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'H NMR metabolom stolice pacientii s Crohnovou
chorobou

Souhrn

Crohnova choroba patii do skupiny tzv. zdnétlivych stfevnich onemocnéni. Jedna se o
chronickd onemocnéni s dosud neznamou pfi¢inou. Piedpoklada se vSak, ze vyznamnou roli
hraje stfevni mikrobiom, ktery tzce souvisi s metabolomem. Je zndmo, ze pacienti trpicici
Crohnovou chorobou maji mikrobiom odlisny, i kdyz neni jisté, zda se jedna o pficinu ¢i
nasledek onemocnéni.

Cilem prace bylo porovnat profil metabolitt ve stolici détskych pacientti s Crohnovou
chorobou a kontrolni skupiny pomoci metody *H nuklearni magnetické rezonance (NMR). Déle
také najit rozdily, které by mohly slouzit jako markery pro diagnostiku a monitorovani
Crohnovy choroby. Ve spolupraci s Fakultni nemocnici v Motole byly odebrany vzorky stolice
od 6 détskych pacientii. Kontrolni skupinu tvofilo 11 déti z Olivovy détské l1é¢ebny v Ri¢anech
u Prahy.

Vzorky byly analyzovany metodou NMR 500 MHz, s pomoci pulzni sekvence (1D
NOESY) s presaturaci pro potlaceni signalu vody. Spektra byla zpracovana s pomoci cilené a
necilené analyzy. Pro cilenou analyzu byla spektra manudlné¢ upravena a profilovana
v programu Chenomx s pouzitim databaze latek. Bylo kvantifikovano 69 riznych sloucenin.
Pro necilenou analyzu byla provedena redukce spekter na 0,01 ppm binny, s pomoci programu
MNova. Matice binnll byla zpracovana s pomoci vicerozmérnych statistickych metod, analyzy
hlavnich komponent (PCA) a ortogonalni diskrimina¢ni analyzy nejmensich ¢tverct (OPLS-
DA). Obg¢ tyto analyzy potvrdily statisticky vyznamny rozdil mezi zkoumanymi skupinami.

S pomoci Mann-Whitney U testu bylo mezi skupinami identifikovano 19 statisticky
vyznamng¢ rozdilnych latek, napt. alanin (p < 0,001), methanol (p = 0,021), ¢i mastné kyseliny
s kratkym fetézcem, propionat (p = 0,003) a butyrat (p = 0,003). Vzhledem ke znamému
snizenému zastoupeni bakterii produkujicich mastné kyseliny s kratkym fetézcem u pacienti
s Crohnovou chorobou, by mohly praveé tyto kyseliny slouzit jako jeden z markertt pro
Crohnovu chorobu

Kli¢ova slova: Crohnova choroba, nukledrni magnetickéd rezonance, metabolom, mikrobiota,

stolice



'H NMR metabolome of stool of pacients with Crohn’s
disease

Summary

Crohn's disease is a type of inflammatory bowel disease (IBD), which encompass
various chronic inflammatory digestive conditions. Although the causes of IBD are unknown,
one factor that may play an important role is the intestinal microbiome, which is closely related
to the metabolome. Patients with Crohn's disease appear to have a different microbiome than
healthy subjects, although it is uncertain whether this is part of the cause or an effect of the
condition.

The aim of this study was to evaluate the faecal metabolic profile of paediatric patients
with Crohn's against those of healthy controls using *H nuclear magnetic resonance (NMR).
Differences could potentially serve as biomarkers for the diagnosis and monitoring of the
condition. In cooperation with Motol University Hospital in Prague, stool samples were
obtained from 6 paediatric patients with Crohn’s. These were compared with 11 healthy
controls from the Olivova détsk 1é¢ebna in Ricany.

The samples were analysed with NMR at 500 MHz using a pulse sequence (1D NOESY)
with pre-saturation to suppress the water signal. Targeted and untargeted analyses were applied
to the spectra. For targeted analysis, the spectra were manually adjusted and profiled using
Chenomx’s database of compounds. A total of 69 different compounds were quantified. For
non-targeted analysis, the spectra were reduced to 0.01 ppm bins using the MNova program.
The bin matrix was processed using multivariate statistical methods, namely principal
component analysis (PCA) and orthogonal least squares discriminant analysis (OPLS-DA).

The Mann-Whitney U test identified 19 statistically significantly different compounds
between the two groups: alanine (p < 0.001), methanol (p = 0.021), and short-chain fatty acids
(SCFA) propionate (p = 0.003) as well as butyrate (p = 0.003). Due to the known reduced
proportion of SCFA-producing bacteria in patients with Crohn's, these acids could potentially

serve as biomarkers of the disease.

Keywords: Crohn’s disease, nuclear magnetic resonance, metabolome, microbiota, stool
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1 Uvod

Zanétiva stfevni onemocnéni predstavuji chronickd a nespecifickd onemocnéni
gastrointestinalniho traktu, ve kterém zpasobuji zanétlivy proces. Mezi tato onemocnéni patii
Crohnova choroba (CD). Zanét pii CD mize vzniknout v jakékoliv ¢asti gastrointestinalniho
traktu a muze postihnout celou sténu stfeva. Incidence a prevalence onemocnéni zavisi na
konkrétnim izemi a prostiedi, Obecné se vSak pocet pacientil trpicich CD neustale zvysuje, a
zaroven se snizuje vek, ve kterém je nemoc pacientiim diagnostikovana. Pfi¢ina onemocnéni
nebyla dosud objasnéna (Gajendran et al. 2018), piedpoklada se vSak, ze vznika u jedinctu
s genetickymi predispozicemi diky neregulované imunitni odpovédi po vystaveni specifickym
vliviim prostiedi (Lee et al. 2015). Mezi rizikové faktory pro vznik CD patfi napt. koufeni, zivot
ve mésté, apendektomie nebo nékteré dietni faktory (Piovani et al. 2019).

Diagnostiku onemocnéni piedchazi n€kolik riznych vySetfeni, které vzdy zakoncuje
endoskopické vySetfeni. Vzhledem k tomu, Ze endoskopie je invazivni metoda, hleda se jiny,
neinvazivni zpusob, ktery by se dal v této problematice vyuzivat. Metabolomika by mohla
pfedstavovat piesné takovy neinvazivni zpusob, protoze ma potencial pro hledani markeri
pouzitelnych jak pro diagnostiku nemoci, tak pro monitorovani jejiho prib&hu. Jedna se o
profilovani metabolitd v riznych biologickych materidlech. Je zndmo, Ze pacienti s CD maji
mensi rozmanitost a celkové zastoupeni bakterii ve stfeve, S ¢imz souvisi také odlisny
metabolom pacientti. Ukédzkovou souvislosti je snizené zastoupeni mastnych kyselin s kratkym
fetézcem a zaroven snizené mnozstvi bakterii, které tyto mastné kyseliny produkuji. Existuji
studie, ve kterych se podatilo odlisit skupinu nemocnych pacientd a skupinu zdravych jedinct
na zakladé metabolomického profilovani.

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je jednou z metabolomickych metod, pomoci
které 1ze identifikovat Siroké spektrum latek. NMR spektroskopie fekalnich vzorkl predstavuje
velice nadéjnou moznost pro diagnostiku a sledovani pribéhu CD, ale zatim existuje jen malo
studii, které by se touto metodu zabyvaly.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo porovnat profil metabolitti ve stolici détskych pacientti s Crohnovou
chorobou a zdravych jedincti pomoci NMR spektroskopie a najit rozdily, které by v budoucnu
mohly slouzit bud’ jako diagnostické markery, nebo by mohly slouzit k pochopeni ptivodu a
prabéhu onemocnéni, souvislosti se stravou a mikrobialnim osidlenim.

Hypotéza: Metabolom pacientti s Crohnovou chorobou se 1i$i od metabolomu zdravych
jedinct.



3 Literarni reSerse
3.1 Crohnova choroba

Crohnova choroba (CD) je chronické zanétlivé stievni onemocnéni, které postihuje
primarné gastrointestinalni trakt. Dle soucasného pohledu se jedna o jeden z poli zanétlivych
sttevnich onemocnéni (inflammatory bowel diseases, IBD). Vyskyt nemoci v populaci ma stale
zvySujici se tendenci. Nepostihuje pouze dospélé, ale ¢im dal Castéji se zaCina projevovat u
mladsich pacientd. U déti se za pramérny vek pro stanoveni této diagndzy povazuje 12-13 let,
Crohnoveé chorob¢ miize prostoupit celou sténou stieva a postihnout jakoukoliv ¢ast traviciho
traktu, avSak u 50 % pacientii postihuje ileocekalni ¢ast stieva (Gajendran et al. 2018). Pro
pribéh onemocnéni je typické stifidani obdobi remisni faze a relapsti. Remise je klidové obdobi
bez vyraznych klinickych obtizi, zatimco relaps, aktivni fazi onemocnéni, charakterizuje
zvyseny zanét probihajici ve stievé a tim i vyrazné klinické obtize (Konikoff & Denson 2006).
Mezi zanétliva stfevni onemocnéni se fadi jeSt€ ulcerdzni kolitida (UC), a také tzv.
indeterminovana kolitida, kam spadaji ptipady, jenz nelze jednoznaéné diagnostikovat jako CD
nebo UC (Douda 2010; Mitrova 2012).

Etiologie IBD stale nebyla piesné odhalena. Pfedpoklada se vsak, ze jde o vysledek
interakce mezi genetickymi predispozicemi, zménami ve sloZeni stievni mikrobioty (Chassaing
& Darfeuillemichaud 2011) a vlivy prostiedi (napt. cigaretovy kout, stres, infekce) (Gajendran
et al. 2018). V souvislosti s genetickym vlivem bylo zji§téno, Ze ptibuzni prvniho stupné od
pacienti s CD také podléhaji zvySenému riziku (Hedin et al. 2014). Za rizikové faktory se
povazuje koufeni, nizky ptisun vldkniny ve stravé, Zivotni styl a apendektomie pii perforaci
apendixu. Co se ty¢e zivotniho stylu, zalezi pifedev§im na spanku, stresu a cvi¢eni. Malo
spanku, nizka fyzicka aktivita a stres ¢i Gizkost mohou zvysit riziko rozvoje choroby. U jiz
nemocnych pacientti jsou $patny spanek a stres, tizkost ¢i deprese spojovany s relapsem nemoci
(Gajendran et al. 2018). Dalsimi rizikovymi faktory jsou zZivot ve mésté, odstranéni krénich
mandli, uzivani antibiotik a oralni antikoncepce a porod cisaiskym fezem (Piovani et al. 2019).
U déti zvysuje riziko vzniku kromé nizké fyzické aktivity také pfijeti do nemocnice zapfi¢inéné
gastrointestinalnimi infekcemi, atopicky ekzém ¢i dokonce rozvod rodict (Jakobsen et al.
2013). Naopak snizit riziko maze fyzicka aktivita, sdileni postele, vice sourozenct, infekce
zpusobena bakterii Helicobacter pylori, chovani domacich mazlickt, kojeni a nékteré dalsi
dietni faktory (Piovani et al. 2019).

3.1.1 Vyskyt a diagnostika

Incidence i prevalence se lisi v zavislosti na lokalité, zivotnim prostiedi, a také etnicité
(Gajendran et al. 2018). Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky (2013)
uvadi, ze Crohnova choroba v CR zaujima 12 % z evidovanych gastroenterologickych
onemocnéni. Dale udava, ze na 10 000 osob vychazi 17,8 osob trpicich timto onemocnénim,
svéta, pfedevSim v severni Americe a zapadni Evrop¢. Incidence vSak nartsta také v Asii a jizni
Americe (Feuerstein & Cheifetz 2017).



Pocatky diagnostiky CD se zakladaji na kombinaci uvodnich pfiznakd, laboratornich a
zobrazovacich nalezti a fyzikalniho vySetieni (Gajendran et al. 2018). Pocate¢ni piiznaky
nemuseji mit pouze gastrointestindlni piivod, ale mohou byt také extraintestinalni. Patii mezi
né napf. prijem, bolesti biicha, hubnuti, nevolnost ¢i horecka (Feuerstein & Cheifetz 2017).
Vzhledem k tomu, Ze u déti byva Casto jedinym piiznakem porucha rustu, ristové percentilové
grafy pifedstavuji nezbytnou soucéast pravidelnych détskych kontrol u détského praktického
1ékaie (Mitrova 2012). Co se tyce laboratorniho vySetieni, zakladem je testovani krevnich
parametra spolu s typickymi protilatkami (u CD se jednd o protilatky proti Saccharomyces
cervisiae) a stanoveni zanétlivych parametri ve stolici, konkrétné fekalniho kalprotektinu
(Mitrova 2012; Gajendran et al. 2018). Jednd se o stabilni protein, ktery je odolny vici
proteolytickému Stépeni ve stolici (Konikoff & Denson 2006). V klinické praxi slouzi jako
senzitivni, avSak nespecificky ukazatel stievniho zanétu. Jeho elevace mize byt krom¢ IBD
zpusobena i jinym onemocnénim, napf. infekci traviciho traktu (Jensen et al. 2011). Vyuziva
se zejména k monitorovani pribéhu onemocnéni, kdy 1ze na zdklad¢ jeho hodnot predpovédét
hrozici relaps (Konikoff & Denson 2006).

