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Stievni mikrobiota v souvislosti s metabolickym syndromem, obezitou
a rozvojem dysbiozy u pacientii s onemocnénim diabetes mellitus II. typu

Souhrn

Mikrobiota oznacuje celou populaci mikroorganismi — zahrnuje nejen bakterie, ale také houby,
archea, viry a prvoky. Normalni lidsky mikrobiom se sklada ptevazné¢ z kment Bacteroidetes
a Firmicutes, dale pak z Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria a Verrucomicrobia.
Pravé prvni dva zminéné kmeny tvoii az 90 % stfevni mikrobioty. Mikrobiom zajistuje
organismu specifické funkce v metabolismu zivin, xenobiotik a 1é¢iv, udrzuje strukturovanou
integritu stfevni slizni¢ni bariéry a podili se na imunomodulaci a ochran¢ pied patogeny.

U pacient s obezitou, diabetem 2 . typu (T2DM) nebo metabolickym syndromem dochazi ke
zméndm ve sloZzeni mikrobiomu, mimo jiné v disledku uzivani antibiotik. Pfedpoklada se, ze
sloZeni mikrobiomu ovliviiuje vice faktort, pficemz jednim z nich je prave antibioticka terapie.
Cilem této diplomové prace je popsat a porovnat bakteridlni profil sttevniho mikrobiomu
pacientl. Na vyzkumu se podilel Ustav Zivo¢isné fyziologie a genetiky Akademie véd CR ve
spolupraci s Institutem klinické a experimentalni mediciny (IKEM).

Literarni reSerSe se zaméfuje na teoretické poznatky o metabolickém syndromu, diabetu 2 .
typu, obezit¢ a stfevnim mikrobiomu. Dale na metody molekuldrni genetiky (vcetné
sekvenovani nové generace), které byly vyuzity i v praktické ¢asti prace.

V ramci experimentalni ¢asti byly odebrany vzorky stolice od 24 pacientd, ze kterych byla
nasledné¢ izolovana DNA. SloZeni mikrobiomu bylo sledovano pomoci mikrobiologické
metody PCR-DGGE. Z celkového poctu 19 ziskanych sekvenci bylo identifikovano devét
riznych druhid. Pro urceni druhové ptislusnosti byla pouzita metoda BLAST a pro kazdou
sekvenci byla vybréana ta s nejvyssi procentudlni shodou.

Pti porovnani vysledki nebyly zjiStény vyznamné rozdily v bohatosti mikrobioty mezi
jednotlivymi casovymi body — pfed zah4jenim antibiotické terapie, po dvou tydnech uzivani
a po péti tydnech lécby. Také ve vztahu k druhové rozmanitosti mikrobiomu nebyly
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily. Mezi nejcastéji identifikované druhy patfily
Blautia hominis a Enterococcus faecium.

Kli¢ova slova: stfevni mikrobiota, obezita, metabolicky syndrom, T2DM, molekularné —
genetické metody



Gut microbiota in relation to metabolic syndrome, obesity and the
development of dysbiosis in patients with type II diabetes mellitus

Summary

The term microbiota refers to the entire population of microorganisms — not only bacteria, but
also fungi, archaea, viruses, and protozoa. The normal human microbiome is predominantly
composed of the phyla Bacteroidetes and Firmicutes, along with Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria, and Verrucomicrobia. The first two phyla mentioned account
for up to 90 % of the gut microbiota. The microbiome plays a key role in nutrient, xenobiotic,
and drug metabolism, helps maintain the structural integrity of the intestinal mucosal barrier,
and contributes to immunomodulation and protection against pathogens.

In patients with obesity, type 2 diabetes mellitus (T2DM), or metabolic syndrome, alterations
in the microbiome composition have been observed, partly due to antibiotic use. It is assumed
that several factors influence microbiome composition, with antibiotic therapy being one of
them.

The aim of this thesis is to describe and compare the bacterial profile of the intestinal
microbiome in patients. The research was conducted by the Institute of Animal Physiology and
Genetics of the Czech Academy of Sciences in collaboration with the Institute for Clinical and
Experimental Medicine (IKEM).

The literature review focuses on theoretical knowledge of metabolic syndrome, T2DM,
obesity, and the gut microbiome, as well as on molecular genetics methods (including next-
generation sequencing) that were also employed in the experimental part of this thesis.

In the experimental part, stool samples were collected from 24 patients, and DNA was
subsequently isolated. The composition of the microbiome was analyzed using the PCR-DGGE
microbiological method. A total of 24 DGGE gel bands were selected and sent for sequencing
by SequeMe (in both forward and reverse directions), with each band sequenced twice.
Sequencing failed for five samples, most likely due to low concentration or poor quality of the
PCR template. From the 19 successful sequences, nine different bacterial species were
identified. Species identification was performed using the BLAST tool, selecting the bacterium
with the highest percentage match.

Comparison of results revealed no significant differences in microbial richness across the three
time points — before antibiotic treatment, after two weeks of use, and after five weeks of therapy.
Likewise, no statistically significant changes were observed in microbial diversity. The most
frequently identified species were Blautia hominis and Enterococcus faecium.

Keywords: intestinal microbiota, obesity, metabolic syndrome, T2DM, molecular
genetic methods



| 0577 9
2 Védecka hypotéza a Cile PIrace .......cccoeevvecveesrensecseicsensecsnccsenssecssnssesssecsssssssssesssnes 10
I B 110 20 11 0 ] 11
31 ODEZILA .uueeneerneeinecirecsnnisneisnnesssecssnssssesssessssesssssssssssssssssessssssssasssassssasssssssaases 11
3.1.1 Definice obezity a jeji €tiolOZI€......ceevviieriieeiiie e 11
3.1.2 Patofyziologie obezity a metabolické zmény organismu .............c..c...... 12
3.1.3 Mikrobiom v souvislosti s ObEZitOU..........cccueeriiriiieniieiieie e 15
3.2 Definice a rozdéleni diabetu .........ccevevvueivieinseissuinsensieecssenssnncsecssseesencsnnens 17
3.2.1 Charakteristika diabetu mellitu II. typu (T2DM) a jeho klinické projevy17
3.2.2 Metabolické zmény organismu u pacienti s diabetem............ccccocuee.e. 18
3.2.3 Lécba diabetu a doporuc¢ené védecké postupy......ccccccveeeveerveeireenereeneenne. 19

3.3 Metabolicky syndrom 22
3.3.1 Definice metabolick€ho syndromu ............cceceeviiiiiiniiiiiiinieeeee 22
3.3.2 Prevence a 1écba metabolického syndromu..........ccccccveeevieniiiiieniienenne. 23
3.3.3 Souvislost metabolického syndromu a sloZeni mikrobiomu ................... 24

R I ST 1 1) 0] 1) 1 RN 24
3.4.1 Slozeni stievniho mikrobiomu a jeho funkce .........ccccoevvveviiiiiieniienenne. 25

3.4 .2 Faktory, které ovliviiuji sttevni mikrobiom...........cccoeeeeeiieniiiiiinienienne. 27
3.4.3 MiKrobiom @ ObEZItA.......cccuevieriirieniieieiiesieeie e 27
3.4.4 Mikrobiom a T2DM....cccoiiiiiiiiiieie e 28
3.4.5 Mechanismy, kterymi bakterie ovliviiuji rozvoj T2DM a obezity .......... 29
3.4.6 Slozeni mikrobiomu u obéznich pacientii a pacienti s T2DM.............. 29
3.4.7 Porovnani mikrobiomu pacienti T2DM se zdravymi jedinci .................. 30

3.5 Molekularné genetické metody w31
3.5.1 Stanoveni diverzity pomoci PCR - DGGEE se sekvenovanim bakteridlnich
kmenii pomoci 16S rRNA — detekce 16S TRNA genu .......cccoeeveeviiiiiiinicncenenne. 34
352 NGS ettt 34
3.5.3  Shannontv iNAEX.........ccccueeiuieriiiiienie ettt e 35

4 Material a metody ..36
4.1 PCR-DGGE metoda 36
4.1.1 DNA cleanup and concentration — protocol Steps ........cccceecuveercrreerveeennne. 38

5 VysledKy...eerreeccrunecsnnecnnns 41
5.1 DGGE .eiiiicnertinnenncsesssecsissesssicssssssssssessissssssssssessssssssssssssssssssssssssssasssess 42

6 DiSKUZe .....coveevueeruecersuecnnene 50
WA 71 52




8 Seznam literatury.......ccccceeevueccrcunccnnns

9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

11 Seznam obrazku a tabulek

54
60
62



1 Uvod

Stfevni mikrobiota je uzce spojena se vznikem obezity, s metabolickym syndromem
postuptim pocty pacientli s timto onemocnénim rostou. Nekompenzovany T2DM v kombinaci
s nezajmem a nechuti spolupracovat s odborniky u pacienta mize vést k velmi zavaznym
zdravotnim komplikacim, které pacienta pfimo ohrozuji na zivoté. Mezi nejcastéjsi z nich se
fadi zhorSena funkce ledvin, zvySené riziko mrtvice a infarktu myokardu, zhorsené vidéni az
slepota, Spatné hojeni ran. Také nasledné progrese dekubitt, kterd casto konc¢i amputaci ¢lankt
prsttl nebo konéetin. Rada studii prokézala uzkou souvislost mezi zménami ve sloZeni profilu
sttevni mikrobioty a vzniku diabetu. U pacientli s obezitou byla ¢asto popisovana zména
poméru v zastoupeni kmene Bacteroides/Firmicutes. Nicméné v soucasné dob€ se jiz tento
pomér nedoporucuje.

Zanétliva reakce stieva, kterd je typickd pro T2DM, je zpusobena naruSenim eubidzy
a jejich poméru dvou vyse zminénych kmeni bakterii. Nicméné je potieba zminit, Ze na druhou
stranu existuji bakterie, které maji ochrannou funkci a dokézou pomoci snizit protizanétlivé
markery pfi rozvoji diabetu. Jednd se ptedevSim o bakterie Lactobacillus fermentum, L .
plantarum a L . casei, Roseburia inneris, Akkermansia muciniphila a Bacteroides fragilis.

Antibiotika jsou ufinnym Iékem i dulezitou prevenci pro nespocet bakteridlnich ¢i
ostatnich infek¢nich onemocnéni, diabetu ¢i stfevnich zanéti. Bohuzel terapie pomoci
antibiotik zejména plsobi nejen na cilené patogeny, ale i na prospéSné stfevni bakterie.
Zpusobuje tak zménu poméru sloZzeni v bakteridlnich kmenech ¢i jejich ubytek a je zdkladnim
parametrem pro vznik stfevni dysbiozy.

Tato diplomova prace byla vypracovana ve spolupraci s Ustavem zivodisné fyziologie
a genetiky Akademie véd Ceské republiky.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je popsat a zpracovat nejnovejsi epidemiologické studie na vySe zminéna
onemocnéni a jejich kombinaci spolecné s mikrobiomem a dale zmapovat vznik stfevni
dysbidzy u pacienti s T2DM. V experimentalni ¢asti je cilem sledovat a popsat bakterialni
profily vzork stolice pacientli s T2DM pomoci molekularné genetickych metod PCR DGGE.

Hypotéza: Forma (druh) a typ podani antibiotik zasadn¢ ovlivni sloZzeni mikrobioty
traviciho traktu pacienti z kratkodobého i dlouhodobého hlediska (5 tydnit).



3 Literarni reSerse
3.1 Obezita

3.1.1 Definice obezity a jeji etiologie

Obezita je definovana jako celosvétovy rozsahly zdravotni problém, ktery je podminiovan
dédicnosti a prosttedim. Slozitd interakce mezi genetikou, Zivotnim prostiedim a stfevni
mikrobiotou je nadale povazovana za nedostatecné¢ prozkoumanou (Lin et al., 2021).
Je definovéana jako chronické systémové onemocnéni, které je charakterizovano nadbytkem
tukové tkané, kterd je vytvaiena v disledku pozitivni energetické bilance a nedostate¢nym
mnozstvim pohybové aktivity. Je mimo jiné spojovana s nerovnovahou mezi anabolickymi a
katabolickymi procesy zapojenymi do metabolismu lipida (Bischoff et al., 2020; Lin et al.,
2021).

Etiologie obezity definovdna jako vysledek komplexni interakce nékolika faktort,
pficemz zasadni vyznam je pfisuzovan genetické predispozici a zivotnimu stylu jedince.
Variabilita prevalence obezity je dokumentovana v zavislosti na socioekonomickém statusu
populace. V prubéhu poslednich tii desetileti bylo celosvétové zaznamenano mnohonasobné
zvySeni jejiho vyskytu. VétSina evropskych zemi eviduje v uplynulych deseti letech narast
prevalence z ptiblizné 10 % na 40 %, pfiCemz v Anglii bylo registrovano téméf trojnasobné
zvySeni. Podle udajii Svétové zdravotnické organizace WHO (World Health Organization) byla
celosvétova prevalence obezity od roku 1975 ztrojnasobena a od roku 1980 zdvojndsobena.
Prognézy uvadégji, ze do roku 2025 bude obezita diagnostikovana u pfiblizné 18 % muzské a
21 % zenské populace. Podle predikci uvedenych Liu et al., 2021 se o¢ekava, ze do roku 2030
dosahne pocet obéznich osob na celosvétové tirovni ptiblizné 1,12 miliardy.

Obezita je spojovana s rozvojem ¢etnych patologickych stavil, jako je diabetes mellitus
2. typu (T2DM), arterialni hypertenze a kardiovaskularni onemocnéni. Je rovnéz asociovéna s
riznymi typy malignit, osteoporozou a obstrukéni spankovou apnoi. Lécba obezity je
vyzadovana jako multidisciplinarni a multimodalni, pfi¢emz jeji charakter se li$i v zavislosti na
fazi onemocnéni. Za cil 1écby obezity je povazovano dlouhodobé sniZeni télesné hmotnosti
prostiednictvim redukce tukové hmoty v kombinaci s modifikaci chovani a zlepSenim
rizikovych faktort spojenych s obezitou (Barakat et al., 2021; Endalifer et al., 2020; Bischoff
et al., 2020; Lin et al., 2021).

Klasifikace obezity je celosvétoveé provadéna na zdkladé znamého parametru, kterym je
index télesné hmotnosti (BMI). Hodnoty BMI vyssi nez 30 kg/m? jsou klasifikovany jako
obezita. Presnost BMI je vSak zpochybniovana, nebot’ neni zohlediiovano mnozstvi svalové a
tukové tkan€ u jednotlivych pacient. Na tento parametr je proto nutné nahlizet kriticky a
kombinovat jej s dal§imi diagnostickymi kritérii. V kohortové studii realizované ve Velké
Britanii podle Iyen et al.,, 2021, do které bylo zafazeno 264 230 obéznich dospélych s
primémou hodnotou BMI 33,8 kg/m? bylo potvrzeno, Ze celkové riziko vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni, srdecniho selhani a iimrti bylo zvySovéano s rostouci mirou
obezity. ZvySené riziko cévni mozkové piihody bylo popsano ve treti, nejrizikovéjsi skupiné
pacientll. Nicmén¢ statisticky signifikantni zvyseni rizika ischemické choroby srde¢ni a mrtvice
v této skupin€ prokazano nebylo. Po zohlednéni v€ku, pohlavi a dalSich komorbidit bylo ve
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3,3krat a umrti spojeného s kardiovaskularnimi onemocnénimi 2,7krat.

Za nejucinngjsi strategii prevence obezity je povazovana dostatecna nutri¢ni edukace,
Siteni povédomi o rizicich tohoto chronického onemocnéni, podpora pravidelné fyzické
aktivity, prosazovani zdravého zivotniho stylu a spravné nastaveni zivotnich navyku, které
spolu s dostatecnou délkou spanku a dal§imi intervencemi mohou zmirnit dopady obezity (Iyen
et al., 2021).

