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Katabolismus rutinu v lidském travicim traktu jeho
stanoveni s pomoci in vitro modelu v kombinaci
s nuklearni magnetickou rezonanci

Souhrn

Velké mnozstvi flavonoidi jsou (poly)fenolové slouc¢eniny piirodniho ptivodu, které se
nachézeji zejména v ovoci a zelenin€, a tvoii tak soucast rostlinné stravy clovéka. Rutin je
flavonolovy glykosid a za jeho hlavni zdroj v potrave je povazovana pohanka. Béhem traveni
prochézi az do tlustého stfeva, kde je pomoci stfevni mikrobioty metabolizovan zejména na
fenolové kyseliny. Teoretickd cast této prace se zabyvala i zménami ve slozeni stfevni
mikrobioty a souvislostmi se zdravim. Pro identifikaci metaboliti pfitomnych ve vzorku byla
pouZzita nuklearni magneticka rezonance, ktera ma schopnost detekovat najednou vSechny latky
nesouci vodik. Cilem této prace bylo ovétit vhodnost NMR pii katabolismu rutinu v lidském
tlustém stfeveé. Déle bylo posuzovéano, zda rutin ovlivituje spektrum mastnych kyselin
s kratkym fetézcem po jeho pridani do média. Byla téz zhodnocena produkce metabolitii z jeho
rozkladu.

Byla provedena pilotni studie se dvéma darci. Byly odebrany vzorky cerstvé stolice,
které byly fermentovany v médiu s obsahem rutinu a bez a analyzovany pomoci nuklearni
magnetické rezonance, NMR 500 MHz. Spektra byla manudln¢ upravena, analyzovana pomoci
programu Chenomx a nasledn¢ vyhodnocena v programu SPSS Statistics. Celkem jsme
z ptiblizn€¢ 50 moznych sloucenin viditelnych ve spektru kvantifikovali 6, z toho 4 mastné
kyseliny s kratkym fetézcem, na kterych se odrazila mozna antimikrobidlni aktivita latky, a dva
derivaty fenyloctové kyseliny pochazejicich z katabolismu rutinu.

Pilotni studie neukdzala vliv na produkci SCFA, ale ukéazala rozdily mezi darci
v produkci metabolitii. Bylo potvrzeno, ze NMR je vhodnad metoda na stanoveni katabolismu
rutinu v tlustém stieve.

Klic¢ova slova: Stolice, fermentace, metabolickd kapacita, antioxidanty, staii



Rutin catabolism in human digestive tract and its
assassment using in vitro model combined with nuclear
magnetic resonance

Summary

A lagre number of flavonoids are (poly)phenolic compounds of natural origin that are
present especially in fruits and vegetables and they are part of the plant component of the diet.
Rutin is a flavolon glycoside and buckwheat is considered to be its main source in food. During
the process of digestion it passes into the large intestine, where it's metabolized by intestinal
microbiota mainly to phenolic acids. The theoretical part of this work also dealt with changes
in the composition of the intestinal microbiota and the connection to health. For identifying
metabolites in the sample was used nuclear magnetic resonance, which has the ability to detect
all substances bearing a hydrogen. The aim of this work was to verify the suitability of NMR
in the catabolism of rutin in the human colon. It was further assessed whether rutin affects the
spectrum of short chain fatty acids after its addition to the medium. It was also evaluated the
metabolites of rutin decomposition.

Pilot study was performed with two donors. Fresh stool samples were taken, fermented
in rutin containing medium and without, and analyzed by nuclear magnetic resonance, NMR
500 MHz. The spectra were manually adjusted, analyzed by Chenomx and evaluated in the
SPSS Statistics. In total, of the approximately 50 possible compounds visible in the spectrum,
we quantified 6, of which 4 were short chain fatty acids, which reflected the possible
antimicrobial activity of the substance, and two phenylacetic acid derivatives arising from the
catabolism of rutin.

The pilot study didn't show an effect on SCFA's production, but showed differences
among donors in metabolite production. NMR has been shown to be a suitable method for
determining the catabolism of rutin in the colon.

Keywords: stool, fermentation, metabolic capacity, antioxidant, age
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1 Uvod

Sekundarni metabolity jsou slouceniny produkované rostlinami, které vSak nejsou
nezbytné nutné pro jejich zakladni zivotni funkce. Kromé toho, Ze rostlin€ poskytuji naptiklad
ochrannou schopnost, maji i pfiznivé ucinky na zdravi ¢lovéka. Tyto slouceniny jsou dale
metabolizovany v lidském travicim traktu. Mezi sekundérni metabolity rostlin se fadi i
flavonoidy a konkrétné i rutin, ktery je v této praci zkouman. Flavonoidy jsou polyfenoly, které
se vyskytujici nejen v kvétech, ovoci a zelening, ale i ve vyrobcich jako je kava, ¢aj, vino nebo
med.

Rutin je flavonolovy glykosid, ktery se syntetizuje zejména ve vysSich rostlinach, kde
chréani rostlinu ptred ultrafialovym zarenim. Rutin se vice vyskytuje ve stopkéch, stoncich ¢i
hornich c¢astech listi ve srovnani s ostatnimi Castmi rostliny. Chemicky se rutin sklada
z fenolové Casti, kterd je spojena s molekulou cukru, coz sice snizuje jeho biologickou aktivitu,
ale c¢ini molekulu rozpustngj$i v polarnich rozpoustédlech. Mikrobiota stfeva vytvari
glykosidazy, které jsou schopné uvolnit aglykonovou ¢ast z cukru a také produkuje fenyloctové
kyseliny. Rutin také posiluje kapilary krevnich cév diky jeho vysoké antioxidacni aktivité a
schopnosti vychytavat volné radialy. (Patel & Patel 2019)

Metabolomika je obor zabyvajici se kvalitativnim i kvantitativnim popisem vSech
metabolitd pfitomnych ve zkoumaném biologickém vzorku. Pro identifikaci metaboliti ze
stolice se v dnes$ni dob¢ nejvice pouzivaji 2 metody: nuklearni magnetickd rezonance (NMR)
nebo hmotnostni spektrometrie (MS). Na NMR je cenny jeji univerzalni a necileny piistup,
dany schopnosti detekovat najednou ve vzorku veskeré latky nesouci vodik. (Pelantova 2015)
Ptiprava vzorki pro NMR analyzu je vétSinou rychla a jednoducha. Proces zahrnuje odbér
vzorku, jeho pfipravu pro analyzu, méfeni spekter pomoci NMR, upravu namétfenych dat a
identifikaci metaboliti.



2 Cil prace

Ove¢tit vhodnost nuklearni magnetické rezonance (NMR) na stanoveni katabolismu rutinu
v modelu tlustého stfeva. Stolice nékolika probandii byla fermentovana v médiu s obsahem
rutinu. Byl stanoven vliv rutinu na spektrum mastnych kyselin s kratkym fetézcem ve
fermentacnim médiu a produkce metaboliti pochazejici z rozkladu aglykonu rutinu—kvercetinu
s pomoci NMR. V ramci této pilotni studie byla testovana hypotéza, ze NMR je vhodna metoda
na stanoveni katabolismu rutinu v rozséhlejSich studiich, s pokrytim vSech jeho hlavnich
metabolitl, navic s moZnosti studovat ovlivnéni dalSich neptimo souvisejicich zmén sttevniho
metabolomu.
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3 Literarni reSerse

3.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou rozséhlou tfidou pfirodnich polyfenolovych sloucenin. (Russo et al.
2000) Jejich nazev byl odvozen z latinského slova flavus, ktery oznacuje Zlutou barvu, a mnoho
z téchto latek je zodpoveédnych za zbarveni kvétt, zloutkl nebo listi na podzim. (Sharma et al.
2013) Bézn¢ se nachazeji v ovoci, zelening, ofechach, semenech, stoncich a kvétech, ale i v ¢aji,
ving, propolisu a medu a predstavuji tak Castou slozku lidské stravy. Po staleti se ptipravky
obsahujici tyto latky jako hlavni fyziologicky aktivni slozky pouzivaji k 16cbé lidskych chorob.
(Cushnie & Lamb 2005) Piedpoklada se, ze mnoho terapeutickych ucinkt flavonoida je
vysledkem jejich silnych antioxidac¢nich vlastnosti a schopnosti odstraniovat volné radikaly.
(Sharma et al. 2013)

Flavonoidy se dale déli na podskupiny, a to na anthokyanidiny, katechiny, flavanony,
flavony, flavonoly a isoflavony. (Panche et al. 2016) Kvercetin (3°4‘-dihydroxyflavonol) je
nejintenzivnéji studovana flavonoidni latka, a to kvili jeji antioxidacni aktivit€ a vyznamné
absorpci ze stravy. Existuje pfevazné v glykosylovanych formach jako je rutin (quercein-3-O-
beta-rutinosid). (Jiang et al. 2007)

3.1.1 Rutin

Rutin je flavonolovy glykosid tvofeny flavonolovym kvercetinem a disacharidem
rutin6zou. (Sharma et al. 2013) Poprvé byl objeven v 19. stoleti v pohance a je téz zndmy jako
vitamin P. (Yang et al. 2008)

Rutin ma mnoho zajimavych ucinkd. Fenolova ¢ast molekuly je spojena s cukrem—
hydrofilni ¢asti molekuly. Tim se biologicky ucinek trochu snizi, ale molekula se stane
rozpustné&jsi. Rutin se v mnoha zemich pouziva jako 1é¢ivo ke snizeni kiehkosti krevnich kapiléar
spojené s nékterymi hemoragickymi onemocnénimi nebo hypertenzi u lidi. (Jiang et al. 2007)
Snizuje vysoky krevni tlak a riziko aterosklerozy. (Kreft et al. 2006)

Byla prokézana antioxidacni aktivita a zdravotni pfinosy rutinu a jeho aglykonového
zbytku, kvercetinu. Naptiklad bylo zjisténo, Ze potkani ve straveé obsahujici 0,2% kvercetin maji
pfiblizné€ o 60 % vice antioxidantl v plasmé nez potkani v kontrolni dieté. Bylo také zjisténo,
ze jak kvercetin, tak rutin snizuji vyskyt nadort tlustého stfeva u mysi vyvolané azomethanem,
karcinogenni slouc¢eninou. SkuteCnosti je, Ze U€inky rutinu a jeho aglykonl prokazané ve
studiich na buiikach a zvitatech mohou nebo nemusi byt pouzitelné nebo relevantni pro ¢lovéka.
(Chin & Garrison 2008)

