi, zatimco jiné
mikrobidlni metabolity mohou ovliviiovat lidské zdravi negativné. Jedna se napiiklad o
sekundarni zlucové kyseliny podporujici karcinogenezi (Wang et al. 2019). Mezi $kodlivé
metabolity patii také nékteré produkty proteinové fermentace (Windey et al. 2012). Vysoky
ptijem bilkovin ma za nasledek zvyseni fermentace bilkovin pochazejicich ze stravy v tlustém
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sttevé, coz lze odvodit znarGstu metaboliti odvozenych od aminokyselin, kterymi jsou
napiiklad mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem a fenyloctova kyselina (Russell et al. 2011).
Podskupina bakterii véetné nékolika Bacteroides spp. a nékteré bakterie kmene Firmicutes
fermentuji aromatické aminokyseliny za ti¢elem produkce potencialné bioaktivnich produkti,
véetné fenyloctové kyseliny, fenold, indold, a p-kresolu (Kimura et al. 2014). N¢které dusikaté
sloueniny, zejména N-nitroso slouc¢eniny (NOC) zvysuji riziko vzniku rakoviny. Vykazuji
karcinogenni uCinky prostfednictvim akrylace DNA, kterd muize zplsobit vznik mutaci
(Mirvish 1995). Do souvislosti se vznikem rakoviny se také davaji polyaminy, jejichz
ptitomnost muize signalizovat pravé jeji vyskyt (Mendez et al. 2020). Hlavni polyaminy,
kterymi jsou putrescin, spermidin a spermin jsou produkovany z argininu Vv hostitelskych
tkanich, kjejich syntéze vSak dochazi také stfevnimi bakteriemi (napi. Bacteroides fragilis).
Vysoké hladiny polyamind jsou toxické a za hlavni mechanismus toxicity se povazuje
oxidativni stres ktery je vysledkem katabolsimu polyaminii. N¢které druhy patogennich bakterii
jako napft. Shigella flexneri, Streptococcus pneumoniae, Salmonella enterica supsp. Enterica a
Helycobacter pyroli vyuzivaji polyaminy ke zvySeni své virulence (Louis et al. 2014)
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3.5 Suplementace multivitaminovymi a dalSimi ¢asto uZivanymi dopliiky
stravy

Dopliky stravy jsou hojn¢ vyuzivany a mohou mit potencial zlepsit celkovy zdravotni
stav jedinct, pokud je jejich uzivani vhodné cileno. S nedostatkem mikrozivin se potyka
globdln€ mnoho jedincl, a i pfes to, Ze je feSenim tohoto problému primarné zlepSeni
stravovacich navyku, dopliky stravy ¢i fortifikace potravin by mohly v uréitych piipadech,
zejména Vv rozvojovych zemich, mit ptiznivy vliv. Pfikladem muze byt suplementace
vitaminem A a zelezem v rozvojovych zemich, kde cCasto trpi jeho nedostatkem zeny
v reproduk¢énim veku, kojenci a déti. Nebo napiiklad kyselina listova v t€hotenstvi, vitamin D
u kojenct a déti, vapnik a vitamin D u dospélych ve starSim véku, zejména 65 let a vice.
U zdravych jedincil je pfiznivy vliv diskutabilni a je zapotiebi dal§ich vyzkumi. Bylo vSak
zjisténo, ze kazdodenni suplementace nizkymi ddvkami multivitaminu je spojovana se snizenim
vyskytu rakoviny a vzniku Sedého zakalu, zejména u muzi. Zasadni vliv ma vSak predevsim
strava, ktera ma vliv i na vysledky suplementace (Rautiainen et al. 2016).

Ve Spojenych statech americkych (USA) jsou dopliiky stravy priamyslem s piiblizné
30 miliardami dolart a na trhu je dostupnych vice nez 90 000 produkti. V narodnich
prizkumech potvrdilo 52 % dospélych Ameri¢ant uzivani alespon jednoho suplementu a 10 %
jedinct uvedlo, ze uzivaji nejméné 4 takové produkty. Mezi nejoblibenéjsi suplementy se tadi
vitaminy, které uziva 48 % dospélych obyvatel USA a mineralni latky, které uziva 39 %
dospélych, typicky s cilem udrzeni zdravi a jako prevenci nemoci (Medical Association 2018).
Jedinci, kteti uzivaji dopliky stravy v¢etné multivitaminovych a multimineralovych (MVMM)
doplikd, obecné uvadi zdravéjsi stravu a s tim spojeny vyssi pfijem zivin ze stravy. Mezi
dospélymi s anamnézou rakoviny prsu €i prostaty je mira uZivani téchto doplikli stravy
podstatné vyssi (napt. 56-57 % u MVMM). Uzivani MVMM tedy piispivad zna¢nou Casti
v piijmu zivin v USA (Rock 2007).

Spotiebitelé ve Spojeném kralovstvi (UK) utrati 340-360 milionii liber kazdy rok za
vitaminy, mineralni latky a ostatni dopliky stravy a ty jsou tak jednim z nejvétSich volné
prodejnych sektorti zdravotni péte v UK. Castka je tak pomérné srovnatelna s Gastkou
utracenou za biopotraviny, ktera ¢ini 550 miliond liber ro¢né. V celé zapadni Evropé trh
s vitaminy, mineralnimi latkami a dopliiky stravy roste a je zna¢né roztiistén, obsahuje rozsahly
seznam produktd od jednoslozkovych a multivitaminovych ptipravki az po ty, které obsahuji
smési rostlinnych pfipravkd a mikrozivin (Ransley et al. 2001).

3.5.1 Déleni vitamini, mineralnich latek a jejich doporuceny prijem

Doplitky stravy se déli do skupin dle riiznych teorii, jednou z nich je dé€leni dle Ivana
Macha (2012) a dé€li se na nasledujici skupiny: vitaminy a mineralni latky, antioxidanty,
rostlinné vytazky, dopliky stravy podporujici hubnuti, doplitky na povzbuzeni, dopliiky stravy
na problémy s klouby, probiotika, dopliiky s mastnymi kyselinami, enzymy, hormony, dopliiky
sportovni vyzivy. Nejuzivanéjsi skupinou jsou jiz zmifiované vitaminy — tedy latky obsahujici
aminovou skupinu a mineralni latky, které jsou téméf vzdy uzivané ve vazané formé slouc¢enin
(napf. jod, selen), ¢i jako slouc¢eniny (Gogova 2021).
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Doporucené denni davky (DDD) vitamini a mineralnich latek jsou stanoveny v Pfiloze 5
Vyhlasky ¢. 225 /2008 Sb., kterou se stanovi pozadavky na dopliky stravy a na obohacovani
potravin. Tyto doporuc¢ené denni davky vitamini a mineralnich latek se vztahuji na celkovy
denni pfijem vitaminti a mineralnich latek. Za zdroj vitaminti a mineralnich latek 1ze povazovat
dopliiky stravy s obsahem nejméné 15 % z hodnot DDD obsaZeno ve 100 g nebo ve 100 ml ¢i
jednom baleni obsahujicim jednu porci (Ministerstvo zemédélstvi 2008). Referen¢ni hodnoty
pfijmu energie a Zivin jsou v CR piejaty z referenénich davek spole¢nosti pro vyzivu zemi
oznaovanych jako DACH (Némecko, Rakousko, Svycarsko). Doporu¢ené denni davky
vitamini jsou vyobrazeny v Tabulce 1, kde data byla ¢erpana z National Institutes of Health —
Office of Dietary Supplements.

Tabulka 1 Doporuceny denni prijem vitaminii (National Institutes of Health 2011)

Skupina Vitamin A _[VitaminC_|Vitamin D [Vitamin E_ |Vitamin K [Thiamin iboflavin | Niacin Vitamin B6_|[Folat Vitamin B12 [Kyselina a |[Biotin Cholin
(ng/d) (mg/d) (pg/d) (mg/d) (ng/d) (mg/d) (mg/d) (mg/d) (mg/d) (ng/d) (ng/d) (mg/d) (ng/d) (mg/d)
Kojenci
0-6m 400,0 40,0 10,0 4,0 2,0 0,2 0,3 2,0 0,1 65,0’ 0,4 17 5,0 125,0
6-12 m 500,0 50,0 10,0 5,0 2,5 0,3 0,4 4,0 0,3 80,0 0,5 1,8 6,0 150,0
Déti
1-3r 300,0: 15,0 15,0 6,0 30,0 0,5 0,5 6,0 0,5 150,0 0,9 2,0 8,0 200,0
4-8r 400,0 25,0 15,0 7,0 55,0 0,6 0,6 8,0 0,6 200,0! 12 3,0 12,0 250,0
Muzi
9-13r 600,0 45,0 15,0 11,0 60,0 0,9 0,9 12,0 10 300,0: 18 4,0 20,0 375,0
14-18r 900,0 75,0 15,0 15,0 75,0 12 13 16,0 13 400,0 24 5,0 25,0 550,0
19-30r 900,0 90,0 15,0 15,0 120,0 12 13 16,0 13 400,0 24 5,0 30,0 550,0
31-50r 900,0 90,0 15,0 15,0 120,0 1,2 13 16,0 13 400,0: 24 5,0 30,0 550,0
51-70r 900,0 90,0 15,0 15,0 120,0 1,2 13 16,0 1,7 400,0 24 5,0 30,0 550,0
>70r 900,0! 90,0 20,0 15,0 120,0 12 13 16,0 1,7 400,0 2,4 5,0 30,0 550,0
Zeny
9-13r 600,0 45,0 15,0 11,0 60,0 0,9 0,9 12,0 10 300,0: 18 4,0 20,0 375,0
14-18r 700,0 65,0 15,0 15,0 75,0 1,0 1,0 14,0 12 400 24 5,0 25,0 400,0
19-30r 700,0 75,0 15,0 15,0 90,0 11 11 14,0 13 400 24 5,0 30,0 425,0
31-50r 700,0 75,0 15,0 15,0 90,0 11 11 14,0 13 400 24 5,0 30,0 425,0
51-70r 700,0 75,0 15,0 15,0 90,0 1,1 1,1 14,0 15 400 24 5,0 30,0 425,0
>70r 700,0 75,0 20,0 15,0 90,0 1,1 1,1 14,0 15 400 2,4 5,0 30,0 425,0
Ter =
14-18r 750,0 80,0 15,0 15,0 75,0 14 14 18,0 19 600 2,6 6,0 30,0 450,0
19-30r 770,0 85,0 15,0 15,0 90,0 14 14 18,0 19 600 2,6 6,0 30,0 450,0
31-50r 770,0 85,0 15,0 15,0 90,0 14 14 18,0 19 600 2,6 6,0 30,0 450,0
Kojeni
14-18r 1200,0 115,0 15,0 19,0 75,0 1,4 1,6 17,0 2,0 500,0 2,8 7,0 35,0 550,0
19-30r 1300,0 120,0 15,0 19,0 90,0 1,4 1,6 17,0 2,0 500,0: 2,8 7,0 35,0 550,0
31-50r 1300,0 120,0 15,0 19,0 90,0 1,4 1,6 17,0 2,0 500,0! 2,8 7,0 35,0 550,0