3.1.2 Patofyziologie obezity a metabolické zmény organismu

Obezita a nadvaha jsou spojovany se zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich onemocnéni,
srdecniho selhani a jsou povazovany za vyznamnou pfi¢inu imrtnosti na celosvétové urovni. V
metaanalyze provedené Bogers et al., 2007 bylo prokazano, ze zvySeni hodnoty BMI o dalsich
5 jednotek je spojeno s 29 % nartstem rizika vzniku ischemické choroby srde¢ni.

U zdravych jedinct je spravna funkce metabolismu udrZzovana endokrinnim systémem
prostfednictvim hormont a riistovych faktord. Funkce hormoni a rastovych faktorti (naptiklad
inzulinu, glukokortikoidil, androgenti a hormoni §titné zl4zy) je zajiStovana modulaci chuti k
jidlu, pocitu sytosti, regulaci obsahu a poc¢tu adipocytti. U obéznich pacienti je zaznamenavano
zvySeni hladin TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand), GDF-15
(growth and differentiation factor 15) a OGT (O-linked N-acetylglukosamin transferaza), coz
je spojovano se vznikem inzulinové rezistence, mitochondrialni dysfunkce, inhibice lipolyzy a
zvySené akumulace viscerdlniho tuku (Barakat et al., 2021).

U obéznich dospélych je tuk predominantné ukladan v ramci bilé tukové tkané, kterd je
povazovana za hlavni energeticky zasobni orgén. Tato tkan je tvofena podkoZni a visceralni
slozkou a je sloZzena ptfevazné z adipocytli, v nichZ jsou akumulovany tukové kapénky
pochazejici z triacylglycerol. Tyto kapénky mohou byt nasledn¢ mobilizovany za ucelem
zajisténi energetickych potieb perifernich tkdni. Expanze bilé tukové tkan€ u obéznich jedincti
je asociovana s rozvojem chronické zanétlivé odpovédi, pii niz dochazi ke zvySeni koncentrace
mediatorll negativné ovlivilyjicich imunitni systém. Tukova tkan je rovnéZ zodpovédna za
aktivaci enzymu c-Jun NH: terminalni kindzy (JNK) a signalni drahy nuklearniho faktoru kappa
B (NF-xf). Aktivace téchto signédlnich cest podporuje zvySenou expresi prozanétlivych
cytokintl, v€etné tumor nekrosis faktoru alfa (TNF-a), interleukinu-1 (IL-1) a interleukinu-6
(IL-6). Tyto cytokiny vyznamné piispivaji k rozvoji inzulinové rezistence, aterosklerdzy,
jaternich onemocnéni a ke zvySenému riziku vzniku nékterych malignit (Barakat et al., 2021).
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T2DM je podrobnéji probirdn v kapitolach nize. Dalsi komorbiditou metabolického
syndromu je dyslipidémie, kterd se vyznacuje zvySenou hladinou lipoproteini LDL
(lipoproteiny s nizkou hustotou), celkového cholesterolu a triacylglyceroli, a naopak snizenou
hladinou HDL (lipoproteiny s vysokou hustotou) frakce. Tento stav je korelovan s rozvojem
aterosklerotickych platu, které jsou povazovany za hlavni faktor pro rozvoj kardiovaskularnich
onemocnéni a mozkovych piihod — naptiklad ischemie mozku, srdce a dolnich koncetin.
Nejcastéji k témto tkaziim dochdzi v koronarnich tepnéch ¢i krkavicich. LDL ¢astice pronikaji
do 1ézi v endotelu tepen a vadzou se na proteoglykany. Dochazi k oxidaci LDL frakci, zvySeni
obsahu monocytli a leukocyti. Tyto frakce se spojuji ve fibrozni tkan, a to 1 v disledku
soucasného vylucovani kolagenu, elastinu, proteoglykant a glykosaminoglykanti. V prib&hu
let, jsou buiky vystaveny apoptoze, jejiz vysledkem jsou nekrotickd jadra v pokrocilych
stadiich, ktera kalcifikuji (Barakat et al., 2021).

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou hlavnimi pfi€inami morbidity a mortality.
Arterialni hypertenze je definovana hodnotami systolického krevniho tlaku > 140 mmHg a
diastolického krevniho tlaku > 90 mmHg. Angiotenzin-renin systém je povaZovan za hlavni
mechanismus regulace krevniho tlaku, elektrolytli a vodni bilance. U obéznich jedinct je
zaznamenana zvySena koncentrace reninu v krevni plazmé, coZ naznacuje pietiZzeni tohoto
regulacniho systému a soucasnou dysfunkci endotelu.

Dalsi komplikace, jeZ se vyskytuji u pacientl s obezitou, zahrnuji onemocnéni jater. Tzv.
nealkoholické ztukovaténi jater (steatéza) miize progredovat do fibrozy a v zavéreéném stadiu
1 do cirh6zy. Nadmérny piijem kalorii, nezdravych tukii a konzumace alkoholu jsou faktory,
které vedou k hromadéni tukovych depozit kolem jater a k akumulaci lipidi v hepatocytech.

Mezi dalsi vyznamné komplikace obezity patii 1 zvySené riziko vzniku nadorovych
onemocnéni. Genetické predispozice piedstavuji jeden z rizikovych faktorti. Nicméné vliv
prostiedi je povazovan za kli€ovy. Zahrnuje expozici karcinogennim faktortim, jako jsou UV
zateni, koufeni, nadmérny piijem alkoholu a obezita. Ztrata funkce kritickych genti (napf.
MSH2 - MutS homolog 2 a BRCA1 - BReast CAncer gene 1) a naslednd modifikace
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reparacnich proteinli DNA, které umoziiuji neomezené déleni bunék, pfispiva k riziku vzniku
metastdz a modifikaci energetického metabolismu.

U obéznich pacientli hormonalni zmény pfispivaji k procesu karcinogeneze, progresi
nadorti a jejich metastazovani. Piebytek bilé tukové tkané je piimo spojen s proliferaci
neoplastickych buné¢k, které se vyskytuji v mlééné Zlaze, zaludku a déloze. Tyto bunky
vyuzivaji mastné kyseliny (MK) ze sousedni tukové tkan¢ k produkci energie. Tyto vedlejsi
ucinky vedou ke zintenzivnéni progrese nadorovych procesti. Makrofagy, které jsou piitomny
v tukovych tkanich, se nachazeji v bezprostiedni blizkosti nadorovych bunék. Tyto builky
aktivuji prozanétlivé cytokiny a piimo ovliviiuji progresi nddorovych procesii. Tato skutecnost
je povazovana za dikaz intenzivnéjSiho protumorového fenotypu, ktery je charakterizovan
zvySenou proliferaci, invazi a migraci neoplastickych bun¢k. Kromé toho dochazi k podpote
zménéné sekrece autofagie a zvySeni uvoliiovani volnych MK, leptinu, IGF-1 (inzulin-like
growth factor) a soucasnému poklesu adiponektinu, coz pfispiva k rychlému rozvoji
nadorovych bunék u obéznich jedinci.

Pacienti s nadvdhou mohou vykazovat vyssi sklony k rozvoji alergickych reakci,
osteoporoze a sarkopenii (Barakat et al., 2021).

Osteopordza je patologicky stav, ktery je charakterizovan ztratou kostni hmoty. Tento
stav je zpusoben biomechanickym a mikroarchitektonickym poskozenim, které vznikd v
dasledku nerovnovahy mezi procesem tvorby a resorpce kosti. Vedle toho dochazi ke
zlomeninam, pficemz postihuje zejména kosti zapésti, patete, kycle, proximalniho humeru a
tibie. Vysoka hladina prozanétlivych latek, jako jsou TNF-a, IL-1, IL-6 a IL-17, je spojena se
zhorSenou funkci receptorového aktivatoru jaderného faktoru-xB ligandu (RANKL), ktery
podporuje demineralizaci kosti prostfednictvim osteoklastii.

Zvysené koncentrace TNF-o a IL-6 potlacuji produkci osteoblastii a podileji se na
deregulaci drah TGF-f (Tumor Growth Factor ) a kostnich morfogenetickych proteini (BMP).
Sarkopenie je charakterizovana nizkym procentem aktivni svalové hmoty a zvySenym
procentem télesného tuku. Doprovazi ji snizena pohyblivost v disledku fyzické necinnosti a
muze byt klasifikovana jako primarni (postihuje seniory, kde je v€k povaZzovan za podminény
faktor) a sekundarni (postihuje mladsi populaci, pficemZ nejcastéji vznika jako disledek
chronického onemocnéni). Sarkopenicka obezita je definovdna negativni oboustrannou
biochemickou interakci mezi svalovou hmotou a tukovou tkéni (Barakat et al., 2021).



Tukova tkan Zmény Nasledky
Visceralni TTRAIL Inzulinova rezistence,
1GDF-15 mitochondrialni  dysfunkce,
10GT inhibice lipolyzy a zvySena
cirkulace a ukladani
visceralniho tuku
1TNF-a , IL-1, IL-6 Zanétlivost, metabolické
zmeény, hypertrofie
adipocytu, inzulinova
rezistence
TMakrofagy
TH1F1A
Podkozni TCholesterol Inhibice PDGH-a genu
Hypertrofie a hyperplasie | {TAG a diferenciace
adipocytl adipocytt
Genova aktivace (Saa3, Agt, | Exprese zanétlivych
Opgn) cytokini
Mesentericky Infiltrace makrofagh | Systematicka zanétliva
a zéanétliva odpoveéd (CRP) | odpovéd

Tabulka ¢ . 1 popisuje hlavni biochemické a imunologické zmény a jejich nasledky, upraveno dle Barakat et. al., 2021.
Biochemical and immunological changes in obesity, 2021. In: National Library of Medicine [online]. [cit. 2025-04-18].
Dostupné z : https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34102165/

3.1.3 Mikrobiom v souvislosti s obezitou

Ve stievech je pfitomno az 100 bilioni symbiotickych mikrobt, pfi¢emz strava hraje
jednu ze zésadnich roli. Mikrobiota lidského traviciho traktu je ovliviiovana genetickymi,
imunologickymi a environmentalnimi faktory. Podili se na etiologii obezity tim, Ze ovliviiuje
absorpci energie, centralni chut k jidlu, ukladani tukd nebo cirkadidlni rytmus. Je prokazano,
Ze variace stfevniho mikrobiomu zplsobuji zmény v hostitelském organismu. Aktivni stfevni
mikrobiota produkuje relativné velké mnozstvi fyziologicky aktivnich latek, mezi které patii
mastné kyseliny s kratkym fetézcem, vitaminy, antioxidanty, ale i potencialné Skodlivé latky.
Mezi tyto latky patii naptiklad neurotoxiny, karcinogeny nebo imunotoxiny. Tyto latky mohou
vstupovat do krve, pfimo regulovat expresi genli a negativn¢ ovlivitovat jejich funkci. Také
maji negativni vliv na imunitni a metabolické procesy (Liu et al., 2021; Bischoff et al., 2020).

Normalni stfevni mikrobiota lidského téla je tvofena predevSim bakteriemi z kmene
Firmicutes, Bacteroides, Proteus, Actinomycetes, Fusobacteria a Verrucomicrobia. U
obéznich pacientll je Casto popisovana snizend diverzita stievnich bakterii, v niZ ptevazuje
kmen Firmicutes diky nartstu télesného tuku. Pfi obezité je ¢asto popisovan narlst bakterii
rodu Lactobacillus, E. coli a Faecalibacterium. Tyto druhy jsou spojeny s funkci
odstraiiovanim vétSiho mnoZstvi energie ze stravy, coZ miiZe piispivat k pozitivni energetické
bilanci. Stfevni mikrobiota je u jedincl s vyvazenou stravou, ktera je bohatd na vlékninu,
udrzovana v homeostaze (Bischoff et al., 2020; Lin et al., 2021).
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U obéznich pacientd s vysokym kalorickym pfijmem a nizkym pfisunem vlékniny jsou
pozorovany zmény v butikach stfevniho imunitniho systému traviciho traktu. Tato skute¢nost
prohlubuje dysbidzu ve stievni mikrobioté. Nerovnovaha mikrobialnich populaci je spojovana
s celou fadou onemocnéni, naptiklad se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi, rakovinou nebo
T2DM. Dochazi ke zvySovani IFNy (Interferon y ), T — lymfocytt a zaroven ke snizovani hladin
molekul, které pomahaji udrZzovat stav v rovnovaze. Také dochazi ke zvySeni exprese
lipopolysacharidi a ke transkripci prozanétlivych molekul (napiiklad IL — 1 a 6 nebo TNF-a ).
Postupné dochazi k destrukci hlenové vrstvy, podpote zanétlivych reakci a zméné v travicim
traktu. U obezity jsou kromé stfevni dysbidzy popisovany také dysfunkce metabolismu,
predevsim glukdzy a lipidl, jez ma za nasledek vznik diabetu T2DM (Bischoff et al., 2020; Lin
et al., 2021; Barakat et al., 2021).

Z vyse zminénych divodi je stievni dysbidza Casto pozorovana u obezity a usni Casto
souvisejicich metabolickych onemocnéni. ReSenim by mohla byt moznost FMT (fekalni
mikrobidlni transplantace). Touto problematikou se zabyvala studie podle Aron-Wisnewsky et
al., 2019. Nicmén¢ je potieba zminit, Ze momentalné existuji pouze omezené dikazy o pouziti
FMT v metabolickém kontextu a je zapotiebi provedeni dal§iho vyzkumu.

Modulaci sttevni mikrobioty, kterou by mohla ovlivnit kontrola glukoézy, se zabyvala také
studie podle Gérard et al., 2019, ktera mimo jiné zkoumala i vliv na produkci SAFA (mastnych
kyselin s kratkym fetézcem), zmény se sloZenim Zlucovych kyselin a zanétem tukové tkane.
U nékterych pacientl idaje ze studie podle Aron-Wisnewsky et al., 2019 prokazaly, ze osoby
trpici nejzavaznéjsi inzulinovou rezistenci a metabolickym syndromem nevykazuji Zadny
priznivy ucinek FMT od stihlého darce v souvislosti s citlivosti na inzulin. K dosazeni
relevantnich vysledkii v oblasti metabolickych poruch je nezbytné vice dopodrobna zhodnotit
a prozkoumat vliv FMT u pacientl s poruchou metabolismu a riznym stupném inzulinové
rezistence u diabetikl 2 . typu. A ackoliv FMT prokézala svou ucinnost u CD (clostridiové
infekce) infekce a IBD (nespecifické stfevni zanéty) je potfeba provést mnohem rozsahlejsi
vyzkum, zda lze tento postup roz$ifit i na pacienty s T2DM a na ty, kterym se hodnoty
glykémie 1 ptes farmakologickou lécbu nezlepsuji. Nicméné stale nelze s jistotou fici, zda ma
FMT né&jaky ucinek u pacientll s chronickym onemocnénim, t€Zkou inzulinovou rezistenci
pravé kvili nadmérmému uzivani 1ékd nékolikrat denné, které snizuji hladinu glukozy.
Vysledky sice poukazuji na fakt, ze by FMT mohla zlepSit metabolicky stav a citlivost na
inzulin, nicméné dal§imi vyzkumem je nutné ovétit, zda ma néjaky vliv na ubytek hmotnosti
u obéznich osob (Aron-Wisnewsky et al., 2019).

