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Stanoveni metabolitii nekalorickych sladidel v biologickych tekutinach
s pomoci '*H NMR

Souhrn

V diplomové praci ,,Stanoveni metabolitd nekalorickych sladidel v biologickych
tekutinach s pomoci *H NMR*“ byl zkouman zpusob exkrece acesulfamu K (ACK) moci
a slinami u lidi a jeho vliv na metabolicky profil téchto télnich tekutin.

Studie se ucastnilo 16 dobrovolnikl (9 zen a 7 muzi). Kazdy z nich odevzdal 2 kontrolni
vzorky mo¢i i slin, poté zkonzumoval 0,5 | Coca-Coly Zero (probéhla intervence) a dale poskytl
vzorky mo¢i a slin odebirané béhem 24 hodin. Odebrané vzorky byly nasledné zpracovany
a podrobeny NMR analyze. V této diplomové praci byly nakonec vyuzity pouze vzorky moci,
z divodu nedostate¢ného objemu jednotlivych vzorki slin, které pak musely byt nafedény
destilovanou vodou. V dusledku toho klesla koncentrace ACK pod detekéni limit NMR.

Ve vzorcich moci bylo kvantifikovano celkem 21 metabolitli. Koncentrace téchto
metaboliti byly porovnany mezi pohlavimi subjektd. Vysledky ukazaly, Ze Zenska moé
obsahovala vétsi mnozstvi jednotlivych metabolith. Statisticky signifikantni rozdil byl
pozorovan u fruktosy (p = 0,0499; q = 0,1892), glukosy (p = 0,0379; q = 0,1892), hippuratu
(p =0,0207; g = 0,1791), sukcinatu (p = 0,0038; g = 0,0909) a mocoviny (p = 0,0070;
g = 0,0909), ale ne vsak po korekci miry fale$né pozitivnich vysledku (FDR). Dale byl sledovan
vliv télesné hmotnosti a vy$ky na koncentraci nékterych metaboliti v moci. S obéma télesnymi
proporcemi koreloval ACK (rvyska = —0,58; Fhmotnost = —0,61) a Kreatin (rvyska = —0,66; hmotnost
—0,63). S vyskou koreloval pouze N,N-dimethylglycin (rvysa = —0,7; Fhmotnost = —0,35). V dalsi
fazi byly ziskany vysledky souvisejici s intervenci. Byly porovnany priméry koncentraci
jednotlivych metaboliti pfed a po intervenci. Primérny nardst koncentrace byl pozorovan
u ACK (nasobny rozdil (FC) = 1255,6; p = 0,000031; g = 0,00061), acetonu (FC = 3,2;
p =0,0010; g = 0,0104), fruktosy (FC = 1,4; p = 0,0017; g = 0,0108) a metanolu (FC = 3,4;
p =0,0022; q = 0,0108).

V této diplomové praci bylo zjisténo, ze koncentrace metabolith a ACK v moci se lisi
mezi muzi a Zenami a soucasné je ovlivnéna i t€lesnou hmotnosti a vyskou subjektt. Nelze v§ak
piesné zjistit, jestli zmény koncentraci metabolitt souvisely piimo s ACK, jelikoz mohly byt
ovlivnény i jinymi faktory. Pro pochopeni tohoto tématu je nutné provést dalsi vyzkumy,
nicméné tato diplomova prace pfispiva k rozsifeni znalosti 0 vlivu nizkokalorickych sladidel

na lidsky organismus a vhodnosti vyuziti metody NMR pro tcely kvantifikace ACK.

Klicova slova: acesulfam K; synteticka sladidla; metabolismus; metabolomika; mo¢; sliny



Determination of metabolites of non-caloric sweeteners sweeteners
in biofluids using *H NMR

Summary

In the thesis "Determination of Non-Caloric Sweetener Metabolites in Biological Fluids
using *H NMR," the excretion method of acesulfame K (ACK) through urine and saliva
in humans and its impact on the metabolic profile of these body fluids was investigated.

Sixteen volunteers (9 women and 7 men) participated in the study. They each submitted
2 control urine and saliva samples, then consumed 0.5 | of Coca-Cola Zero (the intervention)
and further provided urine and saliva samples collected over 24 hours. Then the samples were
processed and subjected to NMR analysis. Only urine samples were used in this thesis due
to insufficient volume of individual saliva samples. Then they had to be diluted with distilled
water. Consequently, the concentration of ACK fell below the NMR detection limit.

A total of 21 metabolites were quantified in urine samples. The concentrations of these
metabolites were compared between a gender. Female urine contained higher amounts of each
metabolite. A statistically significant difference was observed for fructose (p = 0.0499;
g =0.1892), glucose (p = 0.0379; g = 0.1892), hippurate (p = 0.0207; q = 0.1791), succinate
(p= 0.0038; g = 0.0909) and urea (p = 0.0070; g = 0.0909), but not after correction
for false-discovery rate (FDR). The effect of body weight and height on the concentration
of some metabolites in urine was also investigated. ACK (rneight = —0.58; rweight = —0.61)
and creatine (rneignt = —0.66; rweignt = —0.63) were correlated with both body proportions.
N,N-dimethylglycine (rheigt = —0.7; rweignt = —0.35) was correlated only with height.
Intervention-related results were obtained afterwards. Average concentrations of individual
metabolites before and after the intervention were compared. Average concentration increases
were observed for ACK (fold change (FC) = 1255.6; p = 0.000031; q = 0.00061), acetone
(FC =3.2; p=0.0010; g = 0.0104), fructose (FC = 1.4; p =0.0017; g = 0.0108) and methanol
(FC =3.4; p=0.0022; q = 0.0108).

In the thesis, there was found that urinary metabolite and ACK concentrations differ
between males and females and are also affected by body weight and height of the subjects.
It could not be determined if the changes in the concentrations were directly related to ACK.
They may have been influenced by other factors. Further research is needed to understand this
topic. However, this thesis contributes to the knowledge of the effect of low-calorie sweeteners

on the human body and the suitability of using NMR for the purpose of ACK quantification.

Keywords: acesulfame K; synthetic sweeteners; metabolism; metabolomics; urine; saliva
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1 Uvod

Vyspélé zemée spolu s ekonomicky rychle se rozvijejicimi zemémi fesi problémy spojené
s nadvahou a obezitou. Jednou z mozZnosti, ke které pristoupili vyrobci potravin slazenych
napoji, je pouziti nizkokalorickych sladidel jako alternativy k tradicnimu cukru, jehoz
pouzivani V posledni dobé nabyva masivnich rozmért. Nahradni sladidla pfedstavuji Sirokou
paletu latek, ktera zahrnuje jak synteticka sladidla, jako je sacharin, ACK, aspartam nebo
sukralosa, tak i pfirodni slouceniny, napf. stévii a erythritol. Nabizeji sladkost bez vyznamného
prispévku kalorii. A¢koli jsou tato sladidla Siroce pfijimana jako bezpecna, sili diskuze o jejich
dlouhodobém vlivu na lidské zdravi.

NMR piedstavuje vyznamnou metodu v biochemickém a klinickém vyzkumu. Tato
metoda nabizi jedno z feSeni pro kvantitativni analyzu vybranych sloucenin v biologickych
tekutindch a umoziuje zaroven ziskavat informace o metabolickém profilu béhem jediné
analyzy. V kontextu nizkokalorickych sladidel, jako je ACK, NMR predstavuje slibny néstroj
pro prozkoumani jejich metabolismu a kinetiky v téle, stejné jako pro posouzeni potencialniho
vlivu na metabolicky profil.

Tato diplomova prace se zaméfuje na kvantitativni stanoveni ACK v biologickych
tekutinach a zkoumani jeho potencialniho nepfimého vlivu na metabolity pfitomné v mo¢i nebo
slinach. Ptitomnost nizkokalorickych sladidel v moci, ve slinach a dalSich télnich exkretech
muze slouzit jako vyznamny biomarker pfijmu slazenych sycenych napoji, coz podporuje
pottebu hlubsiho pochopeni jejich metabolismu a interakci v téle.

Tato prace piisp&je k rozsifeni znalosti 0 vlivu nizkokalorickych sladidel, konkrétné
ACK, na lidsky organismus a ovéfi moznost vyuziti NMR pro ucely kvantifikace tohoto
sladidla.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Nizkokaloricka sladidla poskytuji sladkost bez vyznamného ptispévku kalorii a jsou
popularni jako nahrada cukru pro management kalorii a hmotnosti. Zahrnuji umélé i ptirodni
slouceniny, jako je sacharin, ACK, aspartam, sukralosa, stévie a erythritol. VétSinou projdou
télem s minimalnim metabolismem. Jejich pfitomnost ve stolici ¢i moci mize byt vyznamnym
biomarkerem piijmu slazenych sycenych napoji. NMR je robustni metoda pro kvantitativni
stanoveni vybranych latek nebo 1€¢iv v biologickych tekutinach, ktera také zaroven v jediné
analyze mtize nabidnout informace o metabolickém profilu, zahrnujicim az 60 sloucenin. Tato
metoda zatim nebyla pouzita pro urceni kinetiky ACK, ani k zodpovézeni védecké otazky,
zda konzumace ACK miize nepiimo ovlivnit metabolicky otisk mo¢i nebo slin.

Hypotéza: NMR je dostate¢né citlivdA metoda pro kvantitativni stanoveni bézného
dietniho piijmu ACK a piijem ACK neovliviluje metabolicky profil moci ani slin, svédcici
0 jeho bezpecnosti.

Cilem této diplomové prace je zhodnotit pouzitelnost NMR jako metody pro kvantitativni
stanoveni ACK v biologickych tekutinach (mo¢ a sliny). Dale se prace zaméfuje na zkoumani

vlivu konzumace ACK na metabolicky profil zminovanych télnich tekutin.



3 Literarni reSersSe
3.1 Synteticka sladidla

Synteticka sladidla patii mezi piidatné latky. Casto se vyuZivaji jako stolni sladidla nebo
se pridavaji piimo do potravin pii jejich vyrobé. Stejné tak, jako ostatni piidatné latky, musi
synteticka sladidla projit hodnocenim bezpe¢nosti diive, nez mohou byt uvedena na trh
(EFSA 2019).

Hlavnim divodem pro pouziti syntetickych sladidel v potravinafstvi je nizky obsah
kalorii. Stale diskutovanym tématem je vliv a bezpecnost syntetickych sladidel na lidsky
organismus (O’Brien-Nabors 2016).

Jednim ze zpuisobu d€leni nahradnich sladidel je déleni na intenzivni a objemova sladidla

(obr. 1).

Nahradni
sladidla

Intenzivni Objemova
sladidla sladidla
A .
I Ve N N Cukernd
Synteticka Prirodni Sacharidova . illloehglie
sladidla sladidla sladidla (polyol;'}
\ | S\ | AN | AN |
4 N N/ 4
Sacharin Steviol Fruktosa Sorbitol
Acesulfam K glykosidy Kukuiicny Maltitol
Aspartam Thaumatin sirup Manitol
Cyklamat Luo-han guo Glukosovy Xylitol
Neotam (Mnisské sirup Laktitol
Sukralosa ovoce) Dexrtosa Erythritol
. N AN AN /

Obrazek ¢. 1 Rozdéleni nahradnich sladidel (Jain & Grover 2015)

Intenzivni sladidla jsou charakterizovana tim, Ze poskytuji minimalni aZ nulovy
energeticky pfijem, zatimco objemova sladidla, ackoliv obsahuji vice energie nez intenzivni

sladidla, maji stale niz$i energetickou hodnotu ve srovnani se sacharosou (Jain & Grover 2015).
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Tabulka ¢&. 1 Hodnoty u vybranych nahradnich sladidel schvalenych Utadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (FDA) (Dwyer et al. 2015)

Sladidlo aspartam ACK sacharin sukralosa steviosidy
* Relativni sladkost ve 180 200 300 600 200-300
srovnani se
sacharosou
Kcallg 4 0 0 0 0
Prijatelny denni pfijem 50 15 5 5 4
(mgl/kg/den)
Rok schvaleni FDA 1981 1988 1958, znovu 1998 2008

v roce 2000

* Relativni sladkost ve srovnani se sacharosou (stolni cukr). 1 = referencni hodnota, coz je

sladkost sacharozy.

Ackoli jsou nahradni sladidla témét bez kalorii, ne vzdy mohou pln¢ substituovat bézny
cukr. To mize byt zpisobeno napt. jejich senzorickymi vlastnostmi. I kdyz byla nahradni
sladidla vytvotena s cilem co nejlépe napodobit chut’ sacharosy, ¢asto vykazuji dalsi chuté,
nez pouze sladkou (DuBois & Prakash 2012). P#i srovnani chuti nékterych sladidel
se sacharosou bylo zjisténo, ze aspartam, erythritol, palatinosa a sukralosa mély nejblizsi
chutovou podobnost sacharose. Naopak ACK, stévie a luo han guo mély odlisné chutové
charakteristiky, zahrnujici hotkost, chemickou chut' a nizkou sladkost (Wee et al. 2018).
Pti senzorickém hodnoceni syntetickych sladidel je ¢asto zminovana chut hoika, kovova,
sucha, 1ékoticova, kiidova a medova (Withers et al. 2016; Tan et al. 2020).

Syntetickd sladidla, kterd jsou schvélena pro pouziti v potravinach, jsou distribuovana

pod obchodnimi znackami (tab. 2) (FDA 2023).

Tabulka €. 2 Znacky vybranych nahradnich sladidel schvalenych FDA (Dwyer et al. 2015)

Sladidlo  aspartam ACK sacharin sukralosa steviosidy
Znacka NutraSweet®, Sunett®, Sweet Sweet'N Low®, Splenda® Stevia®, Truvia™,
Equal®, dalsi One® Sweet Twin, Sun Crystals®,
Sugar Twin®, PureVia™,
Necta Sweet® Sweetleaf
Sweetener™
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3.1.1 Traveni a metabolismus syntetickych sladidel

Synteticka sladidla dale vykazuji, v porovnani se sacharosou, i rozdily v metabolismu
(Hakimzadeh & Sardarodiyan 2016). Pro detekci sladké chuti v chutovych poharcich v tstni
dutiné se nachazeji primarni receptory T1R2/T1R3. Dale je mozné tyto receptory nalézt
I v jinych ¢astech lidského téla, napt. ve stievni sliznici (Dyer et al. 2005), B-buikach slinivky
btisni (Nakagawa et al. 2009) nebo ve zlu¢ovych cestach (Toyono et al. 2007).

