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Zmény metabolomu stolice u lidi po konzumaci jablek

Souhrn

Stfevni mikrobiota je Uzce spojena se zdravim Clovéka. Soucasny vyzkum poukazuje
na vyznamnou roli mikrobioty v patogenezi riznych onemocnéni, ale i ve funkci vzdalenych
organd, sliznic a imunitni funkce. Tyto vztahy jsou Caste¢né zprostfedkované metabolickou
aktivitou mikrobioty, zejména produkci malych molekul v lumen traviciho traktu, znichz
nékteré maji vyznamnou biologickou aktivitu a vstupuji do krevniho ob&hu. Lidska stolice
predstavuje cenny biologicky vzorek, ktery je otiskem metabolické funkce mikrobioty, stravy,
zivotniho stylu a pfipadného onemocnéni. Vyznamnym faktorem ovliviiujicim mikrobiotu je
vlaknina, jejiz zvySeny piijem vede ke zménam. Tyto zmeény jsou obvykle pozorovany
u populaci s dlouhodobé odliSnym stravovanim, neni vSak jasné, nakolik jsou ovliviiovany
prostfednictvim kratkodobé intervence. Cilem této prace bylo prozkoumat zmény ve stfevnich
metabolitech spojené se zvySenym piijmem jablek. Na zakladé stavajiciho vyzkumu jsme
predpokladali zvySeni mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFAs) a metabolickych
produktt polyfenolt, jako jsou derivaty kyseliny fenylacetové.

Do pilotni intervencni studie bylo vybrano 15 dobrovolnika (n = 15) ve véku 18-30 let.
Dobrovolnici konzumovali 3 ks stfedné velkych jablek kultivaru Gala po dobu 3 dni. Ugastnici
odebraly prvni vzorek stolice den pfed zacatkem intervence a druhy vzorek nésledujici den po
skoncCeni intervence. Vzorky byly analyzovany za ucCelem identifikace a kvantifikace zmén
v koncentraci stfevnich metaboliti. Pro analyzu byla pouzita protonova nuklearni magneticka
rezonance ('H NMR) 500 MHz. Spektra byla po manualnim fazovani a referenci
kvantifikovana v programu Chenomx v. 9.0. Rozdily v metabolomu byly vyhodnoceny
s pomoci parového Wilcoxonova testu.

V NMR spektrech bylo kvantifikovano celkem 22 metabolitd. Univariacni analyza dat
po normalizaci metodou PQN ukazala, Ze Zadny ze sledovanych metabolitti nebyl po intervenci
signifikantn€ rozdilny. Vliv akutniho pfijmu zvySeného mnozstvi jablek po dobu 3 dni nemél
vliv na profil sledovanych metaboliti, variabilita mezi jedinci byla vyS$si nez variabilita
zpusobena intervenci. Vysledky pilotni studie mohou slouZzit pro power analyzu studované
populace a planovani vétsiho experimentu.

Klicova slova: NMR, vyzivova intervence, metabolom stolice, metabolomika, jablka



Changes in metabolome in subjects after apple
consumption

Summary

The gut microbiota is closely linked to human health. Current research highlights the
significant role of the microbiota in the pathogenesis of various diseases, as well as in the
function of distant organs, mucous membranes, and immune function. These relationships are
partially mediated by the metabolic activity of the microbiota, particularly through the
production of small molecules in the lumen of the digestive tract, some of which have
significant biological activity and enter the bloodstream. Human stool represents a valuable
biological sample that reflects the metabolic function of the microbiota, diet, lifestyle, and
potential disease. A significant factor affecting the microbiota is dietary fibre, whose increased
intake leads to changes usually observed in populations with long-term different diets, but it is
not clear to what extent these are influenced through short-term interventions. The aim of this
study was to explore changes in intestinal metabolites associated with increased apple intake.
Based on existing research, we hypothesized an increase in short-chain fatty acids (SCFAs) and
metabolic products of polyphenols, such as phenylacetic acid derivatives.

For the pilot intervention study, 15 volunteers (n = 15) aged 18-30 years were selected.
The volunteers consumed three medium-sized Gala apples daily for three days. Participants
provided the first stool sample the day before the intervention began and a second sample the
following day after the intervention ended. The samples were analyzed for the identification
and quantification of changes in the concentration of intestinal metabolites. Analysis was
conducted using 500 MHz proton nuclear magnetic resonance (\H NMR). The spectra were
manually phased and referenced, then quantified using the Chenomx software version 9.0.
Differences in the metabolome were assessed using the Wilcoxon signed-rank test.

A total of 22 metabolites were quantified in the NMR spectra. Univariate data analysis
after normalization by the PQN method showed that none of the monitored metabolites were
significantly different post-intervention. The influence of the acute intake of an increased
amount of apples over three days did not affect the profile of the monitored metabolites, with
individual variability being higher than the variability caused by the intervention. The results
of the pilot study may serve for power analysis of the studied population and planning a larger
experiment.

Keywords: NMR, dietary intervention, stool metabolome, metabolomics, apples
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1 Uvod

Stievni mikrobiota je soubor vice nez 100 biliont bakterii, vird, archeii a hub obyvajicich
lidsky gastrointestinalni trakt, které hraji dulezitou roli ve fyziologii lidského organismu.
Slozeni stfevni mikrobioty je stejné unikatni jako otisk prstu. Existuje ¢ast mikrobiomu,
tzv. ,,core microbiom®, ktery je podobna u vSech jedinct, pfesto ale existuji vyznamné
individualni rozdily nejen v zastoupeni jednotlivych mikroorganismi, nybrz i v jejich aktivité
a funkci. Odhaduje se, ze dédi¢nost diverzity mikrobiomu se pohybuje okolo 30 %,
coz znamena, ze zhruba 2/3 slozeni jsou ovlivnitelné vlivem prostiedi (Franzosa et al. 2015;
Sales & Reimer 2023)

Slozeni a aktivitu stfevniho mikrobiomu nejlépe odrazi metabolom stolice. To je soubor
malych molekul (metabolitt), které vznikaji metabolickymi procesy zptisobenymi mikrobiotou,
a vzhledem k tomu, ze metabolom odrazi 68 % variace mikrobioty, je v dneSni spoleCnosti
metabolomika povazovana za nejlep§i obrazek interakci probihajicich v gastrointestinalnim
traktu. (Seth & Taga 2014; Muthubarathi et al. 2021) Hlavnimi metabolity stfevni mikrobioty
jsou mastné kyseliny s kratkym ftetézcem (SCFAs), aminokyseliny, rozvétvené mastné
kyseliny, alkoholy, aminy, organické kyseliny, sacharidy, slou€eniny obsahujici siru, indoly
a fenoly. (Lamichhane et al. 2015; Ganobis et al. 2020)

Mikrobiota hraje vyznamnou roli v rozvoji imunitniho systému, metabolismu jednotlivych
zivin, eliminaci xenobiotik, syntéze nékterych vitamini ¢&i tvorb€ serotoninu.
Nicméné jeji slozeni se muze vyrazné podilet na patogenezi mnoha civilizacnich
onemocnéni. (Lynch & Pedersen 2016) Mnoha z civilizacnich onemocnén (jako je obezita,
kardiovaskularni onemocnéni, dyslipidémie, diabetes mellitus 2. typu ¢i nealkoholicka steatoza
jater) maji spolecné znaky tykajici se stfevni mikrobioty. Mezi né patii snizena diverzita, vyssi
podil patogennich bakterii (napt. Enterobacteriaceae) a nizsi produkce zdravi prospésnych
latek, naptiklad SCFAs. (Fan & Pedersen 2021)

Stfevni mikrobiota je nejvice formovana do 3 let véku, dale zlstava relativné stabilni.
Lze ji vSak do jisté miry modifikovat environmentalnimi faktory jako je stres, strava, ¢i fyzicka
aktivita. (Sales & Reimer 2023) Zda se, Ze strava hraje v regulaci mikrobioty naprosto zasadni
roli. Klicovy je zejména piijem vlakniny a fermentovatelnych sacharidii. (Maukonen & Saarela
2015) Latky, které jsou vyuzivany mikrobiotou hostitele a pfinaseji mu zdravotni benefity, jsou
nazyvany jako prebiotika. V dneSni dobé zahrnuji sacharidy (vCetné vlakniny
a fermentovatelnych sacharidil), fenoly a fytochemikalie a polynenasycené mastné kyseliny.
(Kocot et al. 2022) Ukazuje se, Ze strava se zvySenym obsahem téchto probiotickych latek vede
k vyssi produkci SCFAs a tim zlepSovuje parametry onemocnéni patficich do metabolického
syndromu diky regulaci pocitd hladu a sytosti a ma tak pozitivni vliv na zdravi
organismu. (Valdes et al. 2018). Vzhledem k tomu, ze jablka jsou bohatym zdrojem vlakniny
(celulozy a pektinu) a polyfenold (Bator et al. 2024) a vzhledem k tomu, Ze jablka jsou v Ceské
republice nejkonzumovanéj§im druhem ovoce (Nejoblibenéjsi ovoce 2016), byl tento vyzkum
zaméfen na moznost ovlivnéni metabolomu stolice zvySenym piijmem jablek. Otazkou zistava,
jaké mnozstvi by bylo k alteraci mikrobioty tfeba a jak dlouha doba je tfeba k ovlivnéni slozeni
mikrobioty.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Védecka hypotéza

HO: Kratkodoba nutricni intervence jablky neovliviiuje slozeni metabolomu stolice 1 lidi.
H1: Kratkodoba nutricni intervence jablky ovliviiuje metabolom stolice u lidi.