Ze zobrazovacich vySetieni se vyuziva ultrasonografie, magneticka resonance a kapslova
endoskopie (Mitrova 2012; Gajendran et al. 2018). Kapslova endoskopie se da vyuzit jak
v diagnostice pfi podezieni, tak u jiz diagnostikovanych pacientd, napf. pro zjisténi rozsahu
postizeni tenkého stfeva. S vyhodou se déa vyuzit také u détskych pacintd, i u mladsich 10 let.
Vyuziti v Ceské republice ale neni vibec veliké, nebot’ vySetfeni neni hrazeno zdravotni
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tenkého stieva (Douda 2010).

Dalsi dilezitou soucast diagnostiky zastupuji endoskopicka vySetfeni horni 1 dolni ¢asti
traviciho traktu. Slouzi k nalezeni mista postiZeni, a predev§im k odebrani vzorki pro nasledné
histologické vysetfeni, po kterém nastava definitivni diagnéza (Mitrova 2012; Gajendran et al.
2018).

Diagnostika vSak neni diilezita pouze pro odhaleni nemoci, ale také pro sledovani nemoci
u jiz lécenych pacientl. U détskych pacientti se v klinické praxi vyuzivaji specialni indexy pro
(PCDAI) a weighted PCDAI (WPCDALI). Tyto indexy koreluji se stfevnim zanétem, avSak na
potiebné hodnoceni slizniéniho hojeni nesta¢i (Turner et al. 2017). Pro dospé€lé pacienty
existuje také Crohn’s Disease Activity Index (CDAI), ale jeho vypovidajici hodnota ohledné
zanétu je jeste slabsi nez u détské varianty. PCDAI klade na rozdil od CDAI mensi diraz na
subjektivné popsané symptomy (Otley et al. 1999).

3.1.2 Dietni faktory

Vyziva hraje roli v mnoha aspektech nemoci, a to jiz od jejiho ptivodu, az po udrzovani
a lécbu (Penagini et al. 2016). Strava muze ovliviiovat jak sloZeni a funk¢nost stievniho
mikrobiomu, tak mikrobialni produkeci vstiebatelnych metabolitl (Lee et al. 2015; Levine et al.
2018). Dietni faktory maji vliv také na bariérovou funkci hostitele a vrozenou imunitu. Obecné
je vSak tézké hledat jednotlivé rizikové dietni faktory a jejich pti¢innou souvislost s nemoci,
nebot’ mnoho potravin podléhd primyslovému zpracovani a miseni dohromady, napf.
konzumace zpracovaného masa bude pravdépodobné spojena s konzerva¢nimi latkami (Levine
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et al. 2018). Z vseobecného hlediska se jako divod zvysené incidence CD povazuje rozsifeni
tzv. zapadni stravy, ke které se vaze bohata konzumace tukl a bilkovin, zatimco konzumace
ovoce a zeleniny neni dostacujici (Penagini et al. 2016).

Z prehledového c¢lanku zabyvajiciho se nalezenim néjakého vzorce ve stravovani, jez
ovlivituje riziko CD, vyplynulo, Ze zvySené riziko CD podporuje strava bohatd na omega-6
mastné kyseliny, nasycené tuky a maso (Hou et al. 2011). Omega-6 mastné kyseliny patii spolu
s omega-3 mastnymi kyselinami do skupiny polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) a
povazuji se za prozanétlivé slouceniny diky arachidonové kyselin€, ktera funguje jako
prekurzor zanétlivym mediatorim (Marion-Letellier et al. 2015). Dalsi rizikové dietni faktory
mohou piedstavovat zejména nedostatek vitaminu D, dale také sachardza (pii zvyseni piijmu o
10 g/den) a Spatné traveni laktozy. Kojeni, vysoké hladiny vitaminu D, vlaknina a ovoce naopak
riziko snizuji (Piovani et al. 2019).

Podle studie, ve které zkoumali rizikové faktory u déti, zvySuje riziko vzniku vysoky
pfijem cukri z nealkoholickych ndpoji a naopak protektivni efekt ma zelenina a celozrnny
chléb (Jakobsen et al. 2013). D’Souza et al. (2008) provedli studii, ve které se také zaméfili na
détské pacienty, a jesté je rozdélili dle pohlavi. Zkoumali souvislost vzniku CD a stravovacich
vzorcl, které si kategorizovali do n€kolika skupin. Zvysené riziko u divek dle vysledki
vykazuje ,,zapadni* vzorec stravovani, ktery se vyznacuje konzumaci masa, smazeného jidla,
rychlého obcerstveni a skladkosti. Naopak vyznamné negativni souvislost jak u divek, tak u
chlapcti, mé dalsi typ vzorce, ktery je charakterizovan konzumaci zeleniny, ovoce, mlé¢nych
produktt, celozrnného peciva, obilnin, vajicek, olivového oleje, ryb a ofiski.

Jednim z nejvice diskutovanych dietnich faktort je vlaknina. Ve studii (Ananthakrishnan
et al. 2013) zamé&fené pravé na vlakninu bylo zjisténo, Ze nejvice pomaha vlaknina obsazena
Vv ovoci. Pfedpokladany mechanismus protektivniho efektu vldkniny spociva v jeji metabolizaci
sttevnimi bakteriemi na mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), ¢imz se zabranuje
transkripci prozanétlivych medidtord. Déle vSak také uvadi, Ze je tfeba udé¢lat dalsi studie
ohlednég tohoto mechanismu a potencialni moznosti prevence pomoci vlakniny.

Co se tyce ptijmu tukd, Chan et al. (2014) uvadéji, Zze pouze piijem dokosahexaenové
Kyseliny pomaha snizit riziko vzniku CD. Takovy pifijem by mél odpovidat 1 az 2 moiskym
rybam tydng. Oproti tomu Ananthakrishnan et al. (2014) neshledali souvislost mezi Zadnym
Z tukti a vlivem na CD.

Kromé& makronutrientii v§ak mohou mit ve vyzive vliv také mikronutrienty. Nékteré maji
dilezitou roli jako koenzymy potiebné pro udrZovani stfevni epitelové bariéry, jiné pfimo
ovliviiuji sttevni imunitni odpovédi nebo mikrobidlni zastoupeni ve stfeveé. Naptiklad se jedna
0 zinek, jehoz nedostatek se spojuje s porusenim bariéry, a tim 1 zvySené propustnosti
(Ananthakrishnan et al. 2018). Pacienti s IBD obecné na nutri¢ni deficience trpi, zejména diky
celkovému sniZenému piijmu potravy, omezujicim dietdm, malabsorpci a nadmérnym ztratdm
zivin. Ohledné této problematiky byla provedena studie, ve které byl zkouman stav sledovanych
mikronutrientti v dobé diagnézy a po prumeérné dobé sedmi let u détskych pacientt trpicich
IBD. Zjistilo se, ze predevsim nedostatek zeleza, zinku a vitaminu D je v dob¢ diagnozy bézny.
V pribéhu nasledujici zminéné doby nastalo omezené zlepSeni téchto hodnot. Tyto deficience
souviseji se sledovanymi markery, jako vysoké CRP ¢i nizka hodnota sérového albuminu. Co
se ty¢e hot¢iku a vitaminu B12, jejich nedostatek se objevuje spise vzacné (Ehrlich et al. 2020).
Konzumaci zinku v souvislosti s prevenci nemoci se vénovala studie Ananthakrishnan et al.
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vzniku CD. Tento efekt se tykd vyraznéji zinku pfijimaného stravou nez suplementovaného.
Mezi vyznamné zdroje zinku patii napf. maso, celozrmné potraviny nebo mléko a mlécné
vyrobky (Olza et al. 2017).

Dalsim diskutovanym faktorem vyzivy v souvislosti s pivodem CD je Vv tucich rozpustny
vitamin D, nebot’ to vypada, Ze jeho nedostatek hraje roli v zanétlivych procesech stieva. Byla
realizovana studie (Schaffler et al. 2018), ve které se zjistovalo, zda ma oraln¢ podavany
vitamin D vliv na zastoupeni bakterii u pacientd s CD Vv porovnani se zdravymi kontrolami.
Ob¢ skupiny ucastnikii zaroven trpéli deficienci vitaminu D. Po celou dobu studie byly ve
stolici pacientll obou skupin nejvice zastoupenymi kmen Bacteroidetes a rod Clostridium. Co
se tyCe ostatnich taxond, u kontrolni skupiny nebyly shledany po celou dobu studie zadné
vyznamné zmény V zastoupeni. Oproti tomu u pacientl s CD doslo ke zménam hned v prvnim
tydnu podavani vitaminu, avSak v dalSich tydnech doSlo ke zpétnému navriceni zmén.
Vzhledem k tomu, Ze vitamin D nemé¢l u kontrolni skupiny vyznamny vliv, av§ak u skupiny
pacientti s CD ano, lze ptedpokladat jeho dulezitou roli v patogenezi CD. Piestoze dal$im
efektem bylo u pacientd s CD také snizeni bakterialni diverzity. Ve studii Ananthakrishnan et
al. (2013) porovnavali namétené hladiny 25-hydroxycholekalciferolu (25(OH)D) v krevni
plazmé u pacienti s IBD. 25(OH)D vznika v jatrech po hydroxylaci vitaminu D a vyuziva se
jako ukazatel mnozstvi vitaminu D v organismu. Dle vysledki studie deficitni hladina
25(0OH)D v plazmé u pacienti s CD souvisi se zvySenym rizikem operaci a hospitalizaci
zaptic¢inénych nemoci ve srovnani s hladinou dostate¢nou. Dale také pacienti s CD, ktefi
vykazovali vychozi nedostatecné hodnoty, ale nasledné hladinu 25(OH)D normalizovali, mé&li
sniZzenou pravdépodobnost operace oproti t€ém, kterym se hladinu normalizovat nepodafilo.
Strisciuglio et al. (2018) provedli studii, ve které se zaméfili na nové diagnostikované détské
pacienty s IBD a jejich hodnoty proteinu vazajici vit. D a celkového i volného 25(OH)D
VvV porovnani se zdravou kontrolni skupinou. Z vysledkd bylo patrné, ze hladina celkového
25(OH)D byla vyssi u zdravych jedinct, avSak koncentrace volného byla stejna, ¢i dokonce
vy$$i u pacientti. Co se tyCe proteinu, jeho hladina byla nizsi u pacientti, coz souvisi i s nizsi
hladinou celkového 25(OH)D. Dle autord tedy zanét inverzné koreluje s hladinou vit. D
vazajiciho proteinu. Co se ty¢e vitamint rozpustnych v tucich obecné, podle Fabisiak et al.
(2017) maji pacienti s CD nizsi hladiny téchto vitamint oproti zdravym jedincim a méla by se
zvazit jejich suplementace.

Z hlediska vyzivy se s rizikem vyskytu CD nepoji pouze samotné Ziviny, ale také dalsi
soucasti pfidané do potravin v priibéhu jejich zpracovani, jako napt. emulgatory. V ramci studie
byly zkoumany dva vybrané emulgatory — karboxymethylcelulozu (CMC) a polysorbat 80
(P80), a jejich pifimé pusobeni na mikrobiom pfi pouziti simulatoru lidského stievniho
mikrobiomu. Ukazalo se, ze emulgatory méni stfevni mikrobiotu do prozanétlivého stavu.
CMC zptisobil zménu rychle, v rdmci jednoho dne. P80 plisobil pomaleji a byl tzce spjat se
zménou druhového zastoupeni bakterii (Chassaing et al. 2017).

Ovlivnit riziko vzniku CD se da vSak jiz od narozeni ditéte, nebot” kojeni se diky
protektivnimu efektu matefského mléka povazuje za faktor snizujici riziko pro CD. Matetské
mléko méni novorozencim slozeni stievni mikrobioty, avSak po odstaveni dojde stejné opét
K vyraznym zménam (Lee et al. 2015).
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Narozdil od vyse zminénych studii a pohledd, Racine et al. (2016) ve své studii v ramci
Evropy vyhodnotili, Ze s rizikem pro CD se zadné dietni vzorce spojit nedaji.

Vzhledem Kk tomu, ze dietni faktory ovliviuji stfevni mikrobiotu, pfedpoklada se jejich
podil na patogenezi onemocnéni. AvSak z vySe uvedenych informaci je ziejmé, Zze nelze
jednoznaéné a s jistotou identifikovat samostatny dietni faktor, ktery by pusobil protektivné
nebo naopak rizikove pro vznik onemocnéni (Levine et al. 2018).

3.1.3 Mikrobiom

Veskeré mikroorganismy pritomné jak na povrchu, tak uvniti lidského téla spole¢né tvori
jedine¢nou mikrobiotu. Geny, které mikrobiota kéduje, predstavuji mikrobiom. Poprvé byl
termin ,,mikrobiom* pouzit pro oznaceni spole¢ného genomu nasich vlastnich mikroorganisma,
které byly diive v souvislosti celkového zdravi ¢lovéka velmi podcenované. Lidska stfevni
mikrobiota je tedy rozsahla a komplexni komunita mikrobu, jenz osidluji oblast stiev (Clemente
etal. 2012).