3.5.2 Vyznam a vliv suplementace vybranych vyzivovych dopliki

Byly vybrany nejvyznamngj$i vitaminy (vitamin D, C, vitaminy skupiny B,
karotenoidy), u nichz nedochazi k jejich syntéze v lidském téle, ¢i je zapotiebi pfijimat alespoii
jejich cast z potravy, piipadné suplementaci pomoci doplnkt stravy, aby byl zajistén jejich
dostate¢ny piijem. Tyto vitaminy byvaji také Casto deficitni a jejich nedostatek je spojovan
s celou fadou onemocnéni, proto je dulezité v pfipad¢ pifijmu nedostateCné pestré stravy
uvazovat o jejich suplementaci.

3.5.2.1 Vitamin D

Vitamin D je steroidnim hormonem s pleiotropnim pusobenim na vétSinu tkani a bunék
Vv téle, nezbytnym pro normalni metabolismus vapniku a fosforu a je tak dulezitym faktorem
ovlivitujicim zdravi pohybového aparatu. Nizké hladiny vitaminu D jsou spojovany s celou
fadou onemocnéni, vcetné¢ rakoviny, kardiovaskuldrnich onemocnéni, autoimunitnich
onemocnéni a infekci (Nair & Maseeh 2012). Vitamin D je metabolizovan v jatrech a poté v
ledvinach na 1,25-dihyxdroxycholekalciferol. Receptory na 1,25-dihydroxycholekalciferol

19



jsou pfitomny nejen ve stfevé a kostech, ale v celé fad€ dalSich tkani v€etné mozku, srdce,
zaludku, slinivky bfi$ni aktivovanych T a B lymfocyta, kuze, gonad atd. (Holick 2003).
Ptiméfené hladiny vitaminu D jsou udrzovany kozni fotosyntézou a ordlnim piijmem. Dle
nékterych odhadi trpi jedna miliarda lidi na celém svéte nedostatkem tohoto vitaminu (Nair &
Maseeh 2012). Fotosyntézu a biologickou dostupnost vitaminu D ovliviiuje fada faktorti, mezi
které¢ fadime kolisani expozice slune¢nimu zafeni v duasledku zemépisné §itky, rocniho obdobi,
denni doby, slozek atmosféry, obleceni, pouzivani opalovacich krém, pigmentace kiize a dale
také faktory jako jsou ve€k, nadvaha ¢i obezita a vyskyt chronickych onemocnéni (Tsiaras &
Weinstock 2011). Soucasny doporu¢eny denni piijem vitaminu D ve vétsin€ evropskych zemi
je Sug/den (200 IU / den) pro dospelé osoby a 10 pg / den (400 IU / den) pro osoby star§i 60—
adekvatni stav vitaminu D pfi nedostatku, je vyuziti perordlniho davkovani nativniho vitaminu
D. Lze ocekavat, ze sérum 25(OH)D vzroste asi o 1 ng/ml (2,5 nmol/l) na kazdych 100 U
piijatého vitaminu D kazdy den. Studie naznacuji, Ze cholekalciferol (vitamin D3) je podstatné
ucinngjsi nez ergokalciferol (vitamin D2) a také Ze bezpecnd horni hladina pfijmu vitaminu D3
je 10000 IU / den (Heaney 2008).

Vitamin D v kombinaci s vapnikem je vyuzivan také pii 1éCbé ¢i prevenci osteopordzy,
ktera je vyznamnym zdravotnim problémem zptsobujicim znacnou morbiditu a mortalitu. Tato
kombinace funguje jako prevence osteoporotickych zlomenin, tedy zlomenin vyskytujicich se
v disledku ztraty kostni hmoty (Sunyecz 2008). Nedostatek vitaminu D definovany sérovou
hladinou 25(OH)D <50 nmol/L (<20 ng/ml)] je pandemicky. Tento nedostatek je velmi
roz8ifeny pravé u pacientt s osteoporézou (Holick 2007). Bischoff-Ferrari a kol. provedli
metaanalyzu péti randomizovanych kontrolovanych studii zlomeniny ky¢le (n = 9294) a sedmi
randomizovanych kontrolovanych studii rizika nevertebralnich zlomenin (n = 9820). Pacienti,
ktefi dostavali 400 IU vitaminu D3 denné, vykazovali malé zlepSeni pii redukci zlomenin,
zatimco vy$si davka 700-800 IU vitaminu D3 denné sniZila relativni riziko zlomeniny kyc¢le o
26 % a nevertebralni zlomeniny o 23 % (Bischoff-Ferrari et al. 2006). Tyto vysledky jsou v
souladu s pozorovanimi Trivedi a kol. ktefi podéavali star§Sim muzim a zenam 100 000 U
vitaminu D3 kazdé 4 mésice (ekvivalent 833 IU vitaminu D3 denné¢). Pozorovali, ze riziko prvni
zlomeniny kyc¢le, zapésti, predlokti nebo obratle se snizilo 0 33 % (Trivedi et al. 2003). Podobné
Heikinheima a kol. zjistili, ze intramuskularni injekce 150 000-300 000 IU vitaminu D3 ro¢né
snizila riziko zlomenin o 25 % (Heikinheima et al. 1992).

V mnoha studiich bylo také poukazano na ochranny vztah mezi dostatkem vitaminu D
a niz§im rizikem rakoviny, zejména rakoviny stfeva, prsu, prostaty a vajecnikli. Suplementace
vitaminu D by mohla mit pfiznivy vliv na sniZeni vyskytu rakoviny pii nizkych nékladech
s malymi ¢i zadnymi nezadoucimi Gcinky (Garland et al. 2006). Vétsina epidemiologickych
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vysledky. Podobné podpiirné vysledky existuji pro ordlni pfijem vitaminu D, az na nckteré
vyjimky a pro expozici sluneénimu ultrafialovému zateni B (UVB). Zeny s vyssi expozici
slune¢niho UVB zafeni ve Ttetim narodnim prizkumu zdravi a vyzivy (NHANES III) mély
pouze poloviéni vyskyt rakoviny prsu nez Zeny s nizsi expozici slune¢niho zatfeni, zatimco muzi
v jiném narodnim prizkumu, méli pouze polovi¢ni vyskyt fatdlniho karcinomu prostaty.
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prostaty. Vyssi slunecni expozice v détstvi a dospivani je také spojena s podobnym sniZzenim
celozivotni incidence karcinomu prostaty. Téméer vSechny laboratorni studie vyuZzivajici
systémy tkanovych kultur uvadély inhibici rastu malignich bunék a mnohé identifikovaly
rediferenciaci v reakci na metabolity vitaminu D, zejména 1,25(OH)2D a do urcité miry i jiné
metabolity vitaminu D, jako je 25 (OH)D (Garland et al. 2009).

Kromé své tlohy v homeostaze vapniku se pfedpoklada, ze aktivni forma vitaminu D ma
imunomodulacni ucinky na buiiky imunitniho systému, zejména T lymfocyty, a také na
produkci a pusobeni nékolika cytokinti. Interakce vitaminu D s imunitnim systémem je v
poslednich letech cilem rostouciho poctu publikaci. Soufasné studie spojuji nedostatek
vitaminu D s riznymi autoimunitnimi onemocnénimi, véetné inzulin-dependentniho diabetes
mellitus, roztrousené sklerdézy, =zanétlivého onemocnéni stfev, systémového lupus
erythematodes a revmatoidni artritidy (Marques et al. 2010). Bylo zjiSténo, Zze vitamin D
reguluje pusobeni latek adaptivni imunity a ze pii nedostatku vitaminu D imunitni systém
vykazuje zvySeny vyskyt autoreaktivnich T bun¢k. Dikazy, které vyplyvaji z analyzy téchto
praci, umoziiuji predpokladat, ze nartist autoreaktivnich T bun&k by mohl byt nepiimo vyvolan
deficitem vitaminu D prostiednictvim zmény zrani nebo funkci dendritickych bunék, které jsou
klicové pro udrzeni autotolerance. Absence imunoregulacniho ucinku vitaminu D na antigen
prezentujici buriky, které mohou vyvolat toleranci, by mohla zpisobit ztratu imunologické
tolerance u subjektii s polymorfismem regulacnich gent vitaminu s vyznamnymi dasledky na
riziko nebo progresi autoimunitniho onemocnéni (Antico et al. 2012).