Tyto receptory sladké chuti se dale podileji na homeostaze glukosy a uvoliiovani hormonu
sytosti. Tim pfispivaji k fyziologické regulaci. Jejich dysfunkce mize vést k rozvoji nadvahy
a obezity nebo k rozvoji diabetes mellitus Il. typu. Ve slinivce bfisni se tyto receptory mimo
jiné podileji na uvoltiovani insulinu (Neiers et al. 2016).

Receptory T1R2/T1R3 se aktivuji pii navazani cilovych molekul cukrd ale zaroven
| pfi navazani syntetickych sladidel. Tato interakce je zakladem pro ptenos signala sladké chuti
do mozku (Jain & Grover 2015; Lee & Owyang 2019; Tan et al. 2020; Goémez-Fernandez et al.
2021). Vyzkumy poukazuji na to, ze z divodu stimulace jmenovanych chutovych receptort,
maji synteticka sladidla zna¢ny vliv na celkovy metabolismus (Laffitte et al. 2014). Sukralosa,
ktera je odvozena od cukru, ale neni lidskym télem vnimana jako cukr a neni v téle
metabolizovana. Podobné je to u sacharinu (Dwyer et al. 2015). Sacharin je absorbovan
a distribuovan v téle bez vyznamného metabolismu a je vylu¢ovan hlavné moci. Aspartam
je naopak traven v tenkém stfeveé, kde je hydrolyzovan na své zakladni komponenty
(na asparagovou kyselinu, fenylalanin a metanol). Ty jsou nasledné absorbovany
a metabolizovany v béZznych metabolickych drahdch. Steviol glykosidy jsou fermentovany

mikrobiotou v tlustém stfev€ na steviol, ktery je absorbovdn do jater a vylou¢en moci

(Pang et al. 2021).
3.1.2  Vliv syntetickych sladidel na lidsky organismus

3.1.2.1 Vliv syntetickych sladidel na télesnou hmotnost

Celosvétova spotieba cukru v poslednich letech dosahuje vrcholu (Basu et al. 2013),
coz je jeden z mnoha dtivodu rostoucich zdravotnich problémi dnesni populace, jako je obezita
(Friedrich 2017), diabetes mellitus II. typu a dal$i metabolicka onemocnéni (Alcaire et al.
2017). Z dtivodu eliminace téchto onemocnéni se pristoupilo ke snizovani piidanych cukri

V potravinach nebo jeho iplnému vynechani. Tento krok vedl k nahrazovani cukru syntetickymi
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sladidly, ktera jsou mén¢ kaloricka az nekaloricka (Magnuson et al. 2016; Oliveira et al. 2016;
Popkin & Hawkes 2016).

Nahrazeni bézného cukru nekalorickymi sladidly pfedpokladalo mirny ubytek hmotnosti
v disledku snizeného piijmu energie sladidel. Bylo prokazano, Ze tento ubytek ale neni
tak vyznamny, aby se synteticka sladidla vyuzivala ptimo pfti redukénich dietach (Stevens et al.
2006; Miller & Perez 2014). Toto zjisténi je ovsem V rozporu s vysledky jiné studie, ktera tvrdi,
ze konzumace potravin a napoju s nizkokalorickymi sladidly mize vést, diky jejich sladké
chuti, kK nadmérnému pfijmu téchto potravin a napoju. Spotiebitelé maji tedy nutkani se témito
potravinami piejidat a jejich nadmérna konzumace vede poté k nadvaze a obezité (Rogers et al.
2016).

Dle vysledkli dalsi studie lidé s nadvahou i1 lidé s normadlni télesnou hmotnosti,
ktefi po dobu Sesti mésict konzumovali potraviny a napoje obsahujici uméla sladidla,
nezaznamenali v télesné hmotnosti vétSi zmeény nez ti, co jedli jidlo s vysokym obsahem
sacharidti nebo dostavali placebo (Toews et al. 2019).

V roce 2023 byla vydana nova smérnice Svétové zdravotnické organizace (WHO).
»WHO navrhuje, aby se necukernd sladidla nepouzivala jako prostfedek k dosazeni kontroly
hmotnosti nebo sniZeni rizika nepienosnych nemoci (podminéné doporuceni)“ (WHO 2023a).
Nekaloricka sladidla totiz nepfinaSi dlouhodoby piinos pifi sniZzovani télesné¢ho tuku
u dospélych a déti (WHO 2023b). To potvrzuje metaanalyza z roku 2023, ktera do svého
vyzkumu zahrnula pét randomizovanych kontrolovanych studii se 1498 ucastniky. Ti byli
nahodné pfifazeni k mnozstvi ptijmu syntetickych sladidel (2400-2500 mg/den). Takovéto
mnozstvi naznacovalo nizsi piirtistek t€lesné hmotnosti ve srovnani s ptijmem cukru z potravin
a napoju (Espinosa et al. 2023).

Rostouci pouzivani syntetickych sladidel mize byt v budoucnu pfic¢inou zdravotnich
a dietnich problém. Jejich vyuziti jako alternativy k pfidanému cukru by mélo byt peclivé
zvazeno v ramci formulace politiky vefejného zdravi tykajici se vyzivy (Ardalan et al. 2017;

Russell et al. 2023).

3.1.2.2 Vliv syntetickych sladidel na glykémii

V soucasné dobé¢ je Casto diskutovana otdzka vlivu syntetickych sladidel na glykémii.
Napiiklad sacharin, cyklamat, steviosid a ACK mutze stimulovat uvolnovani insulinu
z Langerhansovych ostrivki u potkant. Naopak u aspartamu toto pozorovano nebylo (Malaisse

et al. 1998). Po podani syntetickych sladidel (zejména sacharinu) bylo zaznamenano zvyseni
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koncentrace insulinu v plazmé, zatim co hladina glukosy v krvi ziistala nezménéna (Just et al.
2008). Sekrece insulinu byla spiSe zaznamenana pii vysSich davkach milimolarni koncentrace
syntetickych sladidel, tj. vice 50. Takovato davka zvysila sekreci insulinu prostfednictvim
aktivace chutovych receptor (Nakagawa et al. 2013). Z vysledki rozsahlé kohortové studie
NutriNet-Santé¢ vyplyva, ze existuje pozitivni souvislost mezi pfijmem umélych sladidel
a zvysenym rizikem diabetes mellitus I1. typu (Debras et al. 2023). N¢které studie zjistily opak,
a to ze po konzumaci syntetickych sladidel nebyly pozorovany Zzadné vyznamné zmény
glykémie, postprandialni glykémie nebo insulinové odpovédi (Mathur & Bakshi 2023).

BéZzna nekalorickéd sladidla mohou zpiisobit glukosovou intoleranci zménou stievniho
mikrobiomu (Suez et al. 2014; Gerasimidis et al. 2020; Mora & Dando 2021; Debras et al.
2022a). Pokud jsou synteticka sladidla dlouhodobé podavana pacientim s diabetes mellitus

I1. typu, muze to mit pfimy dopad na insulinovou rezistenci (Mathur et al. 2020).

3.1.2.3 Vyliv syntetickych sladidel na riziko vzniku kardiovaskularniho onemocnéni

Existuje pfima souvislost mezi hyperinsulinémii, insulinovou rezistenci
a kardiovaskularnim onemocnénim (KVO) (Lambie et al. 2021) jako je mrtvice, ischemicka
choroba srde¢ni a imrtnost z téchto pti¢in (Mossavar-Rahmani et al. 2019). Kazdé syntetické
sladidlo miize zptisobovat jiny druh KVO. ACK a sukralosa byly spojeny s rizikem ischemické
choroby srdec¢ni, zatimco aspartam byl spojen s cerebrovaskularnim onemocnénim (Debras et
al. 2022a). Byl proveden pokus na potkanech, kdy jim po dobu deseti dni byla podavana
sukralosa a ACK v riiznych koncentracich (1-15 mg/kg/den). V tomto obdobi bylo sledovano
sloZeni jejich télesného tuku. Bylo zjiSténo, ze potkani, ktefi konzumovali synteticka sladidla
v koncentraci piijatelné denni davky (ADI) vykazovali vyznamnou vaskularni endotelialni

dysfunkci ve srovnani s ostatnimi skupinami (Risdon et al. 2020).

3.1.2.4 Vliv syntetickych sladidel na riziko vzniku nadorového onemocnéni

Vyzkumy hodnotici vliv syntetickych sladidel na riziko vzniku nddorovych onemocnéni
u lidi poskytuji smisené vysledky, coz naznacuje slozitost této problematiky a potiebu dalSich
vyzkumt. Studie zahrnujici 102 865 dosp€lych z francouzské kohorty NutriNet-Santé
naznacuje, ze vyss$i konzumace syntetickych sladidel, zejména aspartamu a ACK, je spojena
s vys$im rizikem celkového vyskytu nadorového onemocnéni (n = 3 358 ptipadt, p = 0,002).

Konkrétné byla zjisténa vétsi rizika pro nadorové onemocnéni prsu (n = 979 ptipadd, p = 0,036)
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a nadorové onemocnéni souvisejici s obezitou (n = 2 023 ptipadd, p = 0,036) (Debras et al.
2022a).

Jind studie, zahrnujici celkem 25 observacnich studii s celkovym poctem 3 739 775
subjektil, dospéla k nazoru, ze prijem umélych sladidel nemé¢l Zadnou zjevnou souvislost
s celkovym vyskytem nadorového onemocnéni a mortalitou. Ve studii bylo dale zjisténo,
ze U lidi, ktefi konzumovali umé¢la sladidla, bylo pozorovano mirné vyssi riziko umrti z jinych

pfi¢in ve srovnani s lidmi, ktefi je nekonzumuji (Yan et al. 2022).

3.1.2.5 Vliv syntetickych sladidel na oralni mikrobiom

v

V Ustni dutin€ se nachdzi druhy nejvétsi a nejrozmanitéjs$i mikrobiom v téle ¢loveéka hned
po stieve. Sklada se priblizné ze 700 druhd mikroorganismi. Tyto mikroorganismy kolonizuji
tvrdé tkané zubd a mekké tkané ustni sliznice (Zhao et al. 2017). Stejné tak, jako ve stievnim
mikrobiomu, byly pii konzumaci syntetickych sladidel pozorovany i zmény v oralnim
mikrobiomu, napf. u proteobakterii, rodu Staphylococcus, Acinetobacter a Lactobacillus bylo
pozorovano zvySeni jejich poctu. Tyto bakterie jsou spojeny s kvasenim potravin, nejcastéji
cukrt v nich obsazenych (Cheng et al. 2021). Kvaseni je ¢asto doprovazena tvorbou kyselin
(napt. mlécnou nebo octovou), které mohou nasledné poskodit zubni sklovinu (Bretz et al.
2005) a zapficinit rozvoj zubniho kazu (Pitts et al. 2017).

Vliv umélych sladidel na Gstni mikrobiom byl testovan na potkanech. Celkem 24 potkant
bylo rozdéleno do étyf skupin a byla jim podavana sacharosa, sacharin, xylosa nebo ¢ista voda.
Kazda skupina konzumovala piedlozenou latku po dobu osmi tydnt. Vysledky naznadily,
ze nahradni sladidla ovlivnila imunitu, slozeni, metabolické funkce a diverzitu bakterii dutiny
ustni a tim narusila oralni mikrobiom. Ve v8ech analyzovanych vzorcich byly identifikovany
imunoglobuliny (Ig) typu IgA, IgM a IgG, avSak imunoglobulin IgE nebyl zjistén v Zadném
z nich. Ve srovnani s kontrolni skupinou byly ve skupiné s xylosou a sacharosou vyznamné
vy$si prumérné koncentrace sekretorického IgA a IgG. Co se tyce slozeni oralniho mikrobiomu,
napt. ve skupiné xylosy bylo celkem detekovano 284 rodi, ve skupiné sacharinu 186 rodi

a ve skupiné sacharosy 372 roda (Cheng et al. 2021).

3.1.2.6 Vliv syntetickych sladidel na stfevni mikrobiom

Studie naznacuji rizné ucinky na slozeni a funkci stfevniho mikrobiomu. Stfevni

mikrobiom je slozita komunita mikroorganismu Zzijicich v travicim traktu, ktera hraje klicovou

roli v udrzovani normalni fyziologie stfev a celkového zdravi (Conz et al. 2023). Jeho slozeni
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a funkci mohou ovliviiovat rizné faktory jako je napt. genetika (Goodrich et al. 2014),
vek (Odamaki et al. 2016), antibioticka 1é¢ba (Zhang et al. 2014), strava (Voigt et al. 2014),
atd. Vyznamny vliv ma predevs§im strava, jelikoz mtze upravovat nékteré bakterialni druhy
a ovliviiovat metabolity produkované ve stievnim prostfedi (David et al. 2014).

Jina intervencni studie, zahrnujici 31 subjektd a trvajici 14 dnii, pozorovala bakterialni
abundanci a diverzitu u konzumentli a nekonzumentd aspartamu a ACK. Mezi témito dvéma
skupinami byly nalezeny rozdily ve slozeni bakterialni komunity aspartamu (p < 0,01)
a ACK (p =0,03), s pouzitim metody UniFrac (Frankenfeld et al. 2015).

Naopak studie z roku 2018 dospéla k vysledku, Ze sukralosa ma bakteriostaticky Géinek
na E. coli in vitro. Pfitomnost sukralosy v agaru vedla k poklesu poctu kolonie tvoficich
jednotek (CFU) o 30 % v piipadé 1,25 % sukralosy a o 74 % méné kolonii V piipadé
2,5 % sukralosy. Podobné tomu bylo v piipadé AKC a sacharinu, kdy na miskach s pevnym
médiem a s 2,5 % sladidel bylo pozorovano v priméru 0 96 % méné kolonii. Na zaklad¢ téchto
vysledkl dosla studie k zavéru, ze synteticka sladidla maji schopnost selektivné inhibovat rist
stievnich bakterialnich druhti (Wang et al. 2018).

Protoze stfevni mikrobiom hraje kli¢ovou roli v regulaci metabolismu a imunitnich
funkci, mize byt jeho naruSeni disledkem vzniku rlznych onemocnéni. Zmény stievniho
mikrobiomu jsou spojovany jak srizikem rozvoje obezity a diabetes mellitus Il. typu,
tak i s rizikem KVO (Debras et al. 2022a).

3.1.3 Synteticka sladidla v mo¢i nebo ve stolici jako biomarkery Zivotniho stylu

Biomarkery jsou indikatory normalnich biologickych nebo patogennich procesi, tedy
indikator zdravotniho stavu ¢lovéka. Lze je piesné a reprodukovatelné métit (FDA 2021). Jiny
zdroj popisuje biomarkery jako bunécné, biochemické nebo molekularni zmény, které jsou
mefitelné v biologickych tekutinach a exkretech, jako jsou lidské tkang, bunky nebo tekutiny
(Hulka & Wilcosky 1988).