2.2 C(ile prace

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda kratkodoba vyzivova intervence ovliviiuje chemické
slozeni stolice. Pfedpoklada se, ze vlaknina a polyfenoly obsazené v jablkach vedou ke zvysené
fermentaci v tlustém stieveé. V dusledku toho se po nutriéni intervenci vyssi davkou jablek
ve stolici zvysi obsah produkti sacharolytického metabolismu, mastnych kyselin s kratkym
fetézcem, derivata kyseliny fenyloctové a klesne podil aminokyselin.



3 Literarni reSerse

3.1 Strevni mikrobiom a metabolom u lidi

Lidsky gastrointestinalni trakt (GIT) je osidlen pfiblizné 100 biliony bakterii, vira, archei
a hub a predstavuje slozity ekosystém nazyvany mikrobiota. Nejvétsi podil ve stfevni
mikrobioté predstavuji bakterie, které zahrnuji vice nez 1000 unikatnich bakterialnich druha
patficich prevazné do Ctyf dominantnich kmena: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria
a Proteobacteria. Piehled mikroorganismii se zaméfenim na nejvyznamnéjsi kmeny
je zpracovan v Tabulce €. 1.

Tabulka €. 1 Nejvyznamnéj$§i mikroorganismy stfevni mikrobioty u lidi

Doména Kmen Celed’
Bakterie Firmicutes Lachnospiraceae
Ruminococcaceae
Bacteroidetes Bacteroidaceae
Prevotellaceae
Rikenellaceae
Actinobacteria Bifidobacteriaceae
Coriobacteruaceae
Proteobacteria
Fusobacteria
Verrucomicrobia
Cyanobacteria
Archea Euryarchaeota

Tabulka vypracovana podle Maukonen & Saarela (2015)

Mikrobiota obyva cely GIT, piicemz pocet bakterii se zvySuje distalné ve smeéru
traveni — nejméné bakterii je v zaludku (10 bakterii/ 1 gram zalude¢niho obsahu) a nejvyssi
zastoupeni mikroorganismii je v tlustém stfevé s neutralnim az mirn€ zasaditym pH
a anaerobnim prostfedim (10'% bakterii/ 1 gram stfevniho obsahu), pfi¢emz mikrobiota tvoii
zhruba 1/3 hmoty stolice. S rostoucim mnozstvim bakterii se zvySuje i1 biodiverzita. (Finlay
& Finlay 2020; Sales & Reimer 2023) Stfevni mikrobiota ve stolici je bohata piedevsim
na ¢eledi Lachnospiraceae (napt. skupina Eubacterium rectale) a Ruminococcaceae (skupina
Clostridium leptum) a Bacteroidaceae, Prevotellaceae, které dohromady tvori 60—80 % stievni
mikrobioty u zdravych jedinci. Tyto rody jsou polysacharolytické, striktné anaerobni
a produkuji butyrat — mastnou kyselinu s kratkym fetézcem vyznamnou pro zdravi GIT.
Bakterie z Celedi Lachnospiraceae tvori v pruméru 10—45 % bakterii, a Ruminococcaceae
16-27 %. Zastupci kmene Bacteroidetes se v mikrobioté vyskytuji z 12-60 %. Tyto bakterie
fermentuji jednoduché i slozené sacharidy, produkuji acetat a sukcinat (ktery spolu s laktatem
muize byt pfeménén na propionat) jako hlavni metabolické konecné produkty a vétsina druhti
je slabé proteolyticka. Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. a zastupci Coriobacteriaceae,
ackoli se vyskytuji u vétsiny lidskych subjektt, tvofi mensi Cast populace mezi stfevnimi
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bakteriemi u dospélych — bifidobakterie, 0,5-6 %, laktobacily 1-3 % a Coribacteriacea 1-5 %
celkové stfevni mikrobioty. (Maukonen & Saarela 2015)

V odborné literatuie je dale Casto uzivan termin stfevni mikrobiom, ktery predstavuje
genetickou vybavu mikrobioty. Rada soulasnych metod, které analyzuji mikrobiotu,
je primarné zaméfena na kvantifikaci a funkcni popis genti, nikoliv bakterii jako celku. V praxi
jsou vSak terminy mikrobiom a mikrobiota ¢asto zaménovany. (Sales & Reimer 2023)

Aktualni vyzkumy poukazuji na podobnosti ve slozeni a funkci stfevni mikrobioty
s moznou existenci tzv. ,jadrového mikrobiomu® (anglicky ,,core microbiome™) u vSech
jedincl. (Sales & Reimer 2023) Presto vSak existuji znacné interindividualni rozdily v hojnosti
mikroorganisma, slozeni, diverzité i funkci genti, coz vede k teorii, Ze slozeni mikrobioty je
stejn€ unikatni jako otisk prstu. Bylo odhadnuto, ze dédi¢nost diverzity stfevniho mikrobiomu
se pohybuje mezi 30-37 %, coz znamena, ze vice nez 60 % variability v mikrobiomu je urceno
vlivem prostfedi. Mnoho z téchto zmén v mikrobioté je stabilnich v ¢ase a studie ukazaly,
ze vice nez 80 % jedincu lze na zaklade informaci o mikrobioté jedinecné identifikovat i rok
po odbéru vzorku, s ¢imz vyvstavaji 1 otazky tykajici se soukromi a etiky pfi provadeéni
vyzkumu mikrobiomu. (Franzosa et al. 2015; Menni et al. 2017, Sales & Reimer 2023)

Prestoze neexistuje presnd definice toho, jak by mél vypadat ,,zdravy* mikrobiom
a jak se lisi od ,,nezdravého“ (dysbiotického), je vSeobecné piijimano, ze zasadni roli hraje
diverzita. Cim v&t§i je rozmanitost mikrobioty, tim v&tsi budou benefity pro hostitele. (Lynch
& Pedersen 2016) Rovnovaha mikrobialniho ekosystému ve stievech se nazyva eubidza a je
charakterizovana prevahou symbiotickych druht, naptiklad Firmicutes ¢i Bacteroides, zatimco
potencialné patogenni taxony jako Protebacteria (Enterobacteriaceae) jsou pritomny, ale
v nizkém procentu a bez patogennich projevi. V piipadé dysbidzy se jedna o opacny jev.
Fakultativné anaerobni bakterialni druhy (Escherichia coli) ptevladaji v momenté zvySené
zanétlivé aktivity ve stfevé. V tu chvili zarovenl dochazi k poklesu prospéSnych obligatné
anaerobnich druht jako Faecalibacterium prausnitzii. Pomér téchto dvou druha bakterii je
v soucasné dobé pouzivan k hodnoceni stavu dysbiozy. (Iebba et al. 2015)

3.1.1 Metabolom stolice

Metabolom je soubor malych molekul (metaboliti), které jsou vysledkem
metabolickych procest. Jedna se o rizné chemickeé latky vCetn€ aminokyselin, cukri, mastnych
kyselin a dalSich molekul mensSich nez 1500 Da.