Na zavér této kapitoly je vhodné zminit, ze souvislost mezi diverzitou sttevni mikrobioty
a nemocemi nemusi byt nutné pfitomna. Konkrétné se touto problematikou zabyvala naptiklad
studie podle Ma et al., 2019. Statistickd analyza ukéazala, Ze pouze v 1/3 ptipadi existoval
vyznamny vztah mezi bakteridlni diverzitou a onemocnénimi souvisejicimi s mikrobiotou.
Vzhledem k tomu, Ze bakteridlni ekosystémy mohou byt do znacné miry stabilni a mohou
prokazovat urCitou odolnost vii¢i nemocem, je potieba se zaméfit na to, zda se miize objevit
souvislost mezi onemocnénim a jeho néhlou progresi v ptipadé konkrétniho stavuu pacienta.



Obezita jako onemocnéni mize ptimo souviset s dysbidzou bakteridlniho ekosystému (Ma et
al., 2019; Lin et al., 2021).

3.2 Definice a rozdéleni diabetu

Diabetes 1. a 2. typu jsou popsany jako hlavnimi podtypy, kazdy s jinou patofyziologii,
projevy a lécbou. TIDM je zpravidla diagnostikovan v détském véku nebo u dospivajicich,
zatimco T2DM postihuje dospélé pacienty stiedniho a vy$siho véku, u nichz je dlouhodoba
hyperglykémie zplisobena nezdravym zivotnim stylem. Patogeneze téchto dvou typti je vyrazné
odli$nd, coz vede k odlisné etiologii, projevim a 1é¢be. Celosvétove stale prevliada T2DM, ktery
tvoti 90 — 95 % ptipadi (Cole et al., 2020; Sapra et al., 2023).

Diabetes je rozdélen do nekolika typti — T1IDM, T2DM, diabetes typu MODY (maturity-
onset diabetes of the young) a gestacni diabetes. MODY je povazovan za heterogenni
onemocnéni, které se projevuje diabetem nezdvislym na inzulinu, diagnostikovanym v mladém
véku, obvykle do 25 let. Onemocnéni se dédi autozomalné¢ dominantné¢ a nezahrnuje
autoprotilatky, jak je tomu u TIDM. Na vzniku tohoto typu diabetu se podili n¢kolik geni,
véetné mutaci HNF1la (Hepatic Nuclear Factor 1a) a GCK (glukokinaza), které jsou ptfitomny
v 15 az 32 % ptipada (Cole et al., 2020; Sapra et al., 2023; Fajans et al., 2001; Shields et al.,
2010).

V problematice gesta¢niho diabetu neni pfesny vyvoj zndm, pfi¢emz vysledky studii
ukazuji na roli antigeni HLA (Human Leucocyte Antigene) a nadmérného mnozstvi
proinsulinu, ktery miize vyvolat stres beta bun€k slinivky, nebo vyssi koncentrace hormont,
jako jsou progesteron, kortizol, prolaktin a estrogen, které mohou ovlivnit periferni citlivost na
inzulin (Sapra et al., 2023).

3.2.1 Charakteristika diabetu mellitu II. typu (T2DM) a jeho klinické projevy

T2DM je povazovano za jedno z nejrychleji rostoucich onemocnéni endokrinniho
systému na svété. Podle dosavadnich prognoz se ocekava, Ze do roku 2045 jim bude trpét
pfiblizn€ 693 milionii dospélych, coZ predstavuje nartst o pfiblizné 50 % ve srovnani s rokem
2017. Projevuje se abnormalné zvysenou hladinou glukézy v krvi, pficemZ tomuto stavu
obvykle ptedchazi inzulinova rezistence. Je povazovano spise za soubor stavii, které jsou
Siroce kategorizovany podle riznych kritérii. Komplikace spojené s diabetem, jako naptiklad
zvysené riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni, zhorSené funkce ledvin, diabeticka retinopatie
a neuropatie, vedou k vyssi imrtnosti, slepoté, selhani ledvin a celkovému zhorSeni kvality
Zivota pacientl s timto onemocnénim. Nartist T2DM je obvykle pozorovan v pozdéjSim
veku, ackoliv obezita u dospivajicich vedla k nastupu T2DM i v mladsi populaci.
Prevalence T2DM je pozorovana piiblizné v 9 % celkové populace USA a 25 % z nich je
tvotena obyvateli starSich 65 let (Sapra et al., 2023).
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Inzulinova rezistence je povazovana za multifaktoridlni stav, jehoZ vznik je nejcastéji
spojen s obezitou a procesem starnuti. Pro vznik tohoto typu diabetu, stejné jako pro T1DM, je
geneticky zaklad povazovan za kliCovy rizikovy faktor. Nicméné, u T2DM se jedna o slozitou
interakci genetickych predispozic a faktorti zivotniho stylu. Existuji rozsahlé dikazy, které
naznacuji, ze vétSina pacientl trpicich timto onemocnénim ma alespon jednoho rodice, ktery
trpi stejnym typem diabetu. Tato zjisténi byla potvrzena prostfednictvim rozsahlé populacni
studie, jak ukazuje vyzkum Klein et al., 1996 (Klein et al., 1996; Sapra et al., 2023).

Mezi nejcastéjsi klinické projevy rozvijejiciho se onemocnéni je fazena zizen, polyurie a
s nimi spojend unava, kterd je neustéale stupfiovana. Pacient mtize byt asymptomaticky a nemusi
nevykazovat zadné pfiznaky i pii hodnotach glykémie, které ptevySuji hranici 10 mmol/l.
Ztidka byva diagnoza potvrzena v souvislosti s diagnoézou jiného onemocnéni (naptiklad
ischemické choroby dolnich koncetin nebo srdce, cévni mozkové piihody, srdecniho selhani
atp). T2DM je diagnostikovan napiiklad pomoci zvysenych hladin glykémie (nad 10 mmol/l),
OGTT (glukézovym toleran¢nim testem) ¢i pomoci vySe glykovaného hemoglobinu (Goyal et
al., 2023).

3.2.2 Metabolické zmény organismu u pacienti s diabetem

Homeostaza metabolismu je porusovana v disledku za¢arovaného kruhu hyperglykémie.
Osmotické diuréza je vyvolana v disledku saturace gluk6ézovych transportéri v nefronu pii
vyssich koncentracich glukozy v krvi (Sapra et al., 2023).

Jedna se o stav inzulinové rezistence, ktery je spojen s dysfunkci beta-bunék slinivky
btisni. Zpocatku dochazi k kompenzaénimu zvySeni sekrece inzulinu, které udrzuje hladinu
glukézy v normdlnim rozmezi. S postupujicim onemocnénim dochazi ke zménam v beta-
buiikéach, coZ vede k neschopnosti sekrece inzulinu udrzet homeostazu glukozy, a tim k rozvoji
hyperglykémie. U vétSiny pacientli s T2DM je pozorovédna obezita a vySsi procento télesného
tuku, pfi¢emz tukovd tkan podporuje inzulinovou rezistenci prostfednictvim raznych
mechanismi, v¢etné zvyseného uvolnovani SAFA a dysregulace adipokinti (Goyal et al., 2023).

Diabetickéd noha je fazena mezi velmi zdvazné komplikace diabetu, kterd je spojovana
s vyznamnou morbiditou a mortalitou. Mortalita spojend s rozvojem diabetické nohy je
odhadovédnana5 % b&hem prvnich 12 mésictia pétiletd mortalitana 42 %. V n€kolika zdrojich
bylo uvedeno, Ze 19-34 % pacientll s diabetem bude pravdépodobné béhem svého Zivota
postizeno touto komplikaci. Pacienti indikaci diabetické nohy maji 2, Skrat vyssi riziko amrti
ve srovnani se svymi diabetickymi protéjSky bez poranéni nohou. Nejcastéji je diabeticka noha
popisovana v oblasti od kotniku az smérem k prstim dolni koncetiny. Toto onemocnéni je
zpusobovano tzv. senzorickou neuropatii. Po tomto stavu je u pacientli pozorovano onemocnéni
perifernich cév a angiopatie. Diky zhorSené pohyblivosti, deformace prsti ¢i chodidla,
dekompenzaci T2DM, nevhodné obuvi ¢i cizich téles dochazi k progresi stavu diabetické nohy.
Diky tomu je signifikantné zvySovano riziko amputace a dalSich zivot ohrozujicich komplikaci.
Ke zhorSeni stavu mize pfispét také nedostate¢nd edukace, nizky ekonomicky status,
nedostatecnd prevence a hygiena.



Diagnostika a klasifikace viedu je nasledovnd — 1éze blizko k 0 je téméf neoteviena
s malou deformitou. Klasifikace 1 je povrchovy vied, do 2 stupné se zarazuje rozSifeni
onemocnéni do vazu, kloubu nebo Slachy bez zanétu a stupen 4 je jiz gangréna, kterd je
lokalizovana v predni ¢asti chodidla. Poslednim stupném s Cislem 5 je gangrendzni postizeni

celé nohy a je nutné amputace (Everett et al., 2018).
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Obrazek ¢ . 2 Klasifikace ulceroznich viedii (upraveno dle webu https://www.pacecvi.com/blog/diabetic-foot-sores).

Lécba diabetické nohy antibiotiky je podminovdna zdvaznosti infekce, charakterem
puvodct, pritomnosti komplikaci a celkovou anamnézou pacienta. U mirnych infekci byvaji
jako nejcastéjSi etiologicti Cinitelé identifikovany gram-pozitivni bakterie, zejména beta-
hemolytické streptokoky a Staphylococcus aureus, pticemz k terapii jsou indikovana
antibiotika, jako jsou peniciliny (napf. amoxicilin), cefalosporiny (napf. cefalexin),
klindamycin, linezolid ¢i tetracykliny. V ptipadech téZSich infekci je doporucovano podani
sirokospektrych antibiotik, naptiklad piperacilinu, ertapenemu nebo fluorochinolonti (napft.
levofloxacinu ¢i moxifloxacinu) (Peters et al., 2020)

3.2.3 Lécba diabetu a doporucené védecké postupy

Zakladem 1écby by méla byt vedend a dlouhodobé udrzitelnd redukce hmotnosti na
zdravou hmotnost. Nicméné soucasné dikazy naznacuji, Ze neexistuje pro prevenci diabetu
idealni procento kalorii ze sacharidi, bilkovin a tukl pro vSechny pacienty — rozloZeni Zivin
by vzdy mélo vychazet z kombinace obecnych principi a individudlniho posouzeni
soucasnych stravovacich navykt, preferenci a metabolickych cilii. Je vhodné zaradit tzv.
sttedomotskou dietu ¢i DASH dietu (stravovaci styl uréeny k prevenci hypertenze)
v kombinaci s dostatkem celozrnnych obilovin, zeleniny, lusténin, ryb, ovoce, mléénych
vyrobkl. M¢l by byt kladen diiraz na vybér kvalitnich nenasycenych tuki a vhodny pomér
mezi omega—3 MK a omega 6 — MK. U pacientt by bylo vhodné dbat na dostatecny piijem
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vSech zékladnich Zivin — sloZenych sacharidl pro dostatek stabilni energie, kvalitnich tukd pro
spravnou hormonalni rovnovdhu a dostatecné mnozstvi bilkovin.  Dostatek bilkovin
(v rozmezi 1,2 — 1, 8 g/kg/den po zohlednéni aktudlnich stravovacich ndvyki a celkové
anamnézy) je signifikantni k zachovani svalové hmoty pfi redukci hmotnosti. Déle je dulezity
pravidelny pohyb, ktery zohlediiuje individualitu pacienta. Pravidelny pohyb je fazen mezi
klicové intervence, ktera maji pozitivni vliv na snizeni krevniho tlaku, zvySeni citlivosti na
inzulin, zlepSeni lipidového profilu, fyzické zdatnosti a ma pozitivni podil také na zvySeni
sebevédomi a celkové nalady.

Dalsim cilem by také mélo byt se snazit zvysit obycejny pohyb béhem dne — napft. jit
o par zastdvek hromadné dopravy dfive nebo vyjit schody. Za je povazovano vybirat druh
pohybu, pii némz nedochézi k poskozeni kloubii ani pohybového aparatu. Vhodné pohybova
aktivita je dalSim dilem skladacky diilezité intervence obéznich pacientl. Je zasadni vybrat
pohyb, ktery nebude pfili§ intenzivni a nebude dochédzet k ptetéZovani kloubti a pohybového
aparatu. Vhodné je pro zacatek zatrazeni chiize, nordic walkingu ¢i v mirnéjsi formé nadvahy
jizdu na kole ¢i plavani. U jizdy na kole je potieba, aby si pacient dal pozor na zménu tlaku pfi
sesedani z kola a wvyvaroval se tak ndhlému kolapsu. Neni vhodné zatazovat pohyb
v nadmérné mife, na jehoz Cetnost pacienti nebyli zvykli. Je potieba nastavit dlouhodobé
udrzitelné pohybové navyky, které pomohou vytvotit kaloricky deficit, coz je zdsadnim
ptedpokladem pro postupnou redukci hmotnosti. U pacientil s diabetem, ktefi zacinaji se
sportovni aktivitou je potfeba zpozornét nejen pii nastaveni pohybového rezimu, ale také
stravovaciho reZimu. Pacient se nesmi dostat do stavu hypoglykémie, kterd se miize prohloubit
dlouhodobéjsi pohybovou aktivitou po nevédomém zvySeni davky inzulinu nebo pfi zvoleni
nevhodného a nedostatecného jidla bez dostate¢ného mnozstvi sloZzenych sacharidi.

Pacient mize byt ohrozen komplikacemi zpiisobenymi nevhodnou obuvi a vznikem
dekubitt, které mohou byt vyvolany pfitomnosti malych kaminkt ¢i jinych predmét v obuvi,
ptipadné zcela nevhodnou obuvi. Za vhodné je rovnéz povazovano zatfazeni psychoterapeutické
¢i psychiatrické podpory, protoze u velkého mnozstvi pacientll byvaji zaznamenavany obtize
spojené se zajidanim emoci ¢i traumat (Yumuk et al., 2015).

Farmakoterapie diabetu mellitus 2. typu je indikovana v ptipadech, kdy rezimova
opatfeni a modifikace Zivotniho stylu nevedou k adekvatni kompenzaci onemocnéni. Za
podminku pro zahdjeni terapie neinzulinovymi preparaty je povazovano zachovani funkéni
sekrece inzulinu. Vybér 1é¢iva je determinovan poZadavky na celkovou bezpecnost s ohledem
na kardiovaskularni a rendlni rizika, dale pak pfitomnosti komorbidit, vékem, rizikem
hypoglykémie a ekonomickou dostupnosti terapie. Perspektivni moZznosti v rdmci
farmakologické intervence je vyuziti 1é¢iv s inkretinovym efektem (IBTs). K dosaZeni
metabolické kompenzace se vyuziva Siroké spektrum farmakologickych skupin. Metformin je
povazovan za zékladni farmakum vzhledem ke schopnosti zvysit inzulinovou senzitivitu,
redukovat chut’ k pfijmu potravy a poskytnout kardioprotektivni Gi€inky pfi ptiznivém
ekonomickém profilu. Dal§imi moZnostmi jsou derivaty sulfonylurey a glinidy s primarnim
ucinkem na postprandidlni hyperglykémii, a glitazony, u nichz je nutné pocitat s moznym
vyskytem edému. Mezi moderni terapeutické modality patii inkretinova 1écba.



GLP-1 receptorovi agonisté (napf. liraglutid, exenatid) jsou podavany parenteralné€, coz
je spojeno s vyssi financni zatézi. Alternativné jsou dostupné peroralni DPP-4 inhibitory
(napt. gliptidy — sitaglipin), které vykazuji ptiznivou kombinovatelnost s ostatnimi
antidiabetickymi farmaky (Skrha et al., 2020).