3.5.2.2 Vitamin C

Vitamin C je zédkladni mikrozivina s pleiotropnimi funkcemi souvisejicimi s jeho
schopnosti darovat elektrony. Je to silny antioxidant a kofaktor pro fadu biosyntetickych
a genovych regulaénich enzymu (Aghajanian et al. 2015). Vitamin C pfispiva k imunitni
obrané podporou rtuznych bunéénych funkci jak vrozeného, tak adaptivniho imunitniho
systému. Vitamin C podporuje funkci epitelidlni bariéry proti patogenim a podporuje
vychytavani oxidantli v pokozce, ¢imz potencidlné chrani pied oxida¢nim stresem z okolniho
prostiedi. Vitamin C se hromadi ve fagocytarnich bunkach, jako jsou neutrofily a mize zvysit
chemotaxi, fagocytdzu, tvorbu reaktivnich forem kysliku, a nakonec i zabijet mikroby. Je také
potiebny pro apoptdzu a odstraiiovani vycerpanych neutrofili z mist infekce makrofagy, ¢imz
se snizuje nekrdza a potencidlni poskozeni tkan&. Uloha vitaminu C v lymfocytech je méné
jasna, ale  bylo  prokazéano, 7ze  zvySuje diferenciaci a  proliferaci
B-bungk a T-bungk, pravdépodobné kviili jeho Gi¢inkiim na regulaci gent (Carr & Maggini
2017). Nedostatek vitaminu C ma za nasledek zhorSenou imunitu a vy$§i nachylnost
K infekcim. Infekce zase vyznamné ovliviwyji hladiny vitaminu C v dusledku zvy$eného
zanétu a metabolickych pozadavki. Nedostatek vitaminu C mize také vést ke vzniku kurdéji,
tedy onemocnéni postihujiciho dasné, jehoz soucasti jsou bolesti kosti, kloubii a zhorSené
hojeni ran (Hirschmann & Raugi 1999). Krom¢ toho se zda, Ze suplementace vitaminem C je
schopna jak piedchazet, tak 1éCit respira¢ni a systémové infekce (Hemild 2004). Profylakticka
prevence infekce vyzaduje dietni pfijem vitaminu C, ktery zajistuje saturujici hladiny
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V plazmé (tj. 100-200 mg/den), které optimalizuji hladiny v bunikach a tkanich. Naproti tomu
lécba prokazanych infekci vyzaduje vyrazné vyssi (gramové) davky vitaminu, aby se
kompenzovala zvysena zanétliva odpoveéd’ a metabolicka naro¢nost (Carr & Maggini 2017).
Doporucena denni davka (DDD) vitaminu C je stanovena dle referen¢nich hodnot DACH,
ktefi revidovali referen¢ni hodnoty pro pfijem vitaminu C a zvefejnili je v Unoru 2015. Za
primérnou potiebu vitaminu C u zdravych dospélych osob se povazuje mnozstvi vitaminu C,
ktere kompenzuje metabolicke ztraty vitaminu C a zajistuje nala¢no hladinu 50 pmol/l
askorbatu v plazm¢. Metabolické ztraty u nekufdkt se predpokladaji ve vysi 50 mg/den,
rychlost absorpce 80 % a vyluovani moci 25 % piijatého vitaminu C. Na zaklad¢ téchto
informaci je tedy doporucend denni davka u muzi 91 mg/den, s varia¢nim koeficientem 10 %
je odvozena referencni hodnota pfijmu 110 mg/den u muzi a 95 mg/den u Zen. U téhotnych
a kojicich zen se doporucuje ptijem vyssi a to 105 mg/den pro t€hotné Zeny od ctvrtého mésice
a 125 mg/den pro kojici Zeny (Bechthold 2015).

3.5.2.3 Vitaminy skupiny B s vyjimkou vitaminu B12

Vitaminy skupiny B jsou syntetizovany rostlinami, kvasinkami, bakteriemi, nikoliv v§ak
savcli, ti je tak musi ziskavat z potravy ¢i mikrobidlnich zdroju, jako je stfevni mikrobiom.
Nékteré stievni bakterie vSak nejsou schopny syntetizovat vitaminy skupiny B a pro svij
rust a preziti je musi ziskavat ze stravy svého hostitele ¢i od jinych stfevnich bakterii, které
touto schopnosti disponuji. To naznacuje, ze stfevni mikrobiom miize ovlivnit vyuziti
vitaminu B a potazmo tak i imunitu hostitele.

Vitaminy skupiny B se fadi mezi vitaminy rozpustné ve vod¢, neukladaji se v téle
ajejich prebytek je vyluCovan moéi. Je tedy potieba pfijimat dostatek téchto vitamint
z potravy. Nedostatek vitamini skupiny B se projevuje nejen v rozvojovych zemich, ale
také v zemich vyspélych, kdy neni pfijimana dostate¢né pestra strava. Komenzalni bakterie
jsou povazovany za faktor hrajici klicovou roli v lidském zdravi. Z pohledu vitamint
skupiny B jsou komenzalni bakterie jak producenty, tak i konzumenty téchto vitamin.
Vitaminy piijaté ze stravy jsou vstfebavany v tenkém stéeve, vitaminy skupiny B jsou
produkovany a absorbovany ve stfevé tlustém, coz naznacuje, ze jsou lidskym télem
vnimany odli$n€. Vitaminy skupiny B jsou dulezitymi kofaktory a koenzymy nékolika
metabolickych drah a hraji dileZitou roli v udrZzovani homeostazy imunitniho systému.
Vitaminy skupiny B, taktéZ nazyvané B-komplex vzhledem k jejich komplexnimu, tedy
spole¢nému pilisobeni, ptispivaji k normalni ¢innosti nervového systému, plsobi ptiznive
proti Unavé a vycerpdni, pfiznivé ovliviiuji stav pokozky a pfispivaji normalni funkci
imunitniho systému (Yoshii et al. 2019). Nedostatek téchto vitamind je spojovan s fadou
zdravotnich komplikaci. Nedostatek vitamint skupiny B spolu se zvySenou hladinou
plazmatického homocysteinu byly spojeny s kognitivnimi poruchami a dementaci
Vv pozdéjsim veéku. Neni vSak znamo, zdali suplementace tento stav muze zlepsit (Ford &
Almeida 2019). Vitaminy skupiny B jsou potfebné pro spravné fungovani metyla¢niho
cyklu, produkci monoaminooxidazy, syntézu DNA a udrzeni hladiny fosfolipidl. Zejména
vitaminy B1, B3, B6, B9 a B12 jsou nezbytné pro funkci neuroni a jejich nedostatky jsou
spojovany s depresi, respektive tento nedostatek prispiva ke komplexnosti symptomu
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deprese (Mikkelsen et al. 2017). Nedostatek vitaminu B1 je pfi¢inou onemocnéni Beriberi.
Jeho nedostatek je Casto spojovan s piilisSnou konzumaci vyhradné loupané ryze. Klinicky
je nemoc charakterizovana degenerativnimi zménami v nervovém systému vcetné
mnohocetné periferni neuritidy, ktera muize existovat samostatné, avSak cCasto je
kombinovana s generalizovanym edémem a ser6znimi vypotky, az s tendenci k rozvoji
srdeéni hypertrofie, ktera casto vede k srde¢nimu selhani a nahlé smrti (Vedder &
Washington 1938). Vitaminy skupiny B byly také zkoumany pro jejich moznou roli ve
zdravi kosti. Moznou ochranou roli by mohly mit zejmeéna vitaminy B2, B6, folat a vitamin
B12, vysledky klinickych studii vSak nejsou jednoznacné a vysledky neprokazuji ptiznivy
vliv suplementace na redukci zlomenin (Dai & Koh 2015).

3.5.23.1 Vitamin B12

Biosyntéza vitaminu B12 (take oznacovany jako kobalamin) zahrnujici az 30 riznych
enzymatickych krokl probiha pouze u bakterii, vétSina eukaryotickych organismu tedy musi
pfijimat tento vitamin z vné&jSich zdroji. Vitamin B12 ma v podstaté u eukaryotickych
organismi dvé funkce — funguje jako kofaktor pro enzymy methionin syntazy
a methylmalonylCoA mutéazy. Tyto dvé funkce jsou vSak klicové pro zdravi a zejména tvorba
methioninu je nezbytna k poskytovani methylovych skupin ve vice nez 100 methyla¢nich
procesech. Interference sreakci methionin syntdzy vede kakumulaci homocysteinu,
rizikovému faktoru mnohych onemocnéni. Syndrom precidézni anémie, charakterizovany
nedostatkem vnitiniho faktoru, vede k tézkému, nékdy az smrtelnému nedostatku vitaminu B12
(Smith et al. 2018). Nedostatek vitaminu B12 zpusobuje také reverzibilni megaloblastickou
anémii, demyeliniza¢ni onemocnéni, ¢i oboji (Stabler 2013). Souc¢asné testy maji nedostatecnou
citlivost a specifitu, a tak se pro potvrzeni diagnézy vyuziva stanoveni hladiny kyseliny
methylmalonove, ktera byva jiz pti zacinajicim nedostatku B12 zvysena (Oh & Brown 2003).
Uginnou terapii je parenteralni ¢ peroralni podavani vitaminu B12 ve vysokych davkach
(Stabler 2013). Neexistuje vsak jasné stanovena hranice pro nedostatek vitaminu B12, existuje
spise nepfetrzity inverzni vztah mezi hladinou sérového vitaminu B12 a nezadoucimi projevy
zahrnujicimi defekty neuralni trubice, mrtvici a demenci. U déti nedostatek vitaminu B12
zapri¢inuje zpomaleny intelektualni vyvoj a vyvoj mozku. Suboptimalni stav vitaminu B12,
tedy sérovy B12 <300 pmol/l se vyskytuje u 30—-60 % populace (Smith et al. 2018). Nedostatek
je zpusoben bud’ nedostateCnym piijmem, nedostate¢nou biologickou dostupnosti nebo
malabsorpci. Naruseni transportu B12 v krvi nebo porucha bunééného piijmu ¢i metabolismu
zpusobuje intracelularni nedostatek (Green et al. 2017).