K identifikaci biologicky aktivnich molekul s potencidlnimi vlastnostmi biomarkeri
slouzi obor zvany metabolomika. K nalezeni nejlepSich robustnich biomarkerti onemocnéni
vyuziva metabolomika modely, jako jsou in vitro nebo pokusna zvifata. Dale jsou vyuzivany
razné analytické metody, z nichz jsou nejvice pouzivané hmotnostni spektrometrie (MS),
plynova chromatografie (GC), vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC), infracervena
(IR) a ultrafialovo-viditelna spektrometrie (UV-VIS) a NMR (Kruk et al. 2017).

Synteticka sladidla Ize detekovat v moc¢i a mohou slouzit jako biomarkery pro hodnoceni

zivotnitho stylu a stravovacich navykd. V této télni tekutiné lze soucasné stanovit
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pét nizkokalorickych sladidel: ACK, sacharin, cyklamat, sukralosa a steviolglykosidy.
Diikazem je studie, ve které bylo zjisténo, ze vice nez 96 % vzorkli obsahovalo alespon jedno
syntetické sladidlo a témét 60 % vzorkl obsahovalo tii a vice sladidel. Ve studii byla navic
pomoci biomarkeri prokdzana mnohem vyssi expozice nizkokalorickym sladidlim (92 %),
nez byla zjisténa skute¢na spotieba napoji obsahujicich synteticka sladidla (6 %). Tato studie
naznacuje roz$ifené vystaveni nizkokalorickym sladidlim a poukazuje na potencial pouziti

biomarkerti v mo¢i pro $ir$i vyzkum v této oblasti (Logue et al. 2020).
3.1.4 Pohled spotiebiteli na synteticka sladidla

Nejstarsim syntetickym sladidlem je sacharin, ktery byl ndhodné objeven v roce 1879.
Ve 2. poloving 20. stoleti se zacal hojné pridavat do potravin pro diabetiky. V tomto obdobi
se ve Spojenych statech americkych synteticka sladidla nejvice pouZzivala do nealkoholickych
kolovych napojl, do konzerv, Zvykacek a bonboni a v neposledni fad€é do stolnich vyrobki
uréenych pro slazeni ¢aje nebo kavy. Do téchto typti potravin byly pouzivany nejcastéji
cyklamat-sacharinové smési (Inglett 1976). Tyto smési byly ale ve Spojenych statech
americkych zakazany FDA vroce 1969. Spolecnost Abbott Laboratories oznamila,
ze syntetické sladidlo cyklamat (ve dfive zmifilované smési) zplisobilo nadory jater u potkanti
(FDA 2020).

Vétsina konzumentd ma nedostatecné povédomi o aditivnich latkach, a navic je mohou
znepokojovat c¢astecné nebo nepiesné informace. Spotiebitelé Celi kazdodenné mnoha
potravinovym rozhodnutim, které jsou spojené s ptidatnymi latkami. Pokud mluvime o slazeni,
musi se rozhodovat, zda si koupi potravinu s cukrem, pfirodnim sladidlem nebo ndhradnim
sladidlem (Bearth et al. 2014). Byl proveden prizkum obeznamenosti a miry pozitivnich
nebo negativnich nazorii u spotiebitelit na bézné pouzivana synteticka sladidla, ptirodni
sladidla a sacharosu. Na sacharosu ptevazoval u konzumentl nejvice pozitivni nazor ze vSech
syntetickych sladidel (Mora & Dando 2021). Ztohoto divodu je Zzadouci nabidnout
zainteresovanym nebo obavajicim se spotiebitelim néjaké voditko, aby védéli, jaké potraviny

volit (Bearth et al. 2014).

3.2 Acesulfam K (E 950)

ACK (obr. 2) je jedno z nejrozsifenéjsich syntetickych sladidel dnesni doby. Je to bily
krystalicky prasek bez zapachu a je ptiblizné 200 x sladsi nez sacharosa. Byl objeven nahodné
vroce 1967 (Klug & Lipinski 2012). Byl schvalen FDA pro pouziti v uréitych potravinach
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vroce 1988 a v roce 2003 ho FDA schvalil jako univerzalni sladidlo a zvyraziiova¢ chuti
V potravinach, s vyjimkou masa (Mora & Dando 2021; FDA 2023). Dnes se vyuziva zejména
jako stolni sladidlo, v napojich, v pe¢ivu, v mrazenych dezertech, v bonbdnech, v kapkach proti
kasli nebo v mentolovych bonbonech (Dwyer et al. 2015). Je termostabilni, a i pies zahiati
vysokymi teplotami zdstava stale sladky. Je ho tedy mozné vyuzit mimo jiné i do vafeni

a peceni. (Arora et al. 2013).
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3.2.1 Senzorické vlastnosti ACK

ACK byl v minulosti povazovan za chutové nejlepsi sladidlo (von Rymon Lipinski
1985). Pozdg¢;ji se ale ukazalo, ze i toto sladidlo vykazuje vedlejsi chut'ové profily jako je hotky,
kovovy a chemicky (Dwyer et al. 2015; Tan et al. 2019). VétsSina studii na tyto typy hodnoceni
vyuzivala tradi¢nich pfistupti ¢asové intenzity, kdy hodnotitelé museli zaznamenavat zmény
intenzity specifickych senzorickych atributi béhem pevné stanoveného Casového intervalu.
Tato metoda se obvykle zamétrovala na hodnoceni intenzity jednotlivych atributi nezavisle
na sob¢é a vyzadovala vyskolené hodnotitele (Tan et al. 2019). Nedavno byl vyvinut novy
piistup zvany cCasové omezeny vybér vSech odpovidajicich moznosti (TCATA), jako
spotiebitelsky piivetivy zpisob hodnoceni. Je to metoda senzorické analyzy, ktera umoZiiuje
hodnotiteliim oznacovat vSechny vnimané atributy soucasné v pribéhu casu. Co se tyce
syntetickych sladidel, je metoda vyuzivdna pro analyzu rtznorodych chuti, umozujici
identifikaci primarni sladké chuti a sekundarnich chuti v prtibéhu casu, tzn. umoznuje vybér
jak sladké, tak vedlejSich chuti tak, jak jsou vnimany. Tento proces vede k vytvoreni ,,citacnich
pomera®, které predstavuji frekvenci, s jakou byl urcity atribut (napf. sladkost, hotkost) vybran
ucastniky testu v uréitém casovém okamziku béhem degustace. PiestoZe nejsou piimou mirou
intenzity vnimani, obvykle koreluji s urovni intenzity. Vyssi citace byvaji €asto spojovany
s intenzivnéjSimi pocity. TCATA poskytuje srovnani parametra jednotlivych sladidel, pficemz

se Casto provadi porovnavani jednotlivych sladidel se sacharosou (Castura et al 2016).
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ACK dosahuje niz§i maximalni sladkosti a medové chuti ve srovnani se sacharosou
(obr. 3). Na druhou stranu ale dosahuje vy$si maximalni hotké, kovové a chemické chuti (Tan

etal. 2019).
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Obrazek ¢. 3 Porovnani jednotlivych chuti ACK se sacharosou (Tan et al. 2019)

ACK je ¢asto pouzivan ve smésich s aspartamem, sukralosou a sacharinem. Vyhodou této
kombinace je skutenost, ze kazdé ztéchto sladidel maskuje nezadouci chuté ostatnich.
Vykazuji tedy spolecné synergicky G¢inek a smés je sladsi nez jeji slozky (Chattopadhyay et al.
2014; FDA 2023). Pokud je ACK smichan pouze se sacharinem, hotka chut’ neni zmirnéna
nebo potlacena. Pokud je ale popisované sladidlo smichdno s aspartamem je sladka chut’ vyssi,

nez kdyby bylo kazdé sladidlo pouzito samostatné (O’Brien-Nabors 2016).
3.2.2 Metabolismus ACK a jeho vylu¢ovani

ACK je biologicky inertni, nepodléhd vyznamnému metabolismu u zvifat ani lidi
a po absorpci je jednoduse vyloucen v nezménéné formé moci, stolici a dalsimi télnimi exkrety.
ACK je téméf kompletné absorbovan v tenkém stieve jako nezménénd molekula a distribuovan
do krve a pozd¢ji ruznych tkani (Dwyer et al. 2015; O’Brien-Nabors 2016). Nasledné
je do 24 hodin po poziti 99 % ACK vylouceno ledvinami a zbylé 1 % je vylouceno stolici
a dalSimi t€lnimi exkrety (Pang et al. 2021). Tento fakt naznacuje minimalni metabolismus
nebo interakci s mikrobiomem dolniho gastrointestinalniho traktu pfi bézném dennim piijmu
(O’Brien-Nabors 2016).

Zminované syntetické sladidlo sice obsahuje draslik, ale mnozstvi této mineralni latky

je v ném tak nizké, ze nema vliv na celkovy denni ptijem drasliku v lidské stravé (Sollid 2022).
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3.2.3 VIliv ACK na zdravi

3.2.3.1 Vliv ACK na télesnou hmotnost, stievni mikrobiom a glykémii

ACK se nemetabolizuje, takze by se dalo pfedpokladat, Ze jeho konzumace nezptisobuje
ptirtstek télesné hmotnosti. I pfes to ale vyzkumy na zvifatech ukazuji, ze ptijem ACK muze
zvysovat télesnou hmotnost u samcti potkant, ale ne u samic. V tomto vyzkumu byl pozorovan
vysSi prirastek télesné hmotnosti u samcii, kteti po dobu c¢trnacti dna pozivali ACK,
nez U kontrolni skupiny samct (10,28 g versus 5,44 g, p < 0,01) (Bian et al. 2017). Jina studie
ze stejného roku naopak po konzumaci ACK neprokazala zadné zmény télesné hmotnosti
(Uebanso et al. 2017). Po poziti ACK byly také pozorovany zmény slozeni stfevniho
mikrobiomu a aktivita gend souvisejicich s energetickym metabolismem, coz bylo také zavislé
na pohlavi. U samct byly aktivovany funkéni geny zapojené do energetického metabolismu,
zatimco u samic byly tyto geny inhibovany (Bian et al. 2017).

Pii dlouhodobé konzumaci ACK v ramci jeho pfijatelného denniho pfijmu (ADI) neni
pravdépodobné, ze by toto sladidlo dosahlo dolniho traktu gastrointestinalniho systému
a ovlivnil stfevni mikrobiom (O’Brien-Nabors 2016). Existuji ale i vyzkumy na zvifatech,
které dospély k zavéru, ze konzumace ACK miize mit vliv na zménu slozeni stievnich bakterii
U samct i samic potkant. V tomto vyzkumu bylo po aplikaci ACK pozorovano zvySeni rodu
Bacteroides (p < 0,01) u samcti a u samic naopak pokles rodi Lactobacillus (p < 0,05)
nebo Clostridium (p < 0,001). NaruSenim stfevnich bakterii muze toto sladidlo zvysit riziko
rozvoje chronického zanétu stiev (Bian et al. 2017). Pozdéjsi studie ale uvadi, ze se ACK rychle
vstiebava a je vylucovan prevazné ledvinami do moci (Pang et al. 2021).

Existuje mozny vztah mezi konzumaci ACK a vyskytem diabetes mellitus Il. typu.
Byl zkouman dopad dvoutydenni konzumace napoje obsahujiciho ACK a aspartam
na schopnost organismu regulovat hladinu glukosy u normalné¢ vazicich, nadvahovych
a obéznich subjektt. Bylo zjisténo, Ze konzumace napoje neméla Skodlivy vliv na homeostazu
glukosy u zdravych subjekti (Kim et al. 2020). Vysledky rozsahlé kohorty NutriNet-Santé také
ukazuji pozitivni souvislost mezi piijmem ACK (i jinych umélych sladidel) a zvySenym rizikem
diabetes mellitus Il. typu. Do studie byli zapojeni nekonzumenti a konzumenti syntetickych
sladidel, ktefi dostavali vyssi davky téchto latek (tzn. vys$si nez median pohlavné specifickych
16,4 mg/den u muzd a 18,5 mg/den u zen). Konzumenti s takovymito a vys$imi davkami
syntetickych sladidel méli vyssi riziko rozvoje diabetes mellitus 1. typu. Pozitivni asociace byla
pozorovana také konkrétné u ACK (pomér rizik (HR) = 1,70; 95% interval spolehlivosti (Cl)
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1,42-2,04; p < 0,001). Tyto dikazy posiluji myslenku, ze obecné synteticka sladidla nemusi
byt bezpe¢nymi alternativami cukru (Debras et al. 2023).

Studii zaméfenych na souvislost mezi konzumaci ACK, télesnou hmotnosti a glykémii
Vv lidském organismu je vSak v soucasné dobé relativné malo. Toto téma piedstavuje oblast,
ktera doposud nebyla dikladné prozkoumana (Solomi et al. 2019). Prestoze existuji obavy
tykajici se potencialniho dopadu syntetickych sladidel na nartst télesné hmotnosti a rozvoj

diabetes mellitus Il. typu, dikazy jsou nejednozna¢né (Pang et al. 2021).

3.2.3.2 Vliv ACK nariziko vzniku KVO

Vysledky publikované v ramci studie NutriNet-Santé naznacuji potencidlni pfimou
souvislost mezi vyss§i konzumaci umélych sladidel, véetné¢ ACK, a zvySenym rizikem KVO.
Konkrétné byl pfijem ACK asociovan se zvySenym rizikem koronarnich srde¢nich onemocnéni
(Debras et al. 2022).

V ramci vyzkum byl potkanim podavan ACK, ktery zvysil ateroskleroticky plak
Vv cévach. Déle byl zkouman vliv ACK na metabolismus lipidi. Spotfeba ACK zvysila jaterni
lipogenezi a snizila B-oxidaci. I pies toto zjisténi zistava souvislost mezi konzumaci ACK

a KVO stale nejasna (Lin et al. 2021).

3.2.3.3 VIliv ACK na riziko vzniku nadorového onemocnéni

Vyzkumy o vlivu ACK na riziko vzniku nddorového onemocnéni u lidi nabizeji rizné
pohledy. Systematicky piehled dat studii zaméfenych na ACK vedl k zavéru, ze toto sladidlo
pravdépodobné nepiedstavuje riziko Kkarcinogeneze. V tomto piehledu bylo posouzeno
ptes 800 mechanistickych ukazateld z riznych in vitro a in vivo testd, které byly integrovany
do celkového hodnoceni dukazi. Vysledky ukazuji, ze ACK nevykazuje aktivitu napfi¢
charakteristikami znamych karcinogenti. Ve spojeni s absenci nadorovych efekti na hlodavcich
podporuje zavér, ze ACK pravdépodobné neindukuje karcinogenni odpoveéd’ (Chappell et al.
2020).