Stievni mikrobiom se stale vice studuje a zkouma, a to predevsim v souvislosti se zdravim
Cloveka. Ziejmé je, ze mikrobiom hraje dilezitou roli v patogenezi mnohych onemocnéni
¢lovéka, mimo jiné pravé CD. Lidska stfevni mikrobiota je u kazdého jedince naprosto
jedine¢na. Sklada se nejen z rozmanitych komunit komenzalnich bakterii, ale také z vira,
mikromycet ¢i jednobunéénych parazitli, ptficemz vétSinové zastoupeni maji bakterie. Zdravé
stfevo osidluje pies 1000 riznych druhi bakterii a vice nez 90 % z nich patii ¢tyfem hlavnim
kmentim — Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria a Proteobacteria. Také v ramci téchto
hlavnich kment existuji vyznamné interindividualni rozdily v diverzité jejich zastoupeni.
Stfevni mikrobiota udrZzuje se svym hostitelem vzajemné prospésny vztah, kdy hostitel
poskytuje prostor s zivinami, zatimco mikrobiota napomaha hostiteli v regulaci nékterych
fyziologickych funkci. Mezi né patfi fermentace nestravitelné vlakniny a tim produkce
mastnych kyselin s kratkym fetézcem, dale tvorba vitamind, energie, obrana ptred patogenimi
mikroorganismy a porusenim stievni sliznice. Za normalnich fyziologickych podminek se tedy
stfevni mikrobiom chova jako samostany organ. Né&které mikroorganismy také vyznamné
podporuji fungovani imunitniho systému, napft. prostfednictvim ochrany pied patogennimi
bakteriemi. Udrzovani eubidzy, tedy stavu optimalniho osidleni stfevnimi bakteriemi, patii
mezi dulezité faktory pro zdravotni stav. Jeji naruseni, neboli dysbidza, mulze vyustit
do riznych stfevnich patologii ¢i stfevnich zanéti a v nékolika studiich byla povazovana za
jednu z moznych pfticin pivodu IBD (Khan et al. 2019).

S CD souvisi vyznamné zmény ve skladbé mikrobiomu, u kterych stale neni jasné, pokud
se projevuji jako pfic¢ina, nebo jako nasledek zanétlivé odpovédi hostitele. Vyvoj imunitni
odpovedi zavisi na mikrobialnim osidleni gastrointestinalniho traktu. Pro chronické zanétlivé
nemoci, jako napi. CD, je typicka zvySena stievni propustnost. Jedna se o naruseni propustnosti
stitevniho epitelu, ktery za normalni stavu selektivné omezuje priichod urcitych molekul, napft.
patogent. Existuji kmeny bakterii, které zlepSuji bariérovou funkci epitelu, ¢imz mohou snizit
zanétlivou odpoveéd. Pacienti s CD vykazuji jest¢ mensi rozmanitost bakterialniho osidleni
stfeva nez pacienti s ulcerdzni kolitidou, zejména v Castech postizenych zanétem (Nagalingam
& Lynch 2012). Diverzita mikrobiomu u pacientd s CD se 1isi individualng jesté vice nez u
mikrobiomu zdravych jedinct (Mondot et al. 2011). Navic jak jiz bylo zminéno, CD nejcastéji
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postihuje ileocekalni oblast stfeva a pravé v terminalnim ileu a tlustém stievé se nachazeji
nejvyssi koncentrace stfevnich bakterii (Sartor 2008). Terapie cilena na zmény stievni
mikrobioty by mohla byt v budoucnu slibnym posunem v 1é¢b¢ pacientt s IBD, avsak je tieba
provedeni dalSich studii (Khan et al. 2019).

Co se tyce konkrétnich druhti bakterii, u pacienti s IBD bylo zpozorovano vyznamné
snizeni u jinak hojnych bakterii z kmene Firmicutes, ktery u zdravych jedinct tvoii hlavni ¢ast
osidleni stfevni mikrobioty. Tyto kmeny patii mezi zndmé producenty dalezitych metaboliti,
mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA), které maji protizanétlivé ucinky a slouzi jako
vyziva pro bunky stfevniho epitelu (Nagalingam & Lynch 2012). Se snizenym poctem téchto
bakterii a také dalSich producentti SCFA, jako je ¢eled” Lachnospiraceae nebo rod Roseburia,
souvisi snizené mnozstvi SCFA ve stolici pacienti s CD (Sartor & Wu 2017). Z jiz zminéného
kmene Firmicutes nastava u pacientii redukce skupiny Clostridium leptum, a to zejména
Faecalibacterium prausnitzii. Tato bakterie svymi protizanétlivymi 0U¢inky napomaha
fyziologickému stfevnimu prostfedi a sniZeni jejiho zastoupeni se mize podilet na rozvoji ¢i
udrzovani stfevniho zanétu (Nagalingam & Lynch 2012). Sokol et al. (2008) ve své studii
zkoumali slozeni muko6zni mikrobioty u pacientu s aktivni fazi CD v dob¢, kdy absolvovali
chirurgickou resekci terminalniho ilea a jesté 6 mésicu poté. Z vysledkt v dobé operace bylo
zjevné vyznamneé niz$i zastoupeni bakterie Faecalibacterium prausnitzii. Stejné¢ dopadly také
vysledky po 6 mésicich u pacientti s endoskopickou recidivou v porovnani s pacienty, kteti byli
stale v remisni fazi. F. prausnitzii by se tedy dle autort dala vyuzit formou probiotik a podpofit
tim 1é¢bu CD. Autofi jiné studie zjistili u pacientl se zanétem kromé F. prausnitzii také nizsi
mnozstvi dal$iho ¢lena skupiny Clostridium leptum, a to Ruminococcus bromii. Dal§imi méné
zastoupenymi bakteriemi byly Ruminococcus albus, Eubacterium rectale, Bifidobacterium
bifidum a Parabacteroides distasonis. Naopak zvyseni zaznamenali u kmene Proteobacteria,
kde se konkrétné nejednalo pouze o bakterii Escherichia coli, ale také o Proteus vulgaris nebo
Enterobacter cowanii a u nékterych pacientti jesté o Enterococcus faecium ¢i Streptococcus
spp (Mondot et al. 2011). Negativné pisobi také napt. bakterie Salmonella enterica subsp.
enterica sérovar Typhimurium, ktera se kromé toho, ze miize zpisobovat zanétlivé reakce,
dokédze v zanétlivych podminkach mnozit. Bakterii, jejichZ pfitomnost se pfi onemocnéni
zvySuje, neni malo. Patfi mezi né také napf. rod Peptostreptococcus (kmen Firmicutes), jenz
osidluje ve vyssim relativnim mnozstvi pacienty s CD, a da se pfedpokladat, ze tyto bakterie
mohou hrat individualni ¢i kolektivni roli v patologii nemoci. Dulezité jsou také vzajemné
interakce mezi mikroby (Nagalingam & Lynch 2012).

Darfeuille-Michaud et al. (2004) se zamé&fili na vyskyt adherentné-invazivnich E. coli.
Tyto E. coli se zménénou funkci se prichyti a napadnou bunky stfevniho epitelu a nadale
v bunkach pietrvavaji a replikuji se. Porovnavali tedy jejich zastoupeni u pacienti s CD
lokalizovanou v ileu i ¢asti tlustého stieva, a také u zdravych kontrol. Z vysledka byla patrna
asociace E. coli silealnim typem CD a bakterie byly nalezeny castéji u pacientl trpicich
casnymi recidivujicimi pooperacnimi lézemi. Na zdkladé tohoto zjisténi mohli autofi
predpokladat, ze se mohou podilet na iniciaci zanétlivych procest. Byly vSak identifikovany
také u pacientli bez potizi, takze vyvolani recidivy miize vyzadovat jesté jiné dalsi faktory.
Escherichia coli kolonizuje lidské stievo jiz od prvnich mésict Zivota a podili se na sloZeni
sttevniho mikrobiomu po cely zivot. Ktery patovar E. coli bude ve slozeni dominantni se odviji
od stravovani a zastoupeni dalSich mikroorganismi. Mikrobiom se samoziejmé lisi 1 mezi
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al. (2019) zkoumali prave vztah mezi IBD u détskych pacienti a difuzné-adherentnimi E. coli,
které se bézné€ u lidi podileji na infekcich mocovych cest a u déti zapficinuji dlouhotrvajici
prijmy. Tyto bakterie se vyskytovali u vétSiny zkoumanych pacientii. Zaroven zjistili, Ze maji
schopnost indukovat zvysenou sekreci TNF-a, tudiz se da ptfedpokladat, ze se mohou
spolupodilet na odpovédnosti za vyvolani zdnétlivych procest u détskych pacientii s IBD.

Seksik et al. (2003) sledovali rozdily ve slozeni dominantnich bakterii u pacientii s CD
v remisni i aktivni fazi a u zdravych jedinct. Zjistili, Ze se mikrobiota pacienti od zdravych lisi
a pfiblizné 30 % dominantnich bakterii do b&znych dominantnich skupin ani nepatii.
Mikrobiom nemocnych sCD obsahoval vyznamné vysSs$i zastoupeni bakterii z Celedi
Enterobacteriaceae (kmen Proteobacteria), do které patii i jiz zminend E. coli. Zvysené
zastoupeni E. coli u pacientti uvadi i Sartor (2008).

Hedin et al. (2014) provedli studii, ve které zkoumali také rozdily ve stfevnim
mikrobiomu mezi pacienty s CD, jejich sourozenci a zdravymi kontrolami. Ve srovnani
s kontrolni skupinou méli pacienti podstatné nizsi koncentraci celkového mnozstvi bakterii,
dale konkrétné niz$i zastoupeni bakterii F. prausnitzii a Bifidobacterium adolescentis (kmen
Actinobacteria) a rodi Ruminococcus spp., Roseburia spp. (kmen Firmicutes) a Prevotella
(kmen Bacteroides). Skupina sourozencii se v§ak od kontrolni skupiny také lisila, nebot’ u nich
byla zaznamenana vyznamné niz$i koncentrace F. prausnitzii a Roseburia spp. oproti
kontrolam. Oproti tomu zastoupeni Prevotella a B. adolescentis se u téchto dvou skupin nelisilo.
Relativni zastoupeni E. coli bylo u pacientii oproti kontrolni skupiné vyssi, zatimco mezi
skupinou sourozenct a kontrolni skupinou se rozdil neprokazal. Dal$im zajimavym zjisténim
bylo, Ze pomér F. prausnitzii zjevné mezi sourozenci (mezi pacientem a jeho sourozencem)
koreloval. Z vysledki Hedin et al. (2014) vyvodili, Ze vzhledem k nékterym sdilenym
dysbiotickym vlastnostem mezi sourozenci (pacientem a jeho sourozencem), specialné
poklesem v Cetnosti F. prausnitzii, nejsou poruchy mikrobialni rovnovahy pouze nasledkem jiz
rozb&hlé nemoci. Oproti tomu zase redukce nékterych bakterii u pacientii, ale ne u jejich
sourozencu nasveédcuje, ze tyto zmeény mohou nastat jiz jako nasledek nemoci.

Dalsi studie zabyvajici se stfevni mikrobiotou s velice pocetnou skupinou déti ve véku od
3 do 17 let, a to jak pacienti s CD, tak kontrolni skupinou ukazala, ze s Crohnovou chorobou
pozitivné koreluje hojné zastoupeni Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae (Haemophilus sp.),
Neisseriaceae, Veillonellaceae a Fusobacteriaceae. Naopak negativni asociace byly
zaznamenany u mnohych rodd, naptf. Bacteroides, Faecalibacterium, Ruminococcus a
Roseburia, jejichz snizené pocty byly také zpozorovany jiz v jinych zminénych studiich. V této
studii byly jesté navic zaznamenany napft. rody Blautia ¢i Coprococcus. Stievni mikrobialni
dysbidza se prokdzala pouze v bioptickych vzorcich mukoznich tkani (terminalniho ilea a
rekta), zatimco ve vzorkach stolice odebrané v dobé diagnoézy nemoci prokazana nebyla. U
pacientt, ktefi trpéli rizn¢ hlubokymi viedy (v ileu ¢i ¢asti tlustého stfeva) byla pozorovana
zvySena mnozstvi Pasteurellaceae, Veillonellaceae, Rothia mucilaginosa a také patogenni E.
coli. Nedokazali vsak urcit, zda se zvySené mnozstvi bakterii podili na pficin€ vzniku nemaci,
nebo se tyto bakterie pouze dokazou na takové prostiedi adaptovat a prezivat v ném. Dale
vypozorovali, ze mikrobialni zastoupeni ptidruzené k epitelu postizenému zanétem obsahovalo
zvySené mnozstvi aerobnich a fakultativn€ anaerobnich bakterii, zatimco ty striktné anaerobni
ptevladaly ve stolici. Toto zjisténi podporuje informaci, ze hladina kysliku ve stifevnim lumen
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roste v souvislosti se sttevnim zanétem az do takového mnozstvi, Ze se stfevni mikrobiota za¢ne
piizplsobovat pfeménou na aerotolerantni slozeni (Gevers et al. 2014).