Rutin je bioflavonoid, ktery se Casto pouziva v kombinaci s vitaminem C, protoze je
nezbytny k jeho vstiebavani. (Chua 2013) Stfevni mikrobiota metabolizuje rutin na fadu
sloucenin, které mohou byt nasledné vstiebavany. Po poziti tvofi rutin metabolity, které
zahrnuji 3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu, 3,4-dihydroxytoluen, m-hydroxyfenyloctovou
kyselinu, 3-methoxy-4-hydroxyfenyloctovou kyselinu (homovanilova kyselina,) a aglykon
kvercetin. (Cervantes-Laurean et al. 2006) Metabolity rutinu jsou dale zndzornény
v obrazku ¢.1.
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Pohanka je povazovana za hlavni zdroj rutinu v potrave. (Yang et al. 2008) Existuje vSak
velkd variabilita obsahu rutinu v semenech pohanky v zavislosti na druhu, odriidé a okolnich
podminkéch, za kterych jsou produkovany. ZvySeni obsahu rutinu v semenech pohanky je jiz
dlouho dulezitym cilem programii zlepSovani plodin. Mezi druhy pohanky, které jsou
péstovany jako lidské zdroje potravy patii pohanka obecna (Fagopyrum esculentum) a pohanka
tatarska (Fagopyrum tatarium). (Jiang et al. 2007)

HO /@\ HO
Hoj : “CH,-COOH HO CHCOOH H3C: i ™ CH,-COOH

3,4-Dihydroxyphenylacetic acid 3-Hydroxyphenylacetic acid Homovanillic acid

OH

OH

OH

HO O
0O-Rhamnoside O‘

OH

OH o

HO. Quercetin

HO CHs

3,4-Dihydroxytoluene

Obrazek ¢€.1: Struktura rutinu a jeho metabolitl v tlustém stfevé (Cervantes-Laurean et al.
2006)

3.2 Strevni mikrobiom

Lidské stfevo je kolonizovano zna¢nym mnozstvim mikroorganismi, zejména bakterii.
(Duda & Tomasz 2015) Toto komplexni spolecenstvi, souhrnn¢ nazyvané jako mikrobiota
(jejich geny jsou znamy jako mikrobiom), obsahuje rizné viry, bakterie, archaea a eukaryoty.
(Knight 2015) V dutiné ustni se nachazi vysoky podet bakterii—10'2. Zaludek obsahuje pouze
10°-10* bakterii, jejunum obsahuje 10°-10° a ileum obsahuje 108-10° bakteriii. AvSak nejv&tsi
pocet bakteridlnich bunék se nachazi v tlustém stfevé (10'' na gram stievniho obsahu).
(Tlaskalova-Hogenova et al. 2011)

Mikrobiota stieva je ve srovnani s jinymi misty té¢la pomérné€ riiznorodd a mezi o¢ividné
zdravymi jedinci existuje znacnd variabilita slozek stievni mikrobioty. (Shreiner et al. 2015)
Vice nez jako ,,spolucestujici je naSe stfevni mikrobiota nezbytnd pro traveni a ziskavani zivin,
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vyvoj a pohyblivost stieva a modulaci imunitniho systému. Je zndmo, ze tada faktorti, vCetné
vyzivy, pohlavi, rasy, etnického ptivodu nebo obezity, formuji a modifikuji mikrobidlni
spolecenstvi, ktera tvofi lidsky mikrobiom. (Hollister et al. 2015) Metabolicka kapacita
sttevniho mikrobiomu je pfiblizné stokrat vétsi nez kapacita lidskych jater. Je to dsledek velké
rozmanitosti bakterialnich druhti tvoticich populaci, a tedy velkého poctu gend, které obsahuji.
(Duda & Tomasz 2015)

Zdravy dospély stfevni mikrobiom je obecné povazovan za stabilni az do vyssiho véku
(napt. 65-100 let), ktery se vyznacuje poklesem stability a funkce mikrobiomu. (Hollister et al.
2015) Charakterizace mikrobiomu u zdravych jedinct je dulezitym pocatecnim krokem k
pochopeni role mikrobiomu v pfispivani ke zdravi, resp. nemoci. (Shreiner et al. 2015)

3.2.1 Vyznam stievniho mikrobiomu

Mikrobiota nabizi hostiteli mnoho vyhod, a to prostfednictvim celé fady fyziologickych
funkci, jako je posileni integrity stfev nebo formovani stievniho epitelu, ziskavani energie,
ochrana pied patogeny a regulace imunity hostitele. Existuje vSak riziko, ze tyto mechanismy
budou naruSeny v dasledku zménéné mikrobidlni kompozice, znamé jako dysbidza.
(Thursby & Juge 2017)

Strevni mikrobiota se podili na traveni urcitych potravin, které nemohou byt samy o sobé
traveny v Zaludku nebo tenkém stfevé, a hraje klicovou roli pii udrZovani energetické
homeostdzy. Mikrobiota ma potencial zvysit energetickou hodnotu z potravy, zvysit pfijem
zivin nebo ovlivnit signalizaci chuti k jidlu. (Wang et al. 2017) Stievni mikrobiota poskytuje
nezbytnou schopnost fermentace nestravitelnych substrati, jako je vldknina a endogenni sttevni
hlen. Tato fermentace podporuje rist specidlnich mikrobi, které produkuji mastné kyseliny s
kratkym fetézcem (SCFA) a plyny. (Valdes et al. 2018) Miktobiota stieva je také rozhodujici
pro syntézu esencidlnich vitamint, které hostitel neni schopen produkovat, jako je napiiklad
vitamin B12. Dalsi vitaminy, které stfevni mikrobiota syntetizuje u lidi, zahrnuji vitamin K,
riboflavin, biotin, kyselinu nikotinovou, kyselinu panthotenovou, pyridoxin a thiamin.
(Thursby & Juge 2017)

3.2.2 Slozeni normalniho stifevniho mikrobiomu

S dostupnosti vysoce vykonné technologie sekvenovani genii se studium stfevni
miktobioty v souCasné dob¢ skladd ze dvou hlavnich fazi: 1) 16S rRNA sekvenovani
bakterialniho genomu, 2) bioinformatickd analyza. (Jandhyala et al. 2015) Analyza
bakterialniho genu 16S ribozomalni RNA je oblibeny pfistup, protoze tento gen je pfitomen ve
vSech bakteriich a archaea. Obsahuje devét vysoce variabilnich oblasti, které umoznuji snadno
rozlisit jednotlivé druhy. (Thursby & Juge 2017) Z praktickych diivoda vétSina nasich znalosti
o stfevni mikrobioté pochazi ze vzorki stolice. (Tiithonen et al. 2010)

3.2.2.1 Mikrobialni sloZzeni

Tlusté stievo je hlavnim mistem mikrobidlniho osidleni a obsahuje odhadem 1,5 kg
mikroorganismil. (Tithonen et al. 2010) Ackoli bylo dosud popséno vice nez 50 bakteridlnich
kmend, lidské stfevni mikrobiot¢ dominuji pfedev§im 2 z nich: Bacteroidetes a Firmicutes,
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zatimco Proteobacteria, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria a Cyanobacteria jsou
pfitomny v mens$im mnozstvi. (Sekirov et al. 2016) Kromé skupin Firmicutes a Bacteroidetes
obsahuje lidské tlusté stfevo také primarni patogeny, napi. druhy jako Campylobacter jejuni,
Salmonella enterica, Vibrio cholera a Escherichia coli a Bacteroides fragilis, ale s nizkym
vyskytem (0,1 % nebo mén¢ z celého stievniho mikrobiomu).

Zatimco  Bacteroides,  Bifidobacterium,  Streptococcus,  Enterobacteriacae,
Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus a Ruminococcus jsou pievazujici luminalni
mikrobialni rody (Ize identifikovat ve stolici), rody Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus a
Akkermansia se vyskytuji pouze ve sliznici a hlenu (objeveno ve slizové vrstveé a epitelialnich
tenkého steva). (Jandhyala et al. 2015)

3.2.2.2 Enterotypy

Byla odhalena pfitomnost tii enterotypi Cloveéka identifikovatelnych zménami na
urovni jednoho ze tii rodl: Bacteroides (enterotyp 1), Prevotella (enterotyp 2) a Ruminococcus
(enterotyp 3). (Arumugam et al. 2011) Enterotypem se rozumi klasifikace organismut na zaklade
bakterialniho osidleni stfevni miktobioty.

V enterotypu 1 se nachazi zéstupci bakterii z rodu Bacteroides, kteti se vyskytuji
spole¢né s Parabacteroides. (Arumugam et al. 2011) Enterotyp 2, ve kterém se vyskytuji
bakterie z rodu Prevotella, se chova prevazné jako degradator mucinunovych glykoproteint,
které lemuji stfevni slizni¢ni sténu. (Jandhyala et al. 2015) V Enterotypu 3 ptevazuji bakterie
z rodu Ruminococcus a déle se vyskytuji i bakterie rodu Akkermansia. (Arumugam et al. 2011)

Prestoze koncept enterotypti byl ¢astecné vyvracen s realizaci daleko vétsiho souboru
vzorkl v rdmci projektu Human Microbiome Project a dnes se vi, Ze se jedna o spojity gradient,
nikoliv o jasn¢ vymezené skupiny (Jeffery et al. 2012), ptesto se jednd o stale citovanou praci
demontrujici tfi extrémni typy v populaci.