Naopak novéjsi studie zalozend na francouzské populacni kohorté¢ NutriNet-Santé,
ktera zahrnovala 102 865 dospélych osob, sledovanych v praméru 7,8 let, naznadila, ze vySsi
konzumace ACK byla spojena s mirn¢ zvySenym rizikem vzniku nadorovych onemocnéni.
Tato studie konkrétné uvadi, ze konzumenti ACK méli vyssi riziko vzniku nadorti obecné
(n=3 358 pripadu, HR = 1,13; 95% CI 1,03-1,25; p = 0,002). S vyssim rizikem vzniku
celkového nadorového onemocnéni byl spojen zejména ACK (HR = 1,13; 95% CI 1,01-1,26;
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p= 0,007) a aspartam (HR = 1,15; 95% CI 1,03-1,28; p = 0,002). Byla zaznamenana
také specificka spojeni s vy$$im rizikem vzniku nadort prsu (n = 979 ptipadt; HR = 1,22; 95%
Cl 1,01-1,48; p = 0,036, pro aspartam) a nadoru souvisejicich s obezitou (n = 2 023 piipadd;
HR = 1,13; 95% CI 1,00-1,28; p = 0,036, pro celkova umé¢la sladidla a HR = 1,15; 95% ClI
1,01-1,32; p = 0,026, pro aspartam) (Debras et al. 2022b).

3.2.3.4 Vliv ACK na chut'ové preference a metabolické zdravi potomstva pfi prenatalni a

postnatalni expozici

Studie naznacuji, ze expozice ACK béhem té€hotenstvi a kojeni mize mit vyznamny
dopad na chutové preference a metabolické zdravi potomstva. ACK byl podavan biezim
potkaniim a byl pozorovan vliv na preference sladké chuti u exponované skupiny a jejich
potomkii. Byla totiz detekovana ptitomnost ACK v plodové vodé a v mateiském mléce.
To naznacuje, ze ACK prechazi zmatky na potomstvo bud v prenatilnim obdobi
nebo po narozeni a ovliviiuje to poté jejich preference sladké chuti v dospélosti. Sledovani
potomci i jejich matky, které byly béhem biezosti nebo pii laktaci vystaveny ptuisobeni ACK,
vykazovali niz§i prahové hodnoty detekce pro roztoky ACK a sacharosy a dale méli zvysenou
preferenci pro sladké roztoky ACK nebo sacharosy vzhledem k vodé. To naznacuje,
ze po expozici ACK méli silné€jsi sklony k volbé sladké chuti (Zhang et al. 2011; Rother et al.
2018).

Dalsi studie se zabyvala vlivem maternalniho ptijmu ACK na metabolické a reprodukéni
vysledky u potomstva potkand. Zjistilo se, Zze zvifata, kterym byl béhem biezosti a laktace
podavan ACK, méla potomstvo s odliSnymi metabolickymi a reprodukénimi vysledky.
Expozice ACK prostiednictvim matei'ské stravy byla spojena se zhorSenim glukosové tolerance
a ovlivnénim velikosti adipocyti zpisobem specifickym pro pohlavi. Expozice ma
také signifikantni U€inky na estralni cykly a pfidruZzené genové markery u zenského potomstva.
To naznacuje mozny dopad na zdravi potomstva, pokud je matka konzumentkou ACK béhem

téhotenstvi a kojeni (Bridge-Comer et al. 2021).
3.2.4 Prijatelna denni davka ACK

Ptijatelna denni davka (ADI) pro ACK byla stanovena na 9 mg/kg télesné hmotnosti.
Po studiich na potkanech byla ADI stanovena na 15 mg na kilogram télesné hmotnosti. Tato
davka vychazi z doporuc¢eni WHO a Food Agriculture Organisation (FAO) — pii Organizaci
spojenych naroda (OSN) prostrednictvim jejich Spolecného vyboru odbornikit FAO/WHO pro
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potravinarska aditiva (JECFA) (JECFA 1990). Pouzivani tohoto sladidla v potravinach pro
malé déti neni v Evropské unii povoleno (EFSA 2016).

3.3 Mo¢ a metabolom moci

Moc je biologicka tekutina, ktera je slozena z piebyte¢né vody a dalSich latek rozpustnych
ve vodé jako je mocovina (produkt metabolismu aminokyselin), cukry, anorganické soli
(chloridy, soli drasliku a sodiku), kreatinin, amoniak, organické kyseliny, rizné ve vodé
rozpustné toxiny a pigmentové produkty rozpadu hemoglobinu (napt. urobilin, diky kterému
ma mo¢ charakteristickou barvu). Pramérny dospély ¢loveék vyprodukuje 1,5-2,0 litru moci
denné (Bouatra et al. 2013).

Metabolomika je vyzkumna disciplina, ktera Se vénuje systematickému studiu
chemickych molekul (metabolitti), nachazejicich se napt. v moci. Hraji kli¢ovou roli v riznych
biologickych procesech (Rinschen et al. 2019). Soubor metaboliti v organismu se nazyva
metabolom. Piestoze je mo¢ odpadnim produktem, muze slouzit jako diagnosticka tekutina.
V dne$ni dobé lze v moci identifikovat nékolik stovek, uvadi se az 300, metabolitu.
Kvantifikovat pak Ize ptiblizné 100 latek. Metabolity moci se daji stanovit riznymi metodami.
Mezi vybrané patii napf. NMR, hmotnostni spektrometrii s plynovou chromatografii (GC-MS),
hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) a HPLC s technikami
ultrafialové (UV) nebo fluorescenéni detekce (FD).

Metabolom lidské moci je slozity a obsahuje stovky metabolitii, které se de¢li
na endogenni (produkované lidskym té€lem) a exogenni (pochazejici z vnéjSiho prostiedi,
napf. z potravin, napoju, 1€kt nebo environmentalnich kontaminantti). Pfikladem nékterych
specifickych metaboliti moc¢i jsou kreatinin, citrat, glycin, formiat, metanol, acetat, L-cystein
a mnoho dalSich (obr. 4) (Bouatra et al. 2013).

K profilovani metaboliti v moci 348 déti a 315 dospélych byla v jednom z vyzkumu
vyuzita metoda tandemové hmotnostni spektrometrie (LC-MS/MS). Studie identifikovala
celkem 2357 metabolitl, z toho 1831 endogennich a 526 exogennich. Mo€ové metabolity byly
produkovany hlavné pii metabolismu aminokyselin a lipidd. Vysledky po analyzovani
metabolitl v mo¢i naznacily, ze tato télni tekutina u dosp€lych obsahuje vice metaboliti

zapojenych do imunitni odpovédi nez détska (Xu et al. 2022).
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Obriazek & 4 Reprezentativni 500 MHz*H — NMR spektrum lidské moci
(Bouatra et al. 2013)
Cisla oznacuji nasledujici metabolity: 1: kreatinin; 2: citronova Kyselina; 3: glycin; 4: formiat;
5. metanol; 6: guanidooctova kyselina; 7: acetat; 8: L-cystein; 9: glykolova kyselina;
10: kreatin; 11: isocitronova Kyselina; 12: hippurat; 13: L-glutamin; 14: L-alanin; 15: L-lysin;
16: glukonova kyselina; 17: 2-hydroxyglutarova kyselina; 18: D-glukosa; 19: indoxylsulfat;
20: trimethyl-N-oxid; 21: ethanolamin; 22: L-mlécna kyselina; 23: taurin; 24: L-threonin;
25: dimethylamin; 26: pyroglutamova kyselina; 27: trigonelin; 28: sacharosa,;
29: trimethylamin; 30: mannitol; 31: L-serin; 32: aceton; 33: L-cystin; 34: adipova kyselina;
35: L-histidin; 36: L-tyrosin; 37: imidazol; 38: mandlova kyselina; 39: dimethylglycin;
40: cis-akonitova kyselina; 41: mocovina; 42: 3-(3-hydroxyfenyl)-3-hydroxypropanova
kyselina (HPHPA); 43: fenol; 45: isomaselna Kkyselina; 46: methyljantarova Kkyselina;
47: 3-aminoisomaselna  kyselina; 48: L-fukosa; 49: N-acetylasparagova Kkyselina;
50: N-acetylneuraminova kyselina; 51: acetoctova kyselina; 52: alfa-aminoadipova kyselina;

53: methylguanidin; 54: fenylacetylglutamin
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3.3.1 Stabilita mo¢i pro NMR metabolomiku

Profil metaboliti zavisi na délce a teploté skladovani vzorku. Bylo zjiSténo, ze vzorky
moci skladované pii pokojové teploté (22 °C) vykazuji vyznamné zmény Vv koncentraci
metabolitl. Uchovani téchto vzorkl v chladnicce pti 4 °C po stejnou dobu mélo za nésledek
mirné snizeni stupné zmén v koncentraci metabolitt. Av§ak optimalniho zachovani ptivodniho
profilu metabolitl bylo dosazeno pfi skladovani vzorkli moc¢i v mrazaku pii teploté¢ —80 °C.
Vzorky, které byly po dobu 4 tydnt pravidelné zmrazovany (do teploty —80 °C) a rozmrazovany
(do pokojové teploty) mély stfedni stupen zmeény metabolitli ve srovnani s ptivodni koncentraci
(Saude & Sykes 2007).

Jind studie doporucuje vzorky lidské moci skladovat ptfi teplotaich —25 °C a nizSich
po dobu maximalné 26 tydnt. Pokud jsou vzorky skladovany pii nizsich teplotach, je nutné

do nich piidat konzervaéni ¢inidlo (napt. NaNs nebo NaF) (Lauridsen et al. 2007).
3.3.2 Synteticka sladidla v mo¢i

Byla zkoumana denni variabilita umélych sladidel v moci a jejich spojeni s biomarkery
oxidativniho stresu. Bylo zjiSté€no, Ze koncentrace umélych sladidel ACK a sacharin v moci
se vyznamné 1i8i u rznych jedinct. Zjistilo se, Ze pro odhad primérné expozice konkrétniho
ucastnika studie bylo potfeba analyzovat alesponi 20 vzorki moci. Studie také poukazala
na vyznamnou interakci umélych sladidel s biomarkery oxidativniho stresu, coz naznacuje

mozné toxické mechanismy téchto sladidel (Shi et al. 2022).

3.4 Sliny a metabolom slin

Sliny jsou biologické tekutiny, které obsahuji vodu, hlen, bilkoviny a metabolity s malou
molekulovou hmotnosti. Koncentrace metabolitl ve slindch muize ménit napf. koufeni
nebo pohlavi. Prikladem nékterych specifickych metabolitd slin je citrat, laktat, pyruvat,
sacharosa, formiat, glycin, metanol (obr. 5) (Takeda et al. 2009).
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Obriazek & 5 Reprezentativni 600 MHz *H NMR spektrum lidskych slin
(Figueira et al. 2016)

Cisla oznaduji nasledujici metabolity: A: Piifazené 1D NOESY spektrum filtrovaného vzorku;
B: 1D protonové spektrum nefiltrovaného vzorku: 1: 2-aminoadipat; 2: 2-hydroxyisobutyrat;
3: 2-hydroxyizovalerat; 4: 2-oxoglutarat; 5: 4-hydroxyfenylacetat; 6: acetat; 7: acetoacetat;
8: aceton; 9: alanin; 10: anserin; 11: aspartat; 12: butyrat; 13: kofein; 14: cholin; 15: kreatin;
16: dimethylsulfon; 17: dimethylamin; 18: ethanol; 19): fukosa; 20: glukosa; 21: glycerol,
22: glycin; 23: histamin; 24: isoleucin; 25: laktat; 26: leucin; 27: metanol; 28: O-fosfocholin;
29: ornithin; 30: fenylacetat; 31: prolin; 32: propionat; 33: putrescin; 34: pyruvat; 35: sarkosin;
36: sukcinat; 37: taurin; 38: trimethylamin; 39: valin

3.4.1 Stabilita slin pro NMR metabolomiku

Profil metaboliti ve slinach zavisi na délce a teploté skladovani. Jestlize byly vzorky
ponechény pfi teploté 4 °C, daly se rozeznat malé zmény. Pfi uchovavani vzorkl v pokojové
teploté bylo po urcitych casovych odstupech zaznamenano sniZzeni koncentraci nékterych
metabolitii napf. methylu, laktatu nebo alaninu. Pokud vzorky slin byly skladovany v teploté
—20 °C, nebyly zaznamendny zadné zmény v koncentracich metaboliti. Dle uvadéného
vyzkumu mohou byt sliny skladovany pti pokojové teploté az 6 hodin a pii —20 °C po dobu
nejméne 4 tydnti. Po piipravé na NMR analyzu jsou vzorky vysoce stabilni pii 25 °C az 8 hodin

a pfi 4 °C az 48 hodin (Duarte et al. 2020).
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3.4.2 Synteticka sladidla v slinach

Vyskyt syntetickych sladidel ve slinach, resp. aspartamu, byl poprvé prozkouman v roce
2023 (Finassi et al. 2023). K vyzkumu byla pouzita analytickd metoda HPLC, ktera byla
jiz diive navrZena jako metoda vhodna pro analyzu syntetickych sladidel (Trandafir et al. 2009).
Tato metody pfispéla k separaci analytti v uvedené télni tekutiné a byla schopna v ni detekovat
I zkoumany aspartam. Studie mimo jiné zkoumala i moznou degradaci zminovanych sladidel
v ustni dutin€é. DoSla k zavéru, ze konkrétné¢ aspartam ve slinach neni metabolizovan

ani degradovan (Finassi et al. 2023).

3.5 Nuklearni magneticka rezonance

NMR je analytickd metoda, ktera umoznuje detailné zkoumat strukturu molekul

(neinvazivng, nedestruktivné a kvantitativné) (Dracinsky 2021).
3.5.1 Popis zaFizeni a princip metody

V NMR spektrometrech uréenych pro méteni kapalnych vzorkl je magnetické pole
vytvateno supravodivou civkou. Ta je schopna snaset vysoké magnetické pole, ale kritickou
teplotu ma jen nékolik malo stupiii nad absolutni nulou. Z diivodu udrZeni velmi nizké teploty
je zatizeni slozeno ze dvou plasta (obr. 6). Svrchni plast’ je naplnény dusikem a vnitini heliem.
V kapalném heliu je ponofena supravodiva civka.