Na rod Fusobacterium, jehoz zvySené mnozstvi u pacientti s CD detekovali Gevers et al.
(2014), se zaméiila i studie Strauss et al. (2011), ve které porovnavali mnozstvi téchto bakterii
u pacienti s IBD (z nichz vétSina pacienta trpéla CD) a zdravych kontrol ze vzorkl tkéné
z biopsie. Bakterie byly dle vysledkii objeveny vyznamné Castéji ve tkani pacient s IBD, nez
ve tkani zdravych jedinct. Co se tyCe konkrétniho druhu, vétSinu ze vSech detekovanych
bakterii z rodu Fusobacterium tvofila bakterie F. nucleatum. Ac¢koliv je tato bakterie spojovana
predev§im se zanétlivymi nemocemi v ustni duting, osidluje také bézné i lidské stievo.
Vzhledem k tomu, Ze se povazuje za prozanétlivy patogen, autoii studie predpokladali jeji vyssi
zastoupeni praveé u pacientti s IBD. Kromé vyskytu zkoumali autofi studie také invazivitu na
modelu Caco-2 buné¢né linie nadoru adenokarcinomu. Ukazalo se, Ze F. nucleatum izolovana
ze tkané pacientl s CD postizené zancétem projevila vyznamné zvySenou schopnost napadnout
buiiky, nez tkan zdravych pacientl ¢i dokonce tkan pacientii s CD, kterd zdnétem postizena
neni. Dle autorti by kolonizace stfeva touto bakterii mohla slouzit jako indikator pro
gastrointestinalni onemocnéni.

Za dalsi bakterii jako mozny faktor v etiologii CD se povazuje Mycobacterium avium
spp. paratuberculosis (MAP). Tato bakterie byla diky izolaci z hojného poctu pacientl
navrzena V této souvislosti jiz pfed mnoha lety. Kromé& zdroji potvrzujicich pfic¢innou
souvislost se vSak také vyskytuje nemalo zdroju tvrdicich opak (Chiodini et al. 2012). Na vyskyt
MAP u pacientt s CD se zaméfila studie Zarei-Kordshouli et al. (2019), ve které hledali
ptitomnost MAP ve vzorcich z biopsie jak pacientd s CD, tak kontrolni skupiny bez IBD. U
pacientt s CD byla MAP identifikovana oproti kontrolni skupiné jednozna¢né¢ mnohem casté;ji.
Dle autori studie existuje souvislost mezi MAP a etiologii CD.

Vliv stfevni mikrobioty na zdravotni stav hostitele se neda zpochybnit, stejné jako jeji
souvislost s CD. Vzhledem k nejasnostem, zda odli$na stfevni mikrobiota a konkrétni zminéné
bakterie hraji roli v patogenezi onemocnéni, ¢i tyto zmeny nastavaji jako nasledek CD, je nutné
provést dalsi studie stfevniho mikrobiomu pro blizsi pochopeni (Nagalingam & Lynch 2012).

3.14 Lécba

Zakladni mySlenka 1écby IBD spociva v prvotnim zaméfeni na navozeni remisni faze
nemoci a druhotné na jejim udrzeni (Aardoom et al. 2019). Hlavnim cilem 1é¢by vSak neni
pouze potlaceni zanétlivého procesu, ale pfedev§im zahojeni stievni sliznice, neboli dosazeni
tzv. slizni€niho hojeni. Diky tomu se také dostane pacient do dlouhodobé remisni f4ze nemoci.
V této souvislosti se tedy upfednostnuji takové 1éky, jenz mohou tento efekt navodit (Mitrova
2016). Co se tyce détskych pacientil, méla by 1écba navic také znormalizovat rust a vyvoj ditéte
(Mitrova 2012).

Obecné Ize rozdélit 1écbu na dva typy - indukéni a udrzovaci. Indukéni 1é€bu miizeme jeste
dale rozdélit na tzv. ,,step-up strategii” a ,,top-down strategii. Step-up strategie 1écby zacina u
mirnéjSich forem terapie, které maji také méné potencialnich vedlejSich uc¢inkia. K
intenzivnéjSim formam 1écby se prechazi az pii selhani téch mirnéjSich. U CD by méla zacit
exkluzivni enteralni vyzivou (EEV). U détskych pacientii se navic od zacatku vyuziva také
1é¢ba imunosupresivy (azatioprin, ptipadné metotrexat). V nékterych piipadech je i v ¢asnych

16



fazich nemoci indikovano chirurgické feseni (Mitrova 2012). Top-down strategie spociva
V intenzivnim a efektivnim zahéjeni 1écby. Pii tomto druhu 1é¢by se indikuje, zejména u té€zkych
ptipadi, 1écba biologicka. Top-down strategie se zacala u nas vyuzivat vice, a to vzhledem ke
stale klesajicimu  veéku diagnostikovanych pacientd a frekventovanéjSim zavaznym
endoskopickym naleziim. (Mitrova 2016). Co se ty¢e udrzovaci 1é¢by, u détskych pacienti ma
nejlepsi ucinek 1é¢ba imunosupresivy, konkrétn¢ z fady thiopurind (azatioprin). Pti relapsech
¢i komplikacich nemoci se mohou pouzit i antibiotika (metronidazol, azitromycin). U détskych
pacientd se obvykle nevyuziva 1é¢ba pomoci kortikosteroidii v prvni viné 1é¢by, vzhledem
K jejich cetnym nezadoucim GcCinkim. Pokud farmakologicka 1éc¢ba selze, ¢i se naskytnou
zavazné komplikace onemocnéni (pistéle, abscesy Ci stenozy), je indikovana také 1écba
chirurgicka (Mitrova 2012).

Exkluzivni enterdlni vyziva zastdvda, zejména V Evropé, jediny zavedeny zpusob dietni
1é¢by Crohnovy choroby u détskych pacienti (Svolos et al. 2019). Kromé toho, Ze napomaha
k zahojeni stievni sliznice, také zlepSuje pacientiiv nutriéni stav a zarovei nezpusobuje zadné
zavazné vedlej$i nezadouci G€inky. Diky t€émto zminénym faktorim se vyuziva jako prvni
volba 1éEby pro navozeni remisni faze. Obvykle se podava Sest az osm tydnt formou sippingu,
pfipadné nasojejunalni sondou (Mitrova 2016). EEV putsobi efektivné také pii 1écbe
komplikaci, a pfi uzivani po vice jak 4 tydnti muze i snizit riziko chirurgickych resekci (Levine
et al. 2018). Mechanismus ptusobeni EEV vs§ak zatim stale nebyl uplné odhalen (Mitrova 2016;
Svolos et al. 2019). Dle Mitrové (2016) se diky vylouceni antigenti ze stravy a upravé stievni
propustnosti a mikrobioty snizi produkce zanétlivych cytokinil. Vyfazeni zdpadni stravy praveé
diky nahrazeni EEV u détskych pacientii s CD také zptisobilo vyrazné snizeni v zastoupeni
kmene Proteobacteria, Fusobacteria a dalSich rodu jiz zminénych v souvislosti se zvySenym
vyskytem u pacientti s CD, jako jsou Escherichia, Haemophilus ¢i Veillonella (Levine et al.
2018). Svolos et al. (2019) povazuji EEV za sice uspé$nou, avsak piisnou a omezujici dietu,
jenz se neda dlouhodob¢ akceptovat zejména u dospélych pacientti. Rozhodli se tedy vyvinout
novou efektivni a hlavné piijatelngjsi variantu dietologické 1écby, odvijejici se od jejich
poznatkti o mechanismu G¢inku EEV a patogenezi CD. Zakladni hypotézou jejich projektu, tzv.
treatment-with-eating diet (CD-TREAT) bylo, ze mohou dosahnout podobnych terapeutickych
vysledkl jako EEV s béZnou dietou, jenZ bude zaloZena na sloZeni EEV, ¢imz se napodobi
efekt na stfevni mikrobiom. Vytvofili tedy individualizované diety, jejichZ spole¢nym
zékladem je vyfazeni urcitych dietnich ¢lankd - napt. lepku, laktézy a alkoholu, a naopak
propojeni dulezitych zakladnich latek, jako jsou makronutrienty, vitaminy, mineralni latky ¢i
vlaknina. Schézejici mikronutrienty doplnili multivitaminovou tabletou. CD-TREAT spliuje
individualni denni energetické pozadavky, a také zohlednuje potravinové preference. Ze studie,
do které zapojili také nckolik détskych pacientii s aktivnim zanétem vyplynulo, ze se CD-
TREAT jevi jako vice pfijatelny, snadnéji proveditelny a vice sytici zplisob nez EEV. Navic
zpisobuje méné vedlejSich gastrointestinalnich Uc¢inkd. Také rodiny détskych pacientii
lécenych EEV uvedli, ze by preferovali pevnou stravovaci alternativu. CD-TREAT by tedy po
rozséahlejsich studiich a dikladné&j$im prozkoumani odpoveédi mikrobiomu mohla mit potencial
pro vyuziti jako samostnana dlouhodoba dietni udrzovaci 1écba.

Dal§i zminénd forma 1écby, biologickd léCba, se V soucasnosti povazuje za ten
nejefektivnéjsi typ u pacientl trpicich IBD. Spociva v pisobeni proti tumor nekrotizujicimu
faktoru alfa (TNF-a). Konkrétné byly zatim oficialné schvaleny pro 1é¢bu détskych pacientd
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ptipravky infliximab a adalimumab. Dal§i moZznou modalitou z fad biologické 1écby IBD jsou
vedolizumab a ustekinumab. U dospélych pacientti je v CR povolen jesté golimumab (Mitrové
2016). Kugathasan et al. (2017) vytvotili studii, ve které porovnavali dvé skupiny nové
diagnostikovanych détskych pacientii s CD, z nichz jedna skupina obdrzela brzkou a druha
pozdé&jsi biologickou 1éCbu. Pacientim s v€asnou TNF-a terapii hrozilo vyznamné nizsi riziko
vzniku penetrujicich komplikaci, avSak v piipadé striktur se vyznamny rozdil nepotvrdil. Ani
tento zpusob 1écby vSak neni bezchybny. Pii monoterapeutické varianté¢ mtze po néjaké dobé
dochazet u nemalé ¢asti pacientt ke ztraté odpovédi na 1é¢bu, nebot’ TNF-a blokatory ovliviiuje
imunogenicita. K prevenci této problematiky se s vyhodou vyuziva také kombinovana 1écba,
kdy se k biologické 1é¢be ptida jesté 1ék z fady imunosupresiv (Aardoom et al. 2019). Ke
stejnému vysledku dosla i studie Chi et al. (2018), ve které se zamé&fili konkrétné na infliximab
u détskych pacientt, a to v kombinaci s metotrexatem.

také mnohé vedlejsi nezadouci u¢inky. Indikuji se tedy pouze v piipadé relapsu hemoci, ale pro
udrzovaci 1é¢bu jiz nikoliv (Dujsikova 2018). U détskych pacienti jejich vyuziti nahradila EEV
a vyuzivaji se pouze pokud neni EEV efektivni, tolerovand, a nebo neni pacient lé€en pomoci
biologické 1écby. V zasad¢ se vsak jejich pouziti u déti povazuje za nevhodné, nebot’ obzvlasté
u této skupiny pacientl nastavaji zavazné nezadouci ucinky, napf. porucha ristu (Mitrova
2016).

Castou volbu 16¢by zastavaji zminéna imunosupresiva, jenz ptisobi dlouhodobé efektivné
remisni fadze. Také u détskych pacientii se bézné vyuzivaji jak pii zahdjeni 1écby, tak pfti
udrzovaci fazi. Konkrétné se podavaji Iéky z fady thiopurinti, predev§im azatioprin. Pokud je
CD chronicky aktivni ¢i nejsou thiopuriny G¢inné nebo dobfe tolerované pacientem, vyuziva se
také metotrexat. Prestoze jsou imunosupresiva obecné povazovana za bezpecnou formu terapie,
mohou se i tato 1éCiva potykat s nékterymi nezadoucimi ucinky, napif. S intolerancemi
gastrointestinalniho traktu (Mitrova 2016; Dujsikova 2018).

Dalsi skupinou 1€k, které se vyuzivaji pro terapii IBD, jsou aminosalicylaty. Tyto léky se
vsak podavaji piedev§im pacientim s UC. U terapie CD s ileocekalnim postizenim stieva a
mirnou aktivitou onemocnéni nemaji skoro zadny efekt, a to ani ve vysSich davkach.
Nedoporucuje se ani jejich kombinovani s jinymi typy 1ékt. Existuji pouze nékteré vyjimky
(napf. vyznamné postizeni tlustého stfeva), pii kterych lze aminosalicylaty podavat i u pacientti
s CD (Dujsikova 2018). V zahrani¢ni literatufe vSak existuje mnoho studii, ve kterych byli
pacienti s CD 1éceni pravé touto skupinou 1éka (Guslandi et al. 2000; Romano et al. 2005).