Metabolomika je védecky obor, ktery vyuziva pokrocilé techniky analytické chemie
k méfeni velkého mnozstvi metabolitt v riznych metabolickych vzorcich. V biomedicinskych
veédach se pomoci metabolomiky zkoumaji pfedevsim tkané a biofluidy, jako jsou plazma, moc,
sliny, sérum a mozkomi§ni mok. V souvislosti se slozitym biosystémem v GIT a interakci mezi
rezidentni mikrobiotou je vSak nejvhodné&jsi jiny typ vzorku — stolice. (Karu et al. 2018)
Vzhledem k tomu, zZe metabolom je tizce spojen s fenotypem organismu a slozeni metabolomu
je ovlivnéno environmentalnimi i genetickymi faktory, maze byt metabolomika vnimana
jako most mezi genotypem a fenotypem. (Muthubarathi et al. 2021)

Fekalni metabolom je jen mirné ovlivnén genetikou hostitele, dédi¢nost se pohybuje
okolo 18 %. (Zierer et al. 2018) Metabolické profily stolice odrazeji slozeni stfevniho
mikrobiomu a aktivitu jednotlivych mikroorganismu, slozeni metabolomu stolice vysvétluje
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v pruméru 68 % variace mikrobioty. Nicméng¢ tato souvislost neni postavena pouze na produkci
konkrétniho metabolitu konkrétnim mikrobialnim druhem. To popisuje termin ,,cross-feeding™,
kdy jeden mikrobialni druh produkuje metabolity, které muze vyuzit jak produkujici
organismus, tak ale 1 dal§i mikroorganismy v prostfedi. (Seth & Taga 2014)
Napriklad ptitomnost Lactobacillus helveticus byla spojena se zvySenymi hladinami butyratu
a laktatu. Nicméné tato bakterie je striktné homofermentativni a mize produkovat laktat
jako vysledny produkt fermentace sacharidi, neni ale producentem butyratu. Korelace
s butyratem tudiz naznaCuje pravé vyse zminény cross-feeding, kdy laktat produkovany
Lactobacillus helveticus muze byt vyuzity bakteriemi produkujicimi butyrat. V lidském stieve
by se to tykalo naptiklad Eubacterium hallii ¢i Anaerostipes caccae. (Le Roy et al. 2015)
Zaroven razné aminokyseliny vyuzivané anaerobnimi bakteriemi mohou byt metabolizovany
na SCFAs. Glycin, threonin, glutamat, lysin, ornitin a aspartat jsou metabolizovany na acetat.
Dale pak threonin, glutamat a lysin mohou byt vyuzity pro syntézu butyratu a propionat
je produkovany hlavné z threoninu. Threonin je ale oznaCovan za vSestrannou aminokyselinu,
nebot’ muze byt vyuzit k syntéze vSech SCFAs. (Neis et al. 2015)

Mezi hlavni metabolity stfevniho mikrobiomu patii mastné kyseliny s kratkym fetézcem

(acetat, propionat, butyrat), rozvétvené mastné kyseliny (izovalerat, izobutyrat), aminokyseliny
(valin, leucin, izoleucin, tyrosin, fenylalanin), alkoholy, biogenni aminy (trimethylamin,
dimethylamin), organické kyseliny (sukcinat, fumarat), sacharidy (gluko6za), slouceniny
obsahujici siru, fenoly a indoly. (Lamichhane et al. 2015; Ganobis et al. 2020) Hlavnimi
metabolity vznikajicimi pfi katabolismu sacharidi jsou SCFAs, na rozdil od toho traveni
proteint vede k vétsi diverzité konecnych produktd, véetné amint, fenold, indolq, thiold, CO-,
H>, a H>S, z nichz mnohé maji toxické vlastnosti. (Macfarlane & Macfarlane 2012)
Ve studii zkoumajici faktory ovliviiujici metabolom stolice byli i€astnici rozdéleni na skupinu
mladych (n = 40) a starSich (n =165) jedinct, pficemz jedincim v mladsi skupiné bylo 18 let
a ve star§i 65-80 let. Analyza pomoci '"H NMR spektroskopie ukazala, ze nejvyznamnéjsi roli
ve slozeni metabolomu hraje vek, pficemz SCFAs se ve vyrazné vySSich koncentracich
vyskytovaly u mladSich osob v porovnani se starSimi, kde naopak stoupla koncentrace
aminokyselin. Zda se, ze hladiny lysinu a kyseliny glutamové jsou specifické pro muzské
pohlavi a jejich koncentrace je zavisla na veéku jedince. (Cui et al. 2021)

3.1.2 Mastné kyseliny s kratkym retézcem

Zda se, ze z metabolit jsou naprosto klicové SCFAs, které jsou nezbytné pro udrzeni
integrity stfeva. SCFAs jsou hlavnimi metabolity vznikajicimi pfi fermentaci sacharidi,
nicmén€ v mensi mife jsou produkovany i pii katabolismu bilkovin. Vétsina SCFAs
(vice nez 95 %) je absorbovana ze stieva a metabolizovana v raznych tkanich téla, coz pfispiva
relativn€é malym, ale vyznamnym zptusobem k dennim energetickym potfebam organismu.
Fermentace sacharidi je prospéSnym procesem, nebot’ rust sacharolytickych bakterii stimuluje
pozadavky na toxické produkty spojené s hnilobnymi procesy, ¢imz chrani hostitele.
(Macfarlane & Macfarlane 2012) Pomér produkce acetatu, propionatu a butyratu je v molarnim
pomeéru piiblizné 60 : 20 : 20, pficemz produkce téchto mastnych kyselin je nejvyssi
v proximalnim tlustém stfevé a distalnim smérem klesa zhruba na polovinu, nebot v prabéhu
pohybu traveniny stievem se sacharidy vycCerpavaji. To mize byt spojeno se zvySenym
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vyskytem stfevnich onemocnéni v distalnim stfevé. (Macfarlane & Macfarlane 2012;
Sales & Reimer 2023) Prehled jednotlivych bakterialnich druhii a SCFAs, které produkuji,
je znazornén v Tabulce €. 2

Tabulka €. 2 Piehled SCFAs produkovanych hlavnimi skupinami fermentativnich
mikroorganismu

Mikroorgasnimy Mikroorganismy Mikroorganismy
produkujici acetat produkujici propionat produkujici butyrat
Bacteroides Bacteroides Roseburia
Bifidobacteria Propionibacteria Faecalibacteria
Eubacteria Veillonella Clostridia
Lactobacilli Clostridia Eubacteria
Clostridia Prevotella Fusobacteria
Ruminococci Porphyromonas Peptostreptococci
Peptostreptococci Megasphaera Butyrivibrio
Propionibacteria Peptococci
Veillonella

Fusobacteria

Butyrivibrio

Peptococci

Streptococci

Enterobacteriaceae

Atopobium

Enterococci

Tabulka vypracovana podle Macfarlane & Macfarlane (2012)

Butyrat je hlavnim zdrojem energie pro kolonocyty v tlustém stfeveé, reguluje rast
a diferenciaci bunék. Epitelidlni buriky v distalnim tlustém stfevé ziskavaji 60-70 % své
energie z butyratu, ktery je metabolizovan na CO> a ketony, které slouzi jako prekurzory
pro syntézu lipidd ve sliznici. (Macfarlane & Macfarlane 2012) Butyrat také muze
zprosttedkovat apoptozu nadorovych bunék tlustého stieva a aktivovat intestinalni
glukoneogenezi, coz ma pfiznivé G€inky na homeostdzu glukozy. Zaroven je nezbytny
pro spotrebu velkého mnozstvi kysliku epitelovymi buiikami prostfednictvim B-oxidace, ¢imz
diky hypoxii udrzuje rovnovahu kysliku ve stfevech a zabranuje tak dysbioze. (Valdes et al.
2018) Acetat a propionat jsou téz vyuzivany kolonocyty, ale oxiduji v mnohem mensi mife nez
butyrat. (Sales & Reimer 2023) Propionat vstupuje portalni zilou do jater, kde reguluje
glukoneogenezi a podili se na signalech sytosti diky interakci s receptory mastnych kyselin ve
sttevech. Acetat je nejhojn€jsi SCFAs, jez je zasadnim metabolitem pro rust jinych bakterii.
V perifernich tkanich je vyuZivan v metabolismu cholesterolu a lipogenezi a muze hrat
vyznamnou roli v centralni regulaci chuti k jidlu. (Valdes et al. 2018; Sales & Reimer 2023)
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SCFAs také podporuji uvoliiovani serotoninu, klicového regulatoru pohyblivosti GIT
a jeho sekrece. To naznaCuje roli mikrobioty v ose stfevo-mozek, kdy zapojeni do sekrece
anorexigennich hormont ovliviiuje chut k jidlu a pfijem potravy. (Codella et al. 2018)