3.5.2.4 Karotenoidy

Karotenoidy jsou pfirozen¢ se vyskytujici oranzové, Zluté a Cervené lipofilni pigmenty,
které se nachazeji ptredevsim v ovoci, zelening, rostlinach, fasach a fotosyntetickych bakteriich
(Moran et al. 2018). Lidské télo nedokaze karotenoidy syntetizovat, a tak je nezbytné piijimat
je z potravy ¢i prostfednictvim vyzivovych dopliki. Karotenoidy maji v lidském zdravi mnoho
funkci — primarné maji antioxida¢ni G¢inky, ale jednotlivé karotenoidy mohou pusobit i jinymi
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mechanismy (Fiedor & Burda 2014). Napiiklad B-karoten ma funkci provitaminu A, zatimco
lutein a zeaxantin vytvari makuldrni pigment v oku. Mozny ochranny ucinek karotenoidl Ize
pricist jejich vlastnostem jako inhibitory singletového kysliku a jako antioxidanty, zatimco
jejich mozné rakovinotvorné plisobeni v plicich 1ze pfipsat pro oxida¢nimu plisobeni volnych
karotenoidovych radikalt v poskozenych buinikach. Kromé chronickych onemocnéni prokézal
betakaroten vyznamnou terapeutickou hodnotu u jedinci trpicich poruchami fotosenzitivity
a poskytuje do€asnou tlevu osobam postizenym leukoplakii (Olson 1999). Pfinos luteinu pfi
snizovani progrese vékem podminéné makularni degenerace a katarakty se posiluje.
Doporu¢ené mnozstvi jejich piijmu by mohlo vést ke zvySeni povédomi v populaci o dulezitosti
piijmu dostatku potravin bohatych na lutein. Karotenoidy kromé ptiznivych G¢inkl na zdravi
o¢i maji také piiznivy vliv na kognitivni funkce a kardiovaskularni zdravi a mohou pomoci
predchazet nékterym typiim rakoviny. Aby mohly byt prokazény ptiznivé zdravotni ucinky
diky suplementaci karotenoidy, je zapotiebi dalsich vyzkumi (Eggersdorfer & Wyss 2018).
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3.6 VIliv vitamini na sloZeni mikrobioty

Tradién¢é se nepiedpokladalo, Ze vitaminy ovliviiuji stievni mikrobiom, protoze se
nedostanou do distalniho gastrointestinalniho traktu, ale jsou ucinn¢ absorbovany
Vv proximalnim tenkém stiev€. Nicméné piibyva dikazi, Ze kdyz jsou vitaminy podavany ve
velkém mnozstvi tak, aby se vyhnuly uplné absorpci, nebo ve formé kolon cilenych
transportnich systému (CTDS), mohou vitaminy pfimo modulovat stfevni mikrobiom. Kromé
toho se zda, Ze vitaminy ovliviiuji stfevni mikrobiom prostfednictvim nepfimych mechanismu,
prostiednictvim systémové cirkulace s pfimou vazbou na lidské zdravi (Steinert et al. 2019).

Vitaminy, predev§im rozpustné ve vod€, které jsou bud syntetizovany pomoci
mikrobioty ¢i dodavany prostiednictvim vyzivy, mohou ovliiovat imunitni systém jejich
pusobenim ve stfevech. Neexistuje vSak jasny dikaz prokazujici zptisob jejich ptsobeni — neni
znamo, zdali vitaminy zapojené do stfevniho imunitniho systému pusobi prostiednictvim
krevniho zasobeni, nebo luminalni interakce s mikrobiotou, ¢i absorbci do kolonocyti. Existuji
vsak data prokazujici, ze dochazi k interakci s mikrobiotou a stifevnim imunitnim systémem.
Napiiklad hostitelské mutualistické bakterie dodavajici vitaminy B-komplexu mohou ptisobit
jako obranna bariéra proti patogenim. Vitaminy B (zejména vitamin B2 a folat) mohou slouzit
jako prekurzory kaktivaci specidlnich imunitnich T-bunék, nazyvanych jako invariantni
T-buniky spojené se sliznici. Produkty degradace vitamind B, navazané na povrch infikovanych
bunék, mohou pulsobit jako antigeny, které aktivuji T a B bunky imunitniho systému. Napf.
B. thetaiotaomicron syntetizuje vitamin B12, ktery snizuje aktivitu hlavniho virulentniho
faktoru Shiga toxinu 2 produkovaného enterohemorganickou bakterii Echerichia coli.

Zanétliva onemocnéni stfev jsou Casto spojovana s nedostatkem urcitych ve vodé
rozpustnych vitamind. Napi. 90 % pacientd trpicich pelagrou, ktefi maji nedostatek vitaminu
B6, trpi také kolitidou. Biotin reguluje aktivitu NK bunék (natural killer cell), ktera je spolu se
systémovymi hladinami biotinu sniZena u pacientd s Crohnovou chorobou (Biesalski 2016).
Také pacienti s diabetes II. typu vykazovali vyznamné zmény v profilu genové Cetnosti
souvisejici s metabolismem vitamint zprostiedkovanym mikroby. Za ur¢itych podminek mutize
byt suplementace vitaminy zaméfena na stfevni mikrobiom (pfimo i nepiimo) zdravi prospésna,
jak miizeme pozorovat na Obrazku 2 (Steinert et al. 2019).
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Obrazek 2 Mechanismus tri vzajemné propojenych cest ucinku vitaminové suplementace
zameérené na tlusté stievo (Steinert et al. 2019)

Prvni studie provedeneé s vitaminy a dopliiky stravy zaméfené na tlusté stievo naznacuji,
ze vitaminy mohou modulovat mikrobiom, ménit redoxni potencial a v piipadé vitaminu B3
pozitivné ovlivnit biomarkery systémové citlivosti na inzulin a metabolicky zanét. Ackoliv je
zapotiebi dalSich vyzkumu, Ize pfedpokladat, Ze vitaminy potiebuji k prosperovani nejen lidé,
ale také stfevni mikrobi. Je zapotiebi zjistit, zda a v jakych davkach se tyto lokalni U¢in
promitnou do piinosu pro zdravi hostitele, jako jsou zlepSeni kognitivnich funkci, motorickych
funkci stiev, posileni imunity a souvisejici 1é¢ba a prevence nemoci (Steinert et al. 2019).

3.6.1 Vliv vitaminu D na stievni mikrobiom

Vyznam vitaminu D pro zdravi kosti byl jiz prokazan. V poslednich letech jsou mu vsak
pfisuzovany i imunomodula¢ni vlastnosti (Bashir et al. 2016). Hromadi se dukazy,
pfevazné z observacnich studii, které naznacuji, Ze vitamin D mize ovlivnit Sirokou §kélu
extraskeletdlnich onemocnéni, kterymi jsou diabetes, kardiovaskularni onemocnéni,
kolorektalni karcinom, infekce, autoimunitni onemocnéni a poruchy dusevniho zdravi.
Mechanistické studie naznacuji, ze vitamin D ovliviluyje fadu bunéénych funkci, coz
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teoreticky podporuje hypotézu o vlivu, na jiz zminéné zdravotni stavy (Yamamoto &
Jargensen 2020).

Jednim z mechanismtl, jak mtize vitamin D ovlivnit riziko onemocnéni je jeho schopnost
ovlivnit a sloZeni stfevniho mikrobiomu, pravdépodobné zvySenim regulace vrozené
imunity, snizenim zanétu a zachovanim funkce stfevni bariéry. Vazba aktivni formy
vitaminu D — kalcitriolu, indukuje produkci antimikrobialnich peptid makrofagy, coz
vede k zabijeni bakterii. Selektivni usmrcovani patogennich bakterii by mohlo vést k vétsi
ptilezitosti pro kolonizaci bakteriemi s ptiznivymi zdravotnimi G¢inky. Vitamin D také
hraje roli pti udrzovani slizni¢ni bariérové funkce tim, ze reguluje expresi proteint tésného
spojeni a adherentnich spojeni a potlacuje apoptozu epitelidlnich bunék. Kromé toho
fermenta¢ni produkty produkované symbiotickymi bakteriemi zvysuji intestinalni expresi
receptoru vitaminu D a snizuji zénét. VSechny tyto aktivity maji potencialné vliv na
mikrobialni slozeni (Waterhouse et al. 2019). VétSina studii vSak byla provadéna na
mysSich. Vysledky vSak naznacuji, Zze nedostatek vitaminu D ma vliv na vyssi zastoupeni
Bacteroidetes a Proteobacteria phyla (Ooi et al. 2013). V prufezové studii, ktera byla
provadéna na vzorku zdravych lidskych jedinci byl piijem vitaminu D negativné spojen
s hojnosti Prevotella a silné pozitivné spojen s Bacteroides (Wu et al. 2011). Oproti tomu
Luthold a kol. zjistili, ze zdravi jedinci s vy$§im uvadénym piijemm vitaminu D méli vyssi
zastoupeni Prevotella ve stolici a snizeny vyskyt Haemophilus (ze kmene Proteobacterie)
a Veillonella z kmene Firmicutes (Luthold et al. 2017). Ve studii, ktera krom¢ vzorka
stolice vyuzivala i edoskopické a kolonoskopické biopsie bylo zjisténo, ze osmitydenni
suplementace vitaminem D3 vedla ke zvySeni druhového zastoupeni v Zalude¢nim antru,
ke snizeni Proteobacteria v zalude¢nim korpu a antru a zvySeni Bacteroidetes v zaludku a
sestupném duodenu. Mikrobialni sloZeni dolniho gastrointestinalniho traktu a stolice se
nelisilo pfed a po suplementaci, coz naznacuje, ze analyza vzorku stolice nemusi byt
vhodnym prostfedkem ke studiu tohoto vztahu. (Bashir et al. 2016).