Z hlediska vyzivy existuji kromé EEN jesté dalsi, avSak oficialn€ nezavedené zplsoby
specialnich diet (Kaenkumchorn & Kesavan 2019). Jednim z nich je tzv. specificka sacharidova
dieta (SCD), ktera by mé¢la obnovit bakterialni rovnovahu ve stieve, a tim zde i snizit zanétlivy
proces. Svym pusobenim tedy mutze navodit a udrZzovat remisni fazi u pacientd s IBD. Dieta
redukuje piijem sacharidli pfedevSim na monosacharidy. Vytazuje piijem disacharidd, vétSiny
polysacharidl, zeleniny s vy$§im obsahem amylopektinu nez amyldzy, potravin s vysokym
obsahem ptidatnych latek a zpracovand masa. Skladé se z bilkovin, ovoce, zeleniny, luSténin,
ofechd a mouky z nich, kokosové mouky a medu. Dieta sice dle studii vykazuje pozitivni
klinické ucinky, ale pro pacienty neni jednoduché takto piisnou dietu dodrzovat (Obih et al.
2016; Kaenkumchorn & Kesavan 2019). Dalsi navrh pfidatné dietni 1écby vytvofili
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prostiednictvim studie Olendzki et al. (2014), a to tzv. protizanétlivou dietu. Dieta spociva
v omezeni urcitych sacharidl, predevsim laktézy a rafinovanych sacharidl, dale uzivani
prebiotickych a probiotickych ptipravki, snizeni pifijmu celkovych a saturovanych tukd,
zvySeni pfijmu omega 3 mastnych kyselin, identifikaci nedostate¢né piijimanych Zzivin,
intoleranci a upravé textury potravin pro lep$i vstiebavani zivin a minimalizovani nerozpustné
vladkniny (napf. vafeni, mixovani ¢i mleti). U pacientli s IBD tucastnicich se studie nastala
redukce symptomi onemocnéni, a také mohli ukoncit alespon jednu z jejich ptedchozich
medikaci. Studie vSak neprokéazala zlepSeni laboratornich nebo histologickych parametrt. Dalsi
variantou, avSak pouze pro CD, je tzv. CD exkluzivni dieta. VyluCuje zpracované a
konzervované potraviny, lepek, mlécné vyrobky, bezlepkové pecené vyrobky vcetné peciva,
zpracovana a uzena masa, produkty obsahujici emulgétory, sojové produkty a naopak povoluje
omezené mnozstvi vlakniny. Mensi studie (47 pacientll) na détech a mladych dospélych
pacientech s touto samotnou dietou ¢i v kombinaci s EEV prokazala dosazeni klinické remise
u vétsiny pacientt a také zlepSeni zanétlivych markert (Sigall-Boneh et al. 2014).

Co se ty¢e dietnich faktort v souvislosti s 1é¢bou, bylo zkouméano jiz mnoho potravinovych
komponentt, avSak jako dva nejcast¢jsi v literatute vitézi kurkumin a omega 3 mastné kyseliny.
Kurkumin se vSak s vyhodou vyuziva pouze u UC (Kaenkumchorn & Kesavan 2019).
V souvislosti sCD se dle studie, ve které porovnavali ucinek kurkuminu v porovnani
s placebem u pacientll po operaci jako prevenci proti recidivé, Zzadny efekt oproti placebu
neprokazal (Bommelaer et al. 2019). Omega 3 mastné kyseliny maji protizanétlivé vlastnosti a
rizné dalsi prospésné ucinky. Byla provedena studie s détskymi pacienty trpicimi CD, ktefi byli
rozdéleni do dvou skupin, z nichZ byly ob¢ Ié¢eny aminosalicylovou kyselinou. Jedna skupina
obdrZela jesté¢ omega 3 a druhd jen placebo. Skupina s omega 3 méla vyznamné nizsi pocet
relapsti nez placebo skupina (Romano et al. 2005). Oproti tomu vsak studie Feagan et al. (2009),
ve které byli rozdéleni dospéli pacienti s CD do dvou skupin - jedna s omega 3 suplementaci,
jedna placebo skupina, neshledala Zadny vyznamny efekt v prevenci relapsi.

Zajimavy zpusob 1é¢by, jenz by mohl byt v budoucnosti ¢im dal vétsim piinosem nejen
v souvislosti s 1é¢bou IBD, piedstavuje fekalni mikrobialni transplantace (FMT). Zatim se vSak
oficialné vyuziva pouze pro 1é¢bu infekce Clostridium difficile. Protoze ma fekalni
transplantace potencial pro napraveni mikrobialni dysbidzy, pfedpoklada se mozZna efektivita u
lécby onemocnéni, v jejichz patogenezi hraje roli pravé stfevni mikrobiom - tedy i IBD
(Paramsothy et al. 2017; Zou et al. 2020). Podle studie Zou et al. (2020), i kdyz provedené na
malém poctu pacientli, se vétSina z pacientll dostala 3 dny po transplantaci do remisni faze.
Také byla potvrzena skute¢nost, ze zejména pacienti s CD maji niz$i bakterialni osidleni, a to
na urovni druhli i kment. Po transplantaci se bakterialni zastoupeni zménilo, napt. obecné
vzrostlo zastoupeni rodu Bacteroides, jenz je jinak u pacientd s IBD zastoupen méné. Wang et
al. (2018) se ve své studii zamé&fili na bezpecnost transplantace u pacientti s CD a zkoumali
vedlejsi ucinky. Zjistili, ze n€které vedlejsi ucinky nastavali u pacientd pouze v prubchu
prvniho mésice po transplantaci, a to napf. CastéjSi defekace, horecka ¢i bolesti bficha. Po
uplynuti prvniho mésice jiz vedlejsi ucinky zpozorovany nebyly. Dal§im zjiSténim bylo, Ze
zpisob pfipravy transplantace ovlivituje vyskyt vedlejSich ucinkt, ale neovlivni efektivitu.
Ptiprava pomoci automatizované¢ho pfistroje vykazovala vyznamné nizs§i vyskyt vedlejSich
ucinkid. Déle klinickd odpovéd’ a remise byly vyznamné vice zastoupeny u pacientll bez
vedlejSich ucinki. Oproti tomu Gutin et al. (2019) dle své studie s nizkym poctem pacientt
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s CD uvadgji, Ze po transplantaci nastalo zlepSeni formou klinické odpovédi pouze u mensiho
poctu pacientli. Navic u pacientli, kterych se klinickd odpovéd’ tykala, nenastalo zlepSeni
v zanétlivych parametrech. Tito pacienti byli také ti s plivodné nejnizsi mikrobialni diverzitou.
Dle autorti se také musi vice prozkoumat bezpecnost této metody.

V souvislosti se stievnim mikrobiomem se mohou pacientim s CD podavat také
probiotika, coZ je smés nepatogennich mikroorganismu. Jejich podavani mize mit pozitivni
vliv, a to diky zméné a stabilizaci stfevni mikrobioty (Dujsikova 2018). Konkrétné byla v ramci
studii zkoumana napf. kvasinka Saccharomyces boulardii, ktera pusobi protektivné proti
sttevni infekci C. difficile, nebo také pomaha v prevenci prijmu zpisobeném podavanim
antibiotik. Byla provedena studie, ve které se zkoumal jeji mozny efekt pii udrzovaci 1écbé
neaktivni CD. Jedna skupina pacientil byla 1é¢ena pouze aminosalicylaty, zatimco druhé
skupiné byly podavany kromé aminosalicylati jesté kapsle obsahujici kvasinku S. boulardii.
Dle vysledku studie nastal relaps nemoci u vyznamné vice pacientti bez probiotické podpory
(Guslandi et al. 2000). Se stejnym Uc¢elem byla provedena i jina studie, kde se vSak zadny
vyznamny rozdil mezi skupinami pacientli neprokazal (Bourreille et al. 2013). Dale byla
provedena také studie, ktera byla zamétena na vliv S. boulardii na sttevni permeabilitu pacientl
SCD vremisni fazi. Dle vysledkd studie se stfevni permeabilita u pacientl po ptidani
probiotické podpory k zakladni 1é¢bé zlepsila, i kdyz k uplné normalizaci nedoslo (Garcia
Vilela et al. 2008). Obecné se probiotika v ramci samostatné udrzovaci 1é€by u pacientti s CD
Vv remisni fazi zatim neovéfily. V kombinaci se standardni farmakologickou 1é¢bou v§ak mohou
vysledky terapie zlepsit (Guslandi 2015).

Se v§emi zminénymi druhy 1é¢by musi zaroven probihat samoziejmé také psychologicka
podpora pacienta (zejména détského) a jeho rodiny a také podplirna medikamentdzni 1écba,
jako jsou rizné suplementace vitamint ¢i sipping (Mitrova 2016).

3.2 Nuklearni magneticka rezonance v metabolomice

Nukledrni magnetickéd rezonance (NMR) patii mezi spektralni analytické ptistroje. Jedna
se 0 jiZz nepostradatelny nastroj jak pro chemii, biochemii, fyziku, tak zejména pro medicinské
védy. Ze zacatku se méfilo pouze jednodimenzionalnim zpisobem, avSak postupem casu se
vyvinul 1 dvoudimenzionalni systém méteni. Hlavni tikol NMR spociva v ur€ovani struktur
molekul, coZ probihd na zakladé¢ meéfeni, analyzovani a interpretovani spekter vysokého
rozliseni (Friebolin 2011). NMR méti magnetické rezonance atomovych jader v molekulach.
Frekvenci rezonance ovliviiuje pocet a vlastnosti ostatnich jader, které méfené jadro obklopuyji,
takze nam poskytne strukturalni informace (Lin et al. 2011). Nejcast¢jsi predmét zajmu méteni
zastavaji pravé rezonance ‘H protont, diky kterym se dé struktura organickych molekul uréit.
Velmi dileZitou souc¢asti NMR spektrometru je kryogenni supravodivy magnet, jehoz kvalita
hraje roli v GispéSnosti méteni a samotného spektra (Friebolin 2011).

Metabolomika se stala velmi diilezitym néstrojem pro mnoho oblasti védeckych vyzkumi
(Cevallos-Cevallos et al. 2009). Vyuziva se napi. ve studiich v souvislosti se zanétlivymi
stftevnimi onemocnénimi, kolorektalnim karcinomem ¢i dietnimi intervencemi. Jedna se o
disciplinu studujici metabolom, coz je celkové mnozstvi metabolitl, které mohou byt
Vv biologickém vzorku méfeny (Kostidis et al. 2017). Samotné metabolity se definuji jako
kone¢né produkty a meziprodukty metabolismu. Lin et al. (2011) vSak tvrdi, Ze zatim neni
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mozné zméfit kompletni metabolom kvuli velkému rozsahu koncentraci metabolitl, jejich
chemické rozmanitosti a omezeni analytickych technik. Metabolomika mimo jiné muze
poslouzit k nalezeni novych markerti k riznym staviim. Detekce, identifikace a kvantifikace
velkého poctu metabolitii, které se navic Casto vyrazné koncentracné lisi, je vSak velmi narocna.
Mezi nejvice rozsifené pouzivané metody v tomto oboru patii kromé NMR také plynova a
kapalinova chromatografie. Zkoumaji se predevsim biologické tekutiny, napt. vzorky krevni
plazmy a séra, mo¢ ¢i zZlu¢, nebo tkdn¢. Oproti tomu stolice nebyvala hlavnim pfedmétem
zkoumani v metabolomice, avsak pravé tento biologicky material se pro vyzkum, ktery se
zamétuje na odhalovani vlivu stfevni mikrobioty na hostitelsky organismus, nejvice hodi.
Stolice, fyziologicky produkt gastrointestinalniho traktu, jako vzorek neni homogenni, ale tvofi
bohaty nestraveny komplex makromolekul a d¢astic, jehoz presné slozeni zéavisi na
kratkodobych dietnich faktorech. Zarovei predstavuje primarni vzorek, ze kterého 1ze posoudit
spoleény metabolismus hosticiho organismu a stfevni mikrobioty (Deda et al. 2015).
Metabolicka analyza stolice tedy zajiStuje zajimavy, a hlavné neinvazivni zpiisob pro
monitorovani zmén od optimalniho stavu (Kostidis et al. 2017).

Protoze specifické metabolity vyvolavaji jedine¢né rezonance, kvantifikace a identifikace
metaboliti pomoci NMR miize prob€hnout bez predeslé separace latek ve vzorku. Ne vSechny
metabolity mohou byt snadno jednotlivé identifikovany, nebot se jejich signaly mohou
piekryvat. Tento nedostatek mize byt problém u vzorki slozenych z mnoha druhti metabolitd,
protoze roste riziko prekryti signald metaboliti s niz§Simi koncentracemi témi vice
zastoupenymi. V porovnani S dal§imi zminénymi moznostmi metabolomické analyzy NMR
vitézi v kvantifikaci a reprodukovatelnosti. Navic neplsobi na vzorky destruktivné, takze se
vzorky mohou pouzit pro analyzu znovu. Mé vSak zase niz$i citlivost, takZze pokryva mensi
mnozstvi metabolitl, které jsou ve vzorku majoritni (Pan & Raftery 2007; Lin et al. 2011).
Ziskand data z metabolomické analyzy ptfedstavuji matici bud® naméfenych koncentraci
metabolitli, nebo jejich relavitnich odezev, které spole¢né tvoti metabolicky profil vzorku ¢i
organismu. Po jejich patfiénych tpravach dochazi k riznym statistickym metodam
vyhodnoceni. BéZne se vyuziva napt. analyza hlavnich komponent (Principal Component
Analysis, PCA) nebo diskrimina¢ni analyza nejmensich ¢&tverct (Partial-Least Squares
discriminant analysis, PLS-DA) (Lin et al. 2011).