3.2 Vliv véku, stravy a Zivotniho stylu na stfevni mikrobiotu

Lze tvrdit, ze lidsky organismus hosti 2 genomy — jeden je zdédény genom po rodicich
jedince, ktery zlstava béhem celého zZivota témér stabilni, zatimco ziskany genom (mikrobiom)
je extrémné dynamicky a muize byt ovlivnén fadou faktord, mezi néz patii vek, strava,
hormonalni cykly, cestovani, l1ékové intervence ¢i onemocnéni. (D’ Argenio & Salvatore 2015)

3.2.1 Zmény mikrobioty v prubéhu zivota

Pocatecni vyvoj stfevni mikrobioty probiha béhem prvnich 3 let zivota, kdy ma
na osidleni stfeva mikroorganismy vliv napfiklad zplsob porodu, expozice IéCivim
s antibiotickym ucinkem ¢i sloZeni kojenecké a deétské vyzivy. Piestoze slozeni stfevni
mikrobioty zlstava od tohoto véku relativné stabilni, environmentalni faktory vcetné stresu,
stravy ¢i fyzické aktivity maze ovlivnit slozeni mikrobioty a zplsobit eubioticky ¢i dysbioticky
stav. (Sales & Reimer 2023) Napiic starnouci populaci l1ze pozorovat vzorec, kdy s vékem
dochazi k ubytku rodu Bifidobacterium, Faecalibacterium a Clostridium XIV. Mnozstvi
koliformnich bakterii, Clostridium perfigens, enterokokl, streptokokd, stafylokoka
a Enterobacteriaceae se naopak zvySuje. Tyto dvé skuteCnosti vedou ve staifi ke snizené
produkci SCFAs a snizeni sacharolytické funkce stfevni mikrobioty. (Arnold et al. 2021)
Prehled nejdulezitejsich zmén v mikrobioté v prubehu Zivota lze nalézt v Tabulce €. 3.

Tabulka ¢. 3 Zmény stievni mikrobioty v prubéhu zivota

Definice jedince Nejvice zastoupené kmeny Faktory ovliviiujici slozeni
(od nejvice po méné

zastoupené)

Déti do 2-3 let Zpusob porodu (vaginalni nebo
cisafskym fezem), gestacni vek,

hospitalizace v détském véku,

Actinobacteria, Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes

doba kojeni, doba zavadeéni
ptikrmt, malnutrice, antibioticka
1écba

Dospéli

Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria

Vyziva, hormonalni cykly,
cestovani, terapeutické zasahy,
onemocneéni

Seniofi starsi 70 let

Firmicutes, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Proteobacteria

Zmény zivotniho stylu a zména
stravovacich navykul, zvysena
nachylnost k infekcim a
zanétlivym onemocnénim,
uzivani 1ékt

Tabulka vypracovana podle D’ Argenio & Salvatore (2015)
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3.2.2 Probiotika

Jednou z moznosti, jak ovlivnit slozeni stfevni mikrobioty, jsou probiotika. Ta jsou
dle nejnovejsiho stanoviska Mezinarodni védecké asociace pro probiotika a prebiotika (ISAPP)
z roku 2014 definovana jako zivé organismy, které v adekvatnim mnozstvi poskytuji zdravotni
ptinos hostiteli. Probiotika se na trh dodavaji jako dopliiky stravy nebo fermentované produkty
s ovéfenym probiotickym statusem a musi spliiovat prisna kritéria. Podminky pro schvaleni
probiotického produktu a hlavni zdravotni pfinosy probiotik jsou znazornény
v Obrazku €. 1. (Kocot et al. 2022)

KRITERIA EFEKTY NA
LIDSKE ZDRAVI

» kolonizace stfeva hostitele

« %ivé mikroorganismy
g y - produkce bakteriocidnich latek

« znamy piivod a davkovani

. P ooxe e 3o a organickych kyselin
- rezistentni viaéi acinkiam

PROBIOTIKA - vytvofeni nepiiznivych podminek
pro patogenni mikroorganismy
- produkce mucinu
- inhibice tvorby prozanétlivych cytokini

Zaludecnich a Zlu¢ovych kyselin
« zdravotné nazavadna
« zdravotni benefity potvrzené
klinickymi studiemi

Obrazek ¢. 1 Podminky pro schvaleni probiotik a hlavni zdravotni pfinosy — vypracovan
podle Kocot et al. (2022)

Védecké dukazy naznacuji, ze probiotika mohou hrat kli¢ovou roli v zachovani funkce
stfevni bariéry a ve snizovani zanétlivych procesti. Hlavnimi zkoumanymi skupinami probiotik
jsou bakterie mlééného kvaseni (zejm. Lactobacillus), bifidobakterie a Saccharomyces
boulardii. (Kocot et al. 2022)

Modulace slozeni, funk¢nosti ¢i stability stfevni mikrobioty je povazovana
zapreventivni pfistup v rozvoji obezity a metabolického syndromu. Na vliv suplementace
probiotik na zmeény souvisejici s hmotnosti se zaméfila dvojit€é zaslepena a placebem
kontrolovana studie 220 ucastniki s nadvahou ¢i obezitou. Probiotikum Lab4p, slozené
z Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
a Lactobacillus plantarum, bylo podavano po dobu 6 mésict. Vysledky byly velmi piekvapivé,
nebot” doslo k redukci hmotnosti bez soucasného povinného zavedeni redukéni diety ¢i fyzické
aktivity. Spolu s redukci hmotnosti doslo 1 ke snizeni obvodu pasu, signifikantnimu snizeni
systolického krevniho tlaku a u skupin s hypercholesterolemii 1 ke snizeni hladin
LDL-cholesterolu (low density lipoprotein, oznaeni pro cholesterol s nizkou hustotou).
Uzivani probiotik zarovedl vedlo ke snizeni incidence infekci hornich cest dychacich
a ke zlepSeni celkového zivotniho stylu. Prvni prokazatelné zmény v reakci na suplementaci
byly pozorovatelné az po 3 mésicich, coz naznacuje, ze je nutna dlouhodoba
suplementace. (Michael et al. 2020)

Vliv probiotik byl zkoumén i ve dvojit€¢ zaslepené klinické studii kontrolované
placebem, kdy byl podavan probioticky druh Lactobacillus rhamnosus GG 141 détem
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se syndromem drazdivého tra¢niku béhem 8tydenni intervence. Vysledkem bylo signifikantni
snizeni bolesti bficha a snizeni Cetnosti abnormalnich nalezi stfevni permeability.
Prestoze nebyla provedena analyza stfevniho mikrobiomu, tudiz nelze potvrdit ¢i vyvratit
zménu bakterialniho osidleni GIT, je zifejmé, Zze suplementace probiotickych kmeni muze
zlepsit stfevni integritu a snizit projevy tohoto onemocnéni. (Francavilla et al. 2010)

Ve srovnani s placebem bylo tézu 10 zdravych dobrovolnikti ve dvojité€ zaslepené studii
zjisténo, ze na urovni genové transkripce byla po 7denni intervenci probiotickymi druhy
Lactobacillus plantare zvySena transkripce gent souvisejicich s opravnymi procesy porusené
sttevni bariéry po farmakologické zatézi. (Mujagic et al. 2017)

V tritydenni randomizované dvojit€¢ zaslepené placebem kontrolované studii byl
zkouman vliv konzumace probiotického syra na ptiznaky metabolického syndromu. Subjekty
(n = 25) pfijimaly po dobu intervence denné 1500 kcal a kus syra obsahujiciho Lactobacillus
plantarum TENSIA. Kontrolni skupina s 15 jedinci méla stejny kaloricky pfijem,
alekonzumovala syr bez probiotické kultury. Vysledky ukazaly, ze v probiotické skupiné doslo
k vyznamnému snizeni body mass indexu (BMI) ve srovnani s kontrolni skupinou.
ZarovendoSlo i k upravam krevniho tlaku. Zavérem studie tedy bylo, ze hypokaloricka dieta
doplnéna o probioticky syr mize pomoci zmirnit pfiznaky metabolického syndromu.
(Sharafedtinov et al. 2013)

3.2.3 Fermentované produkty

Fermentované potraviny jsou definovany jako potraviny nebo néapoje vyrobené
kontrolovanym rustem mikroorganismii a pfeménou slozek potravin jejich enzymatickou
aktivitou. Zpravidla obsahuji probiotické organismy v koncentracich nejméné 10°
mikrobialnich bunék na gram. Tyto potraviny zaznamenaly v poslednich letech nartst
popularity, predevsim kvuli potencialnim zdravotnim pfinostm.