Doprostied supravodivé civky se vklada analyzovany vzorek a zafizeni se soustfedi
na atomy vodiku v daném vzorku. Vytvoii se magnetické pole a atomy vodiku se zorientuji
V jeho sméru. V této chvili je dodan elektricky pulz, ktery vodiky opét vychyli. Je méten Cas,

za ktery se atomy vodiku zorientuji zpét do polohy orientované magnetem (Dracinsky 2021).

N.‘
| \ He
NMR sonda

supravodiva civka

Obrazek €. 6 Schéma NMR magnetu (Dracinsky 2021)
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3.5.2 NMR v metabolomice

NMR je klicovou analytickou metodou v metabolomice. Poskytuje rychlé a komplexni
hodnoceni biologickych vzorki na lidskych modelech (Silva et al. 2020). Tato metoda je dobie
reprodukovatelna a nedestruktivni povahy. To umoznuje identifikaci nezndmych metaboliti
a jejich kvantifikaci nékdy 1 dokonce bez nutnosti interniho standardu. Prestoze je NMR méné
citliva metoda nez MS, jeji schopnost poskytnout absolutni koncentrace detekovanych
metabolitil je velmi cenéna, zvlasté v aplikacich zaméfenych na kvantitativni analyzu (Gowda
& Raftery 2022).

| ptes rostouci popularitu metod zalozenych na MS v metabolomice, NMR zaznamenala
v roce 2021 nejvétsi pocet publikaci v jednom roce. TO naznacuje jeji stale rostouci vyznam
a ptinos pro védeckou komunitu. Tento trend ukazuje na kontinualni rozvoj a vyznam NMR
vV metabolomice, s diirazem na nedavny pokrok v technologiich NMR a jejich aplikace (Wishart
et al. 2022).

NMR metody v metabolomickych studiich se neomezené pouzivaji nejen jednorozmérné
(1D, napi. NOESY), ale také na dvourozmérné (2D, napt. COSY, DOSY, JRES, HETCORE,
HMQS) a tfirozmérné (3D, napt. DART-MS, HRMAS, HSQC, HMBC), kter¢ umoznuji
podrobnéjsi charakterizaci a identifikaci metaboliti. NMR vyuziva magnetické vlastnosti
ur¢itych jader, jako jsou 'H, °C, 3!P a 1°F, zejména jejich schopnosti absorbovat a emitovat
energii, coz je zasadni pro analyzu vzorku (Kruk et al. 2017).

Vyzkum a vyvoj v oblasti NMR a metabolomiky pokracuje ve snaze zlepsit rozliSovaci
schopnost a citlivost této metody pro detekci SirSiho spektra metaboliti, v¢etné labilnich
metabolitil jako jsou koenzymy redoxniho stavu, energetické koenzymy a antioxidanty. Tento
pokrok ma zasadni vyznam pro rozsifeni poznatkii o komplexnich biologickych smésich
a pro identifikaci a kvantifikaci novych, dosud neznamych metaboliti (Gowda & Raftery
2022).

3.5.3 DalSi analytické vyuziti NMR

Novym nastrojem v analytické spektrometrii je ultrafast 2D NMR. Umoznuje rychlou
a efektivni analyzu vzorkd s vysokym rozlisenim. Diky této technologii jsou 2D spektra
zaznamenavana v jediném skenu, coz je uzitecné pro rychlou charakterizaci slozitych smési
a monitorovani chemickych reakci v realném cCase (Giraudeau & Frydman 2014). Zatim

cou 1D NMR dochazi k nezddoucimu piekryvani piki ve spektrech komplexnich smési,
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2D NMR umoziuje lepsi separaci mezi prekryvajicimi se rezonancemi a zaroven poskytuje
presngjsi kvantitativni data (Martineau & Giraudeau 2019).

NMR, konkrétné gqNMR, je mozné vyuzit také ve farmaceutickém primyslu
pro identifikaci a kvantifikaci 1éCivych latek. Tato metoda je zasadni pro urcovani Cistoty
1é¢ivych latek, produkti a pro stanoveni identity a urovné necistot. Ve farmacii naléza vyuziti
diky rychlosti a pfesnosti provedeni (Jaki et al. 2021; Khalil & Kashif 2023).

Déale NMR nachazi dobré vyuziti Vv metabolickém profilovani Iécivych rostlin.
Jeji analyticka kapacita zde poskytuje informace pro snadné kvalitativni a kvantitativni
hodnoceni endogennich i exogennich metabolitd pfitomnych v biologickych vzorcich.
Tato metoda se pouziva pro chemické profilovani, metabolomiku a kontrolu kvality rostlin

a jejich odvozenych lé¢iv, potravin a dalSich produkti (Kumar 2016; de Ledn-Solis et al. 2023).

3.5.4 Dalsi analytické metody pro kvantifikaci syntetickych sladidel v biologickych

tekutinach

HPLC je Siroce pouzivana pro analyzu sladidel v biologickych vzorcich diky své vysoké
ptesnosti, specifi¢nosti a schopnosti oddélit slozky v komplexnich smésich (Shoeb et al. 2022).

GC se pouziva pro analyzu t€kavych a polotékavych sloucenin. Pro analyzu sladidel
Vv biologickych tekutinach mize byt GC kombinovana s masovou spektrometrii (GC-MS)
pro zvyseni specificnosti a citlivosti (Sylvetsky et al. 2016).

MS, casto v kombinaci s HPLC (LC-MS/MS), poskytuje vysokou citlivost a specifi¢nost
pro identifikaci a kvantifikaci sladidel. Je to dilezita metoda pro stanoveni nizkych koncentraci
sladidel v biologickych tekutinach (Sakai et al. 2015).

Nov¢ vyvinuta metoda pro kvantifikaci syntetickych sladidel v biologickych tekutinach
je ultratlakova kapalinova chromatografie spojena s metodou tandemové hmotnostni
spektroskopie (UPLC-MS/MS). Tato metoda je schopna kvantifikovat cukry (glukosu, fruktosu
a sacharosu) a sladidla (sukralosu, sacharin, ACK, cyklamat a steviol-glukuronid). Metoda
je dostate¢né citliva, piesnd, robustni a kompatibilni s riznymi konzerva¢nimi cinidly,
ktera jsou doporucena pii skladovani vzorki. Metoda byla schopna kvantifikovat velice nizké
koncentrace analytu v moci (v fadech ng/ml) a byla prohlasena za vhodnou metodu
pro kvantifikaci cukrt a sladidel v lidské moci (Diepeveen-de Bruin et al. 2023).

Jednou z nejnovéjSich metod, kterd stanovovala nahradni sladidla (konkrétné¢ ACK
a erythritol) je metoda ultra vysoce ucinné kapalinové chromatografie s detekci nabitého
aerosolu (UHPLC-CAD). Tato metoda se osvédCila jako univerzalni a dokaze detekovat

vsechny typy sladidel (Cheng et al. 2024).

29



4 Metodika
4.1 Etické schvaleni

Pro tuto diplomovou praci udélila dne 23.11.2023 Eticka komice Vseobecné fakultni
nemocnice Vv Praze souhlasné stanovisko (¢.j. 155/23 S-1V) kprovedeni individualniho
vyzkumu na CZU (ptiloha IV).

Vzorky vsech ucastnikii studie byly uchovavany v pseudonymizované forme¢. Kazdému
dobrovolnikovi a kazdému jeho vzorku byl pfifazen kod, ktery dokazala zpétné rozkli¢ovat
pouze diplomantka, ptip. jeji Skolitel. VSechny subjekty, které se zcastnily této studie,
poskytly pisemny informovany souhlas (piiloha III) a dale souhlas se zpracovani osobnich
udaji (GDPR) (pfiloha II). Dale byly subjekty informovany, ze ze studie mohou kdykoli
odstoupit bez udani divodu.

Studie se zucastnilo celkem 16 dobrovolniki (9 Zen a 7 muzi ve vékovém rozmezi
18-53 let). Byly od nich ziskany informace o pohlavi, véku, télesné hmotnosti a vysce.
Z hmotnosti a vysky byl vypoéteno index télesné hmotnosti (BMI). Kazdy dobrovolnik
odevzdal vzorky moci a slin a v pribéhu odbérii zaznamenaval sviij 24hodinovy jidelnicek.

Pocet vzorkl kazdého subjektu se 1isil z divoda popisovanych dale v textu.
4.2 Odbér vzorki

Kazdy tcastnik studie odebral 2 vzorky moci i slin pfed intervenci (tj. poziti 0,5 1
Coca-Coly Zero béhem maximalng¢ 1 hodiny) a dale odebiral tyto télni tekutiny béhem 24 hodin
od intervence. Tyto vzorky byly odebirany podle ptesné danych pravidel, o kterych byl kazdy
dobrovolnik pfedem informovan (pftiloha I). Vzorky moci byly odebirany do jednorazovych
mikrozkumavek a vzorky slin do jednorazovych odbérovych sad, pti¢emz byl vzdy zapsan
¢as do odbérového formulafe. Tyto vzorky byly oznaceny specifickym kédem a okamzité

zmrazeny.

4.3 Stravovani dobrovolnikiu béhem odbéru vzorku

Pted zacCatkem odbérti byli dobrovolnici informovani o zplsobu stravovani béhem
odbérového dne. Kromé napojli a potravin obsahujici AKC bylo dovoleno stravovat se béznym

zpusobem a vSe zkonzumované zapisovat (pfiloha I).
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4.4 Preprava a skladovani vzorki

Dobrovolnici uchovavali vzorky v domacich mrazacich (cca —20 °C). Nejpozdéji

do sedmi dni od jejich odebrani byly pievezeny na CZU ve specialnim chladicim boxu,

kde byly uchovavany v —80 °C az do jejich zpracovani.

4.5 Analyza vzorki

45.1 PouZzité laboratorni pomucky a chemikalie

Laboratorni pomucky na analyzu modi

jednorazové zkumavky na odbér vzork

1,5ml mikrozkumavky na skladovani vzorku

domaci mrazak na ptechodné uchovani vzorkt
chladici box s chladicimi vlozkami na pfevoz vzorki
mrazak s teplotou —80 °C

stojan na zkumavky

automatické pipety VWR

vortex VWR VV3

centrifuga VWR MicroStar 17/17R

sklenéné kyvety pro NMR

nuklearni magnetické rezonance

Chemikalie na analyzu modi

pufr TSP ((3-(trimethylsilyl)-propionate-2,2,3,3-d4) s pH 7,4

Laboratorni pomucky na analyzu slin

jednorazové odbérové sety na odbér vzorki

doméci mrazék na pfechodné uchovéni vzorkt
chladici box s chladicimi vlozkami na pfevoz vzorkl
mrazak s teplotou —80 °C

stojan na zkumavky

automatické pipety VWR

centrifuga Rotanta 460/460R Hettich zentrifugen
centrifuga VWR MicroStar 17/17R
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— sklenéné kyvety pro NMR

— nuklearni magneticka rezonance

Chemikdlie na analyzu slin

— pufr TSP ((3-(trimethylsilyl)-propionate-2,2,3,3-ds) s pH 7,4

— destilovana voda

4.5.2 Priprava vzorki na NMR analyzu

45.2.1 Mo¢

Vzorky moci byly rozmrazovany pii pokojové teploté po dobu 30 minut. Nasledné byly
v puvodnich 1,5ml mikrozkumavkach centrifugovany. Centrifugace probihala téz pii pokojové
teploté, po dobu 5 minut a otackach 13 300 rpm. Poté bylo do ¢istych mikrozkumavek
z kazdého vzorku pipetovano 720 pl a ptidano 80 pl TSP pufru. Roztok byl dale 1 minutu
vortexovan a opét za stejnych podminek centrifugovan. Po dokonéeni centrifugace bylo z kazdé

mikrozkumavky pipetovano 600 ul do sklenénych kyvet pro NMR.

45.2.2 Sliny

Vzorky slin byly v pivodnich odbérovych sadach rozmrazovany pii pokojové teploté
po dobu 30 minut. Poté byly centrifugovany po dobu 10 minut, pfi teploté 4 °C a otackach
1 500 rpm. Nasledn¢ bylo do sklenénych kyvet pro NMR pipetovano 200 pl vzorku. Ke vzorku
bylo ptidano 340 pl destilované vody a 60 pl TSP pufru. Roztok byl ruéné protiepana a vliozen
do NMR.

45.3 Méreni na NMR spektrometru a analyza dat v softwarech

45.3.1 Mo¢

Kazdy vzorek méfen na NMR spektrometru Bruker Avance Il1l, pfi protonové sekvenci
500 MHz, pii teplote¢ 25 °C (298 K), metodou 1D NOESY s potlacenim signalu vody
4,7003 ppm. Bylo pofizeno 128 skent S poétem datovych bodt 64 Kk a sitkou spektra 16 ppm.
Doba akvizice byla 4 s, doba presaturace 1 s a doba sméSovani 100 ms.

Po naméfeni vzorki NMR spektrometrem byla spektra upravena programem Topspin
(ver. 3.6.5, USA). Byla provedena Fourierova transformace a exponencialni amplifikace.

Dale byla provedena manualni korekce faze a baseline.
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Upravena spektra byla importovana do programu MestReNova (ver. 14.2.1-27684,
Mestrelab Research, ES). Zde byla opét provedena korekce baseline prostfednictvim algoritmu
Whitaker smoother. Spektra byla ve formatu JCAMP importovana do software Chenomx
(ver.9.01, Chenomx, CA). Zde bylo anotovano a kvantifikovano celkem 20 metabolitd
dle knihovny spekter Chenomx. ACK bylo do knihovny ptidano na podkladu méfeni standardu.
Ziskana data byla vyhodnocena v softwaru Microsoft Office Excel a MetaboAnalyst (ver. 6.0)
(MetaboAnalyst 6.0 2024).

4.5.3.2 Sliny

Kazdy vzorek podstoupil meéfeni na NMR spektrometru Bruker Avance 111, pfi protonové
sekvenci 500 MHz, pfi teploté 25 °C (298 K), metodou 1D NOESY s potlac¢enim signalu vody
4,7007 ppm. Bylo poftizeno 256 skenti s poctem datovych bodt 64 k a Sitkou spektra 16 ppm.
Doba akvizice byla 4 s, doba presaturace 1 s a doba sméSovani 100 ms.