Co se tyce konkrétnich metaboliti ve stolici, jenZ se daji detekovat pomoci NMR, zaleZi i
na piipravé vzorku, konkrétné extrakci. V piipadé extrakce vodou se piednostné detekuji
aminokyseliny, glukdza a glycerol, zatimco tuky, kyselina cholova a malat jsou viditelné pouze
pii extrakci methanolem. Pouze ve vodnych extraktech miizeme najit pyruvat, fumarat, sukcinat
a malonat. SCFA Ize také lépe objevit ve vodnych vzorcich, nebot’ mnoho jejich signald
piekryvaji rozsahlé odezvy tukli. Extrakci vodou tedy preferujeme, pokud chceme obdrzet
informace o SCFA a organickych kyselinach. Dle autorta studie je vyhodnéjsi provést extrakci
lyofilizovanych vzorkl stolice, protoZze nedochazi k chybdm zapfi¢inénym vyznamnymi
individualnimi rozdily v obsahu vody ve stolici. Kromé¢ jiz zminenych metabolitii se pomoci
NMR daji odhalit také produkty fermentace dietnich slozek a ¢innosti mikrobioty. Mezi takové
metabolity patfi napf. trimethylamin, ktery se vytvari fermentaci karnitinu a cholinu,
degrada¢ni produkty polyfenolt ¢i jiz zminéné SCFA v souvislosti s ¢innosti stievni
mikrobioty (Jacobs et al. 2008).

21



Kostidis et al. (2017) ve své metabolomické studii s NMR analyzou stolice detekovali
Siroké spektrum metabolitli, napi. aminokyseliny a jejich derivaty, SCFA, karboxylové
kyseliny, sacharidy ¢i alkoholy.

Pted samotnym odbérem vzorki stolice se miize provadét jesté hodnoceni jeji konzistence,
a to pomoci tzv. Bristol Stool Chart stupnice. Tato pomicka reflektuje rozdily v obsahu vody
ve stolici a v aktivité stfevni mikrobioty, a také dobu priichodu stolice stievem. Delsi doba
priachodu stolice souvisi se zvySenim proteolytickych dé&ji a s produkci potenciondlné
Skodlivych metabolitti. Bristol Stool Chart rozdéluje lidskou stolici do sedmi kategorii dle
konzistence, a to s nejvyssim skore odpovidajicim rozpadajici se stolici a kratké dobé priachodu
sttevem. Naopak nizsi skore predstavuji tvrdou a déle prochazejici stolici (Vandeputte et al.
2016).

3.2.1 Diagnostika IBD

NMR spektroskopie fekalnich vzorkl slouzi jako potencialni neinvazivni diagnosticky
nastroj, jenzZ mize pomoci charakterizovat zmény zptisobené stievnim zanétem prostiednictvim
metabolického profilovani souvisejiciho s malabsorpci a mikrobidlni dysbidzou. Diky
signifikantnim rozdilim v metabolickému profilovani se daji rozlisit nejen IBD pacienti od
zdravych kontrol, ale také pacienti s UC oproti pacientim s CD (Bjerrum et al. 2014). Dle
Marchesi et al. (2007) se metabolity ve stolici pacientdl s CD lisi vyraznéji, coz nasvéd¢uje, ze
zanét probihajici u CD pisobi oproti UC rozsahleji, a tim nastavaji i vaznéjsi metabolické
nasledky. Mezi metabolity tvofici vyznamné rozdily patii aminokyseliny, SCFA souvisejici
s mikrobiotou a laktat. Tzv. ,,omics* metody, pod které¢ spada i metabolomika, by mohly pfispét
také ke zlepSeni diagnostiky a porozuméni patogeneze IBD. Najit efektivni neinvazivni metody
je velice potiebné jak pro diagnostiku, tak pro sledovani aktivity onemocnéni, nebot’ diky nim
muzeme dosédhnout lepsi kontrole pacientti s IBD. Proto autofi studie chtéli dokazat vhodnost
vyuziti NMR spektroskopie jako neinvazivni nastroj pro diagnostiku a charakterizovani
stfevniho metabolomu (Bjerrum et al. 2014). K ziskani informaci o aktivité a zavaznosti zanétu
by mohly pomoci zaznamy o zménach koncentraci metabolitti (Storr et al. 2014). Stejny pohled
maji ve své studii i Marchesi et al. (2007), ktefi tvrdi, Ze metabolomika piedstavuje dosud zcela
nevyuzity mozny pfistup k identifikaci markeri onemocnéni ze vzorki stolice pacientd s 1BD.
Pro analyzu pouzivali NMR a uvadéji, Zze kombinace NMR spektroskopie s tzv.
chemometrikou, tedy analyzou chemickych dat, je jedna z nejefektivnéjSich a robustnich metod
metabolického profilovani biologickych vzorkt. Bjerrum et al. (2014) vsak jesté poukazuji na
to, Ze se musi brat v potaz kazda operace stfev, biologické 1éc¢ba a medikace obecné, nebot’ tyto
faktory mohou nechténé ovlivnit vysledky studie. Idealni volbu pro tyto studie nabizi vzorky
ziskané od nové diagnostikovanych a zatim neléenych pacientd.

Vysledky studie Marchesi et al. (2007) ukazaly, ze kromé jiz zminéného nizs§iho zastoupeni
oproti zdravym kontroldm také méné methylaminu a trimethylaminu. Tyto dv¢ latky vznikaji
degradaci slozek potravin, cholinu a karnitinu, stievni mikrobiotou. ProtoZe se jedna o
metabolity souvisejici s mikrobiotou, jejich sniZzeni opét naznaCuje poruseni, ¢i dysbiozu
bakterialniho osidleni stiev pacientl. Naopak mnozstvi aminokyselin u pacientd s IBD
prevysuje, coz miize byt nasledek malabsorpce zpisobené zanétem. U pacienti s CD
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zaznamenali vys$si koncentraci glycerolu jak oproti kontrolam, tak oproti pacientim s UC.
Piivod a role glycerolu ve stolici pacientli v§ak dle autorti neni jasna. Déle ve vSech vzorcich
pacientii s CD i UC identifikovali N-acetyl-5-aminosalicylovou kyselinu, ktera souvisi s 1éky.
Ve studii Santoru et al. (2017) obsahovala stolice pacienti s CD, analyzovana s pomoci NMR,
oproti zdravym kontrolam niz8i koncentraci kyseliny 2-hydroxy-3-methylvalerové, kyseliny
citronové a methylaminu. Naopak vyssi koncentrace byla u kadaverinu, putrescinu a
fenylalaninu.

Se stejnym cilem, tedy najit neinvazivni zptisob diagnostiky IBD pomoci metabolického
profilovani, byly provedeny také studie, které nezkoumaly vzorky stolice, nybrz vzorky jiného
biologického materialu - napf. mo¢i nebo krve. Jedna z takovych studii byla realizovana pomoci
NMR, kde se analyzovali vzorky krevniho séra, plazmy a moc¢i u pacientti s IBD a zdravych
jedincd. Bylo identifikované rozdilné zastoupeni n¢kolika latek mezi zkoumanymi skupinami,
takze se vyhodnotilo kvantitativni metabolické profilovani jako pfinosna metoda pro odliseni
zdravych jedinct a pacientl s IBD. Nicméné odliSnost mezi CD a UC dle autort tak znatelna
neni (Schicho et al. 2012). Daniluk et al. (2019) uskutec¢nili studii s détskymi pacienty, kde pro
své zadméry pouzili vzorky krevniho séra a kapalinovou chromatografii s hmotnostni
spektrometrii.

3.2.2 Statistické vyhodnoceni

NMR spektra produkuji velky objem informaci, k jejichz vyhodnocovani je zapotiebi
pouziti multuvarietnich statistickych metod. Mezi hlavni ptistupy patii PCA, PLS-DA, OPLS-
DA, nebo napiiklad random forest hierarchical clustering.

PCA se povazuje za nesupervizovanou klasifikacni metodu, ktera bez piedchoziho
zatazeni vzorkli do skupin zanalyzuje rozdil mezi daty. Zatimco PLS-DA fadime mezi
supervizované klasifika¢ni metody, kde se vzorky rozfadi do skupin pro vzdjemné srovnani
(Lin et al. 2011). Nejvice se vyuziva jeji varianta ortogonalni - OPLS-DA, ktera maximalizuje
nezévislost proménnych pro lepsi rozliSeni skupiny nemocnych a skupiny zdravych jedinct
(Storr et al. 2014).
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4 Metodika
4.1 Prubéh studie

Byla provedena case-control studie se 6 détskymi pacienty s Crohnovou chorobou a 11
kontrolami. Studie probé&hla ve spolupraci s 1ékafi z Fakultni nemocnice v Motole, konkrétné
z détské gastroenterologie, kde probéhl i sbér vzorkt. Jednalo se o pacienty, kteti se zapsali do
studie (,,Stfevni mikrobiom u détskych pacienti s Crohnovou chorobou a jeho zmény vlivem
biologické 1éCby protilatkami proti TNFa‘) organizované 1ékati z FN v Motole. Jelikoz je tato
studie navrzena jako longitudinalni sledovani, v dob&é psani této diplomové prace nebyla
dokoncena a nebylo k dispozici potiebné mnozstvi kontrol, byla jako kontroly vyuzita data
Zjiné, nami dfive realizované studie. Jednalo se o obézni déti nebo déti s respiraénim
onemocnénim, které se 1é¢ily v Olivové détské 1é¢ebné v Ricanech u Prahy. Vice informaci o
této kontrolni skupiné je uvedeno v diplomové praci (Slavickova 2019). Struény prubéh studie
zobrazuje obrazek 1.

Predani vzorkd Uchovani
a informaci z FN vzork( v
Motol mrazaku (-80°C)

Priprava vzorka

a analyza

Obrazek 1 Pritbéh studie
4.2 Metadata pacientu

Détskych pacientii s Crohnovou chorobou 1écenych ve FN Motol bylo tedy celkem 6. Od
péti pacientd byly obdrzeny 3 vzorky stolice s riiznym ¢asovym rozestupem a od jednoho
pacienta byly vzorky 4. Dohromady bylo tedy poskytnuto 19 vzorka stolice. Pro ucely studie
byla ptedana od FN Motol potiebna data o pacientech. Jednalo se o pseudonymizovana data
neobsahujici osobni data, pouze data souvisejici s onemocnénim: pohlavi, vék, BMI, Z-score,
Bristol Stool Chart, hodnoty kalprotektinu, doba odbéru vzorku stolice a informace o 1é¢b¢ a
enteralni vyziveé. V ramci kontrolni skupiny bylo ndhodné vybrano 11 kontrolnich subjekti z jiz
uskutecnéné studie. V tabulce 1 jsou uvedené zakladni informace o probandech.

Tabulka 1 Demografie probandii

CD HC p
(n=6) (n=11)
Divky 4 4
Chlapci 2 7
Vék 12,8454 10,9+24 0,39
BMI 18,8+4,4 252+8,3 0,122
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Z-score -0,4+1,0 1,4%11 0,01

4.3 Vzorky

Vzorky byly transportovany na suchém ledu v chladicim boxu, a poté uchovavany do
samotné analyzy V mrazaku pfi teploté -80°C. Spolu s nimi jsme obdrzeli také potiebna data o
konkrétnich vzorcich. Vzorky stolice jiz smichdny s ultracistou vodou a pfipraveny
v mikrozkumavkach v navazkach 200 mg.

4.4 Laboratorni pomicky, chemikalie a software

Laboratorni pomicky

e Mikrozkumavky

e Pipetovaci Spicky

e NMR kyvety Norell 5 mm, High-Throughput 7 Standard series (USA)

e Automatické pipety 20-200 pl a 100-1000 pl (CZ)

e Vortex IKA MS 3 Basic (DE)

e Centrifuga VWR Micro Star 17

e NMR spektrometr Avance Il s *H frekvenci 500,23 MHz (Bruker Biospin, DE)

Chemikalie

e NMR roztok — 1,5M K;HPO4, 1,5M NaH2PO4, 5mM TSP ((3-(trimethylsilyl)-
propionate-2,2,3,3-d4), 0,2% NaN3z v 99% deuterium oxidu, pH 7,4

Software

e Topspin 3.5 pl7, Bruker (DE)

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

e Metaboanalyst 4.0 (CA)

e IBM SPSS Statistics 25, IBM (USA)

e Microsoft Office Excel

4.5 Priprava vzorki

Vzorky byly rozmrazeny na pokojovou teplotu. Po rozmrazeni byly vzorky nejdiiv
homogenizovany na vortexu po dobu 10 sekund, a poté centrifugovany pii 15,000 RPM po
dobu 10 minut. Nésledn¢ bylo odebrano 540 pl supernatanu do predem oznacené piislusné
mikrozkumavky. K supernatanu se dale pridalo 60 pl NMR roztoku a opét nasledoval vortex
10 sekund. Nasledn¢ byl vzorek znovu centrifugovan za stejnych podminek. Takto pfipravené
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vzorky byly pipetovany do pfedem oznacenych pfipravenych NMR kyvet. Nasledovalo
samotné méfeni na NMR.

4.6 Analyza a zpracovani dat

Vzorky byly analyzovany pomoci NMR spektrometru Bruker Avance III s operaéni H
frekvenci 500,23 MHz pfti teploté 298 K, s pomoci pulzni sekvence 1D NOESY, umoziujici
potlaceni signalu vody s pomoci presaturace.

Naméiend spektra byla nejdiive upravena v programu Topspin, kde probéhla nejen
Fourierova transformace, ale také byla spektra manualné upravena. Jednalo se o tipravu baseline
a signalu TSP reference.