3.6.2 Vliv dalsich vybranych vitamini na stifevni mikrobiom

Dal$im vitaminem, u néhoz je diskutovan vliv na modulaci stfevni mikrobioty,
je vitamin A. Jeho ucinky byly pozorovany zejména v piipadech nakazy norovirem, kdy
bylo zjisténo, ze suplementace vitaminem A snizuje miru infekce a klinické pfiznaky
(Long et al. 2007). Dale bylo prokazano, ze dostate¢na suplementace vitaminem A mutize
snizit mortalitu 1 zlepSit pribéh infekénich gastrointestindlnich onemocnéni a
respira¢nich chorob (Thornton et al. 2014).

V tlustém stievé je hojné zastoupen vitamin B12 (kobalamin), a to diky jeho
syntéze stievni mikrobiotou. Existuje vSak tada faktori, které zabranuji cerpani
vitaminu z tohoto zdroje. Kobalamin produkovany mikroby piedstavuje méné nez 2 %
celkového obsahu korinoidii ve stolici (Stabler & Allen 2008), neni vSak biologicky
dostupny, protoZe receptory nezbytné pro absorpci tohoto vitaminu se nachazeji
Vv tenkém stfevé, hlavnim zdrojem vitaminu je tedy zivoci$na strava (Seetharam &
Alpers 1982). Casty nedostatek vitaminu B12 se vyskytuje u vegeterianti a vegani
(Antony 2003). Na pokusech s hlodavci vSak bylo zjisténo, ze fasa nori obsahuje
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dostate¢né hladiny korionoidll a bylo mozné jeji konzumaci tomuto nedostatku prede;jit
(Takenaka et al. 2001). Mnoho nejasnosti spojenych s dostupnosti kobalaminu
v potravinach a probiotikach pochézi z nejednoznaénosti metod pouzivanych k méfeni
hladin kobalaminu. Vyvoj metod kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie pro méfeni korinoidi umoznil identifikaci specifickych korinoidi
v biologickych vzorcich (Degnan et al. 2014). Pouziti téchto metod odhalilo, ze
potraviny a bakterie, které se dfive pokladaly za zdroj kobalaminu, jako je probioticka
bakterie Lactobacillus reuterii a jedla sinice Arthrospira platensis (diive Spirulina), ve
skute¢nosti produkuji pouze pseudokobalamin, ktery ¢lovék nedokaze vyuzit (Tanioka
etal. 2010). Je pravdépodobné, Ze stievni mikroorganismy predstavuji v piipad€ vyuziti
kobalaminu pifimou konkurenci pro svého lidského hostitele. U velké vétSiny lidskych
sttevnich druhti se predpoklada, ze vyzaduji exogenni korionoidy (Degnan et al. 2014).
Bylo pozorovano, ze jedinci s vysokou bakteridlni z4tézi v tenkém stfeveé maji tendenci
k nizké hladin¢ kobalaminu, pravdépodobné v dasledku soutéZe o kobalamin mezi
hostitelem a mikroby ¢i nadbytku korinoidi jinych nez kobalamin (Murphy et al. 1986).
Vzhledem k omezené absorpci béhem traveni miize prebytek kobalaminu vstoupit do
tlustého stfeva a modulovat stfevni mikrobiom. P#i pozorovani dopadii suplementace
kobalaminem v kombinaci se syrovatkou in vitro se zvySilo zastoupeni kmene
Firmicutes a Bacteroidetes spp. a redukovalo se zastoupeni kmene Proteobacteria, ktery
zahrnuje patogeny jako napi. Escherichia coli, Shigella spp. a Pseudomonas spp. (Wang
et al. 2019).

Potencidln¢ ovlivnit skladbu stfevni mikrobioty mohou také karotenoidy, které
byly zkoumany pro jejich mozny pomocny ucinek pii 1é¢bé pretrvavajicich zanétlivych
onemocnéni. I kdyz jsou obecné povazovany za prospésné pro zdravi, pouze mala ¢ast
karotenoidll z potravy je absorbovana stievem a dostava se do télesnych tkani, zatimco
zbytek je metabolizovan mikrobiotou (Bas-Bellver et al. 2020). Karotenoidy také
mohou mit probiotické G¢inky a suplementace mize zvysit mikrobidlni diverzitu a vést
ke zméné& sloZeni mikrobioty. N¢které studie naznacuji, Ze suplementace karotenoidy
mize snizit poéet bakterii z kmene Firmicutes, k ovéteni tohoto ucinku je vSak zapotiebi
dal$ich vyzkumi (Guo et al. 2019).
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3.7 NMR metabolomika stolice

V poslednich dvou desetiletich se nuklearni magneticka rezonance (NMR) stala jednou
ze tii hlavnich analytickych metod pouzivanych v metabolomice. Metabolomika je analyzou
metabolismu za konkrétniho fyziologického stadia organismu, tkané¢ ¢i bunky a provadi se
Z dvodu porozuméni bunéénym funkcim. Metabolicky stav organismu zéavisi na jeho genomu,
transkriptomu, proteomu, epigenomu, mikrobiomu a expozomu. Metabolomika, studium
malych molekul (<1500 Da) v zivych organismech, tedy poskytuje informace s vysokym
potencialem pro presny popis fyziologického stavu organismu (Markley et al. 2017). Dalsimi
dvéma metodami jsou plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) a
kapalinova chromatografie spojena s jednostupiiovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS)
(Wishart 2008). Relativné snadna ptiprava vzorkd, schopnost kvantifikovat hladiny metabolitt,
vysokd uroven experimentalni reprodukovatelnosti a inhertné nedestruktivni povaha NMR
spektroskopie zni ¢ini preferovanou metodu pro dlouhodobé ¢&i rozsahlé klinické
metabolomické studie. Tyto vyhody vSak Casto byvaji pfevazeny skutecnosti, ze vétSina
ostatnich analytickych technik, véetné LC-MS a GC-MS, je ze své podstaty citlivéjsi nez NMR,
vétsing metabolomickych studii zaloZzenych na NMR se vyuziva protonova NMR spektroskopie
(*H NMR). Diivodem je, Ze se jadra 'H nachazeji téméf v kazdé organické sloudening, a tedy
témei v kazdém znamém metabolitu. Existuji stovky odlisSnych signalti vznikajicich pro
slouceniny, z nichz kazda obsahuje ve svych chemickych strukturach jeden ¢i vice atomi *H.
Kromé své vSudypritomnosti atomy H vykazuji zdaleka nejvétsi intenzitu signalu NMR, maji
velmi vysoky (99 %) izotopovy piirozeny vyskyt a vykazuji pomérné tizké Sitky car (€asto <1
Hz u 500 MHz spektrometrit), které davaji spektru dobré rozliseni. Jednorozmérna *H NMR
spektra jsou zvIaste uzite¢na pro metabolomické studie, z diivodu, Ze jednorozmérna *H NMR
je jako technika vysoce automatizovand, velmi spolehliva a rychla. Casy sbéru pro jedno
spektrum jsou casto jen nékolik minut. S modernim zafizenim NMR lze vzorky NMR
kontinudlné zavadét a odebirat pomoci robotickych vymeénikti vzorkd, které pracuji dny ¢i
tydny v kuse. Navic chemické informace obsazené v jediném 1D *H NMR spektru biofluidniho
¢i tkanového extraktu Casto postaci k identifikaci a kvantifikaci 50— 00 metaboliti najednou
(Holmes et al. 2000). Tomuto identifikaénimu procesu vyhradné¢ napomaha skutecnost, ze
mnoho referenénich *H NMR spekter ze stovek znamych metabolitl bylo sestaveno a ulozeno
vtadé¢ vefejnych databazi. Kromé toho existuje mnozstvi softwarovych ndstroji pro
automatické ¢i poloautomatické zpracovani a analyzu 1D *H NMR spekter béhem minut &i par
vtefin po shromazdéni spekter (Canueto et al. 2018). Témé&f viechna 1D *H NMR spektra v
metabolomickych studiich jsou méfena ve vode jako rozpoustédle, proto je dilezitym aspektem
potlaceni rozpoustédlem. V zavislosti na povaze studovanych metabolitl mohou byt pouzita
rizna rozpoustédla. Napt. pokud jsou pfedmétem pozorovani pouze nevymeénitelné protony ve
vzorku, lze se problému s potlacenim vody v podstaté vyhnout pouzitim >99,9 %
deuterovanych rozpoustédel — D20 na misto H20 (Emwas et al. 2019). Mimo metod
nahrazovani rozpoustédla, které ¢asto vyzaduji lyofilizaci, jsou k dispozici také techniky NMR
pulzni sekvence pro potlaceni rozpoustédla a dvourozmérné (2D) NMR, tyto metody vSak

obvykle nejsou vhodné pro rutinni metabolomickou analyzu a jsou ¢asové naro¢né (Jézequel et
al. 2015).
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Jiz od staroveku lidé vyuzivali télesné tekutiny jako jsou sliny, mo¢ a pot k diagnostice
ruznych onemocnéni. Vyvoj a aplikace analytickych metod pro detailni analyzu télesnych
tekutin  vedly kobjevu fady biomarkeri onemocnéni. NMR je zaclenéna do
multidisciplinarniho ptistupu ke zménam profilu v malych molekulach spojenych s nastupem a
progresi lidskych onemocnéni. NMR poméha pii identifikaci biomarkerii pro rtizné typy
rakoviny, neurologickych onemocnéni, genetickych poruch a infekénich onemocnéni.
Specifické metabolity korelujici s onemocnénim a potencialni biomarkery mohou byt
identifikovany pomoci dvourozmérnych NMR experimenti v kombinaci s chemometrickymi
technikami, které zahrnuji S-grafy a zatézové grafy (Gebregiworgis & Powers 2012). Jednim
ze vzorki, ktery lze takto analyzovat, je stolice ¢i fekalni extrakt. Vzhledem ke kontaktu a
piechodnému pobytu v tlustém stfeveé a konecniku nese stolice mnoho uzite¢nych informaci o
zdravotnim stavu jak tlustého stfeva, tak kone¢niku. To je potencialné uzite¢né pro neinvazivni
diagnostiku kolorektalniho karcinomu a zanétlivého onemocnéni stiev, tedy dvou velmi castych
sttevnich onemocnéni, které predstavuji vyznamné problémy. Vyzvou pro tuto metodu je
extrahovat uzite¢né informace z komplexniho vzorku, ktery obsahuje rGzné druhy bakterii,
kone¢né produkty traviciho procesu (s nestravenym materialem) a epitelidlni buniky tlustého
stfeva (Bezabeh et al. 2009). Vzhledem k tomu, Ze se o¢ekava, ze patologické stavy narusi
homeostazu, coz povede ke zméné hladin nebo profili metabolitd, ma metabolomika velky
potencial v diagnostice a monitorovani onemocnéni, zejména pokud je zalozena na vzorcich,
které lze odebrat neinvazivné, jako je dale také krev a mo¢. Od roku 2008-2014 bylo
publikovano vice nez 140 praci zaméfenych na vyzkum nemoci s vyuzitim metabolomiky
biotekutin (zahrnujicich pfedev§im krevni plazmu a sérum, ale také moc a dalsi biotekutiny

v

metod (Duarte et al. 2014).
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4 Metodika
4.1 Celkovy design