3.3 Zmény ve sloZeni stievni miktobioty

Lidska mikrobiota tlustého stfeva je povazovana za relativné stabilni a obvykle se vraci
k ptivodnimu stavu po piechodnych poruchéch, ke kterym dochéazi v disledku kratkodobych
dietnich zmén nebo antibiotické terapie. (Scott et al. 2013)

Vyvoj mikrobioty mize byt vyrazné¢ ovlivnén fadou funkci vcetné zpiisobu porodu
(vaginalni versus cisaisky fez), matetskych mikrobiomd, hygienou novorozeneckého prostiedi,
pouzivanim antibiotik, zplisobt vyzivy kojence (matefska versus kojenecka mlécna vyziva) a
vyzivou po odstaveni. (Doré & Blottiere 2015)

3.3.1 Vliv porodu

Zpusob porodu novorozencu je obzvlasté dulezity, protoze kojenci rozeni cisaiskym
fezem postradaji prvni vstup matefskych bakterii a jejich stfevni mikrobiota se podstatné lisi.
(Tlaskalova-Hogenova et al. 2011) Kolonizace vaginaln€ narozenych déti je ovlivnéna hlavné
vaginalni mikrobiotou matky, zatimco novorozenci narozeni pomoci cisafského fezu jsou
kolonizovani pfevazné mikroorganismy z nemocni¢niho prostiedi. (Orrhage & Nord 1999)
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Kolonizace stfeva postupuje po nasledujicich krocich, v nichz dominuji nejprve
fakultativni anaeroby, jako jsou enterobakterie, koliformni bakterie a laktobacily, a néasledu;ji
anaerobni rody jako je Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium a Eubacterium. (Huurre et
al. 2008) Kojenci narozeni cisafskym fezem maji nizsi pocet bifidobakterii a Bacteroides a jsou
Cast&ji kolonizovani Clostridium difficile ve srovnani s vaginalné narozenymi détmi. (Biasucci
et al. 2010) Ve véku jednoho mésice nebyly zjistény zaddné rozdily v poctu klostridii,
laktobacilti nebo bakteroidi. Pocet bifidobakterii byl vSak u vagindln€¢ narozenych déti
1300krat vyssi ve srovnani s détmi narozenymi cisaiskym fezem. To se nasledné¢ odrazilo na
celkovém poctu bakteridlnich bunék, které byly 3krat vyssi u déti narozenych vaginalné ve
srovnani s cisaiskym fezem. Ve véku 6 mésicti nebyly tyto rozdily pozorovany. (Huurre et al.
2008)

3.3.2 Vliv véku

Mikrobialni slozeni lidského stieva se méni s vékem a zmény v tomto slozeni ovliviiuji
lidské zdravi. (Odamaki et al. 2016) Sterilni in utero, sttevo novorozence je kolonizovano hned
od narozeni. (Doré & Blottieére 2015) Stfevni mikrobiotu kojencii 1ze po dvou letech oznacit
jako podobnou dospélym, i kdyz populace fakultativnich anaerobl je Casto vétsi nez
pozorované populace u zdravych dospélych jedinci. Ve skutecnosti je pravdépodobné, Ze se
sttevni mikrobiota Upln¢ podobd na dospélou azZ mnohem pozdéji v détstvi. (Hopkins et al.
2002)

Nedavné studie vyuzivajici metody molekularni biologie rovnéz naznacily jasné rozdily
ve slozeni stfevni mikrobioty u kojenct, batolat, dospélych a starSich osob. (Odamaki et al.
2016) Bylo zjisténo, ze celkovy pocet bakterii je u kojencii vyrazné nizsi nez u dospélych a
seniord. V kojenecké fekalni mikrobioté bylo pozorovano Bifidobacterium jako dominantni
rod. U dospélych jsou nejcastejsi kmeny Bacteroidetes a Firmicutes. Rod Bifidobacterium je
pfitomen v osmi az desetindsobné niz§im poctu nez dva hlavni kmeny. (Mariat et al. 2009) Jak
lidé starnou, vyviji se vSeobecné postupnd ztrata funkce ve vice orgdnovych systémech
souvisejici s ristem, metabolismem, energetickou homeostazou a imunitou. (Kundu et al. 2017)
Bylo zjisténo, Ze starsi lidé maji ve srovnani s mlad$imi dospélymi méné bifidobakterii a vyssi
populace hub a enterobakterii. (Hopkins et al. 2002)

3.3.3 Vliv stravy

Strava siln€ ovliviiuje lidské zdravi, ¢astecn€ 1 modulaci stfevniho mikrobiomu. (Wu et
al. 2011) Strava je hlavni faktor, ktery ovliviiuje sloZzeni a metabolismus stfevni mikrobioty.
Mnozstvi, druh a vyvazenost hlavnich potravinovych makronutrienti (sacharidy, bilkoviny
a tuky) mé velky vliv na mikrobiotu tlustého stfeva. (Scott et al. 2013) Strukturu a aktivitu
mikroorganismu, které¢ se nachazeji v lidském stfevé dlouhodobé ovliviiuje piijem potravy.
Stale ale ziistdva nejasné, jak rychle a reprodukovatelné stievni bakterie reaguji na zménu
stravy. (David et al. 2014) Zpusob vyzivy také ovlivituje mikrobiotu stieva ditéte. Mateiské
mléko obsahuje Ziviny, matetské protilatky a také rizné komenzalni matetské bakterie véetné
bifidobakterii a laktobacili. Ve srovnani s uméle kojenymi novorozenci, kojenci krmeni
matefskym mlékem maji nizsi zastoupeni rodu Atopobium a vyssi zastoupeni Bifidobacterium.
(Knight 2015)
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Zpusob stravovani je nejsnadn€ji zménitelny a piedstavuje tak nejjednodussi cestu
terapeutického zakroku. (Wu et al. 2011) ZvySeni piijmu vldkniny zvySuje prichod stiev,
celkovy pocet bakterii a koncentraci fermentacnich produktii. (Flint 2012) Dulezité je, ze strava
s vysokou rozmanitosti vldkniny podporuje diverzitu mikrobioty, zvyhodiiuje nadmérné
zastoupeni bakteridlnich druhti vybavenych k metabolismu rostlinnych polymert a podporuje
zvysenou produkci SCFA na ukor zanétlivych gramnegativnich bakterii. (Doré & Blottiere
2015) Doplnéni stravy prebiotiky mlze podpofit rast specifickych Clend rezidualni stfevni
mikrobioty, stimulovat produkci SCFA, snizovat pH a tim napomdhat vylouceni patogend.
(Scott et al. 2013)

3.3.3.1 Mastné kyseliny s kratkym fetézcem—SCFA

SCFA jsou nasycené alifatické organické kyseliny, které se skladaji z jednoho az Sesti
uhlikidi. (Den Besten et al. 2013) Hlavnimi produkovanymi SCFA jsou acetat, propionat a
butyrat. (Valdes et al. 2018) Bakterialni SCFA poskytuji t€lu dalsi zdroj energie. (Schwiertz et
al. 2010) V tlustém stfevé a stolici jsou acetat, propionat a butyrat pfitomny v piiblizném
molarnim poméru 60:20:20. (Den Besten et al. 2013)

Acetat vstupuje do periferni cirkulace, kde je metabolizovan perifernimi tkanémi a je

substratem pro syntézu cholesterolu. Propionat je z velké ¢asti absorbovan jatry a je dobrym
prekurzorem pro glukoneogenezi, liponeogenezi a syntézu proteintl. (Schwiertz et al. 2010)
Butyrat je hlavnim zdrojem energie pro lidské kolonocyty, miZe indukovat apoptéozu bunck
rakoviny tlustého stfeva a mlize aktivovat sttevni glukoneogenezi, coz ma ptiznivé uinky na
homeostazu glukozy a energie. Zda se pravdépodobné, Ze butyrat a propionat ovladaji stievni
hormony a snizuji chut’ k jidlu a pfijem potravy u mysi. (Valdes et al. 2018)
& Combescure 2011) Stievni bakterie ve slepém a tlustém stievé produkuji SCFA pfevazné z
nestravitelnych sacharidi, které prochézi tenkym stitevem. (Den Besten et al. 2013) Fermentace
proteini a aminokyselin proteolytickymi bakteriemi poskytuje rozvétvené SCFA, Hz, CO»,
CHa, fenolové slouceniny a aminy. (Abed-Meraim & Combescure 2011)

3.3.4 Vliv antibiotik

Antibiotika jsou nezbytnymi Zivot zachrafnujicimi 1éky, které zptsobily pfevrat v
medicing, pocinaje objevem penicilinu v roce 1928. Odhaduje se, Ze rozsifena dostupnost
antibiotik prodlouzila Zivot ¢lov€ka v rozvinutych zemich o 30 let. Od objevu penicilinu bylo
nalezeno a vyvinuto mnozstvi vysoce uc¢innych antibiotik pro klinické pouziti pii 1écbé
bakterialnich infekci. Mnoho z téchto antibiotik ma Siroké spektrum ucinnosti, je ucinné pri
1é¢bé infekei zpisobenych grampozitivnimi 1 gramnegativnimi bakteriemi. Jina antibiotika
jsou ucinna pouze pii 1é€be infekci zplisobenych grampozitivnimi bakteriemi. (Singh et al.
2017)

Téméf viechna antibiotika se podileji na potladeni nékteré slozky mikrobioty. Uéinek
antibiotik na stfevni mikrobiotu zavisi primarné€ na jejim sloZeni, spektru aktivity, davce, dobé
uzivani a koncentraci aktivniho 1é¢iva v lumenu. (Levy 2000) Casto se vyskytuji zejména
prijmy spojené s uzivanim antibiotik. Mnohdy jsou spojovany s organismy jako je Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus a nejvice obavanym C. difficile. Ty mohou zplsobit
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nelécitelné dlouhodob¢ opakujici se infekce, a dokonce i potencidlné smrtici
pseudomembranozni kolitidu. Jednou z hrozeb zmén stfevni mikrobioty je zvySena
nachylnost ke stfevnim infekcim, které mohou pramenit z nové ziskanych patogent nebo
nahlého preriistani a patogenniho chovani organismi, které jsou jiz v mikrobioté pfitomné.
(Francino 2016) Podavani antibiotik mySim zménilo slozeni jejich stfevni mikrobioty a také
se zvysila jejich celkova hmotnost télesného tuku a hustota kosti. Dochazi také ke zméné

v produkeci mastnych kyselin s kratkym fetézcem sttevni mikrobiotou. Jind studie na mySich
naznacuje, ze antibiotika vedou ke zvySené hojnosti volné kyseliny sialové ve stifevech, ktera
pochazi z hostitele. Ta mlze byt vyuzita patogeny, jako je Salmonella typhimurium a