Dale bylo se spektry nakladano stejné jako se spektry vzorki moci, viz vyse. V software

Chenomx byl proveden pokus o kvantifikaci sledovaného syntetického sladidla ACK.
45.4 Vyhodnoceni

Koncentrace ACK a ostatnich metaboliti byla normalizovana na kreatinin. Nasledné byla
data vyhodnocena statistickymi testy (Wilcoxontliv test a korelacni analyza) a vysledky byly
porovnany mezi jednotlivymi skupinami subjekti dle vybranych parametrii (pohlavi, télesna
hmotnost a vyska). Dale byly vytvofeny jednotlivé grafy pro nazornou demonstraci dil¢ich

vysledki.
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5 Vysledky a diskuse

Do vyzkumu bylo zahrnuto celkem 16 dobrovolnikll (9 Zen a 7 muzi). Muzi vykazovali
primérnou vysku a hmotnost véts$i nez zeny, ale primérné BMI bylo vyssi u zen. Primérné byli
muzi mlads$i nez zeny (tab. 3). VSichni ucastnici poskytli 2 kontrolni vzorky moci i slin

pted intervenci. Po intervenci odebirali vzorky téchto télnich tekutin po dobu 24 hodin.

Tabulka €. 3 Obecné charakteristiky dobrovolniki

Celkové (n = 16) Zeny (n=9) Muzi (n = 7)
Pramérny vék (let) 31 32 28
Primérna hmotnost (kg) 71 68 74
Prdmérna vyska (m) 1,74 1,68 1,82
Primérné BMI 23,04 23,85 21,99

5.1 Stanoveni ACK ve slinach

Pro ucely této studie dobrovolnici poskytli celkem 144 vzorkt slin. Z dtvodu
nedostateéného objemu poskytnutych vzorkti nékterymi dobrovolniky nebylo mozné ACK
ve slinach prokazateln¢ stanovit. Tyto biologické tekutiny bylo nutné nafedit destilovanou
vodou, coZ vedlo k poklesu koncentrace ACK pod detekéni limit NMR, a tudiz nebylo mozZné
ho kvantifikovat. Pro dal§i vyzkum, tykajici se kvantitativniho stanoveni ACK ve slinach,
by bylo nutné ziskat vétsi objemy jednotlivych vzorkt a tim se vyhnout nutnosti jejich fedéni
pted analyzou. Nicméné spektra vzorku slin byla ziskana, ale data téchto spekter nebudou
zahrnuta v této diplomové praci. Mohou vSak byt pouzita pro dalsi vyzkumy nebo studie,

které budou do budoucna pro pochopeni tohoto tématu nutna.

5.2 Stanoveni ACK v moci

5.2.1 Vhodnost metody NMR

Vysledkem zkouméni bylo 144 spekter moci jednotlivych dobrovolnikl. S pomoci
softwaru Chenomx bylo kvantifikovano 21 slou¢enin (20 metaboliti a ACK) (obr. 7). Nejvice
zastoupena byla moc¢ovina nasledovana kreatininem a citratem, které dohromady vykazovaly
69,16 % z celého mnozstvi kvantifikovanych metabolitd. Nejméné zastoupeny byly ve vzorcich
moci naopak: aceton, acetat, sukcinat, N,N-dimethylglycin, formiat, metanol, dimethylamin,
které dohromady déavaly 1,18 %.
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W Acetone

W Acetate

W Succinate

B N,N-Dimethylglycine
H Formate

W Methanol

m Dimethylamine
m Alanine

M Threonine

W Glucose
mACK

W Sucrose

B N-Phenylacetylglycine
M Fructose

m Glycine

H Creatine

W Taurine

W Hippuric acid
m Citrate

B Creatinine

m Urea

Obrazek €. 7 Kolacovy graf primérnych koncentraci vSech kvantifikovanych

metabolitid v mg

Kvantifikace ACK a dalSich metabolitd v mo¢i metodou NMR se jevila jako vysoce

spravna a presna (obr. 8, tab. 4). To potvrzuji konzistentni vysledné hodnoty mezi riznymi

vzorky a méfenimi. Metoda NMR je obecné pouzivana k identifikaci nezndmych metabolitl

(Garcia-Perez et al. 2020), proto by bylo vhodné ji rozvinout i pro kvantitativni stanoveni ACK

(a dalSich nahradnich sladidel) v mo¢i. Do budoucna bude nutné provést dal§i vyzkumy,

které se budou zabyvat stanovenim syntetickych sladidel ve slinach, zejména ACK.
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Obrazek €. 8 Nahodné vybrané vzorové spektrum moci
Cisla oznacuji nasledujici metabolity: 1: ACK; 2: aceton; 3: alanin; 4: citrat; 5: dimethylamin;
6: fruktosa; 7: glukosa; 8: glycin; 9: hippurat; 10: kreatin; 11: kreatinin; 12: metanol,
13: mocovina; 14: formiat; 15: N-phenylacetylglycin; 16: N,N-dimethylglycin; 17: acetat;

18: sacharosa; 19: sukcinat; 20: taurin; 21: threonin
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Tabulka ¢. 4 Kvantifikované metabolity a ACK v programu Chenomx a jejich hodnota

chemického posunu

Metabolit (resp. sladidlo) Hodnota chemického posunu (ppm)
ACK 57;2,1

Aceton 2,2

Alanin 38,15

Citrat 27,25

Dimethylamin 2,7

Fruktosa 4,1,4,0,3,9; 38, 3,7, 3,6
Glukosa 52;46;3,9; 3,8;3,7; 3,5, 34; 3,2
Glycin 3,6

Hippurat 8,5,78;76;75;4,0

Kreatin 3,9;3,0

Kreatinin 4,0; 3,0

Metanol 34

Mocovina 58

Formiat 8,4

N-Phenylacetylglycin 8,0,7,4,73,37,
N,N-Dimethylglycin 37,29

Acetat 1.9

Sacharosa 54,4.2,4,0;39;38; 37,3635
Sukcinét 24

Taurin 34,33

Threonin 4,2:3,6;1,3

5.2.2 Exkrece ACK moéi

Detekovatelna koncentrace ACK byla ve vzorcich mo¢i zaznamenana pramérné
0,86 hodin po intervenci. Udaj byl u obou pohlavi byl prakticky stejny (u Zzen 0,92 hodin
rychlou absorpci a exkreci této latky u obou pohlavi.

Maximalni koncentrace ACK vykazovala individudlni variabilitu mezi subjekty.
Primérna maximalni koncentrace ACK vsech dobrovolnikl byla 0,28. Nejvyssi zaznamenana
maximalni koncentrace ACK byla 0,57. Toto odlisné maximum mohlo byt zptisobeno fadou
faktorti, véetné individualnich rozdilti v metabolismu a clearanci ACK, jeho rozdilti v absorpci

a distribuci v organismu nebo variaci v hydrataci a diuretické aktivité subjektu. Dal$im
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v

maximalni koncentrace ACK byla 0,14.

Casovy interval absolutni exkrece ACK mo¢i nebylo mozné u nékterych dobrovolniki
urCit vzhledem k individualnim rozdilim v metabolickych rychlostech eliminace daného
subjektu. Tato variabilita byla zkomplikovana skute¢nosti, ze néktefi tcastnici poskytli
posledni vzorek modi jesté pied tim, nez doslo k absolutni exkreci sladidla. Piestoze odborné
zdroje uvadéji, ze ACK by mélo byt z lidského organismu vylou¢eno do 24 hodin (Pang et al.
2021), bylo zjisténo, ze minimalni doba potfebna pro eliminaci ACK v mo¢i se pohybovala
okolo 10 hodin od zac¢4atku intervence a maximalni doba vylouceni byla identifikovana ptiblizné

ve 14. hodin¢ od pocatku intervence.
5.2.3 Rozdily mezi jednotlivymi skupinami respondenti

Celkové mmnozstvi ACK (popi. i jinych latek), které proslo organismem bé&hem
sledovaného ¢asového obdobi, bylo stanoveno vypoctem plochy pod kiivkou prostiednictvim
lichobé&znikové metody. Plochy pod kiivkou jednotlivych metabolitd byly porovnany podle

pohlavi, vysky a télesné hmotnosti.

5.2.3.1 Porovnani profilti metabolitli vzorkidi moci u Zen a muzi

Aby bylo mozné porovnat profily metaboliti vzorkd moc¢i Zen a muzi, byla provedena
statistickd analyza Wilcoxondv test. Fruktosa, glukosa, hippurdt, mocovina a sukcinat
(normalizované na kreatinin) byly signifikantné rozdilné, ne vsak po korekci FDR (obr. 9).
U uvedenych péti metaboliti byla zjisténa vyssi primérna koncentrace u Zen neZ u muzu.

Rozdily v koncentracich téchto metaboliti mezi pohlavimi byly v literatute jiz diive
popsany. Divodem téchto rozdilt mize byt normalizace na kreatinin, protoze zeny maji v moc¢i
méné této latky nez muzi. Tato metoda normalizace pak muize vnaset do téchto srovnani chybu.
Dale tento zdroj prokazal vyssi koncentraci napt. leucinu, dimethylaminu, chloridu, sodiku

a 2-hydroxyfenyloctové kyseliny u muzu a citratu, fruktosy a p-kresolu u zen (Rist et al. 2017).

38



Fructose Glucose Hippurate

i .

LY
)
E

=

Concentration (% creatinine)

Concentration (% creatinine)
Concentration (% creatinine)

&

2
-
(=

malke
emale
female

p =0,0499; ¢ =0,1892 p=0,0379; g =0,1892 p=0,0207;¢=0,17912

Succinate Urea

Concentration (% creatinine)
Concentration (% creatinine)

male

<
E

emale

)
g
7}

p =0,0038; g = 0,0909 p=0,0038; g = 0,0909

Obrazek ¢. 9 Porovnani koncentraci vybranych metabolitti u muzt a Zen

Vyznamné zménéné metabolity rozliSujici muZskou a Zenskou moc¢ byly ziskany
na zakladé podminek p < 0,05. Statisticky signifikantni vysledek vykazoval sukcinat
(p =0,0038; g = 0,0909), u kterého byla primérna koncentrace vys$si u Zen nez u muzd
ato o084 %. Tento rozdil v koncentracich sukcinatu v mo¢i mezi pohlavimi byl jiz diive
potvrzen (Fan et al. 2018). Dale byl v diplomové praci zjistén rozdil v koncentracich hippuratu
(p =0,0207; q = 0,1791) mezi pohlavimi. Mo¢ zen obsahovala o 180 % vice hippuratu
nez muzska. Vyss§i koncentrace sukcinatu i hippuratu by mohla souviset s vyssi konzumaci
ovoce a zeleniny. Tyto potraviny konzumuji obecné ve vétSim mnozstvi Zeny neZ muzi.
Uvedené metabolity (spolu s citratem, fenylalaninem, formiatem a glycinem) byly
identifikovany jako indikatory rostlinné stravy a mohly by uzce souviset i S vegetarianskou
stravou. Dle odborné literatury mize mit strava vétsi vliv na mnozstvi metaboliti v moc¢i nez

pohlavi (Xu et al. 2010).
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Dale byl zjistény vliv na glukosu (p =0,0379; q = 0,1892) a fruktosu (p = 0,0449;
g =0,1892). Ob¢ tyto latky se opét vyskytovaly ve vétsi koncentraci Vv moci zen. V1iv umélych
sladidel na metabolismus glukosy a fruktosy neni zcela jasny. Bylo vSak zji§téno, Ze mohou
ovlivnit absorpci glukosy ve stievnim traktu a sekreci inzulinu a inkretint (lizuka 2022). Bylo
prokazano, ze mohou ovliviiovat slozZeni stievniho mikrobiomu a zhorSovat regulaci glukosy
v krvi v disledku zmén v mikrobiomu stfev (Suez et al. 2014). Koncentrace mocoviny byla
U Zen vyssi 0 96 % (p = 0,0070; g = 0,0909).

5.2.3.2 Rozdily v koncentracich metabolitd v moci v zavislosti na vysce a télesné hmotnosti

V ramci vyzkumu byla pozornost vénovana také vlivu télesné hmotnosti a vysky
na rozdily v koncentracich jednotlivych metaboliti. K ziskani téchto vysledkli byla vyuzita
korela¢ni analyza. Nejvyznamnéjsi korelaci s vySkou nebo hmotnosti (r < -0,6) vykazoval
ACK, kreatin a N,N-dimethylglycin (obr. 10). Bylo zjisténo, ze ACK a kreatin koreluji s obéma
zminovanymi télesnymi proporcemi, zatimco N,N-dimethylglycin prokazal korelaci pouze
s vyskou.

U vsech sledovanych latek byla hodnota korela¢niho koeficientu negativni (r < —0,3).
Korelace mezi télesnymi proporcemi a ACK (rvyska = —0,58; rhmotnost = —0,61) byla slabé
negativni. Stejné tomu bylo u kreatinu (rvyska = —0,66; Fhmotnost —0,63), zatimco korelace mezi
N,N-dimethylglycinem a vyskou byla stfedné negativni (rvyska = —0,7; Fhmotnost = —0,35).
Vysledky ukazaly, Ze s rostouci hmotnosti a vyskou subjekti dochazelo ke zpomaleni
vyluCovani pozorovanych latek, coz odrazi vliv distribuéniho objemu. Toto téma doposud
nebylo prozkoumano ve spojeni s ndhradnimi sladidly, resp. s ACK, tudiz je tieba dalSich

vyzkumil pro jeho hlubsi pochopeni.
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Obrazek ¢. 10 Korelace mezi té€lesnou hmotnosti a vyskou a jednotlivymi metabolity
5.2.4 Vysledky souvisejici s intervenci

Vysledky souvisejici s intervenci byly ziskdny z rozdilu primérnych koncentraci pred
intervenci a po intervenci (mezi 1.-6. hodinou). Ke stanoveni vyznamnosti byl zvolen
Wilcoxonuv test. Statisticky signifikantni rozdily byly identifikovany u latek ACK, aceton,
fruktosa, metanol, mocovina, kreatin, glycin, N-phenylacetylglycin, sacharosa a threonin
(obr. 11). Po aplikaci korekce pro mnohonasobné testovani s vyuzitim FDR zustaly statisticky
signifikantni pouze ACK, aceton, fruktosa a metanol. Byl pozorovan primérny narust
koncentrace ACK (FC = 1255,6), acetonu (FC = 3,2), fruktosy (FC = 1,4) a metanolu
(FC =3,4).