V ramci interven¢ni randomizované studie The Effect of Micronutrient Supplementation
on Gut Microbiome Composition and Function (Multigut) provadéné na Glasgow University,
byl zkouman vliv dopliiovani mikrozivin na sloZeni a funkci stfevni mikrobioty u zdravych
jedinctl. Ugastnici byli pozadani, aby provedli dvé opakovani, mezi nimiz doglo k 15dennimu
vymyvéni suplementu. Ugastnici studie, ktefi byli zatazeni do skupiny uZivajici suplementy,
byli pozadéani, aby konzumovali ke své bézné stravé po dobu 10 dnii volné prodejny
multivitaminovy dopln&k stravy v dévce jedna tableta za den. Ugastnici nasledné poskytli
vzorky stolice a moci pred zahdjenim intervence a poté také na konci 10denni suplementace.
Béhem 10 dnt byli ucastnici pozadani, aby zaznamenavali stravu, kterou konzumuji, do
poskytnutych stravovacich deniki. Ugastnici, ktefi byli zafazeni do kontrolni skupiny, byli
pozadéni, aby poskytli stejny pocet vzorki, ve stejnych intervalech, jako suplementacni
skupina, tzn. na zacatku a poté po 10 dnech suplementace. Suplementace u nich vSak
neprobihala. Utastnici byli také pozadani, aby co nejpiesn&ji zopakovali stravovani, které
dodrzovali béhem prvni periody. Mezi dvéma sledovanimi probihalo 15denni wash-out obdobi
s cilem navratit vlastnosti a skladbu stfevni mikrobioty zpét na vychozi Groven. Studie byla
vyhodnocena na zékladé posouzeni zmén ve sloZeni stfevni mikrobioty na zakladé
metabolomiky stolice a mo¢i. Design studie je zndzornén na Obrazku 3.

Perioda 1 CROSSOVER Perioda 2

i | o

Gt e (s st res )
(= \*il

ODBER
VZORKU

ODBER
VZORKU

ODBER ODBER
VZORKU VZORKU

Obrazek 3 Design studie

4.1.1 Demografie ucastniki studie

V ramci studie bylo zpracovano 116 vzorkit moci a 116 vzorki stolice. Podminkou pro
pfijeti ucastnikl do studie byla vékova hranice 18 let a vice, dobrovolnici museli byt zdravi. Do
studie byli pfijati muzi i Zeny. Kritériem pro vylouceni ze studie byly velké stfevni operace
provedené v minulosti, nestabilni hmotnost, uzivani probiotik, mikronutrientd, antibiotik, ¢i
steroidl v poslednich tfech mésicich pied zacatkem studie ¢i ti€ast na dal$ich vyzkumech.
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4.1.2 Chemikalie, pFistroje a software
Chemikalie

e NMR pufr - 1,5M K2HPO4, 1,5M NaH2P0O4, 5mM TSP ((3-(trimethylsilyl)-
propionate-2,2,3,3-d4), 0,2% NaN3 v 99% deuterium oxidu, pD 7,4

Spoti‘ebni material

e Mikrozkumavky znacky VWR 1,5 ml (CZ)
o Pipetovaci spicky znacky Eppendorf (CZ)
e« NMR kyvety Norell 5 mm, High-Throughput 7 Standard series (USA)

Pristroje

Pipety VWR 20-200 pl a 100-1000 pl (CZ)

Vortex IKA MS 3 Basic (DE)

Centrifuga Rotanta 460R Hettich Zentrifugen (DE)

NMR spektrometr Avance 111 Bruker s *H frekvenci 500,23 MHz (DE)

Software

Topspin 3.5 pl7, Bruker (DE)

Chenomx NMR suite 8.4, Chenomx Inc. (CA)
MNova 12, Mestrelab Research (ESP)
Metaboanalyst 4.0 (CA)

4.1.3 Priprava vzorka pro NMR analyzu

Vzorky z biobanky byly rozmrazeny a centrifugovany pii teploté 4°C a 1500 ot./min.
po dobu 10 minut. Nésledn¢ bylo pipetovano 630ul kazdého vzorku do Eppendorf zkumavek,
do kterych bylo ptidano 70ul NMR pufru (pH 7,4). Vzorek byl tedy zfedén v poméru 1:10
ajeho celkovy objem byl 700ul. Vzorky byly dale homogenizovany na vortexu po dobu
1 minuty, dale znovu centrifugovany na ptedchlazené¢ odstfedivce pfi teplot€¢ 4°C
a 15000 ot./min. po dobu 10 minut. Na zavér bylo pipetovano 600ul supernantu do NMR kyvet.

Proces ptipravy vzorki pro NMR analyzu je vyobrazen na Obrézku 4.

e ————> Rozmrazeni Pfiddni NMR pufru
+ centrifugace

Odbér supernantu do Centrifugace
NMR kyvet

Obrazek 4 Postup pripravy vzorkit pro NMR analyzu
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4.1.4 NMR méreni a analyza dat

Vsechny vzorky byly analyzovany pomoci spektrometru Bruker Avance I1I, s frekvenci
'H 500,23 MHz pii teplot& 298K (25 °C). Vsechna *H NMR spektra byla ziskana a zpracovana
za stejnych podminek. Bylo vyuzito pulzni sekvence (1D NOESY), aby doslo k potlaceni
signalu zbytkové vody na 4,708 ppm. Pro kazdy vzorek bylo méfeno 128 skenti a 4 dummy
skeny, pocet datovych bodi 64k, s pouzitim spektralni Sitky 8KHz, fixni zisk pfijimace 8,
akvizicni ¢as byl 4 s, smésovaci ¢as 0,1 s.

Spektra byla Fourier.transformovana fazovana a baseline-korigovana v programu
Topspin. Byla také provedena exponencialni multiplikace a Gprava reference na signal TSP
(0,000 ppm). V programu Chenomx Processor (Chenomx, Kanada) byla provedena korekce
shimu a kalibrace CSI. V Chenomx Profiler bylo identifikovano celkem 21 metabolitd ve
vzorcich stolice a 8 metabolit ve vzorcich moci.

4.1.5 Statistické zpracovani dat

Data byla statisticky zpracovana v programu Metabonalyst (Kanada,
https://www.metaboanalyst.ca). Pii statistickém zpracovani byla vypocétena relativni FC (Fold
Change), tedy nasobek zmény mezi intervenci a kontrolou. Bylo ignorovano, v jakem rameni
se vzorek nachdzi, tedy zdali se jedna o kontrolu ¢i intervenci, v potaz bylo brano pouze zdali

se jedna o vzorek méteny pred podanim ¢i po podani multivitaminového suplementu. Dale byla
provedena PCA analyza, data byla normalizovana pomoci automatického skalovani. Byl
proveden také neparametricky Wilcoxonuv test. Nasledn¢ byla data vizualizovana
prostfednictvim boxplott.
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5 Vysledky

V Chenomx Profiler bylo identifikovano celkem 21 metabolitt ve vzorcich stolice a 8
metabolitl ve vzorcich moci. VSechny identifikované metabolity jsou vyobrazeny na
Obrazku 5 a 6. V tabulce 2 byla zaznamenana jejich p-hodnota, median a FDR (False
Discovery Rate), tedy pomér poctu fale$né pozitivnich vysledki k poétu celkovych
pozitivnich vysledkt testu. Na rozdil od p-hodnoty, kterd udava kolik procent vSech testti
povede Kk falesné pozitivnim vysledkim, hodnota FDR udava, kolik procent vyznamnych
testd povede k falesné pozitivnim vysledkim.

Jako statisticky prukazny byl vyhodnocen pouze vyskyt kyseliny hippurové v moci
(p=0,024334) tyrosinu v mo¢i (p=0,04552) a treoninu ve stolici (p=0,0092162). Déle byla
provedena PCA analyza, data byla normalizovana pomoci automatického Skalovani. Na
Obréazku 7 1ze pozorovat vyrazné&jsi separaci v PC1 (26,9 %) a PC2 (11,7 %) a také

v komponentu PC 4 (6,3 %) a PC5 (5,9 %).