Dale byl vyuzit program MNova (Mestrenova, Spanélsko), ve kterém byla spektra opét
manualné upravena. Probéhla znovu korekce baseline a standardu, ktery byl srovnan na 0,000
ppm. V tomto programu se také vizudln€ porovnavala spektra a hledaly se viditelné rozdily
u jednotlivych peakl. Déle byl zde proveden binning se Sitkou jednoho binu 0,01 ppm bez
useku artefaktd zbylych po supresi vody (oblast se sttedem na 4.704 ppm).

Dalsim programem pro tpravu spekter byl Chenomx Processor, ve kterém byla znovu
provedena korekce baseline a kalibrace CSI. VV Chenomx Profiler nasledovalo hledani a anotace
konkrétnich latek pomoci knihovny. Celkem bylo identifikovano 69 latek zastoupenych
Vv minimalné 75 % spekter.

4.7 Statistické vyhodnoceni dat

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena jak cilenou, tak necilenou analyzou. Postup
vyhodnoceni a druhy statistickych analyz, které byly vyuzity pii méfeni na NMR spektrometru,
zobrazuje obrazek 2.
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Topspin

Necilena Cilena
analyza analyza

Chenomx
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Mann-
OPLS-DA Loading splot Whitney U
test

Jak je tedy uvedeno ve vizudlnim piehledu, v ramci necilené analyzy byl nejdiive
proveden binning (MNova) a ze ziskanych dat byla poté provedena analyza v programu
Metaboanalyst (https://www.metaboanalyst.ca/). Zde byla data nejdiive normalizovana podle
sumy, logaritmicky transformovana a automaticky skalovana. V tomto programu byly
provedeny konkrétné analyzy PCA a OPLS-DA.

K cilené analyze byl vyuzit program Chenomx, kde byly identifikovany a kvantifikovany
konkrétni latky dle knihovny. Dale z programu byla ziskana data, ktera byla dale statisticky
vyhodnocena neparametrickym Mann-Whitney U testem v programu IBM SPSS Statistics.
Také byla data z Chenomx vyuzita pro loadings plot grafy, které byly vytvoieny v programu
Excel a znazornuji statisticky vyznamné latky u jednotlivych skupin. Jako posledni byl
vytvoren graf znazoriwujici korelaci latek s kalprotektinem.

Obrazek 2 Postup vyhodnoceni dat
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5 Vysledky

Bylo vytvoteno ukazkové spektrum z NMR, upravené a bez useku vody (obr. 3). Ve
spektru Ize vidét zakreslené statisticky vyznamné latky u jejich pfisluSnych peakii. Nazvy a
chemické posuny latek jsou uvedeny v tab. 2.
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Obrdzek 3 NMR spektrum

Tabulka 2 Informace o latkdch k NMR spektru

Cislo latky Nazev latky Chemicky posun (ppm)

1 butyrat 0,88 (t), 1,52 (m), 2,14 (t)

2 leucin 0.94 (d), 0,96 (d), 1,7 (m), 3,72
(@)

3 valin 0,98 (d), 1,04 (d), 2,24 (m),
3,61 (d)

4 propionat 1,04 (t), 2,16 (q)

5 alanin 1,47 (d), 3,76 (q)

6 acetat 1,92 (s)

7 karnitin 2,4 (m), 3,23 (s), 3,4 (m), 4,55
(m)

8 3-fenylpropionat 2,47 (m), 2,86 (m), 7,25 (t), 7,3

(d), 7,36 (1)

9 aspartat 2,66 (q), 2,79 (q), 3,89 (q)

10 sarkosin 2,75 (s), 3,61 (s)

11 trimethylamin 2,89 (s)

12 malonat 3,11 (s)

13 xyléza 3,22 (q), 3,3 (1), 3,42 (1), 3,51
(9), 3,60 (m), 3,91 (q), 4,57 (d),
5,2 (d)

14 betain 3,26 (s), 3,9 (s)



15 tryptofan 3,28 (q), 3,47 (), 4,05 (q), 7,18
), 7,27 (v), 7,32 (s), 7,53 (d),

7,72 (d)

16 methanol 3,36 (s)

17 fumarat 6,52 (s)

18 nikotinat 7,51 (q), 8,24 (m), 8,6 (q), 8,94
(d)

19 hypoxantin 8,19 (s), 8,21 (s)

S =singlet, d = doblet, t = triplet, q = quartet, m = multiplet

Zékladni PCA binnti prokézala, Ze existuje vyznamny rozdil mezi skupinou pacientt a
zdravych jedincu. Vysledek analyzy zobrazuje obr. 4, kde je patrny také jeden odlehly vzorek.
Osa PC1 reprezentuje hlavni zdroj variability mezi vzorky (28,6 %). Ta je vyssi u u skupiny
CD z divodu pritomnosti jednoho odlehlého vzorku. Tento vzorek nebyl zamérné eliminovan,
nebot’ se nejadnalo o technickou chybu, ale o odlisného pacienta. Osa PC2 piedstavuje hlavni
zdroj variability mezi skupinami HC a CD (16,4 %).
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Obradzek 4 PCA analyza

Vyznamny rozdil mezi skupinami potvrdila také OPLS-DA analyza, ktera byla zaroven
validni — pti 1000 permutacich byly hodnoty: Q2=0,826 a R2Y=0,987. Po vynasobeni p(corr)
hodnot ziskanych z S-plot OPLS-DA analyzy se smérodatnou odchylkou intenzity binni bylo
vytvofeno syntetické spektrum, které indikuje intenzitu a smér binnti zodpovédnych za separaci
obou skupin v OPLS-DA analyze (dale jen NMR loadings plot; obr. 5). Spektrum je barevné
koédovéano dle p(corr). Zelend barva predstavuje latky vyznamné zastoupené u pacientii s CD
oproti HC, zatimco ¢ervena barva prezentuje naopak vyznamné latky u kontrolni skupiny oproti
CD. Cim je barva syt&j§i, tim vy$§i je vyznam binnu pro separaci obou skupin, zatimco
absolutni vyska peaku piiblizn¢ odpovida intenzité v primérném spektru.
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Obrdzek 5 OPLS-DA loadings binii

Peaky byly anotovany v programu Chenomx. Dle zobrazeného NMR loadings plotu byly
U pacienti s CD ve vys$Sim mnozstvi zastoupeny nékteré aminokyseliny, a to vcetné
esencidlnich vétvenych aminokyselin — valinu a leucinu. Déle skupina pacientti dominovala
v koncentraci glycerolu. Co se tyc¢e latek pievladajicich u kontrolni skupiny, nejvétsi rozdil byl
u methanolu a SCFA.

Dale byl proveden Mann-Whitney U test na datech koncentraci latek ziskanych
v programu Chenomyx, jehoz vysledky zobrazuje tab. 3. Dle vysledka lze vidét, Ze statisticky
vyznamné latky dle loading splotu krom¢ glycerolu potvrdil také Mann-Whitney U test.

Tabulka 3 Statisticky vyznamné latky na zakladé Mann-Whitney U testu

n n pramér* primeér* p-
Sloucenina (HC) (CD) (HC) (CD) hodnota
Alanin 11 19 10,3 24,7 0,000
Trimethylamin 11 19 0,1 0,03 0,000
Propionat 11 19 72,4 29,5 0,003
Butyrat 11 19 1127 47,5 0,003
Sarkosin 11 19 1,0 0,5 0,004
Malonat 11 19 19,5 6,0 0,005
3-fenylpropionat 11 19 2,3 0,9 0,008
Karnitin 11 19 1,2 0,4 0,011
Xyléza 10 19 12,2 50 0,012
Nikotinat 11 19 1,6 1,0 0,016
Methanol 11 19 163,7 0,9 0,021
Valin 11 19 9,3 16,5 0,021
Aspartat 11 19 50 12,7 0,023
Hypoxanthin 11 19 4.9 2,5 0,030
Tryptofan 11 19 1,3 2,1 0,030
Betain 10 19 2,2 0,4 0,035
Leucin 11 19 9,8 17,1 0,037
Acetat 11 19 228,8 1429 0,047
Fumarat 10 19 0,6 1,2 0,050

Tuéné jsou vyznaceny vybrané latky, které jsou déle uvedeny na obr. 6.
* Primérné koncentrace metabolit( u obou skupin, uvedené v mg/100 g stolice.
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Z tab. 3 1ze vidét, ze statisticky vyznamnych latek bylo na zakladé Mann-Whitney U testu
vyhodnoceno celkem 19. Alanin, valin, leucin, tryptofan, aspartat a fumarat byly vyznamné
vice zastoupené u pacienti s CD. Naopak metabolity trimethylamin, propionat, butyrat, acetat,
karnitin, xyldza, nikotinat, methanol, hypoxantin, 3-fenylpropionat, betain, malonat a sarkosin
byly u pacienti vyznamné snizené. Koncentrace nékterych vyznamné odliSnych sloucenin
zobrazuje obr. 6. Jedna se o aminokyselinu alanin, methanol a SCFA propionat a butyrat.
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Obrdzek 6 Koncentrace vybranych metaboliti

Doprovodna data z FN Motol mimo jiné zahrnovala informaci o hladin¢ kalprotektinu
detekované¢ho ve vzorcich. Byl vytofen graf korelujici intenzitu jednotlivych binnt
s kalprotektinem, ktery zobrazuje obrazek ¢. 7. Barva a jeji intenzita vyjadiuje Pearsoniv
korela¢ni koeficient mezi zkoumanou proménnou (kalprotektin) a binny NMR spektra. Cim
syt€jSi zabarveni, tim vysSi korelace. Zelené zbarveni odpovida pozitivni korelaci s
kalprotektinem, a naopak ¢ervené zabarveni piedstavuje negativni korelaci. Vyznamné binny
byly identifikovany v programu Chenomx.
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Dle vysledkl negativné koreluji latky nikotinat, hypoxanthin a butyrat, které byly zaroven
zaznamenany v Mann-Whitney U testu jako vyznamné méné zastoupené u pacientd s CD.
Naopak pozitivné koreluji aspartat, serin a 1,3-dihydroxyaceton. Z téchto latek byl ve

statistickych testech uveden pouze aspartat, a to ve zvySeném mnozstvi u pacientil.

Ze vsech zobrazenych vysledki je tedy patrné, ze byla zjisténa rozdilnost mezi
sledovanymi skupinami, a to u nékterych metabolitl velmi vyrazni. Co se ty¢e metaboliti
sniZzenych u pacientll, jednalo se pfedev§im o SCFA. Naopak zvySené zastoupeni u pacientli
bylo podstatné zejména u n¢kterych aminokyselin.
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6 Diskuze

I pres nizky pocet subjektt se potvrdil zakladni rozdil, ktery uvadéji i dalsi literarni zdroje
(Marchesi et al. 2007; Sartor & Wu 2017), a to vyznamné nizsi zastoupeni SCFA u pacientil
s CD oproti zdravym jedinctim. V této praci se jednalo konkrétné o acetat, butyrat a propionat.
Dalsimi statisticky vyznamnymi metabolity dle Mann-Whitney U testu, které byly zjistény ve
snizeném mnozstvi u pacientli, byly trimethylamin, karnitin, xyloza, nikotindt, methanol,
hypoxantin, 3-fenylpropionat, betain, malonat a sarkosin. Naopak ve zvySeném zastoupeni u
pacientii byly vyhodnoceny alanin, valin, leucin, tryptofan, aspartat a fumarat. Dle NMR
loadings plotu vychazejiciho z OPLS-DA analyzy byly u skupiny CD pacientli vyznamné
zvySené latky alanin, valin, leucin a glycerol. U kontrolni skupiny se jednalo o acetat, butyrat,
propionat, methanol a xyloézu. Co se ty¢e vyhodnoceni korelace identifikovanych metabolitl
s kalprotektinem, negativni korelace byla zaznamenana u nikotinatu, hypoxanthinu a butyratu.
Naopak pozitivné koreloval aspartat, serin a 1,3-dihydroxyaceton.

Snizené mnozstvi SCFA je u pacienti s CD znamé. Tento rozdil souvisi a odpovida
doposud zjisténym informacim o stfevni mikrobiot& pacientl s CD, které uvadi drtiva vétSina
literarnich zdroju, a to sice sniZzené rozmanitosti bakterii, zejména Faecalibacterium
prausnitzii, jedné z vyznamnych producenti pravé SCFA (Sokol et al. 2008; Nagalingam &
Lynch 2012; Hedin et al. 2014). Butyrat navic také negativné koreloval s kalprotektinem, takze
by mohl mit potencialni vliv na snizovani zanétu.

Dalsi vyznamné méné zastoupenou latku u pacientti s CD, methanol, autofi jinych studii
se stejnou problematikou jako vyznamnou latku neuvadéli. Methanol vznika ve stfevé jako
produkt metabolismu bakterii, které pro sviij rist metabolizuji pektin (Schink & Zeikus 1980).
Snizené mnozstvi methanolu muze tedy souviset opét s mikrobialnim narusenim, anebo zde
muze byt souvislost s nizkou konzumaci pektinu. Navic se konkrétné konzumace vlakniny
z ovoce, tedy také pektinu, povazuje za protektivni faktor pro vznik Crohnovy choroby
(Ananthakrishnan et al. 2013).