C. difficile pro zvyseni jejich rustu. (Modi et al. 2014)

3.4 Souvislost sloZeni mikrobioty se zdravim

Zatimco hlavni pfi¢inou umrti v mén¢ rozvinutém svété zastava infekéni onemocnéni,
hlavnimi zabijdky v rozvinutém svété jsou kardiovaskularni choroby a rakovina. (Tlaskalova-
Hogenové et al. 2011)

Nizké rozmanitost mikrobiomovych genil (nizka bakteridlni diverzita) se trvale objevuje
jako rizikovy faktor spojeny se Skodlivymi G¢inky na zdravou symbiozu hostitel-mikrob a je
charakteristicka pro Cetnd chronicka onemocnéni. (Doré & Blottiere 2015) Souvislost mezi
snizenou diverzitou a chorobou naznacuje, ze stievni ekosystém bohaty na druhy je odolngjsi
vaci vlivim prostiedi, protoze funkéné pribuzné mikroby v intaktnim ekosystému mohou
kompenzovat funkci ostatnich chyb¢jicich druht. (Valdes et al. 2018)

3.4.1 Obezita

V poslednich padesati letech se stala obezita mezinarodni problematikou vetejného
zdravi. Ovliviiyje kvalitu Zivota, zvySuje riziko onemocnéni a zvySuje naklady na zdravotni
péci. Obezita dospé€lych je spojena se zvysenou morbiditou a mortalitou. (Alamuddin et al.
2016)

Patologie obezity je spojena se zménami rozmanitosti a sloZzenim sttevni mikrobioty,
tj. se zménami hojnosti na trovni kmene, rodu nebo druhu. Studie ukazujici tyto zmény stievni
mikrobioty byla provedena u obéznich mysi. Odhalila narast Firmicutes a pokles Bacteriodetes
jako dvou dominatnich kment stfevni mikrobioty. (Everard & Cani 2013)

Roste obava, ze nedavné zmény Zivotniho stylu, zejména pak strava s vysokym obsahem
cukri a tukl, zmeénila genetické slozeni a metabolickou aktivitu naSich rezidentnich
mikroorganismi (lidského stfevniho mikrobiomu). (David et al. 2014) Stfevni mikrobiota ma
schopnost zvysit energii ziskanou ze stravy a muze hrat klicovou roli ve vyvoji tukové hmoty.
Nejcastéjsi dikazy podporujici tuto hypotézu jsou ze studie na mysich. MySi bez mikrobioty
jsou S§tihlejSi ve srovnani s mysSmi, které maji mikrobiotu od narozeni. Tato studie odhalila
sttevni mikrobiotu jako faktor, ktery reguluje uklddani tuku v organismu. (Everard & Cani
2013) Stfevni mikrobiota, kterd mé vyssi hustotu bifidobakterii, mize chranit pfed rozvojem
obezity a pfirdstku hmotnosti, ale pfesny druh bifidobakterii zistdvd neznamy.
(Kallus & Brandt 2012)
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3.4.2 Alergie

Soucasné s pokroky v medicing, sanitaci a v dalSich postupech doslo za poslednich 50 let
v rozvinutém svéte k CastéjSimu vyskytu alergickych onemocnéni vcetné astma, ekzému a
alergiim na potraviny. (Russell & Finlay 2012) V rozvojovych zemich je vSak vyskyt
alergickych onemocnéni vyrazné nizsi. (Yazdanbakhsh et al.2002)

Existuji dikazy z lidskych a zvitecich studii o tom, ze stfevni mikroby hraji roli pfi
vyvoji alergickych onemocnéni. (Russell & Finlay 2012) Cesta k prvni alergické reakci Casto
vznika z gastrointestinalniho traktu a potravinové alergie jsou béznym problémem u kojenci
s atopickym ekzémem. (Turroni et al. 2014) Pokud jde o potravinovou alergii, nedavna
publikace prokdzala, Ze slozeni stfevnich mikroorganismt je u kojenct s alergii zménéno ve
srovnani se zdravymi jedinci. Zejména byly snizeno zastoupeni kmena Bacteroidetes,
Proteobacteria a Actinobacteria, zatimco kmen Firmicutes ptevazoval. (Legatzki et al. 2014)

Kojenci narozeni cisaiskym fezem jsou vice nachylni na rozvoj astma a atopie.
(West et al. 2015) Bylo opakované zji§téno ze, tyto stavy jsou Casto doprovazeny zménami
sloZeni stfevni mikrobioty brzy po narozeni, kdy ¢asto chybi bifidobakterie, a naopak se vice
vyskytuji klostridie. V1iv mé také mozna i druhové slozeni bifidobakterii, ¢astéjsi vyskyt alergii
je spojovan s Bifidobacterium longum, mén¢ naopak s Bifidobacterium bifidum. (Rada 2010)

Existuje nékolik studii, které naznacuji, ze stievni mikrobialni kolonizace nema pouze
lokéalni, ale také systémovy imunitni regulacni u¢inek. Déti s astma nebo alergiemi mohou mit
niz8i stfevni mikrobialni diverzitu v prvnim roce zivota ve srovnani se zdravymi détmi.
(Legatzki et al. 2014) Studie na mysich ukazuje, Ze 1écba antibiotiky, které narusuji mikrobiom,
miZze potlacovat toleranci dychacich cest vi¢i vzduSnym alergeniim jako jsou napiiklad
plisnové spory. Rostou diikazy o tom, mikrobiom plic a stfevni mikrobiom urcuji riziko astma
a alergii. (Riiser 2015)

3.5 Vliv bakterii, probiotik a prebiotik na lidské zdravi

3.5.1 Akkermansia muciniphila

Gastrointestinalni trakt je pokryt vrstvou hlenu. Ta poskytuje svému hostiteli ochrannou
bariéru proti patogennim mikroorganismiim, ale i1 proti chemickému, fyzikalnimu a
enzymatickému poskozeni. Hlen je viskozni gel tvofeny prevazné glykoproteiny, které se
nazyvaji muciny. Degradace mucinu je povazovana za faktor patogenity, protoze ztrata
ochranné vrstvy hlenu mtize vystavit buiiky gastrointestindlniho traktu patogentim. Mucin mize
slouzit jako zdroj uhliku a energie pro stfevni mikrobiotu.

Akkermansia muciniphila je stfevni bakterie, ktera byla izolovana pted deseti lety ze
vzorku lidské stolice. (Derrien et al. 2017) A. muciniphila je u zdravého €lovéka piitomna ve
vysokych hladinach, pfiblizné 3 % v tlustém stevé, coz z ni ¢ini jednu z nejhojnéjSich druht a
sveci tak o jeji bezpecnosti. A. muciniphila zZije se svym hostitelem v symbidze a je hojnym
obyvatelem stfevniho traktu lidi ale i mnoha zvifat. Je to stfevni bakterie zkmene
Verrucomicrobia. A. muciniphila degraduje stfevni mucin hlavné na kyselinu propionovou a
octovou. (de Vos 2017)

A.muciniphila je schopna vyuzivat hlen jako jediny zdroj uhliku a dusiku. Kvuli jeho
hojnosti na zdravé sliznici a nepiimé korelaci mezi jeho hojnosti a nckolika stfevnimi
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poruchami vcetné¢ IBD, Crohnovou chorobou, ulcerativni kolitidou a apendicitidou, byli
Clenové rodu Akkermansia navrzeni jako biomarkery zdravého stfeva. Zejména byly
pozorovany snizené¢ hladiny A. muciniphila u pacientl se zanétlivymi onemocnénimi stiev
(hlavné ulcerativni kolitida) a metabolickymi poruchami, coZ naznacuje, Ze muze mit
potencialni protizanétlivé vlastnosti. (Derrien et al. 2017) Vyznamnych objevem bylo zji§téni,
7e A. muciniphila chrani mysi pfed obezitou vyvolanou stravou, zvySuje funkci slizni¢ni bariéry
a snizuje inzulinovou rezistenci. (de Vos 2017) Cetnost A. muciniphila klesa u starsich osob.
Mnozstvi této bakterie u ¢lovéka muze zaviset na télesné hmotnosti, tlo§t'’ce stfevniho hlenu a
imunitnimu stavu jedince. (Derrien et al. 2017)

3.5.2 Faecalibacterium prausnitzii

Faecalibacterium prausnitzii je grampozitivni, nepohyblivd, nesporotvornd bakterie
patiici do kmene Firmicutes. Je soucasti normalni stfevni mikrobioty mnoha zivo¢isnych druht
ale 1 u skotu, prasat, mysi nebo driibeze. (Foditsch et al. 2014) Odhaduje se, ze F. prausnitzii
predstavuje pfiblizné 5 % vSech bakterii detekovanych ve vzorcich stolice od zdravych
dospélych osob. (Ferreira-Halder et al. 2017) F. prausnitzii je bakterie extrémné citlivd na
kyslik a obtizn¢ roste i za anaerobnich podminek. (Miquel et al. 2013)

F. prausnitzii je producentem butyratu, ktery mé nejvyssi energetickou hodnotu ve
srovnani s ostatnimi kyselinami s kratkym fetézcem. (Foditsch et al. 2014) F. prausnitzii,
produkujici pravé butyrat, ma klicovou roli pii produkci energie pro kolonocyty. Hlavnim
pfinosem metabolismu této bakterie je prebiotickd fermentace. Kyselina salicylova je dalsi
klicovy metabolit produkovany touto bakterii. (Ferreira-Halder et al. 2017) Hlavnimi
kone¢nymi produkty fermentace glukozy pomoci F. prausnitzii jsou kyselina mravenci, malé
mnozstvi D-laktatu a podstatné mnozstvi butyratu.