Nedavno byl jako novinka a trend v 1é¢bé a kompenzaci obezity pfedstaven piipravek
Ozempic. Tento 1éCivy ptipravek, znamy pod generickym nazvem semaglutid, byl v roce 2017
schvalen americkym Ufadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) pro pouziti u dospélych
s T2DM. Podavani je realizovano formou tydenni injekce. Hladina gluko6zy v krvi je snizovana
stimulaci slinivky bfi$ni k vyssi produkci inzulinu. Mechanismus u€inku spo¢iva v napodobeni
piirozené se vyskytujiciho hormonu glukagon-like peptidu 1. Uginnost a bezpe&nost piipravku
Ozempic byla hodnocena ve studii STEP 1, publikované v roce 2021 v casopise The New
England Journal of Medicine. Studie byla vedena jako placebem kontrolovana, trvala 68 tydnt
a probihala na 129 pracovistich v 16 zemich. Ve skupin¢ 1é€ené ptipravkem Ozempic byl
zaznamenan primeérny ubytek hmotnosti o 14,9 %, zatimco ve skupiné s placebem o 2,4 %.
NejcastéjSimi zaznamenanymi nezaddoucimi U€inky byly gastrointestinalni potiZe, konkrétné
nevolnost, zvraceni a prijem. VéEtSina téchto priznakd byla hodnocena jako mirné az stiedni
intenzity a v prubehu ¢asu doslo k jejich ustupu (Wilding et al., 2021).

Upravit Zivotni styl + metformin

| pfinesnaienlivosti metforminu
antidiabetikum z druhé drovné

npnlmsl.p-m ||qmmn ||+ gliflozin |

|zména dvojkombinace nebo nové trojkombinace antidiabetik

Kombinovana terapie antidiabetiky véetné inzulinu / IT

HbA, <60 nebo individudiné stanoveny cil

Obrizek ¢ .3 Doporuceni Ceské diabetologické spolecnosti 2017 pro algoritmus 16¢by hyperglykemie u nemocnych s DM
2. typu, prevzato z clanku Weber et al., 2021. Dostupné z : https://www.solen.cz/pdfs/far/2021/04/05.pdf.
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3.3 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom je definovan soucasnym vyskytem nékolika komorbidit. Jedna se
o naruSeny metabolismus glukoézy a inzulinu (inzulinova rezistence), nadvahu a mirnou
dyslipidémii s hypertenzi. Za zadsadni abnormalitu tohoto syndromu je povazovana inzulinova
rezistence. Nicmén¢ faktory jako strava, zivotni styl, fyzicka aktivita spole¢n¢ s dosud
neznamymi genetickymi faktory se podili na vzniku tohoto komplexniho syndromu (Laaksonen
et. al., 2002)

3.3.1 Definice metabolického syndromu

Metabolicky syndrom je definovan jako komplexni porucha metabolismu, jejiz vyvoj je
uzce spojen s inzulinovou rezistenci a nadbytkem mastnych kyselin v organismu. V souvislosti
s rostoucim vyskytem obezity a inzulinové rezistence je zaznamenavan narast poctu piipadi
tohoto syndromu. Inzulinova rezistence je charakterizovdna sniZzenou citlivosti bunék na
inzulin, coz vede ke zpomalené odpovédi na jeho pisobeni. Timto mechanismem je zvySovano
riziko rozvoje srde¢né-cévnich onemocnéni, T2DM, cévnich mozkovych piihod a dalsich
onemocnéni souvisejicich se zivotnim stylem. Stres, infekéni onemocnéni ¢i psychogenni
prejidani jsou spojovany se zvySenou produkci kortizolu, ktery brani efektivnimu vyuziti
glukézy svaly a jatry. Vysledkem je opakovany narist glykémie a opakované posileni
inzulinové rezistence. Tento za¢arovany kruh je podporovan také zvySenou hladinou volnych
mastnych kyselin, které narusuji glukézovy metabolismus a inzulinovou citlivost, ¢imz je
pfispivano k rozvoji T2DM. Ke vzniku metabolického syndromu je pfispivano kombinaci
ruznych faktort. Mezi neovlivnitelné faktory jsou fazeny pohlavi, vék a etnicky ptivod. Mezi
ovlivnitelné slozky je zahrnovan predevsim zplsob zivota, celkovy zivotni styl a ekonomicko-
socialni situace. Preventivni opatieni, jako je tprava jidelnicku (omezeni jednoduchych cukrti
a zivoc¢iSnych tuktll, zvySeni ptijmu vlakniny) a pravidelna pohybova aktivita, mohou vyrazné
sniZit riziko rozvoje onemocnéni. V piipad€, Ze zména Zivotniho stylu nevede ke zlepSeni
zdravotniho stavu, je indikovdno uvazovani o farmakologické 1é€bé. LéEba metabolického
syndromu je povaZzovana za naro¢nou, nebot’ dosud nebyla definovana jednotna strategie, ktera
by tento problém feSila komplexn&. Terapeuticky piistup je zaméfen predev§im na snizeni
akutnich 1 dlouhodobych zdravotnich komplikaci, nebot se odhaduje, Ze pacienti s
metabolickym syndromem maji ve srovnani s béznou populaci dvojnasobné zvysené riziko
kardiovaskularnich onemocnéni a pétindsobné zvysené riziko vzniku T2DM (Grundy et al.,
2016; Grundy et al., 2005; Swarup et al., 2024).



Diagnosticka kritéria metabolického syndromu pozaduji splnéni 3 nebo vice
metabolickych abnormalit:

1. Abdominalni obezita (centralni obezita) — obvod pasu u muzi > 94 cm, u zen > 80
cm. Typické je ukladani tukové tkané v oblasti biicha a vysoky pomér obvodu pasu
a boku (tzv. WHR — waist hip ratio).

2. Zvysena hladina triglyceridi > 1,7 mmol/l nebo léCba hypertrigliceridémie.

3. Nizky HDL cholesterol — u muzi < I mmol/l a u Zen <1,3 mmol/l nebo
Dyslipidémie.

4. Zvyseny krevni tlak — hodnoty nad 130/85 mmHg nebo 1éc¢ba hypertenze.

5. Glykémie nala¢no > 5,6 mmol/l nebo dfive diagnostikovany T2DM, piipadné
inzulinova rezistence.

3.3.2 Prevence a 1écba metabolického syndromu

Vsechny slozky metabolického syndromu jsou velmi uzce propojeny s Zivotnim stylem
a prevence spociva zejména ve snizeni rizikovych faktorli, sniZeni rizika kardiovaskularnich
onemocnéni a krevniho tlaku ve spojitosti s patficnou nutri¢ni intervenci. Zasadni je tvorba
rovnovahy mezi potiebou kalorii a zivin a redlnym piijmem. Také je doporu¢ovano zmény
zatazovat postupné, zaradit pohybovou aktivitu, vyhybat se koufeni a snizit mnozstvi alkoholu
na minimum. Soucasti je také spravnd spankova hygiena, vyziva je pouze jednim dilkem ze
skladacky. Soucasné pokyny podle profesnich organizaci doporucuji sniZzeni zékladni télesné
hmotnosti o 7 — 10 % b&hem 12 mésich se spravné nastavenym kalorickym deficitem
a dostatkem fyzické aktivity. American Heart Association a American College of Cardiology
je doporucovano 150 minut stftedné intenzivni nebo 70 minut vysoce intenzivni fyzické aktivity
tydné. Ke sniZeni rizika kardiovaskularnich onemocnéni je doporuc¢ovana jiz vyse zminéna tzv.
sttedomofiska strava. Je vhodné velmi stfidmé nebo minimalné zatazovat potraviny bohaté na
vysoky obsah soli, cukru a nekvalitniho tuku. Je nezbytn€¢ nutné obecnd doporuceni plné
individualizovat a idedln¢ kombinovat nutri¢ni intervenci s psychologickou podporou. Pokud
rezimova opatieni nefunguji, je na misté zvazit farmakologickou 1écbu (Swarup et al., 2024).

Lécba metabolického syndromu je vyZzadovana multidisciplinarnim tymem, zahrnujicim
spolupraci kardiologa, obezitologa, endokrinologa, nutri¢niho terapeuta, fyzioterapeuta a
psychologa ¢i psychiatra. U pacientll s metabolickym syndromem je medikamentdzni terapie
bézné¢ doporucovana k 1écbé dyslipidémie, hypertenze, inzulinové rezistence nebo T2DM.
Soucasna doporuceni stanovuji pfesné méfeni a pravidelnou dokumentaci krevniho tlaku
tlakomérem. Je nezbytné diagnostikovat a 1€cit reverzibilni pfic¢iny, vCetn€ zhorSujicich se
faktorii hypertenze. Vybér antihypertenziv zavisi na ptidruzenych komorbidnich stavech a
dalSich rizikovych faktorech. Mezi léky doporucené pro 1écbu inzulinové rezistence patii
metformin, inhibitory dipeptidylpeptidazy-4 (DPP-4), agonisté glukagonu podobného peptidu-
1 (GLP-1) a pioglitazon. Pacienti, u kterych selhava farmakologicka 1é¢ba, mohou podstoupit
chirurgicky zékrok. Nejbéznéjsimi vykony jsou v soucasnosti laparoskopickd nastavitelna
band4z zaludku, laparoskopicky bypass zaludku a laparoskopicka sleeve gastrektomie.
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Bariatrické operace je doporucovana u pacientti s BMI > 40 kg/m? nebo u pacientti s BMI > 35
kg/m? a dalsich komorbidit. Po operaci by méli byt pacienti dlouhodobé sledovani, aby se
predeslo chirurgickym, nutricnim a psychiatrickym komplikacim (Swarup et al., 2024).

3.3.3 Souvislost metabolického syndromu a sloZeni mikrobiomu

V klinickych studiich, které byly provedeny na obéznich pacientech, byly potvrzeny
specifické zmény ve slozeni stfevniho mikrobiomu — naptiklad snizeni kmene Bacteroidetes
a proporcionalniho zvySeni Firmicutes. Navic bylo zjisténo u zen s nadvahou sniZzeni rodu
Bifidobacterium a Bacteroides. Oproti tomu doslo ke zvysSeni rodd Staphylococcus,
Enterobacteriaceae a Escherichia coli ve srovnani s t¢hotnymi Zzenami s normalni hmotnosti.
Ve studii zaméfené na obézni dvojcata byla zaznamenana snizend diverzita mikrobioty,
zejména pokles Bacteroidetes a Actinobacteria, ale bez vyrazné zmény Firmicutes.

Byla také popsédna nizka bakteridlni rozmanitost a pokles prospéSnych bakterii (napr.
Akkermansia muciniphila) u pacientli s nadvéhou, snizenou tvorbou ochranného butyratu nebo
zvySenym rozkladem hlenu a vy$$im oxidac¢nim stresem (Festi et al., 2014).

3.4 Mikrobiom

Pod pojmem mikrobiota je oznacovana cela populace mikroorganisml — zahrnuje nejen
bakterie, ale také dal$i mikroby jako houby, archea, viry a prvoky. V soucasnosti je o lidsky
mikrobiom velky z4jem, nejen z ditvodu spojeni stfevni mikrobioty s fadou onemocnéni, jako
jsou zanétliva stfevni onemocnéni, syndrom drazdivého tra¢niku, metabolickd onemocnéni a
alergie. U neurologickych onemocnéni vSak neni dostate¢né mnozstvi dikazd pro potvrzeni
mozného vzniku pii dysbioze (Jandhyala et al., 2015; Rinninella et al., 2019).

Stfevni mikrobiom je kdédovan vice nez 3 miliony genli produkujicimi tisice metabolitd,
zatimco lidsky genom je tvoten piiblizné 23 000 geny. Na tvorbé mikrobioty je podilena volba
zpisobu porodu (vagindlni nebo cisaisky fez), strava v kojeneckém veéku a v dospélosti,
pfipadné uZivani antibiotik. Mikrobiom je ovliviiovan rozdily mezi jednotlivci, zejména v
disledku enterotyptl, odli$nosti stravovacich navyki, frekvenci pohybu a celkové rozdilnosti v
zivotnim stylu. V souladu s tim neni dosazeno stejného sloZeni stfevni mikrobioty, protoze je
kazdému jednotlivci vlastni. Je vSak nezbytné, aby byla respektovéana zdrava rovnovaha mezi
hostitelem a mikroorganismy, coZ umoziuje optimalni plnéni sprdvnych metabolickych a
imunitnich funkci a prevenci nerovnovahy stfevnich bakterii a souvisejicich komplikaci
(Jandhyala et al., 2015; Rinninella et al., 2019).



V poslednich letech bylo védclim umoznéno pomoci novych technologii fylogeneticky
identifikovat nebo kvantifikovat slozky stievni mikrobioty analyzou nukleovych kyselin (DNA
a RNA) ziskanych pfimo ze stolice. VétSina téchto technik je zaloZena na extrakci DNA
technikou pro zvyraznéni rozmanitosti a pocetnosti mikrobiomu. Sekvence genu 16S rRNA
lze vyuzit pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) a metagenomického sekvenovani
k charakterizaci mikrobialnich kmeni (Rinninella et al., 2019).

3.4.1 SloZeni stfevniho mikrobiomu a jeho funkce

Normalni lidsky mikrobiom je slozen z kmenl Bacteroidetes, Firmicutes.
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria a Verrucomicrobia. Dva hlavni kmeny (.
Firmicutes a Bacteroidetes) ptedstavuji az 90 % stievni mikrobioty. Ve 3 letech véku déti se
sttevni mikrobiota se zac€ind podobat mikrobiomu dospé€lych. Normalni stfevni mikrobiota ma
za ukol zajiStovat hostiteli specifickou funkci v metabolismu Zivin, xenobiotik a 1éCiv,
udrzovat strukturdlni integritu stfevni slizniéni bariéry a podilet se na imunomodulaci
a ochrané ptfed patogeny. Dysbidza stfevni mikrobioty je totiz spojena nejen se stievnimi
poruchami (Jandhyala et al., 2015; Rinninella et al., 2019).

Stfevni mikrobiota je rozliSena nejen podle jednotlivych ¢asti traviciho traktu — kazda
oblast ma své odlisné fyziologické podminky, pH, obsah kysliku a je odliSovana mezi sebou
také rychlosti prichodu traveniny (nejrychleji proudi od st po slepé stievo, dale se jeji tok
to zejména kvili vysoké koncentraci Zluci a kratké dobé prichodu (v rozmezi od 3 do 5 hodin).
Tlusté stfevo hosti nejvy$§i mnoZstvi mikroorganismi, predevSim obligatné anaerobnich
bakterii. S postupem do dalSich ¢asti traviciho traktu roste zastoupeni striktné anaerobnich
druhti, zatimco pocet fakultativné aerobnich bakterii klesa (Rinninella et al., 2019).