NMR spektrum stolice
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Obrazek 5 NMR spektrum stolice a identifikované metabolity

34



NMR spektrum moci

1 Kreatin
2 Kreatinin
3 Glycin

4 Kyselina hippurova

5 Methanol

6 Trimethylaminoxid

7 Tyramin
8 Tyrosin

2

Urine files/Mnova filgs 1- 116

Lo

4.5

d M
llxuh

4.0 35

' JIA ,l\' i

|

2.5
f1 (ppm)

3.0
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Tabulka 2 Metabolity identifikované v NMR spektru

1 (ppm)

L ML,

rlN“«"LLuW'ﬂlw Wi kl.u 2

Ny

Metabolity identifikované v NMR spektru

p-hodnota medidn FC! kontrola ;:::ileln];c‘ce: FDR?
Acetat-ST® 0.21324 1.228744282 1.179669451 0.88057
Arabin6za-ST 0.94907 1.061154879 0.86930202 0.94907
Butyrat-ST 0.38084 0.78759037 1.336110194 0.91217
Kreatin-UR* 0.60888 1.096909593 0.976491142 0.91217
Glukdza-ST 0.68557 0.685020226 0.805021114 0.91217
Glycin-UR 0.28426 0.923735599 0.8450556 0.88057
Kyselina hippurova-UR | 0.024334 1.202640786 0.957086133 0.34068
Cholin-ST 0.66995 0.823264593 1.089895654 0.91217
Isobutyrit-ST 0.45488 0.889101155 0.990417276 0.91217
Isoleucin-ST 0.46794 0.811621347 0.998992423 0.91217
Isovalerat-ST 0.16885 0.899793195 1.330103422 0.88057
Laktat-ST 0.78186 1.126069121 1.098388379 0.91217
Leucin-ST 0.31449 1.100338399 0.964487669 0.88057
Lysin-ST 0.56473 1.037316145 0.899726219 0.91217

! FC — fold change

2 FDR - false discovery rate

3 ST—stool
4 UR —urine
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p-hodnota medidn FC 5 kontrola
Methanol-UR’ 0.89834 0.836417014
Methylamin-ST? 0.66995 0.931433179
Fenyalacet4t-ST 0.84801 1.036638227
Fenylalanin-ST 0.66995 0.857434183
Propoinat-ST 0.78186 1.153410992
Sukcinat-ST 0.73321 0.784846295
Treonin-ST 0.0092162 0.745233486
Trimethylaminoxid-UR | 0.71721 1.049387264
Trimethylamin-ST 0.45488 1.029314426
Tryptofan-ST 0.91522 0.716248249
Tyramin-UR 0.25601 1.823636782
Tyrosin-ST 0.31449 0.821690826
Tyrosin-UR 0.04552 1.187652297
Valert-ST 0.14937 1.242086012
Scores Plot
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Obrézek 7 PCA analyza uktazujici mirnou separaci vzorkii pro komponenty PC1 a PC2, PC4

a PC5

5 FC —fold change

6 FDR — false discovery rate

7UR — urine
8 ST— stool

36

median FC
intervence
0.845626802

1.297889571
1.158396625
0.968011639
1.002032784
1.258190929
1.576131054
1.044092148
1.046907773
0.953917429
0.75599767

0.93841582

0.805432151
1.288008193

FDRS

0.94907
0.91217
0.94907
0.91217
0.91217
0.91217
0.25805
0.91217
0.91217
0.94907
0.88057
0.88057
0.42485
0.88057

Scores Plot

PCS(59%)

T T
2 0

PC4(63%W)

~




Dale byl proveden neparametricky Wilcoxonlv test, ktery testuje hypotézu rovnosti
distribu¢nich funkci na zdklad¢ ovéfeni symetrického rozlozeni sledované nahodné veliiny.
Vypocet testu vychdzi z parovych hodnot dvou méfeni na jednom vybérovém souboru.
Vysledky testu vyobrazené v Tabulce 3 poukazuji na statisticky vyznamny vyskyt tfech
metaboliti: treoninu ve stolici (p=0,0092162), kyseliny hippurové v moci (p=0,024334) a
tyrosinu v moci (p=0,04552), u ostatnich metaboliti se p-hodnota pohybovala jiz nad p=0,005
a nelze tedy predpokladat, Ze je jejich vyskyt statisticky vyznamny. V ptipad¢ treoninu ve
stolici Ize pozorovat narust jeho hodnot medianu v kontrole z 0,745233486 na 1,576131054
Vv intervenci. Byla vypoctena FDR 0,25805 a lze tedy piedpokladat, ze se jedna o dilo nahody
zpouhych 26 %. Taktéz byl pozorovan mirny narist v medianu tyrosinu v kontrole
2 0,821690826 na 0,93841582 v intervenci pti FDR 0,42485.

Pozitivni zmény u ostatnich metabolitli nebyly patrné, naopak u nékterych metabolitii
doslo k poklesu jejich vyskytu, mize se v§ak jednat o nahodné zjisténi. U Kyseliny hippurové
doslo k poklesu, kdy pro kontrolu byl vypo¢ten median 1,202640786 a intervence klesla na
0,957086133 pii FDR 0,34068.

Tabulka 3 Wilcoxoniiv test

Wilcoxonuyv test

p hodnota medién FC ° medidn FC intervence =~ FDR!0
kontrola
Treonin-ST!! 0.0092162 0.745233486 1.576131054 0.25805
Kyselina hippurov4-UR!? 0.024334 1.202640786 0.957086133 0.34068
Tyrosin-UR 0.04552 0.821690826 0.93841582 0.42485
Valerat-ST 0.14937 1.242086012 1.288008193 0.88057
Isovalerat-ST 0.16885 0.899793195 1.330103422 0.88057
Acetat-ST 0.21324 1.228744282 1.179669451 0.88057
Tyramin-UR 0.25601 1.823636782 0.75599767 0.88057
Glycin-UR 0.28426 0.923735599 0.8450556 0.88057
Leucin-ST 0.31449 1.100338399 0.964487669 0.88057
Tyrosin-ST 0.31449 0.821690826 0.93841582 0.88057

Data byla vizualizovana prostfednictvim boxplotl, tedy prostfednictvim vizualizace
numerickych dat pomoci kvartili. Na Obrazku 8 je vyobrazen nartst koncentrace treoninu ve

® FC —fold change

19 FDR - false discovery rate
11 ST stool

12 UR — urine

37



stolici v intervenci oproti kontrole, pokles kyseliny hippurové v moci, kde se v kontrole
vyskytovaly vy$$i koncentrace nezli v intervenci a pokles tyrosinu v mo¢i — vyssi koncentrace
byla v kontrole nezli v intervenci, coz neni shodny vysledek, ktery byl vyhodnocen pomoci
Wilcoxonova testu, kde koncentrace naopak mirné€ stoupala. MliZe se vSak jednat o ndhodna
zjisténi.

Treonin - stolice Kyselina hippurova - mo¢ Tyrosin - mo¢

204 . . .

104

Koncentrace
.

Koncentrace

Koncentrace

Kontrola Intervence Kontrola Intervence Kontrola Intervence

Obrazek 8 Boxploty statisticky priikazné odlisnych latek
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6 Diskuze

V ramci studie byl zjiStén statisticky prikazny rozdil v koncentracich tfech metabolitd,
jejichz hladina rostla ¢i klesala v zavislosti na pfijmu multivitaminovych doplikt stravy.
Rozdily v hladinach koncentraci metabolitii byly pozorovany u treoninu v moci, kyseliny
hippurové v moci a také tyrosinu ve stolici.

Treonin je esencidlni aminokyselinou vyskytujici se v travicim traktu. Vznika
z asparaginu, ktery nebyl v ramci této studie zménén. Treonin také ovliviiyje integritu stfevni
sliznice, kterd je nezbytna pro traveni a vstfebani Zivin, stejné tak funkci slizniéni bariéry.
Nedostatek ¢i nadbytek treoninu v potravé ma negativni nasledky pro integritu a bariérovou
funkeci stfevni sliznice. Treonin také ovlivituje vySku klki, hloubku krypt, pocet pohérkovych
bun¢k a syntézu mucinu, ale mechanismy, kterymi k této regulaci dochazi, je potieba dale
zkoumat (Mao et al. 2011). Esencialni aminokyseliny, mezi které se treonin fadi, mohou zvysit
expresi stievniho B-defensinu, malého endogenniho kationtového polypeptidu, ktery funguje
jako Sirokospektralni antimikrobidlni latka, a tudiz mohou potencialné ovlivnit slozeni
sttevniho mikrobiomu a nésledné také metabolity, které mikrobi produkuji. Esencidlni
aminokyseliny i aminokyseliny s kratkym fetézcem, které jsou produkovany mikrobiotou, maji
vliv na rovnovahu lipidi a metabolismus glukdzy. Podani vétvenych aminokyselin s kratkym
fetézcem, které jsou produkovany mikrobiotou, miize vést ke zvySenému uvoliiovani GLP-1
Z enterocytll a sniZzeni exprese genil zapojenych do transportu mastnych kyselin ve stfeve
a lipogenezi. Esencidlni aminokyseliny také mohou ovliviiovat mnozstvi stfevnich metabolith
prostiednictvim produkce cholecystokininu a kontrakce Zluéniku (Bifari et al. 2017). Zvyseni
koncentrace treoninu ve stolici po podani suplementu muze byt zpiisobeno zménou sloZeni
mikrobioty ¢i fermenta¢niho profilu aminokyselin, které jsou produkovany mikrobialnimi
kmeny. Bez znalosti pfesného sloZzeni multivitaminového piipravku, ktery byl ucastnikiim
studie podavan, je vSak obtizné popsat tento trend podrobnéji.