Prestoze osidleni gastrointestinalnitho traktu mikroorganismy pochazejicimi
z fermentovanych potravin byva pfechodna, stale maji potencial prokazat fyziologicky pfinos
prostfednictvim konkurence s patogennimi bakteriemi ¢i produkce imunoregulacnich
a neurogennich vedlejsich produkta. Priklady jednotlivych potravin véetné mikroorganismd,
které obsahuji, jsou uvedeny v Tabulce €. 4. (Dimidi et al. 2019)
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Tabulka €. 4 Priklady fermentovanych potravin a mikroorganismt v nich obsazenych

Potravina  Popis Priklady mikroorganismu, které se v potraviné
nachazi
Kefir Fermentovany mlécny  Lactobacillus kefiri, Lactobacillus paracasei,
napoj Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae,
Lactobacillus lactis, Acetobacter lovaniensis
Kombucha  Fermentovany Cajovy  Saccharomyces cerevisieae, Zygosaccharomyces

napoj

bailii, acetobacter pasteurianus, Actetobacter aceti

Kysané zeli

Fermentované zeli

Lactobacillus sakei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Leuconostoc spp.,
Enterobacteriaceae, Lactobacillus brevis, Weisella
confusa, Citrobacter freundii

Tempeh Fermentované vafene  Enterococcus faecium, Mucor indicus, Alternaria
a loupané sojové boby alternata, Candida intermedia, Candida tropicalis,
Trichosporon beigelii, Rhizopus oryzae
Miso Fermentovana sojova  Bacillus subtilis, Staphylococcus gallinarum,
pasta Staphylococcus kloosii, Lactoccoccus spp.
Kimchi Fermentovana Leuconostoc gasicomitatum, Leuconostoc gelidum,
zelenina Weissella koreensis, Lactobacillus sakei,

Saccharomyces unisporus, Pichia kluyveri,
Lactobacillus plantarum

Tabulka vypracovana podle Dimidi et al. (2019)

Nejcaste€ji zkoumanou fermentovanou potravinu v souvislosti s jejim dopadem na zdravi
gastrointestinalniho traktu u lidi je kefir. Jedna se o fermentovany mlécny napoj obsahujici
Sirokou Skalu mikrobialnich druhti, vedle bakterii mlé¢ného kvaseni 1ze v napoji identifikovat
i symbiotické kmeny kvasinek. (Dimidi et al. 2019) Diky obsahu bakterii exprimujicich beta-
galaktosidazu je v kefiru niz§i mnozstvi laktdzy nez napt. v mléce (az o 30 %), takze je oproti
jinym mléénym vyrobkim relativné dobfe snaSen i u osob se snizenou toleranci laktozy.
(Hertzler & Clancy 2003) Zaroven existuji dikazy o tom, ze kefir mize modifikovat stievni
mikrobiotu a jeho pravidelna konzumace muze zlepsit kvalitu zivota a zmirnit pfiznaky
onemocnéni u osob trpicich nespecifickymi stfevnimi zanéty. (Ilmaz et al. 2020) Pilotni studie
z roku 2014 zkoumala u 20 osob trpicich chronickou zacpou vliv konzumace 500 ml kefiru
denné po dobu 4 tydnd. Intervence vedla ke zvySené frekvenci defekace, zlepSeni konzistence
stolice a snizeni spotfeby projimadel. (Turan et al. 2015)

Kysané zeli se vyrabi smichanim nasekaného zeli s 2,3-3 % soli. Smés se necha
spontanné fermentovat, na ¢emz se obvykle podili bakterie rodu Leuconostoc, Lactobacillus
a Pediococcus. (Dimidi et al. 2019) V randomizované dvojité zaslepené studii zkoumajici vliv
konzumace kysaného zeli na projevy onemocnéni u pacientd se syndromem drazdivého
traniku bylo 34 uacastnikim studie podavano po dobu 6 tydnt bud pasterizované
nebo nepasterizované kysané zeli. U obou skupin doslo k vyraznému zmirméni ptiznakt
onemocnéni a zméné stievni mikrobioty, ktera vSak nebyla statisticky vyznamna. Zajimavé
bylo zjisténi, ze nedochéazelo k vyraznym rozdilim mezi skupinami, coz mize znamenat,
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ze pozitivni vliv kysaného zeli nespociva ani tolik v obsazenych mikroorganismech,
jako v prebiotickych slozkach obsazenych v zeli. (Nielsen et al. 2018)

3.2.4 Prebiotika

Prebiotika jsou definovana jako substrat, ktery je selektivné vyuzivan mikroorganismy
hostitele, pfinasejici zdravotni piinos. Pivodné byly do skupiny prebiotik zarazeny predevsim
latky sacharidového typu, nicméné soucasna definice se rozSifuje i na polyfenoly
a polynenasycené mastné kyseliny. (Kocot et al. 2022) Prehled prebiotik je znazornén
na Obrazku €. 2.

Fenoly a Polynenasycené
Sacharidy fytochemikalie mastné Kyseliny
T I
kurkumin k. linolovi
kvercetin EPA
hesperidin DHA
Oligosacharidy Paolysacharidy
I
fruktany inulinového typu
galaktoligosacharidy B-glukany

arabinoxyloxany isomaltodrxtrin
xylooligosacharidy rezistentni $krob
oligosacharidy matefského mléka)

Obrazek ¢. 2 Schéma rozdéleni prebiotik — vypracovano podle Kocot et al. (2022)

Funkce prebiotik spoCiva predevSsim ve stimulaci ristu rodt Lactobacillus
a Bifidobacterium v tlustém stfevé, ¢imz mohou pfispivat k vyvazeni ¢i obnové stfevni
mikrobioty. (Kocot et al. 2022) To bylo potvrzeno 1 ve dvojité zaslepené placebem
kontrolované studii, kdy se détem s diabetes mellitus 1. typu podavala oligofruktdza
a po 12tydenni intervenci doSlo u prebiotické skupiny k vyraznému nartstu zastoupeni
bifidobakterii ve stfevni mikrobioté, coz s sebou pfineslo 1 pozitivni vliv na stfevni
bariéru. (Ho et al. 2019) Ke zvySeni podilu rodu Bifidobacteria ve stievni mikrobioté doSlo
i pfi 6tydenni intervenci 10 g inulinu denné u pacientil s prediabetem v placebem kontrolované
studii z roku 2021. (Mitchell et al. 2021)
Dalsi znamym prebioticky piisobicim sacharidem je B-glukan, ktery se nachazi napiiklad v ovsu
¢ijeCmeni. Ve studii s 18 seniory trpicimi zazivacimi obtizemi a 21 mladymi zdravymi osobami
doslo po zvySeni pfijmu B-glukant ve stravé ke snizeni stievni propustnosti, coz naznacuje
moznost vyuziti téchto prebiotik ve zmirnéni pfiznaki pragjmu ¢i zacpy u starSich
osob. (Ganda Mall et al. 2018) Vliv B-glukant byl zkouman také béhem 3tydenni intervence
s kfizovym designem, kdy mladi zdravi dospéli piijimali B-glukany zovsa, zjeCmene
anebo byli v kontrolni skupiné bez navySeni obsahu vlékniny ve stravé. Vysledkem bylo,
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ze reakce na piijem PB-glukani se vyznaCuji znacnou interindividualni variabilitou a také
existuji vyznamné rozdily mezi pohlavimi. U metabolomu se efekt projevil pouze u n¢kolika
metabolitd, jako byl butyrat, palmitat, kyselina linolova a kyselina eikosapentaenova.
(Trimigno et al. 2017)

Polyfenoly jsou bioaktivni slouceniny hojné rozsireny napiiklad v ovoci ¢i zelening,
kde plni funkci sekundarnich metabolitd. Vzhledem k tomu, Ze tyto latky jsou fermentovany
sttevni mikrobiotou a mohou téz ovlivnit jeji kompozici, jsou zarazeny mezi prebiotika.
(Guglielmetti et al. 2020) Jejich vliv byl zkouman naptiklad v zaslepené studii s cross-over
designem, ktera se snazila otestovat hypotézu, ze dieta bohata na polyfenoly miize snizit hladiny
sérového zonulinu (nepfimého markeru propustnosti stfevni stény) a zaroven prospeésné
modifikovat stfevni mikrobiotu a s tim souvisejici biochemické markery. Seniofi (n= 51)
konzumovalo po dobu 8 tydnu dietu, ktera byla navySena o 3 porce potravin bohatych na
polyfenoly denné — jednalo se napfiklad o bobuloviny, jablka, granatova jablka ¢i pomeranc.
Po intervenci bylo pozorovano vyrazné zvySeni Celedi Ruminococcaceae a Faecalibibacterium,
coz jsou bakterie fermentujici vlakninu a zaroven produkujici SCFAs. Také doslo ke snizeni
hladin sérového zonulinu a snizeni krevniho tlaku. (Del Bo® et al. 2021)