Z vysledkti neni mozné zcela urcit, zda pfi¢inou zvySeni koncentraci jednotlivych
metabolitd bylo pisobeni ACK. Tato zména koncentraci mohla byt zptisobena i ostatnimi
latkami z podané¢ Coca-Coly Zero. Napi. aspartam mohl zapficinit zvySeni koncentrace
metanolu, jelikoz se jeho molekula rozklada na asparagovou kyselinu, fenylalanin a praveé
metanol. Jiz diive bylo prokazano, ze koncentrace metanolu (po poziti 34 mg/kg télesné
hmotnosti) v krvi byla pod urovni detekce (0,4 mg/dl). Cim vyssi davku aspartamu ucastnici

studie konzumovali (100, 150 a 200 mg/kg télesné hmotnosti), tim bylo detekovano vétsi
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mnozstvi metanolu v jejich krvi (Stegink et al. 1981). Z tohoto tvrzeni by se dalo pfedpokladat,
ze se zvySené mnozstvi metanolu z krve pozdégji vylouci ledvinami do mo¢i.

V odborné literatufe bylo zjist€éno, Ze konzumace syntetickych sladidel souvisi
s glykemickou odpovédi na zkonzumované potraviny béhem dne (Young et al. 2017). Stejny
poznatek vyplyva i z diplomové prace, kde byla zjisténa zvysena koncentrace fruktosy. Nov¢;si
studie ale souvislost konzumace syntetickych sladidel s glykemickou odpovédi, v davkach
piijimanych v kazdodennim zivot¢, neprokazala (Orku et al. 2023). Z toho vyplyva, ze toto
téma neni v soucasné dob¢ jesté zcela prozkoumano, proto by bylo do budoucna zapotiebi
se této oblasti hloubé&ji vénovat.

V této praci byla dale pozorovana vyssi exkrece acetonu. Toto zjisténi by mohlo byt také
spojeno s glykemickou odezvou, protoZe zvySena koncentrace této latky je totiz obvykle ¢astou
neinvazivni diagnostikou diabetes mellitus (pacientlim je citit aceton z dechu) (Righettoni et al.

2012).
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Obrazek ¢. 11 Porovnani koncentraci vybranych metaboliti pied a po intervenci
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Béhem dne se u jednotlivych dobrovolnikli ¢asto ménily koncentrace jednotlivych
metaboliti véetné ACK (obr. 12). Zmény v koncentracich ACK jsou jednoduse vysvétlitelné.
U kazdého dobrovolnika byla v moéi pted intervenci zjisténa nulova koncentrace ACK.
Asi 1 hodinu po intervenci se mnozstvi ACK v moc¢i zacalo zvySovat. Po dosazeni maximalni
koncentrace ACK zacaly kiivky v grafech klesat, dokud nedoslo k absolutni exkreci ACK moci
z téla. Z vysledkd této diplomové prace ale nelze presné urcit, zda ma ACK vliv na zmény
koncentraci ostatnich metabolitdt anebo tyto zmény souvisi i s ostatnimi slozkami
(napf. aspartam) obsazenymi v Coca-Cole Zero, popi. s potravinami zkonzumovanymi pied

intervenci.
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6 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit pouzitelnost NMR pro kvantitativni stanoveni
ACK v biologickych tekutinach (mo¢ a sliny) a prozkoumat jeho vliv na metabolicky profil
zminovanych télnich tekutin. Zjisténi ukazala, ze NMR je dostatecné citlivda metoda
pro kvantitativni stanoveni bézného dietniho piijmu ACK, nicméné z provedenych analyz
nebylo mozné zcela rozpoznat, zda piijem ACK ovliviiuje metabolicky profil moci a slin.
Analyzovany byly pouze vzorky moci. Stanoveni ACK ve slindch nebylo v tomto vyzkumu
mozné provést z divodu malého objemu poskytnutych vzorkt. Bylo nutné vzorky natedit
destilovanou vodou a tim se ACK dostal pod detekéni limit NMR.

Ve vzorcich moci bylo kvantifikovano celkem 21 sloucenin. Statistické zpracovani
pomoci Wilcoxonova testu odhalilo rozdily v koncentracich metabolitii souvisejici s pohlavim,
pficemz bylo zjiSténo, ze Zenskd moc€ obsahovala vétsi mnozstvi jednotlivych metabolitd.
Statisticky signifikantnich bylo pét sloucenin (fruktosa, glukosa, hippurat, sukcinat
a mocovina). Déle byly prozkoumany rozdily v koncentracich slouceni v zavislosti na télesné
hmotnosti a vysce. Signifikantni korelaci s obéma télesnymi proporcemi vykazovaly ACK
a kreatin. N,N-dimethylglycinem byl statisticky signifikantni pouze s vyskou. Tyto vysledky
vsak nesouvisely s intervenci. Dalo by se z nich ale usoudit, ze mnozstvi nékterych metabolitl
(a také ACK) v mo¢i zavisi na pohlavi a dale na vySce a t€lesné hmotnosti.

V diplomové praci bylo provedeno porovnani koncentraci jednotlivych metabolitd
a ACK pfed a po intervenci. Dle Wilcoxonova testu vySly statisticky signifikantni ctyfi
slouceniny (ACK, aceton, fruktosa a methanol). Vysledky neumoznily jednozna¢né ur¢it,
zda byly pozorované zmény koncentraci dusledkem konzumace ACK nebo dalsich faktort.
Zvysovani hladiny uréitych metaboliti v moci po intervenci mohly ovlivnit i ostatni latky
Coca-Coly Zero (napt. aspartam) nebo potraviny konzumované pied intervenci. Dale mohly
hrat v tomto ohledu vyznamnou roli individualni rozdily v metabolismu a clearanci latek,
rozdily v jejich absorpci a distribuci v organismu nebo variace v hydrataci a diuretické aktivité.
V neposledni fadé mohly byt faktorem, ovliviiujicim zmény koncentraci, odli$né stravovaci
navyky subjektt a jejich celkovy zdravotni stav. Tato zjisténi podtrhuji potiebu dalSich
vyzkumt V této oblasti.

Co se tyce vlivu ACK i jinych syntetickych sladidel na zdravi, je nutné toto téma jeste
kvalitn€ prozkoumat. V dneSni dobé¢ existuje malé mnozstvi studii, které se timto tématem

zabyvaji a jejich vysledky jsou rozporuplné. Synteticka sladidla se na trhu ¢im dal tim vice

vvvvv
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8 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ACK

ADI

BMI

CFU

Cl

FAO

FC

FD

FDA

FDR

GC

GC-MS
GDPR
'HNMR
HPLC

HR
LC-MS/MS
MS

NMR
ICP-MS

IR

JECFA
KVO
TCATA
UHPLC-CAD
UPLC-MS/MS

uv
UV-VIS
WHO

acesulfam K

pfijatelny denni piijem

index télesné hmotnosti

kolonie tvofici jednotky

interval spolehlivosti

organizace pro vyzivu a zemeéd¢lstvi

nasobny rozdil

fluorescenéni detekce

Utad pro kontrolu potravin a 1&iv

mira falesné pozitivnich vysledki

plynova chromatografie

hmotnostni spektrometrie S plynovou chromatografii

obecné natizeni o ochrané osobnich udaju

protonova nuklearni magneticka rezonance

kapalinova chromatografie

pomér rizik

tandemova hmotnostni spektrometrie

hmotnostni spektrometrie

nuklearni magneticka resonance

hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
infraCervena spektrometrie

Spole¢ny vybor odbornikit FAO/WHO pro potravinova aditiva
kardiovaskularni onemocnéni

casoveé omezeny vybér vSech odpovidajicich moZznosti

ultra vysoce tcinna kapalinova chromatografie s detekci nabitého aerosolu
ultratlakova kapalinova chromatografie spojend s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

ultrafialova detence (ultrafialové zarend)

ultrafialovo-viditelna spektrometrie

Svétova zdravotnicka organizace
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12 Samostatné prilohy

Piiloha ¢. | Informace pro dobrovolniky

Informace pro dobrovolniky

Diplomov3 priace: Stanoveni metabolita nekalorickych sladidel v biologickych
tekutinach s pomoci '"H NMR

Vazeni dobrovolnici,

obracim se na vas jako diplomantka Fedici pilotni studii pro svou diplomovou praci
s nazvem ,,Stanoveni metabolit nekalorickych sladidel v biologickych tekutinach s pomoci 'H
NMR¥. Piedmétem price je zjistit v jaké koncentraci se vyluéuji nahradni sladidla z téla
clovéka a jaka je variabilita mezi jedinci. Bude zjistovano, jestli ma na variabilitu v koncentraci
vyluéovanych syntetickvch sladidel vliv rozdilné BMI jedinci. Tato pilotni studie bude feSena
na Ceské zemédélské univerzité v Praze, Fakulté agrobiologie, potravinovych a pfirodnich
zdroji. Prosim, pied provedenim odbért ététe tento dokument pozorné az do konce.

Cil studie

Nizkokaloricka sladidla jsou latky, které poskytuji sladkou chut’ potravinidm a napojim,
aniz by pfispivaly vyznamnym mnoZstvim kalorii. Tato sladidla se ¢asto pouZivaji jako
alternativa ke klasickému cukru, protoZze mohou pomoci snizit piijem kalorii a piispét k
udrzoviani zdravého télesného hmotnosti.

Existuje nékolik typh nizkokalorickych sladidel. z nichz néktera jsou uméla a jind jsou
pfirodniho pivodu. Mezi nejznaméjii nizkokaloricka sladidla patii sacharin, acesulfam K,
aspartam, sukraloza, stevie a erythritol.

Metabolismus nizkokalorickych sladidel je obecné minimalni, pfiéem#z mnoho z nich
projde télem bez rozkladu nebo vyznamného energetického piijmu. Individualni reakce na tato
sladidla se mohou li&it, malo prozkoumana je degradace mikrorganismy dutiny Ostni a
vyluéovani do slin. Ve stolici nebo moéi mohou slouzit jako vyznamné biomarkery Zivotniho
stylu a stravy. Roli v kinetice mohou hrat antropometrické parametry 'a Zivotni styl.

Pro tyto studie by bylo vhodné vyvinout robustni metodu zaloZenou na spektroskopii
nuklearni magnetické rezonance, vyuzitelnou pro monitoring piijmu nebo pochopeni rozdila v
jejich metabolismu.

Metody odbéru vzorki

Pro realizaci cile je potieba ziskat malé vzorky moéi a slin od kazdého dobrovolnika.

Odbér vzorku moéi provede dobrovolnik pomoci jednorazove zkumavky s vickem, ze
které nasledné &ast vzorku pielije do jednorazove malé 1,5 ml zkumavky. Odbér by mél byt
proveden ze stiedniho proudu moéi. Bude potieba odebrat 2 vzorky moéi jesté pied vypitim
Coca Coly Zero, které budou odebriny pii dvou po sobé jdoucich navitévach toalety. Po
odebrani se vzorky v malych 1.5 ml zkumavkach okamzité zmrazi. Dale dobrovolnik vypije
béhem 1 h 0,5 1 piedloZzené Coca Coly Zero. To by mél provést do 12:00 hodin. Jakmile

! Antropometrickd méfeni davaji pfesné informace o télesnych rozmérech a télesném slofeni. Mezi
nejzakladnéjsi antropometrické parametry patfi télesna hmotnost, vyika, mnoistvi svalové hmoty a procenta
podkoZniho tuku.



dobrovolnik tento kol splni bude dile odebirat vy$e uvedenym zplisobem vzorky moéi pii
kazdé navitévé toalety az do konce dne. Pokazdé bude zapisovat ¢as odbéru vzorku do
predlozencho formulaie.

Odbér vzorku slin provede dobrovolnik pomoci jednorazového odbérového setu. Ze setu
vyjme tampon, ktery vlozi do ust (napf. na vnitfni sténu tvaie). V tomto misté ho ponecha 4
minuty bez Zvykani. Po uplynuti ¢asu tampon vyjme z st a vlozi zpét do odbérového setu. Set
pevné uzavie. lhned po odebrani vzorek uloZi do mrazdku a zapise ¢as odbéru do piedlozeného
formulafe. Odbéry slin jsou provadény soufasné s odbéry moéi!

Ptidélené zkumavky budou oznadeny kodem, ktery obsahuje éislo dobrovolnika, éislo

pofadi vzorku a zda-li se jedna o vzorek moéi nebo slin. Musi byt vyuzivany v piesném pofadi
dle oznaéeni od nejniZiiho ¢isla k nejvyiSimu. Své zmrazené vzorky nasledné dobrovolnik
odevzda odpovédné osobé do 7 dnii. Ty budou pievezeny v chladicim boxu na FAPPZ, kde
budou dale zpracovany.

Dale bude dobrovolnik v den odbéri zapisovat sviy 24hodinovy jidelni¢ek (potraviny i
napoje). V den odbéru vzorkl je nutné dodrzovat nekonzumovani jinych potravin & napoju
s obsahem acesulfamu K nebo aspartamu. Vysledky by byly zkreslené.

Naklid:ini s osobnimi daty a biologickym materiilem

Od dobrovolniki budou sbirany Gdaje o pohlavi, véku, vyice, vaze a Body Mass Index
(BMI). Dale bude zaznamenan jidelni¢ek v obdobi 1 dne a to pravé pii provadéni odbért.
Osobni data nebudou ve studii zvefejnéna, data budou uchovavina v anonymizované podobé.
Kromé osoby odpovédné (diplomantka, pfip. Skolitel diplomové prace) nebude nikdo moci
anonymizované udaje zpétné rozkliGovat. Biologicky material bude po ukonéeni laboratornich
testl zlikvidovan.

V Praze dne 1.11.2023



Ptiloha €. Il Informace o zpracovani osobnich tdaji

Informace o zpracovéni osobnich udaji

Vazeni dobrovolnici,

byla Viam nabidnuta uéast ve studii k diplomové praci s ndzvem ,.Stanoveni metabolitii
nekalorickych sladidel v biologickych tekutindch s pomoci "H NMR “, ktera bude zpracovina
na Ceské zemédélské univerzité v Praze (Kamycka 129, Praha 6 - Suchdol, 16500, ICO:
60460709, DIC: CZ60460709, ID schranky: 3hdj9cb (dale jen CZU)), Fakulté agrobiologie,
potravinovych a piirodnich zdroji. V tomto dokumentu jsou uvedeny zikladni informace o
ochrané osobnich udajii, o kterych je tfeba Vas informowvat a které jsou nezbytné k provedeni
studie. Studie se miiZzete Eastnit pouze tehdy, pokud budete souhlasit se shromazd'ovanim a
gpracovanim osobnich adaji tak, jak je popséano v tomto formulafi.

Vas vyslovny souhlas se zpracovanim téchto daji by mél byt udélen po sdéleni, pro
jaky néel zpracovani a k jakym osobnim tdajim je souhlas divin, jakému sprivci a na jaké
obdobi. Vase osobni idaje budou zpracovavany CZU v Praze, kterd je spravcem osobnich udaji
ve smyslu GDPR., zastupovanou diplomantkou.