Zmeény v hojnosti F. prausnitzii byly spojeny s dysbiézou u nékolika lidskych
onemocnéni. (Miquel et al. 2013) Bylo zjiSténo, ze bakterie F. prausnitzii je nedostatecné
zastoupena ve stievni mikrobioté jedincti, ktefi trpi Crohnovou chorobou, ulcerdzni kolitidou,
syndromem drazdivého tra¢niku a diabetem typu II. (Heinken et al. 2014) Bylo prokéazano, zZe
mnozstvi bun€k F. prausnitzii vyznamné vzrasta v mikrobioté izolované z fekéalnich vzorka
obéznich déti ve srovnani s mikrobiotou od neobéznich déti. Toto zjisténi naznacuje, Ze
F. prausnitzii souvisi s energii ziskanou ve stievni mikrobioté. (Foditsch et al. 2014) Byly

-----

F. prausnitzii mizeme povazovat za kli¢ového ¢lena mikrobioty. (Miquel et al. 2013)
3.5.3 Probiotika

Probiotika jsou mono nebo smésné kultury zivych mikroorganismi, které po aplikaci
prospésné ovliviiuji hostitele zlepSenim vlastnosti jeho vlastni mikrobioty. Mezi probiotika jsou
v soucasné dob¢ fazeny laktobacily, bifidobakterie, streptokoky, enterokoky a saccharomyces.
(Nevoral 2005) Pii vyvoji probiotickych potravin se nejcastéji pouzivaji rody mlécnych
bakterii, jako je Lactobacillus a Bifidobacterium. Je to dano pfedevsim tim, Ze jsou vnimany
jako zadouci ¢lenové stievni mikrobioty a kolonizuji stfeva novorozenct jako jedny z prvnich
rodt. (Bielecka 2007)
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Pti prichodu travicim traktem musi probiotické organismy odolat nepfiznivym
podminkédm, kterym jsou vystaveny (napf. ptisobeni kyseliny chlorovodikové, zlu¢ovych
kyselin nebo proteolytickych enzymi) Pouzité kmeny musi prokazatelné pozitivné oviviiovat
stav hostitele. Prakticti Iékati by meli doporucit podani probiotik predevsim u pacientti 1é¢enych
antibiotiky, dale u pacientd se zdcpou, prijmem, dyspeptickymi obtizemi, chronickymi
infekcemi, systétmovou mykoézou a jejimi komplikacemi, lépe v prevenci neZz 1é€bé
postantibiotické dysmikrobie. (Kohout 2009)

3.5.3.1 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou popisovany jako piisné anaerobni, i kdyz nékteré kmeny mohou
tolerovat kyslik. Citlivost na kyslik se vS§ak muize liSit mezi riiznymi druhy uvniti rodu. (Leahy
et al. 2005) Bifidobakterie jsou nesporujici tyCinkovité gram—pozitivni bakterie, které jsou
béznou slozkou tlustého stfeva lidi. Vice se ale tyto stfevni organismy vyskytuji u kojenych
déti. (Lievin et al. 2000) Bifidobakterie jsou sacharolytické organismy a maji schopnost
fermentovat glukozu, galaktozu a fruktozu. (Leahy et al. 2005) Zejména prebiotika mohou
zvySovat hladinu bifidobakterii. (Lievin et al. 2000)

Okyseluji tlusté stievo, omezuji hnilobné a potencialné patogenni bakterie; produkuji
vitaminy a aminokyseliny; podnécuji imunitni odpovédi; potlacuji pfeménu primarnich
zlu¢ovych soli; vykazuji protizanétlivou aktivitu; a snizuji riziko rakoviny tlustého stieva.
Z dtivodu téchto pfiznivych U€inkll na zdravi se bifidobakterie obecné povazuji za probiotické
organismy a stale vice se pouzivaji ve funkcénich potravinach a farmaceutickych vyrobcich.
(Pompei et al. 2007) In vitro laboratorni studie na zvifatech prokazuje, Ze bifidobakterie
vykazuji antagonistickou aktivitu proti patogenim. (Lievin et al. 2000) Bylo prokéazéano, ze
bifidobakterie, které produkuji kyselinu mlécnou maji ochrannou funkeci proti ni¢ivym t¢inktim
akutniho priijmového onemocnéni. (Leahy et al. 2005)

3.5.3.2 Rod Lactobacillus

Bakterie z rodu Lactobacillus jsou grampozitivni ty¢inky, které nevytvareji spory a jsou
dalezitou soucasti normdlni lidské bakterialni slozky bé&zné se vyskytujici v tstech,
gastrointestinalnim traktu a Zenském genitourinarnim traktu. (Slover 2008)

Druhy laktobacilt, které kolonizuji gastrointestinalni trakt, pfinasi nékolik zdravotnich
vyhod. Patfi mezi né patii napiiklad produkce imunoglobulinu, okyseleni prostifedi, vazba
mutagennich sloucenin, produkce bakteriocinu a prevence adheze patogennich bakterii k
epitelidlni bunce. (De Angelis & Gobbetti 2004) Fermentaci vznikd kyselina mlécnd, ktera
zpisobuje pokles pH. Tento pokles pH pak inhibuje riist hnilobnych a patogennich bakterii.
Tyto organismy navic zvySuji nutriéni hodnotu fermentovanych potravin. K tomu dochdzi,
protoze bakterie produkujici kyselinu mlécnou zplsobuji zvySeni produkce esencidlnich
aminokyselin a vitaminti spolu se zvySenou biologickou dostupnosti mineralt. (Slover 2008)
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3.5.4 Prebiotika

Prebiotika jsou nestravitelné sacharidy obsazené v potravinach, které podporuji
selektivné riist nebo aktivitu jedné bakterie nebo omezeného poctu stievnich bakterii a tim
pozitivné ovliviiuji slozeni stfevni mikroflory tlustého stieva, ¢imz maji celkove pozitivni vliv
na zdravi a celkovou pohodu pfislusného jedince. (Nevoral 2005) Aby mohla byt prebiotika
ucinna, musi uniknout trdveni v hornim gastrointestinalnim traktu a musi byt pfednostné
vyuzivana prospésnymi mikroby, které jsou soucasti stfevni mikrobioty. (Leahy et al. 2005)

U clovéka patii k prebiotiklim zejména riizné formy vlakniny (celuléza, pektiny, xylany)
a oligosacharidi (zejména fruktooligosacharidy, napf. inulin), laktuléza a laktosachardza.
Reakénimi produkty Stépeni prebiotik mikrobialnimi enzymy jsou kratké mastné kyseliny
(zejména kyselina maselnd), nékteré aminokyseliny, polyaminy, riistové faktory, vitaminy a
antioxidantia. Tyto latky se vyznamné podileji na vyzivé stfevniho epitelu a fad¢é dalSich
metabolickych procesi. (Fric 2005)

3.6 Stolice

V tlustém stievé se dokoncuje vstiebavani vody a nékterych iontd z traveniny, ktera se
zde vyrazné zahustuje a proménuje se na stolici. Denné vstoupi do tlusté¢ho stfeva zhruba
1500 ml traveniny, z niz se (podle slozeni potravy) vytvoii asi 150-500 gramt stolice. Pii
tvorb¢ stolice se uplatiiuji nejen resorpCni procesy, ale také plsobeni stfevni mikrobioty.
Nekteré bakterie zEasti zpracovavaji jinak nestravitelnou rostlinnou vlakninu. Pii kvasnych a
hnilobnych procesech se vytvaieji stievni plyny (konktrétné¢ metan, vodik, sirovodik a oxid
uhlicity) Abnormalni produkce, respektive hromadéni stfevnich plyna je pti¢inou nepiijemné
plynatosti neboli nadymani. (Kocarek 2010)

Hnéda barva stolice je zpiisobena pigmenty, které vznikaji pfi bakteridlnim plisobeni na
zluCova barviva. V pfipadé, Zze do stieva zlu¢ nepfitékd, ma stolice barvu bilou (acholické
stolice). Zapach stolice je zavisly na slozeni potravy, na bakterialnim osidlenim tlustého stfeva
a ptitomnosti indolu, skatolu, sirovodiku a metakaptanti. Tyto latky jsou ze stfeva vstfebavany
a jejich ptitomnost v krvi ovliviiuje i zdpach dechu. Obsah je peristaltickymi pohyby posouvan
do rekta, jehoz naplnéni spousti defekacni reflex. Priichod stfevniho obsahu tlustym stievem je
velmi pomaly a normalné trva dva az tfi dny. (Kittnar 2011)

Lidské stfevo se sklada z bilionll bakterii, 1 g stolice obsahuje piiblizng 10'' bakterie.
(Gill et al. 2006) Zkoumani lidské stolice ma velky vyznam v mnoha oblastech vyzkumu, jako
je medicina, vyvoj hygienickych produktii nebo provoz a udrzba kanaliza¢nich systémi. (Penn
et al. 2018)

Stolice je sloZzena z vody, bilkovin, nestravenych tuku, polysacharidl, bakterialni
biomasy, popela a nestravenych zbytkl potravin. Hlavnimi prvky, které se nachézeji ve stolici
jsou v procentech: 74 % kyslik, 10 % vodik, 5 % uhlik a 0,7 % dusik. (Rose et al. 2015) Jeji
chemickeé a fyzikalni vlastnosti se 1i8i v zavislosti na zdravotni kondici nebo stravé danné osoby.
Priimémy podcet stolic produkovanych dospélymi za den je jedna stolice. Zivé a mrtvé bakterie
tvoii mezi 25 a 54 % suché hmotnosti stolice. Obsah vody ve stolici je 75 %, pramérné hodnoty
se ve studiich pohybuji v rozmezi 63—86 %. Rozdily v obsahu vody ve stolici jsou piipisovany
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vlakning, protoze dokaze absorbovat vice vody v tlustém stievé a stimuluje rtst bakterialni
biomasy.