Ve vzorcich moc¢i dale doslo k poklesu kyseliny hippurové. Zmény v koncentracich
kyseliny hippurové vSak pravdépodobné nejsou plauzibilni. Kyselina hippurova je konjugatem
glycinu a kyseliny benzoové a je v t€le se bézné vyskytujicim metabolitem. Vznika z dietnich
proteind a také kyseliny chinové, ktera je odpovédna za biosyntézu esencialnich aminokyselin,
jako je tryptofan, fenyalanin a tyrosin. Kyselina chinova se metabolizuje nejen na kyselinu
hippurovou, ale také na antioxida¢ni aminokyseliny a vitaminy (Pero 2010). Je tedy mozné, Ze
doslo k odlisnému metabolismu kyseliny chinové, kdy byl vznik kyseliny hippurové minoritni
a doslo k narGstu koncentrace aminokyselin ¢i vitamint. Pfitomnost kyseliny hippurové v moci
je také spojovana s konzumaci ovoce a zeleniny ¢i ovocnych a zeleninovych st'av (Krupp et al.
2012). Dale se jeji mnozstvi zvySuje také po konzumaci kakaa, kavy ¢i Caje. ZvySena
konzumace ptedev§im Cerného ¢aje obsahujiciho kyselinu benzoovou, jiz byla spojena
s vyznamnym (p=0,00017) zvySenym vylu¢ovanim kyseliny hippurové (Clifford et al. 2000).
Nartstajici mnozstvi kyseliny hippurové mtize byt zptisobeno také konzumaci brusinkového
dzusu. Existuje mozZnost vyuziti kyseliny hippurové jako mocového antiseptika, diky efektu
snizeni pH moci (Bodel at al. 1959). Vzhledem k ¢etnému vyskytu kyseliny benzoové
v béznych potravinach je mozné, Ze doslo ke zvySenému piijmu téchto potravin v kontrolnim
rameni a Vv dasledku zvySené konzumace téchto potravin bylo docileno zvyseni hladiny
kyseliny hippurové v mo¢i ucéastnik, ktefi nepfijimali dopliiky stravy.
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V interven¢nim rameni byl zaznamenan nartst koncentrace tyrosinu ve vzorcich moci ve
srovnani s kontrolnim ramenem. Tyrosin vznika mikrobialni fermentaci z bilkovin piijatych ze
stravy (Oliphant & Allen-Vercoe 2019). Jedna se o aromatickou aminokyselinu, ktera pfispiva
k normélni syntéze dopaminu (Daubner et al. 2011). Ke zmén¢é hladiny tyrosinu mohlo dojit
piimo, v disledku zmény skladby mikrobioty a naslednému posunu ve fermenta¢nim profilu
aminokyselin. Ke zmén¢ skladby mikrobioty mohlo dojit v disledku netplného vstiebani
vitamint v proximalnim tenkém stfevé a nasledné piimé modulaci mikrobioty ¢i pomoci
nepiimych mechanismt nebo systémové cirkulace.

Ve vzorcich stolice byl také pozorovan nartst butyratu, vysledky vSak nebyly statisticky
prikazné (p=0,38084). Butyrat funguje jako energeticky substrat pro bunény metabolismus
Vv epitelu tlustého stieva, pisobi jako silny inhibitor histondeacetylazy a ptisobi proti potlaceni
zanétu. Hlavnimi producenty butyratu jsou bakterie kmene Firmicutes (Lin & Zhang 2017). Je
tedy pravdépodobné, Ze doSlo k nariistu bakterii tohoto kmene a nasledné vyssi produkci
butyratu. Butyrat vSak mize dale také vznikat z laktatu, ktery je ptitomen ve stolici ¢asto pouze
v zanedbatelné mife. Je tedy mozné, Ze doslo k nartstu laktatu, ktery se dale metabolizoval na
butyrat. Ve vzorcich byl v§ak pozorovan u vyskytu laktatu ve stolici mirny pokles, vysledky
vSak nejsou statisticky prikazné a je tedy pravdépodobné, Ze jsou dilem néhody.

Dalsi mastnou kyselinou s kratkym fetézcem hojné se vyskytujici ve stolici je acetat, ktery
je nezbytnym metabolitem pro rlst jinych bakterii. Acetat je v lidském téle vyuzivan pfi
metabolismu cholesterolu a lipogenezi (Rowland et al. 2018). Ve vysledcich byl vSak
pozorovéan jeho pokles v intervenci oproti kontrole. Vysledky nebyly statisticky prikazné, a tak
pravdépodobné nejsou plauzibilni. Kdyby vsak k poklesu acetatu doslo, ovlivni tento pokles
skladbu mikrobialniho profilu. Napt. pro Faecalibacterium prausnitzii je vyskyt acetatu
limitujicim faktorem pro jeji rist. F. prausnitzii je producentem napt. butyratu a je tedy mozné,
ze pokles této bakterie ve stfevé by mohl zptlisobit také nizsi vyskyt butyratu. Koncentrace
butyratu v této studii vSak rostly, a tak neni pravdépodobné, Ze k poklesu mnozstvi této bakterie
¢i acetatu doslo.

Enzymaticka aktivita, ke které dochazi mezi mikrobiotou a hostitelem, je soucasti ptemény
cholinu na toxické metylaminy (Tremaroli & Béackhed 2012). Ve vysledcich studie byl
pozorovan narust cholinu, avSak byl také statisticky neprikazny. Cholin je sou¢ésti bunéénych
membran a je ziskavan pfevazné z potravy, nicméné miize byt syntetizovan i hostitelem. Stfevni
mikrobiota cholin ddle metabolizuje na trimethylamin, jehoz narist byl ve vysledcich studie
také pozorovan. Trimethylamin vSak miZe byt metabolizovan také z L-karnitinu ¢&i
fosfatidylcholinu. Trimethylamin mtZe byt dale metabolizovan v jatrech na trimethylamin-N-
oxid (TMAOQ), proaterogenni a protrombogenni latku — tato transformace miiZe snizit hladiny
biologicky dostupného cholinu (Tremaroli & Béackhed 2012). VétSina TMAO je vsak
vyloucena za fyziologickych okolnosti ledvinami do moci, jak bylo pozorovano i v naSich
vysledcich.

Je v8ak nutné dodat, ze mnoho naSich vysledkl nebylo statisticky prikaznych a ze vzorka
moci a stolice analyzovanych pomoci metabolomiky lze odvozovat probihajici procesy
Vv gastrointestinalnim traktu pouze neptimo. Studii by bylo vhodné doplnit o analyzu skladby
sttevniho mikrobiomu.

40



[ Zavér

Po podavani multivitaminovych doplikt stravy doSlo k vyznamné zméné€ koncentraci tii
metabolith ve vzorcich moc¢i a stolice. Bylo zjisténo, Zze po 10denni suplementaci
multivitaminovymi dopliikky stravy doSlo k nardstu koncentrace treoninu ve vzorcich stolice
oproti kontrolni skuping. Tento narhst koncentrace treoninu ve vzorcich stolice po podani
suplementu by mohl byt zpisoben zménami ve skladbé mikrobioty ¢i zménami ve
fermentacnim profilu nejen aminokyselin v disledku skladby mikrobialnich kmena. Je vSak
velmi obtizné tento trend popsat bez znalosti presné skladby multivitaminového ptipravku,
ktery byl ucastnikiim studie podavan. Ve vzorcich moci Gcastniki studie konzumujicich
multivitaminové suplementy dale doslo k neo¢ekavanému poklesu kyseliny hippurové, ktera je
konjugatem glycinu a Kkyseliny benzoové a je metabolizovana z kyseliny chinové.
Predpokladame tedy, Ze doSlo k odliSnému metabolismu kyseliny chinové za minoritniho
vzniku kyseliny hippurové, a naopak dominantniho vzniku jinych aminokyselin a vitaminu.
Vys$si koncentrace kyseliny hippurové v kontrolnim rameni jsou pfisuzovany moznému
vy$§imu piijmu potravin s pfirozenym vyss$im vyskytem kyseliny benzoové, jako je ¢erny caj,
kakao, kava ¢i ovocné stavy. Suplementace vedla k nariistu hladiny tyrosinu ve vzorcich moci
ve srovnani s kontrolni skupinou, coz by mohlo byt zpisobeno zménou skladby mikrobioty
a naslednym posunem ve fermenta¢nim profilu aminokyselin.

Byla potvrzena hypotéza, Ze suplementace multivitaminy vede ke zméné slozeni
mikrobiomu stfeva, a tedy 1 stolice a metabolitil, které se v ni nachazeji. Aby byl objasnén
pfesny mechanismus téchto zmén, bylo by zapotiebi provést dalsi studie doplnéné mimo jiné
0 analyzu slozeni sttevniho mikrobiomu.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

1D Jednorozmeérné

2D Dvourozmérné

AhR Aryl uhlovodikt

CA Kanada

CTDS Kolon cilené transportni systémy

cz Ceska republika

DACH Némecky mluvici zemé — Némecko (D), Rakousko (A), Svycarsko (CH)
DDD Doporucena denni davka

DE Némecko

DNA Deoxyribonukleova kyselina

ESP Spanélsko

FC Fold Change

FDR False Discovery Rate

FFAR3 Receptor volnych mastnych kyselin

GC-MS Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
GLP-1 Glukagon-like peptid

GPCR Receptor sptazeny s G-proteinem

GPR43 Receptor mastnych kyselin s kratkym fetézcem

IEL Intraepitelialni lymfocyty

ILC Ptirozené lymfoidni bunky

ILF Izolované lymfoidni folikuly

U Mezinarodni jednotka

L-bunky Vysoce specializované stievni endokrinni bunky produkujici inkretiny
LC-MS Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
MVMM Multivitaminové a multimineralové dopliky

NAFLD Nealkoholové ztu¢néni jater
NHANES Ill Tteti narodni prizkum zdravi a vyzivy
NK buiky  Natural killer cells

NMR Nuklearni magneticka rezonance
NOC N-nitroso slou¢eniny

PCA Analyza hlavnich komponent

SCFA Mastné kyseliny s kratkym fetézcem
SFB Segmentované vl&knité bakterie
Th17 Pomocné T lymfocyty

TMAO Trimethylamin-N-oxid

UK Spojené kralovstvi

USA Spojené staty americké

UvB Stiednévinné ultrafialové zareni
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