Tyto informace jsou sepsiny vsouladu s Vieobecnou deklaraci lidskych prav,
Helsinskou deklaraci, Zikonem o zdravotnich sluzbich a podminkach jejich poskytovani
(zejména ustanoveni § 28 odst. 1 zikona & 372/2011 Sb.), Umluvou o lidskych pravech
a biomedicing &. 96/2001, jsou-li aplikovatelné, Nafizenim EU &. 2016/679 o ochrané fyzickych
osob v souvislosti se zpracovanim osobnich udaji a o volném pohybu téchto adaju (GDPR) a
Zakonem &. 110/2019 Sb., o zpracovani osobnich adaju.

Diplomantka bude zaznamenavat VaSe osobni udaje v rozsahu: jméno a piijmeni,
pohlavi, vék, vvika, vaha a BMI. Veikeré idaje budou uchoviavany pouze pro Géely studie a v
souladu s platnou pravni apravou. Bez zpracovani osobnich udaji by nebylo moZné provést a
ani vyhodnotit provadénou studii.

Osobni udaje nebudou ve studii zvefejnény. Viechny Odaje a odebrané vzorky ziskané
ve studii budou uchovivany v pseudonymizované podobé. Udaje umoziujici zjistit Vasi
totoZznost neopusti pracoviité CZU. Kromé osoby odpovédné (diplomantka, piip. skolitel
diplomové prace) nebude mit nikdo moZnost spojit kod s VaSim jménem, a tak Vas zpétné
identifikovat.

Prostiednictvim diplomantky mate pravo na piistup k informacim, které byly o Vas
shromazdény a piipadné pozidat i o jejich opravu. Dalsi obecné informace o zpracovéni OU na
CZU naleznete na webu: gdpr.czu.cz. Mate navic narok stéZovat si na to, jakym zptisobem bylo
s Vasimi osobnimi tidaji zachdzeno. Stiznost miiZzete vznést k Ufadu na ochranu osobnich Gdaji,
se sidlem Pplk. Sochora 27, 170 00 Praha 7. Tento Ufad je odpovédny za prosazovani prava na
ochranu osobnich Gdaji.

Po ukonéeni studie nebo po ukonéeni Vadi aéasti ve studii zistivaji udaje spriavei, aby
nebyla naruSena validita dat ziskanych ve studii, a to po dobu nezbytnou k dosaZeni néelu
proviadéné studie. Pokud byste odstoupili ze studie piedéasné, Odaje shromizdéné pied
odstoupenim mohou byt zpracovany spoleéné s daliimi adaji shromazdénymi v rdmci této
studie, ve studijni databazi se viak jiZ nebudou shromazd'ovat zidné dalii informace.

Tento souhlas se zpracovanim osobnich udaji vyjadiujete na dobu nezbytné nutnou pro
fadné vyhodnoceni této studie.



Vysledky této studie mohou byt publikovany v odborném tisku, mohou slouzit
k vyukovym a védeckym uéelam. Chtéli bychom zdlraznit, Ze se vZdy bude jednat o souhrnné
vysledky studie, ze kterych nebude mozné Vis identifikovat. A také se nikde ve vyhodnoceni
studie neobjevi Vase jméno ¢i jina informace, ktera by mohla vést k odhaleni Vasi totoZnosti.

Jméno a pFijmeni Gfastnika studie: . ... i

Podpis GCastnika SIIe: ... eaneas



Ptiloha €. 111 Informovany souhlas

Informovany souhlas subjektu hodnoceni u klinického hodnoceni studie

Diplomovi price: Stanoveni metabolitii nekalorickych sladidel v biologickych
tekutindch s pomoci 'H NMR

ViaZeni dobrovolnici,

#adam Vas o Gcast ve studii k diplomové praci s ndzvem |, Stanoveni metaboliti
nekalorickych sladidel v biologickych tekutindch s pomoci 'H NMR* feliené na Ceské
zemédélské univerzité v Praze, Fakulté agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji, pfip.
ve védeckém ¢asopisu.

Ja, niZe podepsanyia) souhlasim s Géasti ve studii. Je mi vice nez 18 let.

Byl{a) jsem podrobné informovan(a) o cili studie, o jejich postupech, a o tom, co se ode
mé ofekdava. Zkoudejict mi vysvétlila oéekavané piinosy a piipadna zdravoini rizika, kiera by
se mohla vyskyinout béhem mé éast ve studii. Beru na védomi, Ze provadéna studie je
vyzkumnou éinnosti.

Informoval{a) jsem zkoufejictho o viech lécich, kieré jsem uZival(a) v poslednich 28
dnech, 1 o téch, kiteré¢ v sou¢asnosti uZivam. V pribéhu siudie budu se zkoufejicim
spolupracovat a v piipadé vyskytu jakéhokoliv neobvyklého nebo neé¢ekaného Géinku & zméné
zdravotniho stavu ho budu neprodlené informovat.

Po celou dobu studie a daldi 4 tydny po jejim ukonéeni nebudu darcem krve a jejich
sloZek (plazma, krevni desticky).

Moje éast ve studii je dobrovolna, Porozumél(a) jsem tomu, Ze svou Uéast ve studi
mohu kdykoliv pferugit ¢ odstoupit.

Souhlasim s tim, Ze budu véas informovian, pokud by se vyskyila informace, kterd by
mohla mit vyznam pro mé rozhodnuti pokradovat v icasti ve studii.

Pii zafazeni do studie budou osobni tdaje zpracoviviny dle plainé pravni Gpravy.
Osobni Gdaje jsou tzv. pseudonymizovany. Timto posiupem dochazi ke skryti identity subjektu
hodnoceni. Diky tomu je mo#né ziskavat a dile zpracovavat dalii ddaje tykajici se stejné osoby,
aniZ by bylo nuiné zndt jeji totofnost. Piikladem pseudonymizace je kddovdni idaji pomoci
uréitého klice.

S moji Géasti ve studii neni spojeno poskytnuti 2adné kompenzace.

Souhlasim s tim, ¥e zarnamy, podle nich? lze mé identifikovat jako subjekt hodnoceni,
budou uchovivany jako divérné a nebudou, v mife zarudené pravnimi pfedpisy, vefejné
zpiistupnény; budou-li vysledky studie publikoviny, moje totoZnost nebude zvefejnéna.

Od zkouSejictho obdrzim stejnopis tohoto podepsaného informovaného souhlasu s
ucasti ve studii.

W T
Jméno, piijmeni a podpis dobrovolnika: ....... U
Podpis zkousejiciho: ...........0 W e



Priloha €. 1V Souhlasné stanovisko

+ ETICKA KOMISE VSEOBECNE FAKULTNi NEMOCNICE V PRAZE
Na Bojisti 1, 128 08 Praha 2 | eticka.komise@vfn.cz | tel. 224964131
VFN PRAHA
Vazena pani

Bc. Veronika Karnetova
Ceska zemédélska univerzita v Praze

23.11.2023
&j.: 15523 SV

Kamycka 129, 165 00 Praha 6 - Suchdol

Vazena pani bakalarko,

Eticka komise VFN projednavala na svych zasedanich dne 19.10.2023 a 16.11.2023 Vami pfedloZzeny individualni
vyzkumny projekt &.j. 155/23 S-1V- diplomova préce.

Nizev studie/Title of CT: Stanoveni metabolitii nekalorickych sladidel v biologickych tekutinach s pomoci 1H NMR

Zadatel/Applicant: Be. Veronika Karnetova, Ceské zemédélska univerzita v Praze, Kamycka 129, 165 00 Praha 6 -
Suchdol, e-mail: xkarv024(@studenti.czu.cz

Uhrada nakladi spojenych s posouzenim zadosti a vydanim stanoviska /Reimbursement of costs related to assessment of the EC:
[ Ano/Yes [X] Ne, divod/Ne,reasons: nesponzorovany projekt

Datum doruéeni Zadosti / Date of submission of the Application Form: 6.10.2023

Datum jednani EK+&as/Date and time of Ethics Committee's session:

1) 19.10.2023 (15:30 —17:20 hod.) - pozastaveno, pfipominky odeslany emailem. Opravené dokumenty pfijaty dne
1.11.2023 pod &. 1524/23 1S (IS GDPR)

2) 16.11.2023 (15:30 —17:20 hod.)- opét pozastaveno, bez zasedani, pfipominky odeslany emailem. Opravené
dokumenty piijaty dne 22.11.2023 pod ¢ 1598/23 IS. Po kontrole vydano 23.11.2023 souhlasné stanovisko.

Seznam mist hodnoceni s oznacenim mist, ke kterym se EK vyjadiila jako mistni EK a kde vykonava dohled

Misto hodnoceni / Jméno zkousejiciho Mistni EK | Adresa mistni EK
Trial Site / Name of Investigator Local EC Address

Be. Veronika Kametova, Ceska zemédélska univerzita v Praze, Kamycka | [X] EK pi1 VFN, Na Bojisti 1,
129, 165 00 Praha 6 - Suchdol 128 08 Praha 2

Seznam hodnocenych dokumentt / List of all submitted documents:

Nazev dokumentu, verze, datum Schvaleno/ |Na védomi /
Document title, version, date Approved Taken into
account
ANO |[NE |ANO |NE
Yes No | Yes No
Priivodni dopis ze 14.9.2023 HERIRED [
Dotaznik — Vicetugelovy formulif EK VFN, 6.10.2023 [] [] |[X [
Protokol studie = [ ] [[] L]
Informace pro dobrovolniky, bez data [] =N []
Informovany souhlas, bez data [] D ([ [
Zadost o prominuti poplatku za projednani studie ] [] |[X L
Zivotopis hlavni zkousejici: Bc. Veronika Karnetova L - L
1524/23 1S (IS GDPR)
Pritvodni dopis ze dne 1.11.2023 [] [ ] X L
Informace pro dobrovolniky, 1.11.2023 L) L [
Informovany souhlas, bez data L] DJ [ O
Informace o zpracovani osobnich udaja doruceno
1598/23 1S
Informovany souhlas, bez data | X | O | O | [l
Stanovisko etické komise:
EK vydava / EC issues (X Souhlasné stanovisko/ Favourable opinion

[J Nesouhlasné stanovisko/Unfavourable opinion

EK VEN vydavi souhlasné stanovisko k provedeni individudlniho vyzkumu na Ceské zemédélské univerzité
v Praze.

Podpis piedsedy / zastupce EK VFN
Signature of Chairperson / Vice-Chairperson
PharmDr. Zbynék Sklenaf, Ph.D.

Digitalné podepsal R
Pham:'Dr' PharmDr. Zbynék 12
Zbynék Sklenaf, Ph.D.

. Datum: 2023.11.24
Sklenaf, Ph.D. 133414 40100

Vi



ETICKA KOMISE VSEOBECNE FAKULTNi NEMOCNICE V PRAZE

Na Bojisti 1, 128 08 Praha 2 | eticka. komise@vfn.cz | tel. 224964131
VFN PRAHA

Seznam ¢lenu etické komise/ List of the Ethics Committee Members:

Muz/ Odbornost Zaméstnanec | Funkce v EK | Pfitomen Hlasoval | |
Zena Specialist ziizovatele Role in EC Attendance | Voted
Male/ EK® Ano  Ne | Ano Ne
Female Ano Ne Yes No | Yes No
Yes No
PharmDr. Zbynék Sklena¥, | M/M Pharmacist X ] Predseda/ K O |IXK O
Ph.D., MBA Pharmacologist Chairperson
MUDr. Magda Sigkova, Z/F Haematologist X ] Mistopfed- M O K O
CSe. seda/Vice-
chairperson
Jana Farkacovi ZIE Lab.Technician ] Clen/Member | [] []
Doc. MUDr. Pavel Freitag, | M/M Gynaecologist (< ] Clen/Member | [ [ X [
CSe.
Ing. Antonin Gro$pic, CSc. | M/M Engineer [] Clen/Member | [] ]
Prof. MUDr. Eva Kubala ZIF Neurologist <] ] Clen/Member | ] [ > [
Havrdovia, CSc.
MUDr. Hana Honova Z/F Oncologist < [] Clen/Member | [] [¢ 1
MUDr. Jifi Humhal M/M Cardiologist [ [] Clen/Member | D4 [ ][]
MUDr. Anna Jedli¢kova Z/F Microbiologist | [ ] <] Clen/Member | []  [X 1
MUDr. Ladislav Korabek, | M/M Dental surgeon | [ [] Clen/Member | D [ > []
CSc., MBA
Mgr. Be. Inka DvoFikova, | Z/F Lawyer X O ClenMember | [ [ O
MBA
Prof. MUDr. Jan Roth, M/M Neurologist X O Clen/Member | [ [] X< O
CSe.
Mgr. Libude Roytova ZIF Member of O 4] Clen/Member | 4[] [l
Megr. ThLic. of Theologie clergv
Doc. PharmDr. Martin M/M Clinical [ O] Clen/Member | B} [ > O
Sima, Ph.D. Pharmacist
JUDr. Sirka Specidnova Z/F Lawvyer [] [ Clen/Member | [1 [ 1
MUDr. Marcela Z/F Privat [] [ Clen/Member | [1 B (] B4
Trojankova Nefiologist
MUDr. Jifi Valenta M/M Anesthesiologist | [ | Clen'Member | [] [ |0 X
-Intensive Med.
Prof. MUDr. Ji¥i Zeman, M/M Paediatrist — | ] Clen/Member | I [ X<
DrSec. AdolescentMed

pozn: "Zaméstnanec ziizovatele EK/ Employee of EC appointing authority)

Eticka komise prohlafuje, Ze byla ustavena a pracuje v souladu se spravnou klinickou praxi (GCP) a platnymi pravnimi pfedpisy.
Posledni sloupec udava, zda ¢lenové EK byli pfitomni hlasovani, ale nikoli jak hlasovali ve véci. /The Ethics Committee hereby
declares that it was established and operates in accordance with its Rules of Procedure in compliance with GCP and valid legal
regulations. EC members personally presented the voting procedure (and NOT their individual voting result to or against the
cause) are indicated in the last column:
BJAno/Yes  [JNe/No Komentat/ Comments:
Datum/Date: 16.11.2023 Podpis predsedy EK nebo zastupce
Signature of Chairperson or Vice-Chairperson
Eticka komise PharmDr. Zbynék Sklenat, Ph.D., v.r.
Vieobeené fakultni nemoenice

v Praze
Na Bojisti 1, 128 08 Praha 2

VI