Stevni bakterie jsou povazovany za klicové regulatory traveni podél gastrointestinalniho
traktu. Komenzalni bakterie hraji zasadni roli pfi extrakci, syntéze a absorpci mnoha Zivin, jako
jsou lipidy, aminokyseliny, vitaminy, mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SAFA) a
metabolity, vcetné¢ zluCovych kyselin. Stfevni mikrobiota rovnéZ pfispiva k prevenci
nerovnovahy mezi jednotlivymi kmeny tim, Zze udrzuje integritu stievniho epitelu.
Mikroorganismy zabranuji patogenni kolonizaci prostiednictvim mnoha konkuren¢nich
procest, jako je metabolismus Zivin, modifikace pH, sekrece antimikrobidlnich peptidi a
ovliviiovani signalnich drah bun€k. Nedavné studie navic identifikovaly kritickou roli
komenzalnich bakterii a jejich produkta v regulaci vyvoje, homeostazy a funkce bun€k vrozené
a adaptivni imunity (Rinninella et al., 2019).
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Homeostdza mikrobiomu je povazovana za kli¢ovou pro udrzeni normélni a zdravé
funkce lidského téla, pfi¢emz mnoho terapeutickych strategii je navrzeno s cilem dosazeni
vhodného poméru mezi kmeny Bacteroidetes a Firmicutes. Podadvani prebiotik, probiotik,
synbiotik, Ci transplantace stolice a bakterialniho konsorcia byly testovany jako metody
modifikace stfevni mikrobioty. Modifikaci mikrobioty smérem k pozitivnimu efektu mize byt
potencialn¢ dosazeno 1écby fady onemocnéni, pozitivniho plsobeni proti obezité a zanétim.

teg= Obezita |F/B=18D

Bacterondetesl lFlrmicutes

Firmicutes T TBactermdetes

Qend

Rovnovaha mikrobiomu

Firmicutes Bacteroidetes
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Obrazek ¢ . 4 Zmeny v poméru kmenii bakterii rodu Bacteroidetes a Firmicutes. (syndrom drazdivého tra¢niku — IBD)
Upraveno dle Stojanov et al., 2020. Dostupné z : doi:10.3390/microorganisms8111715. Nevhodny pomér k jedné ¢i druhé
strané¢ muize zpusobit predispozici k obezité nebo ke stitevnim zanétim.

Nicméné touto problematikou se byla zabyvana studie podle Magne et al. (2020).
Souhrnné 1ze konstatovat, Ze velmi vysoka variabilita v relativnim zastoupeni rodd Firmicutes
a Bacteroidetes mezi jednotlivei v ramci stejné populace byla zjisténa. Tato variabilita je
pravdépodobné ovliviiovana fadou faktorti souvisejicich s zivotnim stylem, vcetné stravy,
fyzické aktivity, uzivani antibiotik a dalSich environmentalnich vlivi, které modifikuji slozeni
sttevni mikrobioty. Tento fakt mtze byt vyuzit k vysvétleni rozpori ve vysledcich studii
porovnavajicich mikrobiotu osob s normalni hmotnosti a obéznich. Pfima souvislost mezi
zménami v poméru Firmicutes/Bacteroidetes a obezitou dosud nebyla dostate¢né prokazana.
Pomé&r Firmicutes/Bacteroidetes jiZ neni v soucasnych doporucenich povazovan za aktualni.
V budoucich studiich by mély byt jednotlivé subjekty detailnéji charakterizovany a konkrétni
faktory ovliviiujici sloZeni mikrobioty jasné vymezeny. Namisto snahy o identifikaci
univerzalniho taxonomického markeru obezity by mélo byt upfednostnéno zaméfeni vyzkumu
sttevni mikrobioty spojené s obezitou na identifikaci taxonomickych markerti umoznujicich
diferenciaci pacientt do specifickych podskupin. Zavedenim diferenciace mikrobiomu
pacientli by mohla byt umoznéna personalizace 1é€by obezity, coz by vedlo k efektivnéjsi a
cilené;si terapii.



3.4.2 Faktory, které ovliviiuji stfevni mikrobiom

Slozeni stfevni mikrobioty je béhem zivota dynamicky ménéno. Kolonizace sttevniho
mikrobiomu je zahajovéna jiz pii porodu, ktery je povazovan za prvni kli¢ovy moment. U
predCasné narozenych déti je Casto zaznamenavana nizsi mikrobialni rozmanitost a vyssi
zastoupeni potencialné patogennich druhti. Zplisob porodu je rovn€z povazovan za vyznamny
faktor — vaginalnim porodem je podporovana vétsi bakterialni diverzita, ktera prispiva k
pozitivni modulaci imunitniho systému. Podle studie Rinninella et al., 2019 je u kojenct
zivenych matefskym mlékem zjisStovano vyssi zastoupeni bakterii rodu Bifidobacterium a
nizsi vyskyt Clostridium difficile a Escherichia coli ve srovnani s kojenci krmenymi umélou
vyzivou.

Stfevni mikrobiota je povazovéana za zdsadniho Cinitele v procesu traveni potravy,
nebot’ disponuje geny kodujicimi travici enzymy, které lidskymi buiikami produkovany
nejsou. Témito enzymy je umoznén metabolismus a fermentace riznych slozek potravy, ¢imz
jsou hostiteli pfindSeny nutricni benefity. Hlavnimi metabolickymi produkty stfevnich bakterii
jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SAFA), zejména acetat, propionat a butyrat, které
jsou produkovany béhem anaerobni fermentace nestravenych sacharidi (Stojanov et al.,
2020).

3.4.3 Mikrobiom a obezita

Vznik obezity je ovliviiovan stfevni mikrobiotou prostiednictvim pfimych interakei s
proximalnimi organy a nepfimych interakci se vzdalenymi orgény, zprostiedkovanych
metabolickymi produkty, zejména mastnymi kyselinami s kratkym fetézcem (SAFA), v¢etné
komunikace s jatry, tukovou tkdni a mozkem. Zasadni role pfi rozvoji obezity je pfisuzovana
SAFA, nebot’ jejich plisobenim dochdzi k interakci s tukovou tkani prostfednictvim dvou
receptorl spfazenych s G-proteiny exprimovanych v adipocytech (Gpr41 a Gpr43). Timto je
podporovana tvorba adipocytd a inhibovana lipolyza. Rovnéz je zaznamenavano snizeni
syntézy hormonil potlacujicich hlad, jako je leptin, peptid YY a glukagon-like peptid. Chut’ k
jidlu a pocit sytosti jsou ovliviiovany stfevni mikrobiotou prostfednictvim aktivace
bloudivého nervu nebo imunitné—neuroendokrinnich mechanismi. Metabolismus zlu¢ovych
kyselin je sttevni mikrobiotou podporovan a jaterni homeostaza triacylglycerolt (TAG) a
glukoézy je jejim plisobenim modifikovana. Modulace stfevni mikrobioty, spolecné se zménou
stravovacich navyktl a suplementaci probiotiky, je povaZovana za slibny pfistup k prevenci i
1é¢bé obezity (Stojanov et al., 2020).

Studie, které byly zaméfené na konkrétni bakterialni druhy ukézaly, Ze u jedincti s vyssi
télesnou hmotnosti jsou castéji pozorovany druhy jako Blautia hydrogenotrophica,
Coprococcus catus, Eubacterium ventriosum, Ruminococcus bromii a Ruminococcus obeum.
Naproti tomuu §tihlych pacientl prevazuji druhy Bacteroides faecichinchillae, Bacteroides
thetaiotaomicron, Blautia wexlerae, Clostridium bolteae a Flavonifractor plautii. Tyto rozdily
lze castecné vysvétlit odliSnou schopnosti bakterii produkovat enzymy Stépici sacharidy.
Naptiklad Ruminococcus bromii, z kmene Firmicutes, se vyrazné podili na odbourdvani
rezistentniho Skrobu, a to efektivnéji nez jiné druhy jako Eubacterium rectale, B.
thetaiotaomicron nebo Bifidobacterium adolescentis (Stojanov et al., 2020).
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Probiotika, ktera méla potencial snizit pomér F /B a obezitu jsou vétSinou bakterie
z rodu Lactobacillus a Bacillus a kvasinky z rodu Saccharomyces (Stojanov et al., 2020).

3.4.4 Mikrobioma T2DM

Mikrobiom je povazovan za slozku, kterd vyznamné pfispiva k posileni imunity jedince,
usnadiiuje traveni potravy, reguluje stfedni endokrinni funkce, nervovou signalizaci,
modifikuje G¢inky 1€k a ovliviluje metabolismus. Rovnéz je pfipisovdna role v eliminaci
toxinll. Stfevni mikrobialni metabolity vstfebané hostitelem ptlisobi na receptory v organech
(jatra, stfevo, hnédd tukova tkan a centralni nervovy systém) a podileji se na syntéze
mikronutrientt, regulaci stievni motility, vstfebavani mineralnich latek a elektrolytii (Jiang et
al., 2024).

Ve studii Le Chatelier et al., 2013 bylo potvrzeno, Ze jedinci s nizkym zastoupenim
sttevniho mikrobiomu jsou vystaveni vys$$i nachylnosti k obezité, inzulinové rezistenci a
dyslipidemii. U pacientli s nizkym poctem genii (LGC) a vysokym poctem genti (HGC) bylo
zjisténo, Ze pocetnost Lactobacillus, Prevotella, Bacteroides, Desulfovibrio a Oxalobacter spp.
ve stfevni mikrobioté¢ klesd, pficemz tento pokles diverzity mize podporovat rozvoj
metabolickych poruch. Funkéni zmény ve stievni mikrobioté jedincti s LGC zahrnuji predevsim
snizeni poc¢tu bakterii produkujicich butyrat a zvySeni poméru Akkermansia k R. torque/gnavus.
Tento stav je spojen se zvySenou degradaci hlenu, snizenim potencidlu produkce vodiku a
metanu, zvySenim poctu bakterii Campylobacter/Shigella a zvySenim aktivity peroxidazy.
Nerovnovaha mezi pro- a protizanétlivymi bakteridlnimi druhy u jedincti s LGC je povaZovana
za faktor, ktery je vystavuje vysSimu riziku rozvoje metabolickych onemocnéni, jako je
prediabetes a T2DM (Jiang et al., 2024; Le Chatelier et al., 2013; Ouchi et al., 2011).

Ceftezol (CTZ) je povazovan za Sirokospektré cefemové antibiotikum, které je ucinné
proti celé fadé grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii. Z farmakologického hlediska je
jeho ucinek zaméten predevs§im na bakterie rodu Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia
coli, Klebsiella spp. a dalsi enterobakterie. Ceftezol je vyuZivan pii 1écbé infekci dychacich
cest, moCového ustroji, koznich a meékkotkanovych infekci, a také v ramci profylaxe
chirurgickych infekci. Soucasné byla u ceftezolu prokazéana inhibi¢ni aktivita vii¢i enzymu alfa-
glukosidaze, ¢imz byla dokumentovana jeho antidiabetickd ucinnost in vivo. Pfi srovnéani
ekvivalentnich molarnich koncentraci bylo zji§téno, Ze solné i volné formy ceftezolu vykazuji
srovnatelnou biologickou aktivitu. Solnd forma (ceftezol sodny) je charakterizovéna lepsi
rozpustnosti ve vodé a vysSi stabilitou, coz pfispiva k pfiznivéjSim farmakokinetickym
vlastnostem. Ve studiich bylo dale prokazano, ze aktivita ceftezolu proti klinickym izolatim
Escherichia coli a Klebsiella spp. je srovnatelnd s u¢innosti cefazolinu a vyssi nez Gc¢innost
cefaloridinu a cefalothinu (Noto et al., 1976; Nishida et al., 1976).



Amoxicilin je definovan jako polosyntetické antibiotikum ze skupiny aminopenicilind,
charakteristické rozsifenym spektrem téinku oproti ptivodnimu penicilinu. Uginek amoxicilinu
je zalozen na inhibici enzymatickych procesti nutnych pro tvorbu peptidoglykanové vrstvy
bakterialni bunécné stény, coz nasledné vyusti v lyzu a smrt bakterie. V klinické praxi je
amoxicilin predepisovan k terapii infekci vyvolanych beta-laktamazové negativnimi
bakterialnimi kmeny, véetné infekci zplisobenych streptokoky a meningokoky. Vyznamné
uplatnéni nachazi také v 1écb¢ diabetickych ulceraci, kde ptispiva k eliminaci patogennich
mikroorganismui a zlepSeni procesu hojeni (Akhavan et al., 2023).

3.4.5 Mechanismy, kterymi bakterie ovliviiuji rozvoj T2DM a obezity

Pacienti s T2DM jsou bézn¢ lé¢eni kombinaci n¢kolika 1ékti za wucelem dosazeni
adekvatni kompenzace glykémie a prevence kardiovaskularnich komplikaci. Lécba je obvykle
spojena s ovlivnénim stfevniho mikrobiomu. Bylo zjisténo, Ze ve stfevnim mikrobiomu
nelécenych pacientli s prediabetem pifevazuji bakterie produkujici butyrat, Akkermansia
muciniphila a dal$i druhy s prozanétlivym potencialem (Zhong et al., 2019).

U pacientd lé¢enych metforminem byl pozorovan pokles bakterii rodu Roseburia a
Subdoligranulum. Bylo prokazano, ze 1éCba metforminem modifikuje stfevni mikrobiotu
pacienti s diabetem, jak naznacuje zvySené zastoupeni mucin degradujici bakterie Akkermansia
muciniphila a bakterii produkujicich SAFA, jako jsou Bifidobacterium bifidum a Butyrivibrio.

Dale bylo potvrzeno zvysSeni poctu Escherichia coli a snizeni poctu Enterobacteriaceae
u pacientil 1écenych metforminem, pfi¢emz bylo zaznamenano ptibliZzeni poc¢tu n¢kterych roda
sttevnich mikrobt k hladindm pozorovanym u zdravych kontrol. Pfedpoklada se, ze metformin
ovlivituje T2DM prostiednictvim modulace stfevni mikrobioty a mikrobidlni produkce SAFA.
Bylo rovnéz prokazéano, Ze probiotickd terapie zaméfena na modulaci mikrobioty zvySuje
produkci SAFA a soucasné snizuje inzulinovou rezistenci (IR), coz pravdépodobné piedstavuje
mechanismus podobny t¢inku metforminu. Nekteré studie dale ukazaly, ze probiotika ptisobi
jako adjuvans k metforminu tim, ze podporuji produkci butyratu a umoziuji lepsi regulaci
hladiny gluk6zy (Jiang et al., 2024).

3.4.6 SloZeni mikrobiomu u obéznich pacientii a pacienti s T2DM

Ve snaze rozliSit mikrobidlni znaky typické pro obezitu a T2DM byla ve studii
Thingholm et al., 2019 provedena analyza stfevniho mikrobiomu u tfi skupin pacientt.
Jednalo se o §tihlé pacienty bez T2DM (n = 633), obézni pacienty bez T2DM (n = 494)

a obézni pacienty s T2DM (n = 153). Kromé taxonomickych a funk¢nich profila
mikrobiomu byly zohlednény také anamnestické tidaje, biochemické a biometrické
parametry, jidelni zvyklosti a krevni testy. Vysledky studie ukazaly, Ze obezita je provdzena
vyraznymi zménami ve slozeni mikrobiomu (a to jak na Grovni jednotlivych taxond, tak

1 v jejich funkénich schopnostech). Byla pozorovana souvislost mezi zménami mikrobiomu
a koncentraci n€kterych sérovych metaboliti. To naznacuje potencialni interakce mezi
sttevnimi mikroorganismy a celkovym metabolickym stavem jedince.
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Mezi nejvyrazngji zmeénéné rody pattily druhy Akkermansia, Faecalibacterium,
Oscillibacter a Alistipes. Na rozdil od obezity byly asociace mezi sttevnim mikrobiomem
a T2DM podstatné¢ mén¢ vyrazné. U pacientti s T2DM byl zaznamenan pouze bézny narist
zastoupeni rodu Escherichia/Shigella. Dal§im vyznamnym faktorem ovliviiujicim slozeni
mikrobiomu byla farmakoterapie. UZivani antihypertenziv, antidiabetik a doplikt stravy —
zejména piipravkl s obsahem zeleza — vykazovalo vyznamné asociace s variabilitou
mikrobidlniho slozeni (Thingholm et al., 2019).