Polynenasycené mastné kyseliny jsou zatim spoleCnosti ISAPP oznaCovany
jako , kandidati na prebiotika“, pficemz nejvice se diskutuje o kyseliné eikosapentaenové,
dokosahexaenové a linolové. (Kocot et al. 2022) Mikrobialni druhy, které se zdaji byt
podporovany zvySenym piijmem omega-3 mastnych kyselin, jsou naptiklad Bacteroidetes,
Firmicutes, Lachnospiraceae, Bifidobacteria a Enterobacteriaceae. Ty diky produkci SCFAs
(zejm. butyratu) pfispivaji ke snizeni zanétu a endotoxémie. Nicméné silné dukazy
pro modulaci stfevni mikrobioty u lidi nejsou zatim dostate¢né a je zapotiebi vice kvalitnich
studii na toto téma. (Durkin et al. 2021)

3.2.5 Antibiotika a dalii vybrané 1éky

Nejvice diskutovanou skupinou 1é¢iv v souvislosti se stfevni mikrobiotou jsou
antibiotika, ktera jsou zakladem mediciny jiz 70 let a pouzivaji se v obrovském méfitku.
Prestoze jsou odborniky vnimana jako bezpec€na, jejich uzivani nese rizika, ktera jsou casto
podcenovana. Bylo zji§téno, ze tyto Iéky meni taxonomickou, genomovou a funkéni kapacitu
lidského stfevniho mikrobiomu, pii¢emz tyto uginky mohou byt trvalé. Sirokospektra
antibiotika snizuji bakterialni diverzitu a negativné ovliviiuji mnozstvi symbiotickych kment.
Zvlasté se diskutuje o uzivani antibiotik u malych déti, u kterych je v prvnich 2 letech zivota
preskripce antibiotické 1écby nejintenzivnéjsi a u kterych mize rana a Casta expozice témto
1éciviim vést k dlouhodobym negativnim dopadim na zdravi. Jedna se napiiklad o ovlivnéni
metabolismu a vyvoje a vlivu na rozvoj obezity, diabetu ¢i astmatu. (Modi et al. 2014;
Blaser et al. 2016 &)

Dale se zda, ze uzivani antibiotik matkou mize ovlivnit dité jiz v prenatalnim véku.
V populacni studii bylo v letech 2009-2011 sledovano 397 t€hotnych zen. Vysledky ukézaly,
ze expozice antibiotikim béhem te€hotenstvi vedla k nizsi porodni hmotnosti o 138 g ve srovnani
s rodickami, které antibiotika v pribéhu tehotenstvi neuzivaly. Asociacebyla nejsilngjsi
u novorozencu Zen, které uzivaly jina antibiotika nez penicilin. Nizka porodni hmotnost je
spojena s béznymi onemocnénimi dospélého veéku vcetné obezity, kardiovaskularnich
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onemocnéni, diabetes mellitus 2. typu a nékterych druhi nadorovych onemocnéni. Vzhledem
k témto vysledkim je tedy na misté peclivé zvazit preskripci antibiotik téhotnym Zenam
z hlediska prevence rozvoje civiliza¢nich onemocnéni. (Vidal et al. 2013)

Vliv antibiotik na novorozence, kojence a batolata zkoumala kohortova studie zhruba
12 tisic finskych déti, u kterych se zaméfila na vysku, hmotnost a uzivani 1€kl od narozeni
do 24 meésicu veéku. Statistické vysledky poukazaly na fakt, Ze déti exponované antibiotikiim
mély vySsi body mass index (BMI) nez déti, které neuzivaly antibiotika, pfi¢emz ucinek byl
vys8i pii vystaveni makrolidovym antibiotikim pfed 6. mésicem veéku anebo pii opakované
expozici. Tyto a¢inky mohou hrat roli v celosvétové epidemii obezity u déti a zduraziiuji
uvazlivé uzivani antibiotické 1éCby u novorozenct, kojenct a batolat s preferenci antibiotik
s uzkym spektrem. (Saari et al. 2015)

Prehled zroku 2022 doSel z dosavadnich poznatka k zavéru, ze po 1é¢bé chinolony
a metronidazolem dochézi ke konzistentnim prokazatelnym zménam v mikrobioté
a pfi kombinované 1écbé dochazi k dlouhodobé dysbidze. (Nel Van Zyl et al. 2022)
V randomizované, dvojité zaslepené a placebem kontrolované studii 57 obéznich
prediabetickych muzi byl zkouman vliv kratkodobé antibiotické intervence na obezitu
a inzulinovou senzitivitu. Ugastnici byli rozd&leni do 3 skupin a po dobu 7 dnd uZivali bud
amoxicilin, vankomycin nebo placebo. Po 7 dnech doslo u vankomycinové skupiny ke snizeni
bakterialni diverzity a redukci rodu Firmicutes, ktery je zapojen do metabolismu SCFAs
a zluCovych kyselin, coz vedlo ke zménéné koncentraci metabolitd v plazmé a ve stolici.
Prestoze mikrobiota byla alterovana jesté 8 tydna po ukonceni intervence, nedoslo ke zméne
tkanové citlivosti na inzulin, metabolismu jednotlivych substrati, velikosti adipocytd ani zméné
hladin postprandialnich hormonti a systémového zanétu. Tento vyzkum naznacuje,
ze by kratkodoba antibioticka lécba u obéznich jedincii nemusela mit vyznamny klinicky dopad
na metabolické zdravi. (Reijnders et al. 2016)

Inhibitory protonové pumpy jsou léky, které se predepisuji k potlateni produkce
kyseliny chlorovodikové v zaludku a k 1é¢bé dalSich poruch GIT (peptické vredy, reflux...).
Jsou povazovany za léky s nizkym rizikem a Castokrat jsou uzivany nadmeérné. Naznaky studii,
Ze tyto léky mohou negativné ovlivnit stfevni mikrobiotu, byly ovéfeny pii analyze 1827 vzorkt
stolice zdravych dvojcat. Vysledky ukézaly vyrazné nizsi zastoupeni komenzalnich bakterii
ve stfevé a signifikantn€ niz§i diverzitu mikrobioty. Zaroven studie poukazovala na vyssi
mikrobialni osidleni dutiny tstni a horni ¢asti GIT, pficemz obé zmény jsou nejspis disledkem
odstranéni zaludecni bariéry s nizkym pH. Ovlivnéni mikrobioty uzivanim téchto 1€kt je tedy
vyznamné a lékafi by se méli vyvarovat nadmeérmeého doporucovani a predepisovani inhibitort
protonové pumpy. (Jackson et al. 2016)
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Nesteroidni  antirevmatika  (NSAID), hojné wuzivana IéCiva po celém
svete, jsou téz velkym  stresorem a mohou vyrazné zvysit stievni permeabilitu.
Velmi Casto je uzivana naptiklad kyselina acetylsalicylova jakozto 1€k pro 1écbu
kardiovaskularnich onemocnéni u starSich osob, coz muze indukovat gastrointestinalni potize
u seniort. (Ganda Mall et al. 2018) Byl zkouman i vliv konzumace probiotickych kment
nasnizeni dopadu konzumace téchto 1ékd na stfevni bariéru, nicméné u 10 zdravych
dobrovolnikti po 1denni intervenci indomethacinu a nasledném 7dennim uzivani probiotickych
druhtt Lactobacillus plantarum nedoslo k signifikantnimu zlepSeni stfevni propustnosti.
(Mujagic et al. 2017)

3.2.6 Mikrobiom a zivotni styl

Vyzkumy ukazaly, ze pravidelna fyzickd aktivita ma pozitivni vliv na stfevni
mikrobiotu — muaze zvySovat diverzitu stievni mikrobioty prostfednictvim nékolika
mechanisma, véetné podpory protizanétlivého stavu. Vztah mezi mikrobiotou a pohybem je
vSak obousmérny a eubidéza miZze vyznamnym zpusobem podpofit sportovni vykon. (Codella
et al. 2018; Sales & Reimer 2023)

Analyza stfevni mikrobioty 39 zdravych jedinci spodobnym vékem, BMI,
stravovacimi navyky, ale rozdilnou kardiorespiracni zdatnosti ukazala, ze kardiorespiracni
zdatnost pozitivné koreluje se zvySenou diverzitou stfevni mikrobioty. Zaroven
se v mikrobiomu zvyS$il pocet geni souvisejicich s produkci SCFAs (zejm. butyratu),
coz je spojeno s celkovym zdravim hostitele. To podporuje dulezitost oficialnich
doporuceni pro zafazeni fyzické aktivity jako podpirného opatfeni pii prevenci mnoha
onemocnéni. (Estaki et al. 2016)