Vykaly jsou také variabilni ve své fyzické struktufe. Stolici Ize na zadkladé€ Bristol Stool
Chart klasifikovat do jednoho ze sedmi typt, od typu 1 (tvrdé hrudky) po typ 7 (prijem). Typy
3 a 4 jsou klasifikovany jako normalni stolice. (Penn et al. 2018)

3.6.1 Fekalni voda

Jako fekalni voda je oznacovana vodna faze stolice, a jednd se o komplexni smeés
ruznych metabolitl, v€etné mastnych kyselin, aminokyselin, amind a fenolovych sloucenin se
Sirokym rozsahem fyzikalné-chemickych vlastnosti a teplot varu. (Gao et al. 2009) Mnoho
studii v poslednich letech ukézalo, Ze slozky vodné faze lidskych vykalt, fekalni voda, jsou
schopny uc¢innéji ménit ristové charakteristiky kolonocyt nez slozky pevné faze. Obécné se
tedy predpoklada, ze fekalni voda interaguje mnohem vice s epitelem tlustého stfeva nez pevna
faze a ma vétsi vliv na vyvoj onemocnéni tlustého stfeva. (Jenner et al. 2005)

Pravé kvuli Siroké rozmanitosti sloucenin v lidské fekalni vodé je obtizné udélat
komplexni analyzu metaboliti. Potencialni analytické metody zahrnuji nuklearni magnetickou
rezonanci, hmotnostni spektrometrii zaloZzené na vysoce ucinné kapalinové chromatografii,
kapilarni elektroforézu a plynovou chromatografii. Dnes je fekalni voda béznym prostiedkem
ve studiich vyzivy a zdravi lidi. (Gao et al. 2009)

3.6.2 Fekalni bakterioterapie

Transplantace fekalni mikrobioty nebo infuze fekalni suspenze od zdravého jedince do
gastrointestinalniho traktu jiné osoby za ucelem vyléceni specifického onemocnéni je nejlépe
znama jako 1éCba opakujici se infekce C. difficile. Transplantace fekalni mikrobioty se vSak
také uspesné pouziva pro zanétlivé onemocnéni stiev, syndrom drazdivého stteva, idiopatickou
zacpu a fadu nemoci gastrointestinalniho traktu. (Bibbo et al. 2017) FMT muize mit terapeutické
vyuziti pro celou fadu nejen gastrointestinalnich onemocnéni, ale i naptiklad pro diabetes,
obezitu nebo autoimunitni onemocnéni, u nichz se zjistilo, Ze maji patogenezi souvisejici s
gastrointestindlni dysbiézou. (Borody et al. 2014) FMT docasné zmirfiuje inzulinovou
rezistenci a meéni slozeni sttevni mikrobioty u obéznich jedincii, pokud jsou podany vykaly od
darcii s normalni vahou. (Van Nood et al. 2014)

Hlavni vyhodou transplantace fekalni mikrobioty je to, Ze poskytuje Uplné spektrum
mikrobialnich organisml od zdravého jedince, a proto dokaze 1é¢it dosud necharakterizované
dysbiotické stavy, pricemz obchézi potiebu desifrovat slozité a funkéni patogenni komplikace
dysbiozy. (Borody et al. 2014) FMT mtize poskytnout drastickou restrukturalizaci mikrobiot a
ukézalo se, ze umoznuje funkcni restart mikrobioty. (Doré & Blottiere 2015)
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3.7 Metody sloZeni metabolomu stolice

Metabolomika je nové vznikajici analyticky nastroj, ktery lze popsat jako systematické
studium celého profilu malych molekul v klinickém vzorku, které jsou detekovany pomoci
hmotnostni spektrometrie. (Brown et al. 2016) Metabolity jsou malé¢ molekuly, které se ucastni
obecnych metabolickych reakci a které jsou pottebné pro udrzeni, riist a normalni funkci bunék.
Metabolom je kompletni sada metaboliti v organismu. Metabolomika je identifikace a
kvantifikace vSech meaboliti v biologickém systému a je cennym nastrojem, ktery studuje
fenotyp a zmény fenotypu zpisobené vlivy prostiedi, nemoci nebo zménou genotypu.
Metabolom predstavuje velké mnozstvi slozek, které patii do Siroké skaly tfid sloucenin, jako
jsou aminokyseliny, lipidy organické kyseliny, nukleotidy atd. (Dettmer et al. 2007)
Metabolomické hodnoceni miize byt provadéno in vitro 1 in vivo za pouziti buné€k, tekutin nebo
tkani. S ohledem na ziskani a jednoduchost pfipravy vzorkl jsou biofluidy nejjednodussi
vzorky, se kterymi lze pracovat. Mohou zahrnovat sérum, plazmu, moc, sliny, prostatické
sekrece nebo fekalni vodu. (Spratlin et al. 2009)

Vzorky stolice umoznuji zhodnoceni bakterii, které se nachazeji ve stfevnim lumen,
a proto se malé molekuly stolice povazuji za disledek ko-metabolismu nebo metabolické
vymény mezi mikroby a hostitelskymi buitkami. (Weir et al. 2013) Sucha cast stolice se sklada
z bakteridlni biomasy, exfoliovanych epitelidlnich bunck tlustého stieva, nestravenych zbytki
potravin a makromolekul (vlaknina, proteiny, DNA, mukopolysacharidy atd). Dale také z tisict
malych molekul nebo metabolitti, jako jsou cukry, organické kyseliny a aminokyseliny. Prave
tyto malé molekuly tvofi fekalni metabolom. Fekalni voda a fekalni vodné extrakty obsahuji ve
vodé rozpustné metabolity, u kterych se predpoklada, ze odrazeji potravinové slozky, sttevni
exkrece a také rozpustné mikrobidlni vedlejsi produkty, které hraji dileZitou roli ve zdravi
hostitele. (Karu et al. 2018)

Nuklearni magneticka rezonance a hmotnostni spektrometrie jsou analytické techniky
pouZzivané k pozorovani a kvantifikaci metabolitl z biologickych vzorkl a kazda technika ma
svoje vyhody a nevyhody. (Lamichhane et al. 2015) NMR nasla ¢etné vyuziti v lokalizaci a
charakterizaci metabolit v biologickych tekutinach in vivo a in vitro, a proto mize byt pouzita
v diagnostice mnoha druhi onemocnéni. (Gerothanassis et al. 2002) NMR, konkrétné
1H-NMR, se $iroce pouziva k detekci metabolitii v biologickych tekutindch a dalSich vzorcich.
Nabizi fadu vyhod, které se nenachazeji v LC-MS nebo GC-MS. NMR je v§ak mnohem méné
citliva nez MS, coz vede k mnohem mensimu pokryti analytt. (Karu et al. 2018) NMR je dnes
dobfe zaveden4 metoda, kterd poskytuje rychlé, robustni a reprodukovatelné profily. Piiprava
vzorkl je vétSinou jednoducha a rychld. (Jacobs et al. 2008)
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4 Metodika
4.1 Prubéh studie

Byla provedena pilotni studie fermentace rutinu stfevni mikrobiotou v in vitro modelu
tlustého stfeva v kombinaci s analyzou pomoci nuklearni magnetické rezonance. Jako zdroj
sttevni mikrobioty byly pouzity vzorky stolice od dvou darci, ackoliv pivodné mélo byt
odebrano 6 vzorkl od dvou riiznych vékovych skupin. Vzhledem k technickym obtizim doslo
k odbéru pouze dvou, coz ale zdsadn€ nesnizuje vyznam pilotni studie.

Pribéh studie:
1) Osloveni déarct
2) Odbér stolice darcem do odbérové sady pfimo na fakulté univerzity
3) Fermentace vzorki in vitro
4) Analyza vzorkli pomoci NMR
5) Statistické zpracovani dat

4.2 Odbér vzorku stolice

Vzorek stolice byl ziskdn od dvou darcti zenského pohlavi ve véku 25 a 29 let. Odbér
vzorkil probihal v aredlu Ceské zemédelské univerzity a oba dérci byli pfedem seznameni se
studii. Odbér probéhl do jednorazovych sad a vzorky stolice byly uzavieny do sacku spolecné
s anaerogenem. Vzorky byly nasledné zpracovany do 2 hodin od odbéru.

4.3 Chemikalie, spotiebni material, zafizeni a software

Pouzité chemikalie byly hydrogenuhli¢itan amonny NH4HCOs3, hydrogenuhlicitan sodny
NaHCOs, hydrogenfosfore¢nan sodny Na;HPO4*2H>O, dihydrogenfosfore¢nan draselny
KH;POy4, siran hote¢naty MgSO4*7H>0, chlorid vapenaty CaCly*2H>O, chlorid manganaty
MnCl,*4H,0, chlorid kobaltnaty CoCl,*6H>0, chlorid Zelezity FeCl;*6H,0, trypton, glukédza,
maltéza, kvasnicovy extrakt, resazurin, cystein hydroxychlorid, hydroxid sodny NaOH, sulfid
sodny Na>S*9H,0, dusik (bez kysliku, OFN), kyselina chlorovodikova, vitamin K1, hemin,
azid sodny a rutin.

Spotfebnim materidlem byly mikrozkumavky, pipetovaci Spi¢ky znacky Eppendorf,
nylonové filtry, NMR kyvety, jednorazové sady v podobé uzaviratelného plastového kelimku
s igelitovym sackem, desticky, anaerogeny a vakuovaci sacky.

Pro analyzu vzorkli byl pouzit NMR spektrometr Bruker Avance III pracujici pii
protonové frekvenci 500,23 MHz. Pro navazeni byly pouzity analytické vahy a ultra mikrovahy.
Dale byl pouzit pH metr, vortex pro homogenizaci vzorku, stomacher, varna deska, pipety,
vakuova balicka, termostat pro skladovani vzorkt a centrifuga pro odstfedéni vzorku. K analyze
spekter jednotlivych vzorkt byl pouzit program Chenomx NMR v 8.5 a pro vyhodnoceni byl
pouzit IBM SPSS Statistics.
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4.3.1 Priprava roztokiu pro fermentaci

Pro fermentaci bylo pouzito médium, které se sklddalo z CO3 pufru, makromineralniho
roztoku, mikromineralniho roztoku, sodno-fosfatového pufru, roztoku resazurinu, tryptonu,
glukdzy, maltézy, kvasnicového roztoku, vitaminu Kla heminu. Jednotlivé roztoky byly
pfipraveny smichdnim jednotlivych slozek podle tabulky ¢€.1. Pro zastaveni procesu fermentace
byl pouzit roztok azidu sodného.