Studie podle Wang et al., 2020 se zamérovala na identifikaci rozdili ve slozZeni
a funkénich vlastnosti sttevni mikrobioty mezi pacienty s T2DM v kombinaci s obezitou
a zdravymi jedinci. Do studie bylo zafazeno Sest obéznich pacientii s T2DM a Sest zdravych
dobrovolnikii. Vysledky ukézaly snizené zastoupeni kment Firmicutes, rodi Oribacterium
a Paenibacillus, coz muze poukazovat na potencialni patofyziologické mechanismy spojené
s T2DM. Kromé toho byly identifikovany tfi klicové bakterialni taxony — Bacteroides
plebeius, Phascolarctobacterium sp. CAG207 a zastupci fadu Acidaminococcales — které by
mohly mit terapeuticky potencial v 1é€be€ tohoto onemocnéni (Wang et al., 2020).

3.4.7 Porovnani mikrobiomu pacienti T2DM se zdravymi jedinci

U zdravych jedinci je vykazovana vysoka taxonomicka diverzita mikrobioty. Jeji sloZeni
vSak neni stabilni — miiZze byt ovliviiovano vékem, Zivotnim stylem, uzivanim 1€kt nebo
pusobenim environmentdlnich faktord. V tenkém stfevé je zaznamendvéna ptevaha
proteobakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae, zatimco v tlustém stfeve jsou bézn¢ identifikovani
zastupci Celedi Bacteroidaceae, Prevotellaceae a Rikenellaceae. Jak jiz bylo uvedeno, v
détském veku jsou dominujicimi druhy Akkermansia muciniphila, Bacteroides, Veillonella,
Clostridium coccoides spp. a Clostridium botulinum spp. Ptiblizn¢€ kolem tfetiho roku Zivota
dochazi k ustaleni sloZzeni mikrobioty na vzorec podobny dospélym jedinciim, kde prevladaji
tf1 hlavni bakteridlni kmeny: Firmicutes, Bacteroidetes a Actinobacteria. Ve vyssim véku (nad
70 let) je Casto pozorovano snizeni zastoupeni rodu Bifidobacterium a naopak zvySeni rodi
Clostridium a Proteobacterium, coz miiZe byt spojeno se zhorSenou funkci imunitniho systému
a progresi zanétlivého stavu (Wang et al., 2020).

Ve studii Jiang et al., 2020 bylo u pacienti s T2DM bez obezity zaznamenano sniZené
mnozstvi Akkermansia muciniphila, které pozitivné korelovalo s poklesem sekrece inzulinu.
Dalsi studie prokazaly, ze bakterie rodi Ruminococcus, Clostridium, Bifidobacterium,
Bacteroides, Eubacterium, Listeria a dalsi ptedstavuji hlavni stfevni mikroorganismy, které
ovliviiuji tvorbu sekundérnich zlu¢ovych kyselin (Jiang et al., 2024).

Studie transplantace stolice navic ukdzaly, Ze obézni jedinci s metabolickym syndromem
maji po pfenosu stfevni mikrobioty od $tihlého darce zvySenou citlivost na inzulin. Nicméné se
stale jedna pouze o teoreticky zéklad pro propojeni stfevniho mikrobiomu a energetického
metabolismu celého téla. Nedavné studie naznacuji, ze lidsklidsky mikrobiom je u obéznich
jedinct oproti §tihlym jedinciim zménén, pravdépodobné predevsim zvySenim poctu fylogenti
Ligustrum spojenych s obezitou a snizenim poctu Bacteroidetes (Jiang et al., 2024).



3.5 Molekularné genetické metody

Izolace biomolekul, véetné DNA, RNA a proteint, je fazena k nejzasadnéjSim metodam
v molekularni biologii. Prvni ispéSnou extrakci DNA provedl v roce 1869 Svycarsky fyzik
Friedrich Miescher. Tyto biomolekuly lze ziskat z riznych biologickych materiali — naptiklad
z zivych ¢i konzervovanych tkanich, bunék, virovych Castic a dalSich vzorkli. K izolaci
chromozomalni nebo genomové DNA se bézné v moderni mikrobiologii jsou vyuzivany
komeréni kity, které se vyznacuji svoji presnosti, rychlosti a snadnou ovladatelnosti. Tyto kity
pracuji na principu tradi¢nich metod, jako je guanidiniumthiokyanat-fenol-chloroformova
extrakce, nebo vyuzivaji kolonovou technologii, kterd je Siroce rozsifena pii extrakci DNA
a RNA. Dale se uplatiiuji chromatografické metody pro purifikaci téchto biomolekul (Tan et
al., 2009).

Objev polymerazové fetézové reakce diametralné zménil védu od momentu, kdy byla
poprvé objevena v roce 1990 Kary Mullisem a poprvé umoznila specifickou detekci
a produkci velkého mnozstvi DNA. V soucasnosti se jedna o metodu, ktera je Casto vyuzivana
1ékati a védeckymi pracovniky k diagnostice onemocnéni, klonovani a sekvenovani genii
rychlym, pfesnym a citlivym zptisobem. Princip PCR metody spociva v repetici denaturace
dvousroubovice DNA a naslednou renaturaci fetézcii s oligonukleotidy. Tyto latky slouzi
zaroven jako primery pii syntéze nového fetézce DNA. PCR metoda se sestava ze 3 hlavnich
kroka: 1. denaturace, kterd probiha pti vysokych teplotach (90 — 97 °C ). Nasleduje hybridizace,
kdy primery nasedaji na templat DNA k prodlouzeni. V poslednim kroku s ndzvem elongace
dochazi k prodlouzeni a vytvotreni komplementarni kopie fetézce DNA (viz obrazek ¢. 5)
(Garibyan et al., 2013).
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Schéma PCR
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Obrazek ¢ . 5 Schéma PCR (dostupné z internetového webu
https://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=1485&typ=html)

Sangerovo sekvenovani je Siroce vyuzivana metoda sekvenovani DNA, pfedevs§im pro
klonované plazmidy a klinické vzorky. K jejimu provedeni je vyZzadovana kombinace
fetézové terminacni reakce, gelové elektroforézy a fluorescencni detekce. Tato metoda byla
vyvinuta Frederickem Sangerem a jeho kolegy v roce 1977 a stala se zakladem pro dalsi
techniky v genetice a genomice. V této metod¢ jsou vyuZzivany specifické vlastnosti
dideoxynukleotidii (ddNTPs), které slouzi jako terminatory replikace DNA. Nejprve je k
jednovldknové DNA (matrice) pridavana DNA polymeraza, oligonukleotidy a smés ddNTPs.
Do kazdé ze ctyt paralelnich reakcei je pfiddno malé mnozstvi jednoho z téchto ddNTPs
(ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP), €¢imZ dochazi k terminaci syntézy. Jakmile polymeraza
inkorporuje ddNTP, syntéza je ukoncéena, protoze tyto molekuly nemaji hydroxylovou
skupinu na 3' konci. Nasledn¢ jsou produkty oddéleny pomoci elektroforézy na kratsi
fragmenty, které jsou analyzovany. Z uspofadani téchto fragment mize byt zpétné
rekonstruovéana ptivodni sekvence DNA.



1. Dvoufetézcova DNA (dsDNA) se denaturuje na dvé jednofetézcové DNA
(ssDNA).

2. Pftipoji se primer, ktery odpovida jednomu konci sekvence.

3. Piidaji se Ctyfi roztoky polymerazy se Ctyfmi typy dNTP, ale pouze s jednim
typem ddNTP.

4. Zahaji se reakce syntézy DNA a fetézec se prodluzuje, dokud neni nahodné
zaClenén terminac¢ni nukleotid.

5. Vzniklé fragmenty DNA jsou denaturovany na ssDNA.

6. Denaturované fragmenty se rozdeli pomoci gelové elektroforézy a urci se
sekvence.

pFidani ke Etyfem
roztok(im polymerazy @

denaturace
| . ) .
rozdéleni pomoci elektroforézy
A T € G

4 o

denaturace
fragmenta

Obrazek ¢ . 6 Postup Sangerova sekvenovani, prevzato a upraveno dle Gauther, 2008. Dostupné z :

o pridani primeru

prodlouZeni Fetézce

“AOER O -AROO

https://www.researchgate.net/publication/234248746_Simulation of polymer translocation_through small channels A m
olecular dynamics study and a new Monte Carlo _approach

Tato metoda byla klicovou technologii pro rozklicovani lidského genomu a je stale pro
svoji presnost vyuzivana, i kdyz byla z velké cCasti nahrazena nové¢jSimi technologiemi
(naptiklad NGS) (Sanger et al., 1977).

Studie podle Sikkema-Raddatz et al., 2013 porovnavala NGS a Sangerovo sekvenovani
a jejim cilem bylo zjistit, zda NGS dokéze pln€ nahradit Sangerovo sekvenovani v klinické
genetice. Princip NGS je nasledujici: Nejprve dojde k enzymatickému nebo mechanickému
rozdeleni genomové DNA a poté se ke koncim fragmentii pfipoji specifické sekvence
(adaptéry), které umozni jejich navazani na sekvean¢ni platformu. Fragmenty DNA se ptipoji
naptiklad na sklenénou desku a jsou namnozeny pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR).
Tim vzniknou tisice kopii kazdého fragmentu — tzv. clustery, které umoziuji siln€jsi signal pii
¢teni sekvence. Kazdy fragment je sekvenovan s pouzitim fluorescenéné zna¢enych nukleotidii
a potadi nové DNA se zaznamenava podle reverzibilni termindtorové metody. Po sekvenovani
se ziskana data porovnaji s referenénim genomem a dojde k vyhodnoceni pfitomnosti mutaci,
deleci, duplikaci nebo jinych odchylek v analyzovanych genech. Vysledkem studie bylo, ze
NGS muze odhalit dalsi genetické varianty, které by mohly uniknout Sangerovu sekvenovani,
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je efektivngj$i a je doporucovana jako primdrni metoda i diky niz§im ndkladim a lepsi
schopnosti detekce diagnostickych moznosti (Sikkema-Raddatz et al., 2013).

3.5.1 Stanoveni diverzity pomoci PCR - DGGEE se sekvenovanim bakterialnich
kmentu pomoci 16S rRNA — detekce 16S rRNA genu

Tato metoda umoznuje vysoce piesnou identifikaci mikroorganismi. 16S rRNA je
kli¢ovou strukturni soucasti bakterialni a archealni ribozomalni podjednotky 30S. Hraje zasadni
roli pfi zahajeni syntézy bilkovin a stabilizaci spravného parovani kodon-antikodon, véetné
interakce mezi trojici nukleotidi v mRNA a komplementarni trojici nukleotidi na tRNA. Tato
vlastnost umoziuje specifické navazani na kodon béhem translace. Pfimé sekvenovani 16S
rRNA genil ze vzorkl se stalo standardni metodou pro analyzu pocetnosti, struktury a funkce
mikrobialnich populaci v riznych prosttedich. Pro uréeni sekvence 16S rRNA je nejprve nutné
izolovat chromozomalni DNA z bakteridlni kultury, kterd je nasledné amplifikovana pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR) na cely gen nebo jeho specifickou ¢ast. Takto ziskana
DNA je nésledné pouzita jako templat pro dalsi sekvenacni analyzy (Jay et al., 2015).

3.5.2 NGS

Do spektra variaci DNA v lidském genomu jsou zahrnuty malé zmény bazi (substituce),
inzerce a delece DNA, velké genomové delece exont nebo celych gent a prestavby — inverze
a translokace. Metoda sekvenovani nové generace (NGS) se vyvinula velmi rychle béhem
poslednich 15 let. Tradi¢ni Sangerovo sekvenovani je omezeno na odhalovani substituci a
malych inzerci a deleci. Pro detekci zbyvajicich mutaci jsou ¢asto provadény specializované
testy, jako je fluorescen¢ni hybridizace in situ (FISH) pro konven¢ni karyotypizaci nebo
mikro€ipy srovnavaci genomové hybridizace (CGH) pro detekci submikroskopickych zmén
poctu chromozomalnich kopii, tzv. mikrodelece. Tyto udaje mohou byt vSak ziskany také ptimo
z dat sekvenovani NGS, ¢imzZ je eliminovana potieba specializovanych testli a zaroven je
ziskano celé spektrum genomickych zmén v jediném experimentu (Slatko et al., 2018; Behjati
etal., 2013).

Soucasné vyuzivané metody NGS se odliSuji od Sangerova sekvenovani také v tom, Ze
spoléhaji na mnohem kratsi Cteni, aktudlné asi do 300 — 500 bazi. Tato metoda je mnohem
efektivnéj$i, levn&$i a umoZziuje vyzkum genomu v populacnim méfitku. Metody
sekvenovani nové generace totiz ke svému postupu nevyzaduji bakterialni klonovaci postup —
sekvenovani probihd v bezbunééném systému. Soucasné se zpracovava miliony sekvencnich
reakci paralelné a cyklicky.



3.5.3 Shannonuv index

Zaklady Shannonova indexu byly formulovany Claudem Shannonem v roce 1963,
pficemz byla zavedena jednotka zndma jako Shannonova entropie. Byla koncepcné
definovana jako mira nejistoty ¢i mnozstvi informace asociované s hodnotou ndhodné
proménné. V ramci této studie byla proménnou gen a nositelem informace soubor hodnot jeho
exprese za ruznych experimentalnich podminek. Geny klasifikované jako geny s nizkou
entropii vykazuji stabilni expresni profily napii¢ hodnotami, ¢imz je indikovana nizka
informacni variabilita. Naproti tomu geny s vysokou entropii vykazuji vyraznou divergenci v
expresnich hodnotach, coz odrdzi zvySenou miru informacni rozmanitosti. Studie vyuzivajici
tuto metodu byly provedeny u lidskych bunéénych linii, mys$i, rostlin, kvasinek, bakterii, fagt,
ale zatim ne u vléknitych hub (Ameri et al., 2021).
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4 Material a metody

4.1 PCR - DGGE metoda

Pro analyzu vzorka na pfitomné bakterie metodou PCR — DGGE bylo nutné provést
nasledujici kroky. V praktické Casti byla pouzita metodika podle Muyzer a kol. 1993.

1 . pfiprava PCR produktl — bylo nezbytné ptipravit PCR reakci o nasledujicim slozeni:
naizolovand DNA, forward primer, reverzni primer (50 pmol kazdého), PCR OneTaq 2X
Master Mix (New England Biolabs), PCR voda. V nasledujici tabulce jsou uvedeny pottebné
hodnoty.

DNA templat I ul
Forward primer 10x338GC I ul
Reverse primer 10x534RP 1 ul
PCR Mix 15 ul
dH»0 12 ul
celkem 30 ul

Tabulka ¢ . 2 — priprava PCR vzorkii a potiebny material

Objem 200 pl byl smichdn v mikrozkumavce a vysledna smés byla vlozena do cykleru.
Vicko mikrozkumavky bylo pevné uzavieno a zaSroubovano, poté byl spustén program
Chaharzed ¢ . 86, zahrnujici uvodni denaturaci pti 95 °C po dobu 5 minut, nasledovanou 34
cykly (denaturace pti 95 °C po dobu 30 sekund, annealing pii 58 °C po dobu 20 sekund
a extenze pii 72 °C po dobu 40 sekund). Findlni extenze byla provedena pii 72 °C po dobu
5 minut. Primery pouzité v reakci byly pfedem nafedény v pomeéru 1:10 na vyslednou
koncentraci 10 pl.

2 . ptiprava agarosového gelu — Byl pfipraven agar6zovy gel o koncentraci 1,5 % (napf.
1,5 g agarozy ve 100 ml 0,5 x TBE pufru). Veskeré slozky byly zahtivany na ohtivacce az
do varu a nasledné odstaveny. Do rozpusténé smési bylo pfidano 3 pl ethidium bromidu
a smées byla dikladné promichéana. Po zchlazeni gelu piiblizné na 50 °C byl gel nalit do formy
s hfebinkem a ponechan k zatuhnuti. Nasledné byla provedena elektroforéza s pouzitim 2 ul
vzorku po dobu 20 minut pfi napéti 100 V .