Observacni studie z roku 2019 vSak pfinesal zcela novy pohled na ovlivnéni slozeni
mikrobioty fyzickou aktivitou a stravou uzptisobenou potiebam sportovce. Nutri¢ni doporuceni
pro vykonnostni sportovce totiz zahrnuji omezeni pfijmu vlakniny jako prevenci
gastrointestinalnich potizi pfi vykonu, coz ovSem muze vést ke snizeni diverzity mikrobioty.
Navic sportovci obvykle konzumuji vice zivocisnych bilkovin, aby pokryli potieby
pro hypertrofii a regeneraci svalové tkané€. DalSim potencialné€ negativnim vlivem muze byt
i redistribuce krve béhem intenzivniho cviceni, kdy se krev presouva od vnitinich organa
do svalt, pficemz hypoperfuze spojena sischemii a nasledna reperfuze mize téz negativné
ovlivnit Cinnost stfevni mikrobioty. Ve studii byla porovnavana mikrobiota 15 kulturista,
15 elitnich vytrvalostnich bézct a 15 muzi se sedavym zivotnim stylem. Ukazalo se, ze typ
fyzické aktivity souvisel surCitymi dietnimi vzorci, kdy kulturisté konzumovali stravu
s vysokym obsahem bilkovin a tukd a nizkym obsahem sacharidii a vlakniny a vytrvalostni
sportovci se vyznaCovali nizkou konzumaci sacharidi a vlakniny. Prestoze vysledky
neprokazaly vliv na diverzitu stfevni mikrobioty v zavislosti na druhu sportu (mikrobiota byla
alterovana u vSech atlett), byly patrné rozdily v relativnim zastoupeni rodu a druh.
Faecalibacterium, Sutturella, Clostridium, Haemophilus a Eisenbergiella byly nejvyssi
u kulturista, zatimco Bifidobacterium a Parasutterella byly nejniz§i. Na trovni druhu byly
sttevni bakterie uzivané jako probiotika (Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
longum a skupina Lactobacillus sakei) a bakterie produkujici SCFAs (Blautia wexlerae,
Eubacterium hallii) nejniz§i u kulturistd a nejvyssi u kontrol. Vysledky naznacuji, Ze strava
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s vysokym obsahem bilkovin a nizkym obsahem sacharidi muze mit negativni dopad
na diverzitu stfevni mikrobioty prokazujici se vyraznym poklesem komenzalnich bakterii
produkujicich SCFAs. (Jang et al. 2019)

Z pohledu stravy nedavna studie ukézala, ze vyznamnou roli v metabolomu stolice hraje
obsah tuki ve strave, ktery vyznamné reguluje obsah SCFAs a aminokyselin ve stolici. Zaroven
bylo na vzorcich stolice od 205 tcastnikl zjisténo, ze obsah aminokyselin ve stolici je citlivéjsi
na piijem stravy u zen, naopak u muzad dochazelo k vétsi interakci se SCFAs. V této studii
se také ukazala slaba korelace s piijmem sacharidi a hladinami kyseliny valerové a izovalerové
u zen. U muzl, ktefi konzumovali méné bilkovin, byly v metabolomu vyssi hladiny kyseliny
izovalerové a propionové, coz potvrzuje vliv rozlozeni makronutrientli ve straveé na stfevni
mikrobiotu a tim 1 metabolismus jednotlivych zivin. Zavérem studie bylo tvrzeni, ze veskeré
studie zkoumajici vliv stravy na stfevni mikrobiotu by mély byt hodnoceny v souvislosti
s vékem a pohlavim ucastnikt. (Cui et al. 2021)

Z hlediska mikrobioty jsou ze sacharidi zasadni predevsim fermentovatelné sacharidy
a vlaknina. S redukci sacharidi ve stravé klesa zastoupeni Faecalibacterium prausnitzii.
Role fermentovatelnych sacharidi byla shrnuta v kapitole 3.2.4. Prebiotika, nicméné souhrnné
1ze fici, ze vlaknina a jeji rizné typy maji zasadni vliv na stfevni mikrobiotu tim, Ze se stavaji
substraty pro fermentaci a produkci SCFAs v tlustém stfevé. Zmeény ve stravé v podobé
konzumace rozlicnych typa vlakniny mohou vést k ovlivnéni stfevni mikrobioty i jednotlivych
metabolickych produktd. (Maukonen & Saarela 2015)

Bilkoviny jsou ve stfevé metabolizovany pomoci nékolika mechanismt. Kromé SCFAs
mohou byt z aminokyselin tvofeny také rozvétvené mastné kyseliny a aromatické slouceniny,
konkrétn¢ fenol, indol, a fada dalSich sloucenin odvozenych od fenylalaninu, tyrosinu
a tryptofanu. Mnoho metabolitd produkovanych fermentaci aminokyselin je pro hostitele
Skodlivych a nékteré slouceniny jsou dokonce oznaCovany jako karcinogenni. Strava bohata
na bilkoviny, a naopak chuda na sacharidy muze negativné ovlivnit stfevni mikrobiotu
a zpusobit dysbiozu. (Maukonen & Saarela 2015) Vzhledem k tomu, Ze tento typ diet je velmi
obliben pti redukci hmotnosti, vice se na jeji vliv na stfevni mikrobiom zaméfila klinicka studie
17 obéznich muzi. Uastnikim byla nejprve podavana po dobu 7 dnd definovana dieta
pro udrzeni hmotnosti s klasickym trojpomérem zivin, nasledovaly 4 tydny diety s vysokym
obsahem bilkovin a stfednim obsahem sacharidi a nakonec 4 tydny diety s vysokym obsahem
bilkovin a nizkym obsahem sacharidd. VSe probihalo v kiizovém designu. Ob¢ diety
s omezenim sacharidi vedly ke zvyseni podilu rozvétvenych mastnych kyselin, fenylacetové
kyseliny a N-nitrosovych slouCenin v metabolomu stolice. Dieta s nizkym obsahem sacharida
také snizila podil butyratu, coz bylo spojeno se snizenim skupin Roseburia/ Eubacterium
rectale. Vysledky tedy naznaCuji, ze dlouhodobé dodrzovani takovych diet muze zvysit
zdravotni rizika spojena s dysbiozou. (Russell et al. 2011)

3.3 Mikrobiom a souvislost se zdravim

Stfevni mikrobiota hraje dilezitou roli ve fyziologii lidského organismu. Podili
se na traveni polysacharidi, vyvoji imunitniho systému, obrany proti patogenum, syntéze
vitaming, ukladani tukd, regulaci angiogeneze a vyvoji chovani. Z tohoto divodu se o stievni
mikrobioté Casto hovoti jako o ,,.zapomenutém organu®. (D’ Argenio & Salvatore 2015)
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Vyzkumy a pozorovani provedena v poslednich 20 letech poukazuji na moznost
ovlivnéni rozvoje mnoha civilizacnich onemocnéni pravé slozenim stfevniho mikrobiomu.
Jesice pravda, ze slozeni mikrobioty 1 vyznam jednotlivych mikrobialnich aktivit
se individualné velmi lisi, s nejvétsi pravdépodobnosti se ale slozeni stfevniho mikrobiomu
podili na patogenezi mnoha chronickych onemocnéni (napf. obezity, diabetes mellitus 2. typu,
nealkoholické steatozy jater), kardiovaskularnich a autoimunitnich onemocnéni a mé vliv ma
i na fadu nadorovych, neurologickych a psychiatrickych onemocnéni. Tato onemocnéni maji
vesmes spolecného jmenovatele — snizenou diverzitu, zvySené zastoupeni fakultativnich taxont
(napt. Enterobacteriaceae) a nizsi produkci zdravi prospésnych latek.