Tabulka ¢€.1: Jednotlivé slozky pro pfipravu zasobnich roztoka

Nazev slozky SloZeni a pomér sloZzek
4 g NH4HCO:3,
COs pufr 35 g NaHCO:;,

destilovana voda do objemu 1 L.
5,7 g of Na;HPOs,

Makromineralni roztok 6.2 g KH:PO,,
0,3 g MgSOs,
destilovana voda do objemu 1 L.
2,5 g CaCly,
2,5 g MnCl; * 4H,0,
Mikromineralni roztok 0,25 g CoCL*6H-0,
1,25 g FeCls,
destilovand voda do objemu 25 mL.
Sodno-fostatovy pufr 3,54 ¢ 1/15M KH2PO4v 390 mL
pH =7, pii 20 °C 5,78 g 1/15M NaxPOs v 610 mL
Vitamin K1 roztok vitaminu K1 v methanolu (10 mg/mL)

2,25 g tryptonu +

2,25 g glukédzy +

1,125 g maltozy +

2,25 g kvasnicového extraktu +
NIV 50,7 pL vitaminu K1 +
Fermentacni médium 5,07 mg heminu v 450 mL destilované vody,
112,5 pL mikromineralniho roztoku,

225 mL COs3 pufru,

225 mL makromineralniho roztoku,

1,125 mL 0,1% roztoku resazurinu.

312,5 mg cystein hydrochloridu,

2 mL NaOH,

101,5 mg Na,S,

destilovana voda do objemu 50 mL.

Redukéni roztok

Azid sodny roztok azidu sodného o koncentraci 3 mg/mL
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4.4 Fermentace in vitro

Vzorek cerstvé stolice (24 g) od darce byl spolecné homogenizovan se sodno-fosfatovym
pufrem (75 mL) ve stomacheru. Vysledna fekalni smés méla koncentraci 32 %. Nasledn¢ byla
smés prefiltrovana ptfes nylonovy filtr.

Rutin byl rozpustén v dimethylsulfoxidu na koncentraci 10 mg/mL, tak aby byla vysledna
koncentrace DMSO 0,5 %.

Sodno-fosfatovy pufr a fermenta¢ni médium byly pfivedeny na 7 minut k varu a nasledné
schlazeny pomoci dusiku na teplotu 37 °C. Pomoci 6M HCI bylo upraveno pH na 7. Do
desticek bylo odpipetovano 835 puL fermentacniho média a 40 pL reduc¢niho roztoku. Nasledné
bylo do desticek ptidano 100 pL fekalni suspenze nebo sodno-fosfatovy pufr pro kontrolni
vzorek a 25 pL roztoku rutinu nebo DMSO jako kontrola.

Vzorky byly postupné odebirany z desticek v asech 0, 2, 4, 8 a 24 hodin. Pti odbéru
byly vzorky smichany s 50 puL azidu sodného pro zastaveni procesu fermentace a ihned po
odbéru byly zmrazeny na -80 °C. Mezi ¢asovymi intervaly byly skladovany v termostatu pii
teploté 37 °C v anaerobnim prostiedi.

4.5 Priprava vzorki pro NMR analyzu

Pted méfenim byly vzorky rozmrazeny a nasledné byly zpracovany podle nésledujiciho
postupu: 1000 pl vzorku bylo centrifugovano pii 15 000 rpm, poté bylo odebrano 600 pl, k nimz
bylo ptfidéno 66 pul NMR pufru (1.5M fostatovy pufr, pH 7,4 0,2% azid sodny a SmM TSP
v D20). Roztok byl znovu zcentrifugovan (5 min, 15 000 rpm) a 600 pl supernatantu pfeneseno
do NMR kyvet.

4.6 Méreni a analyza dat

Spektra byla méfena na spektrometru Bruker Avance III vybaveném broadband
observation sondou (BBFO) SmartProbe s gradienty v ose Z (Bruker BioSpin GmbH,
Rheinstetten, Némecko) pracujici pti protonové frekvenci 500,23 MHz. Teplota méfeni byla
298 K (25 °C). 1H NMR spektra byla ziskdna a zpracovana za stejnych podminek. Pro potlaceni
signdlu vody byla pouzita pulzni sekvence noesyprld pii 4,704 ppm. Pro kazdy vzorek byl
pouzit jednodimenziondlni 1H experiment s nasledujicimi parametry: pocet skeni NS 128,
sméSovaci Cas 0,1 s. Ladéni pfistroje, kalibrace 90° pulzu a Simovani byly optimalizovany
automaticky pomoci standardnich automatickych rutin (atma, lock, rga, pulsecal a topshim).
Signal volné precese (FID) byl pied Fourierovou transformaci zpracovan zero filling, line
broadening 0,3 Hz a exponencialni multiplikaci.

Spektra byla manualné fazovéna a referencovana na TSP 0.00 ppm v programu Topspin.
Alignment a export spekter byl proveden v programu Mestrenova, anotace latek a kvantifikace
v programu Chenomx 8.5.

Statistickd analyza byla provedena v programu Microsoft Excel a SPSS v. 25.
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5 Vysledky

Ptiblizn¢ z 50 moznych sloucenin viditelnych ve spektru bylo kvantifikovdno pomoci
programu Chenomx 8.5 celkem 6 slouc¢enin. Na obrazku ¢.2 jsou zobrazena ukazkova spektra
z NMR analyzy s detailnéjSim pohledem na piky. Naméfend spektra jsou vyznacena Cernou
linkou. Metabolity, které¢ byly ve spektru identifikovany jsou mastné kyseliny s kratkym
fetézcem (acetat, propionat, butyrat, valerat) a metabolity z rozkladu rutinu (3,4-
dihydroxyfenyloctova kyselina, 3-hydroxyfenylacetat). Vysledky analyzy byly dale rozdéleny
jednotlivé pro oba darce.

3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina

. 0

3-hydroxyfenylacetat

0005

0002

0001

Obrazek €. 2: Ukazkova NMR spektra s detailnéjSim pohledem
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5.1 Metabolity z rozkladu rutinu

Byl sledovan vyvoj metabolitl rutinu u dvou darcii v zévislosti na obsahu rutinu v médiu.
Rutin se v médiu rozkladal pomoci stfevni mikrobioty na 3,4-dihydroxyfenyloctovu kyselinu a
3-hydroxyfenylacetat. Na obrazku €. 3 je zobrazen vyvoj metaboliti.

Bez ptitomnosti rutinu v médiu netvoril darce 1 3-hydroxyfenylacetat a tvotil pouze 3,4-
dihydroxyfenyloctové kyseliny v case 2 hodin. Dérce 2 naopak tvofil v 8 hodinach
3-hydroxyfenylacetat a 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny pouze stopové mnozstvi od
8 hodiny.

V pfitomnosti  rutinu  vmédiu  tvofil darce 1  3-hydroxyfenylacetat i
3,4-dihydroxyfenyloctovu kyselinu linedlné a maxima dosahl ve 24 hodinach.
3,4-dihydroxyfenyloctova kyselina dosdhla koncentrace 5,77 mg/l a 3-hydroxyfenylacetat
koncentrace 7,89 mg/l. V porovnani sdarcem 1 tvofil darce 2 naopak vice
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny a méné 3-hydroxyfenylacetatu. Nejvice tvofil
3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny v ¢ase 4 hodin (5,14 mg/l) a nasledn¢ koncentrace klesala.
I 3-hydroxyfenylacetat dosédhl svého maxima v ¢ase 4 hodin. Grafické zndzornéni naznacuje,
7ze metabolismus testovanych latek probihd u darci odliSnym zpiisobem a rtiznou mirou
rozkladu.

Darce 1 Darce 2 — 3,4-dihydroxyfenyloctova
kyselina

== 3-hydroxyfenylacetat

8,00
6,00
4,00

2,00 /\ :

0,00
8,00

mg/|
0

unn

6,00

mg/I|
T

4,00

2,00

0,00
0 2 4 8 24 0 2 4 8 24

cas (hod) cas (hod)

Obrazek ¢. 3: Vyvoj metaboliti u darcii v zévislosti na obsahu rutinu v médiu
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5.2 Mastné kyseliny s kratkym retézcem

Byl sledovan i vliv rutinu na spektrum mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Na
obrazku €. 4 je zobrazen vyvoj v zavislosti na obsahu rutinu v médiu.

Dérce 1 tvofil bez pfitomnosti rutinu v médiu nejvice acetatu a nejméné valeratu.
Kyseliny tvoril linearné a nejvyssich hodnot dosahovaly v ¢ase 24 hodin. S pfitomnosti rutinu
v médiu se jejich koncentrace zvedla o 3 % u acetatu, 23 % u propionatu, 9 % u butyratua 36 %
u valeratu.

Darce 2 tvofil bez pfitomnosti rutinu v médiu také nejvice acetdtu a valeratu pouze
stopové mnozstvi. Oproti darci 1 tvofil darce 2 v case 8 hodin o 39 % méné propionatu.
V ptitomnosti rutinu tvofil darce 2 naopak o 5 % vice butyratu nez darce 1 v ¢ase 24 hodin.

V obou ptipadech tvofil valerat vyznamnéji pouze darce 1. V pfitomnosti rutinu tvofil
darce 1 po 24 hodinach 291,78 mg/l, kdezto darce 2 pouze 13 mg/l. Zatimco koncentrace
mastnych kyselin po 24 hodinach u dérce 1 rostla v pfitomnosti rutinu, u darce 2 v nékterych
ptipadech klesala. Napiiklad u propionatu, kterého darce 2 tvofil bez rutinu v médiu
941,22 mg/l a s rutinem v médiu 909,35 mg/l. V pfitomnosti rutinu tvofil i méné butyratu a
valeratu.