3 . ptiprava DGGE gel — Pro analyzu celkovych bakterii bylo potfeba pfipravit gel
s denaturacni silou v rozmezi 35 — 60 %. Tabulka nize ukazuje recept pro ptipravu jednoho
gelu. Tento roztok vydrzi v lednici az 1 mésic, bylo proto mozné ptipravit vétsi objem.

Voda se pouziva deionizovana.



DGGE 25 ml

Denaturacni sila 35% 60 %
40 % Akrylamid (ml) 5,560 5,560
50x TAE (ml) 0,500 0,500
Formamide (ml) 3,500 6,000
Urea (g) 3,675 6,300
H>0 (ml) 12,250 9,500

Tabulka ¢ . 3 — priprava DGGE vzorkit a potiebny material

DGGE 25 ml

Denaturacni sila 35% 60 %
40 % Akrylamid (ml) 22,24 22,24
50x TAE (ml) 2 2
Formamide (ml) 14 24
Urea (g) 14,7 25,2
H>0 (ml) 49 38

Tabulka ¢ . 4 — priprava DGGE vzorkit a potrebny material

Michani gelu bylo provedeno nasledujicim zptsobem ve spojenych nadobach. Po
uzavieni spojnice byly do dvou nadob nality roztoky (kazdy zvlast) a nasledné doslo
k vytvoreni gradientu. Gradient byl vytvoren tak, ze bliZze k vypusti byl umistén roztok s vyssi
denaturacni silou (60 %) a do vzdalenéjsi nadoby byl nalit roztok s niZz8i denaturaéni silou (35
%), ktery postupné fedil silngj$i roztok a umoznil tak vznik gradientu. Jehla vypustné michacky
byla vlozena mezi skla DGGE aparatury, do obou roztokt byl pfidin TEMED a APP a poté
bylo spusténo cerpadlo. Jakmile hladina gelu dosdhla ptiblizn¢ 1 -5 mm pod okraj skel, byla
vypust’ presmérovana do kadinky a gel byl ponechan k polymeraci po dobu 45 minut.

Elektroforéza DGGE byla provadéna v 7litrovém tanku naplnéném TAE pufrem. Pred
pouzitim byl pfipraven nafedény roztok z 50% koncentrovaného zasobniho roztoku. Pufr byl
zahfat na teplotu 60 °C .

4 . spusténi DGGE — Gel byl vyjmut ze stojanu a nasazen na vnitini ¢ast aparatury
DGGE. Na zadni ¢ast aparatury bylo nasazeno sklo bez gelu, v horni ¢asti se vytvotila mala
nadobka, do které se béhem elektroforézy piecerpava pufr. Pufr byl dolit tak, aby byl cely
systém dobie ponofen. Cely systém byl vlozen do tanku s pufrem, pfi¢emz gel byl orientovan
smérem k pufru. Stfikackou s jehlou byly proplachnuty jamky a vzorky byly naneseny do
kazdé jamky v celkovém objemu. Hiebinek mél 25 jamek, pfi¢emz krajni jamky nebyly
pouzity a do prvni jamky byl vloZen standard. Napéti bylo nastaveno na 30 V a proces byl
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spustén. Po ohtati na 60 °C bylo napéti zvySenona 30 V a elektroforéza byla nechéna probihat
po dobu 18 hodin.

5. Ukonc¢eni DGGE bylo provedeno vypnutim zdroje a zahiivani. Do nizké hranaté
misky bylo pfipraveno ptiblizné 50 ml TAE pufru, do kterého bylo pfidano asi 5 pl interkalacni
barvy (SYBR Green nebo GelGreen). Aparatura byla rozebrana a skla byla odstranéna. Gel byl
pienesen do TAE pufru s barvou, kde byl michan po dobu 30 minut. Po dokonc¢eni procesu byl
gel vyfotografovan. Skla byla peclivé omyta jarem a etanolem.

6 . Sekvenace DNA fragmenti z DGGE byla provedena nésledovné: Na obrazku gelu
(vytiSténém inverzn€ s bilym pozadim a Cernymi bandy) byly vyznaceny zajimavé bandy
a byl pripraven odpovidajici pocet sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek. Bandy byly vytiznuty
skalpelem pod UV svétlem a do kazdé z nich bylo pfidano 100 pl sterilni vody. Smés byla
kratce zvortexovana a nasledné byla centrifugovana po dobu 10 minut pfi 10 000 rpm. Tento
postup vedl k uvolnéni malého mnozstvi DNA z gelovych $paliki. Dal§im krokem bylo
namnozeni DNA do vétsi koncentrace metodou PCR.

7 . PCR metoda — Ptecisténi PCR bylo provedeno pomoci purifika¢ni sady a nasledna
eluace byla provedena pomoci pufru. Koncentrace DNA byla zméfena na ptistroji NanoDrop.
Sekvenéni vzorek byl pfipraven smichdnim 50 ng DNA, 2,5 ul 10x primeru a vody do
kone¢ného objemu 10 pl (pouzitim 200 pl mikrozkumavky).

4.1.1 DNA cleanup and concentration — protocol steps

1. Kazdy vzorek DNA byl zfedén pomoci DNA Cleanup Binding Buffer. MnozZstvi
DNA o objemu 20 pl bylo pfidano do kazdé mikrozkumavky. S kazdym vzorkem
byly provedeny nasledujici kroky.

Typ vzorku Pomér pufru:vzorku Priklad
dsDNA > 2kb (plasmidy, | 2:1 200 pl:100 pl
gDNA)

dsDNA < 2kb (amplicony, | 5 :1 500 pl:100 pl
fragmenty)

ssDNA > 200 kb 7:1 700 pl:100 pl

Tabulka ¢ . 5 — priprava DNA cleanup and concentration a potrebny material

2 . Kolona byla vloZena do sbérné zkumavky a na 1 minutu umisténa do odstfedivky.
Pritok byl zlikvidovan.

3 . Kolona byla opét vlozena do zkumavky a ptidano 200 pl promyvaciho pufru DNA,
pficemz vzorek byl protocen po dobu 1 minuty. Pritok roztoku byl zlikvidovan a tento krok
byl opakovan.



4 . Kolona byla ptfenesena do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky. Bylo zajiSténo, ze Spicka
kolony nepfisla do kontaktu s priitokovou trubi¢kou. Vzorek byl opét protocen v pfistroji po
dobu asi 1 minuty.

6. Do stiedu matrice bylo pfidano > 6 pl elu¢niho pufru DNA. Po ¢ekani asi 1 minuty
byl vzorek proto¢en po dobu 1 minuty, aby doSlo k eluci DNA. Typické elucni
objemy jsou 6 — 20 pl. Pro eluci DNA byla také vyuzita voda bez nukleaz o pH 7 —
8.,5.

7. Vytéznost byla mirn¢ zvysena pouzitim vétSiho objemu DNA Elution Buffer (elu¢ni
pufr v baleni), pficemz DNA mohla byt méné koncentrovana. V ptipadé pouziti
vétSich objemu bylo doporuceno zlepsit vytéznost zahtatim elu¢niho pufru na 50
°C pted jeho pouzitim.

Cislo vzorku MnoZstvi PrF [pl] DNA [ul] Mnozstvi vody
nukleové m
kyseliny [ng]

1 25,067 2.5 2 5.5

2 23,537 2.5 2

3 26,792 2.5 2

4 22,676 2.5 2

5 27,328 2.5 2

6 22,083 2.5 2

7 24,769 2.5 2

8 12,738 2.5 4 3.5

9 21,245 2.5 2

10 22,924 2.5 2

11 19,525 2.5 2.5 5

12 29,196 2.5 2

13 28,234 2.5 2

14 18,897 2.5 2.5 5

15 21,118 2.5 2

16 24,841 2.5 2

17 19,850 2.5 2.5 5

18 16,302 2.5 3 4.5

19 26,968 2.5 2

20 24,692 2.5 2

21 17,964 2.5 3 4.5

22 21,447 2.5 2

23 16,617 2.5 3 4.5

24 32,191 2.5 1,5 6

Tabulka ¢ . 6 — priprava DNA cleanup and concentration a potirebny material
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Naésledné probéhlo sekvenovani ve firmé SEQme. Mnozstvi DNA bylo uvedeno v ng,
celkovy objem DNA 30 mikrolitr, k tomu bylo pfidano jesté 15 mikrolitrG smési.



5 Vysledky

Patient Vo V2 V5
AMC BOLUS 1 1 4 7
2 2 3 8
7 24 25 20
15 15 31 40
16 32 33 39
AMC 17 34 35 45
CONTINUAL
27 61 62 69
28 63 64 72
CTZ BOLUS 3 5 6 23
4 9 16 28
29 65 66 73
30 67 68 77
CTZ 12 21 10 36
CONTINUAL
19 42 43 50
22 48 47 58

Tabulka ¢ . 7 Souhrnnd tabulka pacientii — tydny pred lécbou, po lécbé a po vysazeni lécby a po dlouhodobém sledovani.
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5.1 DGGE

Sample
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Obrazek ¢ . 7 Vysledky DGGE - zobrazuje klastrovani mikrobioty pacientii lécenych ceftazidimem (zelené) a amoxicilinem
(modre) na zaklade zmeén ve slozeni strevniho mikrobiomu v pritbéhu kontinualni lécby. Obé skupiny vykazuji podobné
trendy, avsak jsou zietelné oddéleny do rozdilnych klastri.

Patient  Sample

crze 2 a7 crz Continual vz
cTzB 2 65 ¢tz Bolus. vo
cTz8. 2 66 cTz Bolus. vz
crze 2 48 cTz Continual vo
cTzB. a 9 cTz Bolus. vo
cTzB 4 28 cTz Bolus. Vs
cTzB. 3 23 crz Bolus. Vs
cTze 12 % cTz Continual Vs
crze 19 4z cTz Continual vo
crze 2 58 cTz Continual Vs
crze 19 50 cTz Continual Vs
©TZB. 4 18 otz Bolus, v
cTzB. £ o7 cTz Bolus. vo
crze 19 43 [3r4 Gontinual v2
crze 12 21 cTz Continual vo
cTzC 12 10 otz Gontinual v2
AMCB 15 15 Amc Bolus. o
cTzB. 3 6 [1r4 Bolus. vz
cTzB .0 b crz Bolus Vs
AMCB 16 39 AMC Bolus. Vs
cTzB. 3 B crz Bolus. vo
AMCC 28 63 AMC Continual vo
Amcc 17 34 amc Continual vo
AMCC 17 35 Amc Continual vz
AMCB 2 3 AMC Bolus. vz
AMCE 2 8 Amc Bolus. V5
AMCE 2 2 AMC Bolus. vo
AMCC 27 61 Amc Continual vo
Avec 27 62 AMc Continual vz
AMCC 27 69 Amc Continual Vs
cTzB. 2 73 cTz Bolus. Vs
cTzB. £ 68 crz Bolus. vz
AMCC 17 45 AMC Continual 3
AmMcC 2 72 amc Continual vs
AMCC 28 64 AMC Continual V2
AMCE 1 1 Amc Bolus. vo
AMCE 1 4 AMC Bolus. v2
AMCE 16 32 amc Bolus. vo
AMCE 16 33 AMC Bolus. V2
AvcE 15 k1l amc Bolus. vz
AMCB 15 40 AMC Bolus. Vs
AMCE 1 7 amc Bolus. vs

Obrazek ¢ . 8 Vysledky DGGE - zobrazuje klastrovani mikrobioty pacientii lécenych ceftazidimem (zelené) a amoxicilinem
(modre) na zdaklade zmén ve slozeni strevniho mikrobiomu v pribéhu kontinudlni lécby. Obé skupiny vykazuji podobné
trendy, avsak jsou zretelné oddeleny do rozdilnych klastri.
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Obrazek ¢ . 11 Vysledky DGGE — CTZ PCOA2

X
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Obrazek ¢ . 13 Boxploty alfa diverzity reprezentované Shannonovou entropii pro vzorky stolice diabetickych pacientii

Porovnani skupin Souhrn | p hodnota
AMCB vs. AMCC ns 0,1444
AMCB vs. CTZB ns 0,7575
CTZB vs. CTZC ns >0.9999
AMCC vs. CTZC * 0,0415

ns = nebyl zaznamenan signifikantni
rozdil

p hodnotau vSech 0,06

Tabulka ¢ . 8 Statistické porovnani skupin pacientii

Nebyl zaznamenan signifikantni rozdil mezi diverzitou timto testovanim.
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66
56
59
58
66
59
61
72
74
79
58
58
74
67
48
74
61
71
66
62
63
69

pohlavi hmotnost
104
96
120
120
108
100
116
106
82
86
123
90
98
90
63
110
110
92
100
140
129
110

S EYENEYEIEIEIEIE YA A I Y A <

vyika

1,88
1,84
1,96

1,8
1,86
1,82
1,85

1,8

1,8
1,76
1,82
1,75

1,8
1,77

1,8
1,76
1,74

1,8
1,84
1,98
1,92
1,78

BMI
29,42508
28,35539
31,23698
37,03704
31,21748
30,18959
33,89335
32,71605
25,30864
27,76343

37,1332
29,38776
30,24691
28,72738
19,44444
35,51136
36,33241
28,39506
29,53686
35,71064
34,99349
34,71784

Nadvaha
Nadvaha
Obezita 1.
Obezita 2 .
Obezita 1.
Obezita 1.
Obezita 1.
Obezita 1.
Nadvaha
Nadvaha
Obezita 2 .
Nadvaha
Obezita 1.
Nadvaha
Normalni
Obezita 2 .
Obezita 2 .
Nadvaha
Obezita 1.
Obezita 2 .
Obezita 1.
Obezita 1.

stupné
stupné
stupné
stupné
stupné
stupné

stupné
stupné
stupné
stupné
stupné
stupné

stupné
stupné

Tabulka ¢ . 9 Hodnoty BMI, hmotnost a pohlavi pacientii. Pouze 1 pacient byl normalni hmotnosti, nadviahu mélo

7 pacientii, obezitu 1 . stupné 9 z nich a 5 z nich byli klasifikovani do obezity 2 . stupne.