Xyloza, dalsi snizeny metabolit u pacientd, V ostatnich studiich také roli nehrala. Tento
sacharid se vyskytuje v rostlinnych zdrojich a miize souviset s pfijmem arabinoxylant, frakci
vlakniny, jenz jsou typické naptiklad pro obilniny (Gill et al. 2006). Opét se tedy nabizi
souvislost se snizenou konzumaci vlakniny. Vzhledem k tomu, ze sacharidy v NMR spektru
pfedstavuji velmi sloZitou rezonan¢ni strukturu svelmi vysokym mnozstvim peaki
reprezentujicich vSechny v roztoku pfitomné anomery a jejich spektra jsou podobnd, neni
vylouceno, Ze se jedna 1 o jiny sacharid. Plna identifikace by byla nad ramec této diplomové
prace.

Snizené mnozstvi trimethylaminu uvedli i Marchesi et al. (2007). Trimethylamin vznika
pfi fermentaci cholinu a karnitinu sfevni mikrobiotou, takZe jeho sniZené mnoZstvi mize
souviset s mikrobialni dysbiézou u pacientl. Navic mezi bézné producenty trimethylaminu
patii bakterie z kmene Firmicutes (Fennema et al. 2016), jenz patii mezi vyrazn¢ snizené
bakterie u pacientd s CD. Trimethylamin mlzZe také vznikat v rdmci stfevni mikrobioty i
nepiimou cestou pii oxidaci cholinu ¢i karnitinu na betain nebo potencialné i pfimo pti redukci
betainu (Fennema et al. 2016). VVzhledem Kk jeho vzniku v organismu se nabizi souvislost s také
méné¢ zastoupenym karnitinem a betainem. Ackoliv je zvlastni, Ze karnitin, jakozto
aminokyselina se nachdzel v niz§i koncentraci, zatimco jiné aminokyseliny byly pravé u
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pacienti ve zvySeném mnozstvi. Mlize to v§ak souviset se snizenym pfijmem masa, nebot’ se
maso povazuje za nejvyznamnéjsi zdroj karnitinu (Koeth et al. 2019).

Zbyvajici uvedené metabolity ve snizeném zastoupeni u pacientt V jinych studiich nebyly
uvadény. Nikotinat je ve stievé syntetizovan prostiednictvim stievnich bakterii. Nizsi
zastoupeni tohoto metabolitu by tedy mohlo opét souviset se zménénou stfevni mikrobiotou.
Sarkosin je derivat aminokyseliny glycinu a jeho zastoupeni souvisi také s piijmem cholinu
stravou, nebot’ vznika jako meziprodukt pii metabolismu cholinu (Sreekumar et al. 2009).

Co se ty¢e metabolitl se zvySenym zastoupenim u pacienti CD, jednalo se pfedevsim o
metabolity ze skupiny aminokyselin, k cemuz dosli také autofi jinych studii (Marchesi et al.
2007; Bjerrum et al. 2014). Santoru et al. (2017) identifikovali pouze zvyseni esencialni
aminokyseliny fenylalanin, coz vSak zrovna tato prace nepotvrdila. ZvySeni aminokyselin by
mohlo byt zapfi¢inéno jejich snizenym vstiebavani, které je opét zpusobené probihajicim
zanétlivym procesem ve stievé. Ze zde identifikovanych zvySenych aminokyselin jsou
esencialni tryptofan, valin a leucin. Posledni dv€é aminokyseliny patfi navic do skupiny tzv.
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem. Zvysené neesencialni aminokyseliny zastupuje alanin a
aspartat. Aspartat muze slouzit jako zdroj pro bakterialni fermentaci na propionat (Rowland et
al. 2018). Jeho zvyseni by tedy mohlo souviset také s niz§im zastoupenim kmene Firmicutes,
ktery tuto fermentaci zprostiedkovava, a se snizenym mnozstvim propionatu.

Stfevni mikrobiota produkuje pii fermentaci rizné meziprodukty, mezi které patii také
posledni zvySeny metabolit dle Mann-Whitney U testu, fumarat. Tyto meziprodukty jsou vsak
u zdravych jedinci bézné identifikované v nizkych koncentracich, protoze jsou Siroce
vyuzivany dal$imi bakteriemi (Rowland et al. 2018). Zvysena koncentrace fumaratu u pacienti
muze tedy opét souviset se zménami ve skladb¢ stievni mikrobioty.

Dle analyzy binni — NMR loadings plotu byl jako zvySeny metabolit u pacientl
vyhodnocen jesté glycerol. Jeho vyznamné vyssi zastoupeni bylo identifikovano i v jiné studii,
a to jak oproti zdravym kontrolam, tak i ve srovnani s pacienty trpicimi UC (Marchesi et al.
2007). Glycerol se ve stolici bézné nachazi ve velmi nizkych koncentracich, protoze i kdyz
muze byt nékterymi stfevnimi bakteriemi tvoten, je vSak zaroven vétSinou stievnich bakterii
vyuzivan. ZvySena koncentrace glycerolu u pacientl s CD miZe souviset s narusenym
vstfebavanim tukl v tenkém stievé. Déle jeho koncentraci ovliviiuji také nékteré fermentacni
procesy, protoZe urcité fermentacni produkty mohou podporovat jeho vstiebavani, napt. butyrat
(De Weirdt et al. 2010). Zvyseni glycerolu by tedy mohlo souviset i s niz§im zastoupenim
butyratu.

Vétsina identifikovanych metabolith tedy pravdépodobné souvisi predevsim
s mikrobidlni dysbi6zou, tedy naruSenim optimalniho osidleni stievnich bakterii. Toto naruseni
bylo v nékterych studiich vyhodnoceno jako jedna z moznych pii¢in vzniku CD (Khan et al.
2019), nebot pro pacienty s CD byvaji vyznamné zmény skladby stievni mikrobioty typické.
Zatim se vSak nevi, zda zmény nastavaji pravé jako pficina, ¢i aZ jako dasledek probihajiciho
zanétu (Nagalingam & Lynch 2012).

Fekalni kalprotektin se vyuziva u CD jako hlavni laboratorni marker, a to jak pii poc¢atecni
diagnostice onemocnéni, tak pii sledovani pribéhu. Koreluje s endoskopickou aktivitou CD a
daji se diky nému zjistovat informace o zanétlivém procesu ve stievé. Vyuziva se tedy pro
monitorovani aktivity onemocnéni, pro sledovani funkénosti 1€cby nebo muze slouzit i pro
piedpovidani klinického relapsu onemocnéni (Gajendran et al. 2018). Kvuli vypovidajici
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schopnosti  ohledné¢ zanétlivého procesu byla provedena korelace kalprotektinu
s identifikovanymi metabolity. Negativné korelovaly butyrat, nikotinat a hypoxanthin. Jak jiz
bylo zminéno, pacienti s CD maji obecné vyznamné nizsi zastoupeni SCFA, tedy i butyratu.
Korelace tedy odpovida tomu, ze ¢im mensi bude zanét, tim vyssi bude koncentrace byturatu.
V této souvislosti se nabizi napad, ktery byl jiz zminény v jiné studii (Sokol et al. 2008), a to
vytvorit probiotika s konkrétnimi bakteriemi, které patfi mezi vyznamné producenty SCFA a u
pacientd s CD je jejich zastoupeni vyznamné snizené. ZvySené mnozstvi SCFA by tak mohlo
ptispét ke zklidnéni zanétlivych procestt ve stfevé a celkové podpoftit 1é€bu. Co se tyce
nikotindtu a hypoxanthinu, jejich zastoupeni bylo u pacientt také vyznamné snizené, takze by
zde mohla byt stejna souvislost jako v pfipadé¢ butyratu.

Naopak pozitivné s kalprotektinem korelovaly metabolity aspartdt, serin a 1,3-
dihydroxyaceton. Jak jiz bylo vySe zminéno, aspartat mohou vyuzivat sttevni bakterie pro
fermentaci na propionat. Stejné tak mohou jako zdroj pro fermentaci vyuzivat i serin, avSak za
vzniku butyratu (Rowland et al. 2018). Existuje tedy souvislost serinu s byturatem, a opét také
s mikrobiotou, konkrétné s bakteriemi se snizenym zastoupenim u pacient s CD. Se skladbou
sttevni mikrobioty souvisi i posledni metabolit, 1,3-dihydroxyaceton. Existuji bakterie, které¢
mohou tento metabolit produkovat, ale také existuji bakterie, které ho metabolizuji. Zaroven
mize jeho zvySené mnozstvi ovliviiovat rust, ¢i dokonce zivotaschopnost ne¢kterych populaci
bakterii (Trinchieri et al. 2017). Jeho pozitivni korelace s kalprotektinem tedy naznacuje, Ze by
ho mohly produkovat bakterie pisobici prozanétlive, a ze naopak mnozstvi bakterii pisobicich
protektivné mohou vy$si hladiny 1,3-dihydroxyacetonu snizovat. Také byla provedena studie
na mysich v souvislosti s IBD, kde bylo zjisténo, ze 1,3-dihydroxyaceton zvySoval jak stievni
propustnost, tak zanétlivé markery (Biagioli et al. 2017).

Zajimavé je, ze s kalprotektinem nekorelovaly c¢asti spektra, kde jsou zastoupeny
aminokyseliny, pfestoZe tyto binny byly zodpovédné za separaci v OPLS-DA. Pacienti v nasi
studii byli obvykle ve fazi remise, kdy jsou hladiny kalprotektinu nizké. Kalprotektin je jako
biomarker vyhodny zejména pfi aktivni f4zi onemocnéni, kdy jeho hladiny stoupaji nékolika
nasobné&, nebo pii odhaleni hroziciho relapsu, kdy se jeho hodnoty opét zvysuji. Fakt, Ze se
Vv NMR spektru vyskytovaly latky/binny, které s kalprotektinem nekorelovaly, a zaroven
s jejich pomoci bylo mozné v multivarietni analyze odliSit zdravé pacienty od nemocnych
naznacuje, ze NMR diagnostika cili na jinou biochemickou podstatu onemocnéni, a ze po
optimalizaci by mohla byt dobrym nastrojem na odhaleni nemoci i v klidové fazi.

I ptes nizky pocet pacientil vysledky naSeho metabolomického profilovani pomoci NMR
Vv této praci podpofily nazor, Ze by NMR metoda ve spojeni s chemometrikou mohla slouzit
jako diagnosticky a monitorovaci nastroj pro Crohnovu chorobu. Jako nejlepsi marker se zatim
jevi SCFA spolu s vybranymi aminokyselinami. NMR metabolomika by mohla, pifi bliz§im
prozkoumani souvislosti metabolitd se stfevni mikrobiotou a s onemocnénim celkoveé, pomoci
pro porozuméni patogeneze onemocnéni. Vysledky prace také potvrdily hypotézu, ze se
metabolom pacientii s Crohnovou chorobou lisi od metabolomu zdravych jedinci.
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[ Zavér

Tato prace podpofila nasi Gvahu 0 vysokém potencidlu NMR metabolomického
profilovani u pacienti trpicich Crohnovou chorobou. Byla potvrzena hypotéza, ze se
metabolom pacientli s Crohnovou chorobou lisi od metabolomu zdravych jedinct. Rozdilné
bylo piedevsim zastoupeni mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA), jejichz koncentrace
byly vyznamné sniZeny u pacientii oproti kontrolam. SCFA by mohly slouzit jako potencialni
markery pii vyuziti metabolomiky v diagnostice onemocnéni. Déle byl vyznamny rozdil v
koncentracich nékterych aminokyselin, které byly u pacientli oproti kontroldm zvySeny.
Konkrétné se jednalo o alanin, valin, leucin, tryptofan a aspartat.

Vzhledem Kk tomu, Ze i pfi velmi nizkém poctu subjektl Ize metabolom pacientl odlisit,
mohl by tento zptisob pomoci mimo diagnostiky také k lepSimu porozuméni pavodu
onemocnénti.

Nov¢ diagnostické metody by vyrazné ptispely k poznani a 16¢bé tohoto onemocnéni. Pro
realné vyuziti je potfeba studii na vétSim poctu lidi a validace nalezenych biomarkert pomoci
robustnéjsich metod.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

25(0CH)D 25-hydroxycholekalciferolu

BMI Body Mass Index

CA Kanada

CD Crohn'’s discase

CDAI Crohn’s Disease Activity Index
CD-TREAT Crohn'’s disease-Treatment-with-eating diet
CMC Karboxymethylcelul6za

Cz Ceska republika

DE Némecko

ESP Spanélsko

FN Fakultni nemocnice

HC Healthy control

EEV Exkluzivni enteralni vyziva

FMT Fekalni mikrobialni transplantace

IBD Inflammatory bowel disease

MAP Mycobacterium avium spp. paratuberculosis
MHz Megahertz

NMR Nuklearni magneticka rezonance
OPLS-DA Orthogonal Partial-Least Squares discriminant analysis
P80 Polysorbat 80

PCA Principal Component Analysis

PCDAI Pediatric Crohn’s Disease Activity Index
PLS-DA Partial-Least Squares discriminant analysis
ppm Parts per million

PUFA Polynenasycené mastné kyseliny

SCD Specificka sacharidova dieta

SCFA Short-chain fatty acids, mastné kyseliny s kratkym fetézcem
SP Species

SPP Subspecies

TMA Trimethylamin

TNF Tumor necrosis factor

uc Ulcerative colitide

USA Spojené staty americké

wPCDAI weighted PCDAI
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