== Acetdt
- | === Propionat
Darce 1 Darce 2 —— Butyrat

=== \alerat

2 500,00
2 000,00

1500,00

mg/|

1 000,00

500,00 ;
0,00

unni

2500,00
2 000,00

1500,00

mg/|

1000,00

500,00

W\

0,00
0 2 4 8 24 0 2 4 8 24

cas (hod) cas (hod)

Obrazek €. 4: Vyvoj mastnych kyselin s kratkym fetézcem u darcti v zavislosti na obsahu
rutinu v médiu

29



6 Diskuze

Velké mnozstvi flavonoidl, zejména O-glykosidl, jsou (poly)fenolové slouceniny
pfirodniho ptivodu, které se nachazeji v ovoci a zelenin€. Primérny ptijem téchto sloucenin
lidmi pii bézné strave €ini pies 1 g za den. (Kim et al. 2005) VétSina piijimanych flavonoidi se
dostane do tlustého stieva bez degradace, kde slouzi jako substraty pro stievni mikrobiotu o niz
je znamo, zZe obsahuje bakterialni skupiny, které mohou mit rizné ucinky na zdravi hostitele.
Strevni mikrobiota je hlavni metabolické misto pro uvoliiovani flavonoidnich aglykoni z jejich
konjugovanych forem po $tépeni glykosidovych vazeb. (Rechner et al. 2004) Béhem traveni se
flavonoidy pfeméni na Skalu fenolovych kyselin pomoci bakterii v tlustém stievé. (K. Gao et
al. 2006)

Ve vzorcich byly identifikovany dva hlavni metabolity rutinu—3,4-dihydroxyfenyloctova
kyselina a 3-hydroxyfenylacetat. U darct byl znacny rozdil v produkci téchto metaboliti
v pfitomnosti rutinu v médiu. Dérce 1 tvofil primarné 3-hydroxyfenylacetat a darce 2 naopak
3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu. U déarce 1 tyto metabolity rostly v obou ptipadech
linedlné, kdezdo u déarce 2 po dosazeni 4 hodin zacaly klesat. OdliSnost vzniku u darcti mtize
byt obecné vysvétlena riiznym sloZzenim stfevni mikrobioty (Rechner et al. 2004) nebo
odlisSnymi stravovacimi navyky co se tyce zastoupeni tfi hlavnich makrozivin a vlakniny.
Darce 2 je pivodem ze stiedomofi, zatimco darce 1 z Ceské republiky, coz mize pfispivat
castecné odliSnému bakterialnimu osidleni.

Kyselina 3-hydroxyfenyloctova se odlisuje od kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctové pouze v
nepfitomnosti jedné hydroxylové skupiny. Podle Mansoorian et al. (2019) je
3,4-dihyroxyfenyloctova kyselina dominantni fenolova kyselina z rozkladu rutinu v tlustém
sttevé, nasleduje 3-hydroxyfenyloctova kyselina. Bylo téZ navrzeno, Ze existuji razné
metabolické typy, kde mikrobiota miize produkovat rizné metabolické vzorce vcetné
fenolovych kyselin ze stejného zdroje polyfenolu. Antibakterialni a prebiotické ucinky byly
prokazéany pro polyfenolické slouceniny a u fenolovych kyselin byl prokazan antimikrobialni
ucinek zejména na patogenni bakterie. Déle se ukazalo, ze aglykony jako je kvercetin maji
silngj$i antibakterialni vlastnosti nez jejich glykosylované formy, jako je rutin. (Mansoorian et
al. 2019)

Hlavnimi kone¢nymi produkty katabolismu polysacharidi v tlustém stfevé jsou mastné
kyseliny s kratkym fetézcem. Primérna lidské strava obsahuje kolem 300-600 mmol SCFA za
den, coz odpovida piiblizné 10 % denni energetické potfeby. Pti prichodu ze stfeva do jaterni
zily se SCFA metabolizuji kolonocyty v potfadi butyrat—acetat—propionat. Zbytek SCFA je
z velké Casti absorbovan v jatrech. (den Besten et al. 2013)

Vétsina mikroorganismii upfednostiiuje pro fermentaci sacharidy pied proteiny. K
bakteridlni fermentaci sacharidi dochdzi zejména v proximalnim tlustém stfevé, zatimco
k fermentaci proteini dochazi v distalni ¢asti tlustého stfeva po vycerpani sacharidt. Tato Cast
stteva je primarnim mistem pro vyskyt chorob jako je ulcerdzni kolitida nebo pro nadory
tlustého stieva. Lze tedy predpokladat, ze nizsi dostupnost SCFA po vycerpani sacharidi je
spojena z patogenezi téchto nemoci. (Hamer et al. 2008) Ze studii u lidi vychazi, ze vyssi
koncentrace SCFA ve stolici obecné souvisi se snizenym vyskytem nadort tlustého stieva.
Vysledky ze studii na extraktech z fekalnich vod podporuji hypotézu, ze zejména acetat a
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butyrat mohou hrat roli pii ochrané proti nadorim tlustého stteva a kone¢niku. (Monledn et al.
2009)

U dérce 1 byl pozorovan rist mastnych kyselin s kratkym fetézcem linearné. Nejvice
bylo produkovano zejména acetatu. U darce 2 byl nejdiive pozorovan vyssi nartst butyratu
oproti propionatu. Nasledn¢ se ale mnozstvi butyratu ustalilo a zvysila se produkce propionatu.
Zajimavym zjisténim je, Ze oproti darci 1 netvorfil darce 2 valerat. MnoZstvi SCFA ve stfevé
z&visi na mnoha faktorech, jako jsou mikroorganismy, které se ve stfevé nachazeji, potrava,
kterou konzumujeme, nebo doba, kterou potrava traktem prochdzi.

Co se tyce vlivu rutinu na spektrum mastnych kyselin s kratkym fetézcem, nebyl jeho
vliv v této studii pozorovan. Tento fakt je v souladu s poznatky v literatute. (Mansoorian et al.
2019) Zajimavé je, Ze se u prvniho darce koncentrace SCFA s rutinem v médiu lehce zvySovala,
ale u druhého darce naopak po 24 hodinach klesala u propionatu, butyratu a valeratu. I zde to
ale mize zaviset napiiklad na stravé, kterou darci konzumovali. Po obou nebyl pozadovan
specialni jidelnicek ani zaznam stravy.

Cilem této prace bylo ovéfit vhodnost nuklearni magnetické rezonance na katabolismus
rutinu v modelu tlustého stfeva. Profilovani metabolitli ze stolice pomoci NMR umoziuje
kvantitativni holisticky pohled na vSechny vznikajici procesy. NMR spektra odrazeji vyhradné
fyzikalni vlastnosti studované latky a jsou jen minimaln€ ovlivnéna vnéjSimi faktory,
experimenty jsou tedy velmi dobfe reprodukovatelné a k identifikaci 1ze snadno pouzit databaze
spekter. NMR analyza je obvykle rychla, snadno pfizptsobitelnd pro rezim s vysokou
prachodnosti (,,high-throughput®), a jelikoz nevyzaduje zddnou ptedchozi informaci o povaze
zkoumanych latek, muze poskytnout kompletni spektralni data i od nezndmych C¢i
neocekavanych sloucenin. Vyse zminéné charakteristiky délaji z NMR nezastupitelnou metodu
pro metabolicky fingerprinting. Na NMR je cenny jeji univerzalni a necileny ptistup, dany
schopnosti detekovat najednou ve vzorku vesker¢ latky nesouci vodik. (Pelantova 2015) NMR,
konkrétné tedy 1H-NMR je Siroce vyuzivano v dektekci metabolitl v biofluidech. Kvili
citlivosti na rtizné tiidy metabolitti se doporucuje pouziti vice nez jedné analytické metody,
napt. GC-MS pro tékave latky a organické kyseliny, NMR pro polarni slou¢eniny a LC-MS
pro hydrofobni molekuly. (Karu et al. 2018)

Nase prace toto prokazala. Nukledrni magnetickd rezonance se potvrdila jako vhodna
metoda ke stanoveni katabolismu rutinu v tlustém sttevé. Je tedy vhodné tuto metodu pouzit pii
rozséahlejSich studii a pokryt tak vSechny metabolity, které rutin tvofi. Je také vhodné studovat
ovlivnéni dalSich nepfimo souvisejicich zmén stfevniho metabolomu.
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7 Zavér

Cilem této prace byla pilotni studie scilem ovéfit vhodnost nuklearni magnetické
rezonance na stanoveni katabolismu rutinu v modelu tlustého stteva, respektive tedy ve fekalni
vodé u dvou darct. Ziskané vzorky byly zméfeny pomoci nuklearni magnetické rezonance.
Vysledna spektra byla dale analyzovana pomoci programu Chenomx a statisticky vyhodnocena
v programu SPSS Statistics. Ve spektrech bylo identifikovano celkem 6 sloucenin, které byly
porovnavany v zavislosti na tom, zdali byl do média ptidén rutin.

I kdyz studie zahrnovala pouze dva darce, jeji vyznam se zasadn€ nesnizil. Byla
stanovena hypotéza, ze rutin ovliviiuje spektrum mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Tato
hypotéza se vSak nepotvrdila. Dale byl pozorovan 1 vliv rutinu na produkci metabolit z jeho
rozkladu. Mnozstvi fenolovych kyselin vSak bylo u darcti znacné rozdilné a bylo by proto
vhodné zapojit do studie vice darcti a pokryt vSechny hlavni metabolity pochazejici z rozkladu
rutinu v tlustém stieve.

Zakladni hypotéza, zZe NMR je vhodnd metoda pii stanoveni katabolismu rutinu
v modelu tlustého stieva, byla potvrzena, a je vhodna pro rozsahlejsi studie. Analyza fekalnich

vzorkll pomoci NMR nabizi ptilezitost k pochopeni interakci mezi hostitelem a jeho stievni
mikrobiotou. (Wu et al. 2010)
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

BMI Body Mass Index, index télesné hmotnosti

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

FMT Fecal Microbiota Transplantation, transplantace fekalni mikrobioty

GC-MS Gas chromatography—mass spectrometry, plynova chromatografie s
hmotnostnim spektrometrem

GIT Gastrointestinalni trakt

IBD Inflammatory Bowel Disease, zanétliva onemocnéni stiev

LC-MS Liquid chromatography—mass spectrometry, kapalinova chromatografie s
hmotnostnim spektrometrem

MS Hmotnostni spektrometrie

NMR Nuklearni magneticka rezonance

OFN Oxygen Free Nitrogen, dusik bez kysliku

pH Potential of hydrogen, vodikovy exponent

ppm Parts per million

RNA Ribonukleova kyselina

rRNA Ribosomalni ribonukleova kyselina

SCFA Short chain fatty acids,mastné kyseliny s kratkym fetézcem
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