PACIENT VZOREK ATB

1 1 AMC
2 2 AMC
2 3 AMC
1 4 AMC
1 7 AMC
2 8 AMC
15 15 AMC
15 31 AMC
16 32 AMC
16 33 AMC
16 39 AMC
15 40 AMC
17 34 AMC
17 35 AMC
17 45 AMC
27 61 AMC
27 62 AMC
28 63 AMC
28 64 AMC
27 69 AMC
28 72 AMC
3 5 CTzZ
3 6 CTzZ
4 9 CT1z
4 16 CTZ
3 23 CTZzZ
4 28 CTzZ
29 65 CTZ
29 66 CTZ
30 67 CTZ
30 68 CTZzZ
29 73 CTZ
30 77 CTZ
12 10 CTZ
12 21 CTZz
12 36 CTZ
19 42 CTZzZ
19 43 CTZ
22 47 CTZ
22 48 CTZ
19 50 CTZzZ
22 58 CTZ

Tabulka ¢ . 10 Shannonovy entropie pro vzorky stolice diabetickych pacientii

TYP
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Continual
Continual
Continual
Continual
Continual
Continual
Continual
Continual
Continual
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Bolus
Continual
Continual
Continual
Continual
Continual
Continual
Continual
Continual
Continual

PERIODA

VO
Vo
V2
V2
V5
V5
VO
V2
VO
V2
V5
V5
Vo
V2
V5
Vo
V2
Vo
V2
V5
V5
Vo
V2
Vo
V2
V5
V5
Vo
V2
Vo
V2
V5
V5
V2
Vo
V5
Vo
V2
V2
Vo
V5
V5
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SHANNON

1,4977
1,4595
1,5152
1,0757
1,6139
1,5077
1,2355
1,1721
1,3275
1,3072
1,4067

1,166
1,7173
1,6214
1,6263
1,3037
1,3293
1,4336
1,5901
1,3443
1,5243
1,5614
1,5199
1,2559
1.,2477
1,0278
1,1725
1,2563
1,1523

1,089
1,4116
1,7043
1,3335
1,1301
1,3098

1,387
1,3602
1,2216
1,3553
1,1893
1,5146
1,3195



Cislo Druh bakterie % identifikace Oznaceni

1 Ruminococcus gnavus ATCC 29149  95.00% NR_036800.1
2 neidentifikovano neidentifikovano neidentifikovano
3 Blautia faecicola 97.06% NR_170495.1
4 Enterococcus faecium 97.92% NR_113904.1
5 Enterococcus faecium 94.67% NR_113904.1
6 Blautia faecis 99.41% NR_109014.1
7 neidentifikovdno neidentifikovano neidentifikovano
8 Enterococcus faecium 87.37% NR_113904.1
9 Ructibacterium gallinarum 81.14% NR_180617.1
10 neidentifikovdno neidentifikovano neidentifikovano
11 Enterococcus pingfangensis 88.59% NR_174226.1
12 Eubacterium ventriosum 91.07% NR_118670.1
13 Blautia hominis 93.98% NR_163638.1
[Ruminococcus] gnavus ATCC
14 29149 96.47% NR_036800.1
15 Blautia hominis 95.88% NR_163638.1
16 Blautia hominis 98.24% NR_163638.1
17 Blautia hominis 98.82% NR_163638.1
18 Enterococcus faecium 96.91% NR_113904.1
19 Enterococcus faecium 96.92% NR_113904.1
20 Enterococcus faecium 98.97% NR_113904.1
21 Blautia intestinalis 99.41% NR_181402.1
22 Blautia intestinalis 99.41% NR_181402.2
23 Lactobacillus mulieris 96.39% NR_180521.1
24 Pseudoruminococcus massiliensis 95.38% NR_179661.1

Tabulka ¢ . 11 Obsah jednotlivych druhii bakterii v mikrobiomu pacientii. Vzorky s cislem 1 a 14 nebylo mozné detekovat
z duvodu zhorsené kvality sekvence a vzorek s cislem 2,7 a 10 byl nedekovatelny.

Z geli DGGE bylo vybrano celkem 24 fragmenti, které byly poslany na sekvenovani
SequeMe z forvard i reverse sméru. Kazdy band byl sekvencovan celkem 2x. 5 vzorki se
z technickych diivodi nepovedlo sekvencovat (pravdépodobné z ditvodu nizké koncentrace
a kvality PCR templatu). Z téchto 19 ziskanych sekvenci se jich povedlo identifikovat celkem
9 odlisnych druht. Ke stanoveni druhu bakterie byl vyuZivan program BLAST. Byla vzdy
vybrana bakterie s nejvys$im procentudlnim poctem. Z celkem 24 analyzovanych fragmenti
DNA bylo uspésné sekvenovano 19, z nichzZ bylo identifikovano devét bakteridlnich druhi:
Blautia faecicola, Enterococcus faecium, Blautia faecis, Ructibacterium gallinarum,
Enterococcus pingfangensis, Blautia hominis, Blautia intestinalis, Lactobacillus mulieris

a Pseudoruminococcus massiliensis.
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6 Diskuze

Cilem této prace bylo charakterizovat a porovnat stfevni mikrobiotu pacientii 1éCenych
antibiotiky v rdmci rznych rezimt podavani. Mikrobialni slozeni bylo sledovano u pacientt
s metabolickymi poruchami, zejména s diabetem 2 . typu (T2DM) a obezitou, pomoci metody
PCR-DGGE a nésledného sekvenovani.

Z celkem 24 analyzovanych fragmenti DNA bylo Gspésné sekvenovano 19, z nichz bylo
identifikovano devét bakteridlnich druhl: Blautia faecicola, Enterococcus faecium, Blautia
faecis, Ructibacterium gallinarum, Enterococcus pingfangensis, Blautia hominis, Blautia
intestinalis, Lactobacillus mulieris a Pseudoruminococcus massiliensis.

Nejvice zastoupenym rodem byl Blautia, coz odpovida liter&rnim udajim o Castém
vyskytu tohoto rodu u jedincii s metabolickymi poruchami. Blautia je béZznou soucasti
mikrobioty zdravého stfeva, ale jeji vyS$i vyskyt byl popsdn i u pacientii s obezitou
a inzulinovou rezistenci. Rody FEnterococcus a Lactobacillus patfi rovnéz k béznym
zastupcim, a jejich detekce mulze souviset jak s béznou komensalni pfitomnosti, tak
s antibiotickou expozici, ktera zvyhodnuje nékteré druhy schopné rychlé adaptace na zménéné
prostiedi.

Za zminku stoji druh Ructibacterium gallinarum, ktery neni bézné popisovan jako soucast
lidské mikrobioty. Jeho pfitomnost mize byt vysledkem kontaminace, zvifeci expozice, nebo
doposud nedostate¢né popsaného ekologického vyskytu v lidském stievé. Ve studii Zenner et
al., 2021 byl tento druh bakterie identifikovdn a vykultivovéan ze stfevniho mikrobiomu kutat.
Tato studie se zaméfovala na zrani imunitniho systému kufat prokiazala, Ze kuftata, kterd byla
vystavena po vylihnuti matefskému trusu vykazovala vyssi hladiny imunoglobulinu A (IgA)
a imunoglobulinu Y (IgY) ve srovndni s kufaty, které byly vychovany v pfisnych
hygienickych podminkéch.

Pti srovnani vzorkl z rGznych Casovych bodu (pfed antibiotickou terapii, po 2 tydnech
a po 5 tydnech 1écby) nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v diverzité
mikrobiomu. Shannoniv index neprokazal Zadné vyrazné kolisdni bohatosti ani rovnomeérnosti
druhového zastoupeni. Tento vysledek miliZze byt prekvapivy vzhledem k obecné uznavanému
naruseni mikrobiomu po antibiotické terapii. AvSak kratkodobé naruSeni nemusi byt vzdy
kvantitativné postizitelné metodami zalozenymi na DGGE a mohlo by se vice projevit ve
funk¢énich zménach nez ve zméné slozeni. Vysledky naznacuji, Ze mikrobiota nékterych
pacienti muze vykazovat vysokou rezilienci vaci antibiotické zatézi, coz bylo popsano
1 v jinych studiich —naptiklad ve studii podle Safarchi et al., 2025; Falony et al, 2016 a Palleja
et al., 2018.

Studie podle Palleja et al., 2018 sledovala vliv kratkodobé expozice antibiotiky u 12
zdravych muzd. Ugastnici podstoupili Styfdenni 1é¢bu kombinaci ti §irokospektrych antibiotik:
meropenemu, gentamicinu a vankomycinu. Béhem a po 1é¢bé doslo k pozitivni selekci druhti
nesoucich geny rezistence vici P -laktamovym antibiotikiim. Druhy s geny rezistence vici



glykopeptidim nebo aminoglykosidim mély zvySenou pravdépodobnost nového osidleni.
Navzdory témto zménam se celkové slozeni stfevni mikrobioty vétSiny ucastnikli vratilo
k témeér vychozimu stavu do 1,5 meésice po ukonceni 1écby. Nicméné, vyse uvedené trvalé
zmény naznacuji, ze kratkodoba antibioticka terapie miize mit dlouhodoby dopad na sloZeni
sttevni mikrobioty a jeji funk¢ni schopnosti.

Ve studii podle Falcony et al., 2016 byl analyzovan stfevni mikrobiom u vice nez 1000
zdravych jedincii z Belgie a Nizozemska. Cilem bylo identifikovat variabilitu mikrobiomu na
populacni urovni a zjistit, jaké faktory tuto variabilitu ovliviiuji. Bylo identifikovano 14 rodt
bakterii, které tvofi jadrovou mikrobiotu pfitomnou u vétSiny jedincti. Mezi tyto rody patii
naptiklad Faecalibacterium, Bacteroides a Ruminococcus. Jednim ze zdsadnich vlivi na
slozeni mikrobiomu bylo uzivani 1éka, dale pak vyziva a stravovaci ndvyky, vek ¢i zivotni styl.
Byla pozorovéana zna¢na variabilita ve slozeni mikrobiomu mezi jednotlivci, coz naznacuje, ze
"normalni" mikrobiom miize mit velmi Siroké spektrum sloZeni. Tato studie neuvadi konkrétni
zmény na urovni jednotlivych druhli bakterii, ale spiSe se zamétuje na identifikaci rodi
a faktort ovliviiyjicich jejich zastoupeni (Falony et al, 2016).

Ackoliv vysledky neprokazaly statisticky vyznamny rozdil v alfa diverzité¢ stievni
mikrobioty mezi skupinami pacientl lécenych riznymi antibiotiky (AMC vs. CTZ), je tieba
zduraznit, ze kazdé antibiotikum piisobi na mikrobiotu odliSnym zpisobem. Rozdily mezi
skupinami se projevily zejména v kvalitativnim sloZzeni mikrobidlnich profili, jak ukézaly
odli$né vzorce na DGGE gelech a vysledky néasledné sekvence. Ob¢ dvé 1é¢iva spadaji do
skupiny beta-laktamovych antibiotik. Jejich spektrum ucinku se lisi: zatimco AMC je G€inné&;jsi
vici grampozitivnim bakteriim a béZznym stfevnim anaerobiim, CTZ vykazuje SirSi uc¢inek
1é¢by veetné gramnegativnich patogent. Tyto rozdily se pravdépodobné odrazeji ve zménéném
zastoupeni bakteridlnich rodt, naptiklad Enterococcus byl ¢astéjsi u pacientii 1écenych AMC,
zatimco rod Blautia se vyskytoval napifi¢ obéma skupinami. Zjisténi tedy naznacuji, Ze
antibiotickd terapie ovliviiuje mikrobiotu na urovni konkrétnich bakteridlnich druhi, ale bez
vyznamného naruseni celkové druhové diverzity. Navic zddny zdroj neuvadi presné slozeni tzv.
,,zdravého mikrobiomu*.
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7 Zavér

Diplomové prace se zabyvala problematikou sttevni mikrobioty v kontextu
metabolického syndromu, obezity a T2DM. Literarni reSerse shrnula aktuélni poznatky
o slozeni stfevniho mikrobiomu a jeho vlivu na metabolické a imunitni procesy lidského
organismu. Byla zdiiraznéna skutecnost, ze v soucasnosti neni mozné presn¢ definovat pojem
,hormalni mikrobiota®, jelikoZ sloZzeni mikrobialniho spolecenstvi se vyznamné 1i§i mezi
jednotlivci a je ovliviiovano Sirokym spektrem genetickych, environmentalnich
a dietetickych faktort.

V experimentalni ¢asti bylo analyzovano sloZeni sttevniho mikrobiomu pacientti
s T2DM ve tiech ¢asovych bodech v prabéhu antibiotické terapie. Mikrobidlni profil byl
sledovan pomoci metody PCR-DGGE. Ze ziskanych dat bylo identifikovano devét riiznych
bakteridlnich druhti, pficemz nejcastéji zastoupenymi byly Blautia hominis a Enterococcus
faecium. Statisticka analyza neprokézala vyznamné zmény v diverzit€ ani v bohatosti
mikrobidlniho spolecenstvi mezi jednotlivymi ¢asovymi body.

Interpretace vysledki byla vSak omezena n¢kolika faktory. Prvnim z nich je pomérné
nizky pocet zahrnutych pacientl, coz snizuje statistickou silu a moznost zobecnéni zavéru.
Dalsi limitaci je neuplnost dat v dtsledku technickych komplikaci pii sekvenaci (neuspésné
sekvenovani péti vzorkil), coz mohlo ovlivnit konzistenci a reprezentativnost vysledki.

Z metodologického hlediska predstavuje omezeni pouZziti metody PCR-DGGE, ktera
umoznuje pouze orientacni hodnoceni mikrobidlni diverzity a nezachycuje detailni
taxonomickou a funk¢ni strukturu mikrobiomu. Nepouziti modernich metod sekvenovani
nové generace (NGS) dale limitovalo schopnost identifikovat méné zastoupené druhy

a analyzovat mikrobialni komunity na urovni jednotlivych kment ¢i jejich metabolickych
funkei.

Pro budouci vyzkum by bylo vhodné zatadit vétsi a demograficky vyrovnanéjsi soubor
pacientd, standardizovat postupy odbéru a analyzy vzorkl pro zvySeni konzistence dat
a vyuzit pokrocilé molekularné-genetické metody, jako je napiiklad sekvenovani 16S rRNA
gent. Hypotéza, ktera byla stanovena na zacatku, tj. forma (druh) a typ podani antibiotik
zasadné ovlivni sloZzeni mikrobioty traviciho traktu pacientii z kratkodobého 1 dlouhodobého
hlediska (5 tydntl), nebyla potvrzena.

Tato diplomova prace ptispela k lepSimu pochopeni souvislosti mezi slozenim sttevni
mikrobioty, patofyziologii metabolickych onemocnéni a podpoftila vyznam mikrobialniho
vyzkumu v kontextu vyvoje novych preventivnich a terapeutickych piistupti u pacientii
s T2DM.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

T2DM — diabetes 2 . typu

IKEM - Institut klinické a experimentalni mediciny
DNA — deoxyribonukleova kyselina

PCR — polymerazova fetézova reakce

DGGE — Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
WHO — World Health Organisation

BMI — Body Mass Index

TRAIL — ligand indukujici apoptézu z rodiny TNF (TNF-related apoptosis-inducing ligand)
GDF-15 —rtstovy a diferenciacni faktor 15

OGT — O -linked N -acetylglukosamin transferaza
JNK — ¢ -Jun NH2 terminélni kindza

NF-«P — signalni draha nuklearniho faktoru

TNF-a — Tumor Nekrosis Faktor a

IL-1 — interleukin — 1

IL-6 — interleukin — 6

LDL - lipoproteiny s nizkou hustotou (Low-Density Lipoprotein)
HDL - lipoproteiny s vysokou hustotou (High-Density Lipoprotein)
KVO - kardiovaskularni onemocnéni

MSH2 — MutS homolog 2

BRCAI - BReast CAncer gene 1

MK — mastné kyseliny

IGF-1 — inzulin like growth factor

IL-17 — interleukin 17

RANKL — receptorovy aktivator jaderné¢ho faktoru-«B ligandu
TGF-B — Tumor growth factor beta

BMP - kostni morfogenetické proteiny

IFNy — Interferon y

FMT — fekalni transplantace

SAFA — mastné kyseliny s kratkym fetézcem

CD - clostridiova infekce

IBD — nespecifické stievni zanéty

T1DM — diabetes 1 . typu

MODY - maturity-onset diabetes of the young
HNF1A — Hepatic Nuclear Factor 1 a

GCK - glukokinaza

HLA - Human Leucocyte Antigene

OGTT - oralni glukézovy toleran¢ni test

DASH — Dietary Approaches to Stop Hypertension
IBTs — 1éky s inkretinovym efektem

WHR — waist hip ratio

DPP-4 - inhibitory dipeptidylpeptidazy-4

GLP-1 - glutathion like peptide



rRNA — ribonukleova kyselina

Gprdl a Gprd3 - G -proteiny exprimovanych v adipocytech
TAG — triacylglyceroly

LGC - Pacienti s nizkym poctem genu

HGC - Pacienti s vysokym poctem gent

ddNTPs - dideoxynukleotidy

NGS — Next generation sequencing

FISH - fluorescen¢ni hybridizace in situ

CGH - genomova hybridizace
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