Nicméné to, zda se alterovana mikrobiota pfimo podili na vzniku onemocnéni
anebo je jen sekundarnim jevem, je stale predmétem vyzkumi a Cetnych diskuzi mezi
odborniky. (Le Chatelier et al. 2013; Lynch & Pedersen 2016; Fan & Pedersen 2021)

3.3.1 Definice metabolického syndromu

Metabolicky syndrom je soubor civilizacnich onemocnéni vyrazné zvysujicich umrtnost
ve vyspelych zemich. Hlavnimi rysy metabolického syndromu jsou aterogenni dyslipidemie,
prozanétlivy a protromboticky stav, inzulinova rezistence, hypertenze a abdominalni obezita.
Se syndromem mohou byt spojeny i dal§i poruchy jako zvySend mikroalbinurie, zvySeny
fibrinogen, snizena aktivita plasminogenu, zvySena viskozita krve a zvySena hladina kyseliny
mocové. Kazda z téchto abnormalit podporuje rozvoj aterosklerdzy a vyrazné zvysuje riziko
kardiovaskularnich onemocnéni. Dle diagnostickych kritérii Adult Treatment Panel III
(ATP III) jsou pro diagnozu metabolického syndromu tieba alesponi 3 z kritérii vyjmenovanych
v Tabulce ¢. 5. (Miccoli et al. 2005)

Tabulka €. 5 Kritéria pro diagnostiku metabolického syndromu

Muzi Zeny
Obvod pasu (cm) >102 >88
Triacylglyceroly v krvi (mmol/ 1) >1,7 nebo 1écba
HDL cholesterol (mmol/ 1) <1,0 <1,3
Krevni tlak (mm Hg) >130/85 nebo 1écba
Glykémie nala¢no (mmol/l) >5,6 nebo 1écba

Tabulka vypracovana podle Rodriguez-Ortiz et al. 2016

Spolecnym jmenovatelem vySe zminénych onemocnéni je nizky stupenn chronického
zanétu. Ten mize byt zpuisoben zménou funkce stievni bariéry, coz vede k translokaci bakterii
a jejich produkti do organismu a nasledné endotoxémii vyvolavajici zanétlivy
stav. (Witkowski et al. 2020; Kocot et al. 2022)

Vlivu konzumace probiotik (a s tim souvisejicim ovlivnénim mikrobiomu) na rtizné aspekty
metabolického syndromu se vénovala napt. studie s celkem 5 ucastniky, kteti byli rozdéleni
dointervencni a kontrolni skupiny. Probioticka skupina konzumovala po dobu 45 dni 80 ml
probiotického mléka obsahujiciho v priméru 3,4*10®8 CFU/ ml Bifidobacterium lactis.
Vysledky ukazaly, ze u probiotické skupiny doslo oproti kontrolni k vyznamnému snizeni
hmotnosti, celkového cholesterolu a low density lipoprotein (LDL) cholesterolu. Kromé toho
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byly zaznamenany statisticky vyznamné poklesy prozanétlivych cytokini — tumor
nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF-alfa) a interleukinu-6 (IL-6). Tato studie tedy poskytuje
poznatky o potencialnim pozitivnim vlivu probiotik na redukci charakteristickych parametri
metabolického syndromu a obezity. (Bernini et al. 2016)

3.3.2 Mikrobiom a obezita

Pocet osob trpicich obezitou a sni souvisejicimi komorbiditami neustile stoupa.
Tento fakt je nasledkem predevsim rozsifujiciho se sedavého zplisobu zivota spolu se zvySenou
konzumaci energeticky denzitnich a nutriéné€ chudych potravin. (Michael et al. 2020)

Prestoze obecné lze fici, ze mikrobiota u obézniho jedince je méné rozmanita,
lze pozorovat také vzorce v relativnim zastoupeni jednotlivych kment. V Tabulce €. 6 je
patrné které kmeny jsou vice typické pro obézni jedince a které pro osoby s normalni
hmotnosti. (Turnbaugh et al. 2009)

Tabulka ¢. 6 Kmeny typické pro osoby s obezitou a pro jedince s normalni hmotnosti

Kmeny bakterii typické pro obézni Kmeny bakterii typické pro §tihlé jedince
jedince

Bacteroides Faecalibacterium

Parabacteroides Bifidobacterium

Ruminococcus Lactobacillus

Campylobacter Butyrivibrio

Dialister Alistipes

Porphyromonas Akkermansia

Staphyloloccus Coprococcus

Anaerostipes Methanobrevibacter

Tabulka vypracovana podle Turnbaugh et al. (2009)

Strevni metabolismus mé silny vliv na abdomindlni adipozitu a metabolismus
aminokyselin a vitaminQ skupiny B miize hrat vyznamnou roli v regulaci télesné hmotnosti
a vzniku obezity. (Zierer et al. 2018) Mechanismy spojujici stfevni mikrobiotu s obezitou
zahrnuji 3 zakladni teorie. Prvni je hypotéza skladovani energie, ktera predpoklada, ze rizné
druhy mikroorganismti maji rozdilnou kapacitu pro zisk energie z potravy a jeji skladovani
v tukové tkani. Naptiklad Firmicutes fermentuji polysacharidy na SCFAs — vysoké hladiny
téchto mastnych kyselin spolu s krevni glukézou stimuluji tvorbu tukt v jatrech a zvysuji
i produkci lipoproteint nizké hustoty. SCFAs téz zvysuji aktivitu lipoproteinové lipazy, coz
podporuje ukladani tuku v tukové tkani. Druhy mechanismus je spojen s rozpoznavacim
receptorem TLRS. ZvySeny pocet patogennich bakterii (napt. Clostridium cluster XIV)
a zaroven zménény pomér Firmicutes a Bacteroidetes mize vyvolat translokaci bakterii, zanét
a signalizaci TLRS. S tim souvist i tfeti teorie — hypotéza zanétu. Ta predpoklada, ze obezita
souvisi s metabolickou endotoxémii a zménou stfevni bariéry. ZvySena stfevni propustnost
muze negativné pusobit na epitelové membranové receptory a tim meénit senzorické signaly
komunikujici s centralni nervovou soustavou. Tento jev mize vést k metabolickym porucham
souvisejicim s obezitou hostitele. (Stephens et al. 2018)
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Jedna znejvétSich prafezovych studii spojujici obezitu s mikrobiomem u lidi
analyzovala vzorky stolice 1632 zdravych zen. Vysledky ukazaly, ze z 8 hlavnich druhu, které
souvisi s naristem hmotnosti, 7 z nich patii do rodu Firmicutes, pficemz mnoho z nich
je soucasti Ruminococcaceae. Dale bylo zjisténo, ze diverzita stfevniho mikrobiomu byla
negativné spojena s dlouhodobym pfibyvanim na hmotnosti, zatimco pozitivné korelovala
s pfijmem vlakniny, pfi¢emz ptinosny Uc¢inek vlakniny na hmotnost mize byt vyrazngjsi
u jedincu s vy$si diverzitou mikrobiomu. (Menni et al. 2017)

V prospektivni studii trvajici 7 let byla zkouména stfevni mikrobiota u 25 déti
s vySsihmotnosti ¢i nadvahou v porovnani s 24 détmi s normalni hmotnosti. Vysledky ukézaly,
ze pocty bifidobakterii ve vzorcich stolice byly v kojeneckém véku vyssi u déti, které si udrzely
normalni hmotnost oproti t€ém, které dospély k nadvaze. Mikrobiota déti s vys§i hmotnosti také
vykazovala jisté abnormality, vCetné vySSiho zastoupeni Staphylococcus aureus. Zavérem
studie byla tedy teorie, Ze alterovana stfevni mikrobiota v détstvi muze vést k vy§si hmotnosti
v pozdéj§im véku, coz nabizi nové moznosti pro preventivni a terapeutické piistupy v regulaci
hmotnosti. (Kalliomaki et al. 2008)

Faecalibacterium prausnitzii je Casto davana do souvislosti s obezitou. Analyza vzorkt
stolice 54 obéznich jedincu ve srovnani s 54 jedinci s normalni hmotnosti v§ak nepfinesla
signifikantni vysledky v zastoupeni tohoto mikroorganismu. Hodnoty u muzi vSak byly
vyrazn€ niz§i nez u zen a zaroven byla pozorovana pozitivni korelace mnozstvi
Faecalibacterium prausnitzii s hladinou glukézy nalacno u muzi (u zen nikoliv). Vysledky
naznacuji, Zze v patrani po souvislostech tohoto organismu s obezitou je tfeba zohlednit mimo
polohy, etnicity, stravy a tranzitniho €asu i pohlavi zkoumanych subjektt. (Feng et al. 2014)

Zajimavé vysledky pfinesl vyzkum zabyvajici se porovnanim mikrobioty po bariatrické
operaci. Vyzkumny soubor zahrnoval 3 jedince s normalni hmotnosti, 3 pacienty s obezitou
3.stupné a 3 subjekty po operaci zaludecniho bypassu. Rod Firmicutes byl dominantni
u jedinct s normalni hmotnosti a u obéznich, nicméné se vyrazng snizil u osob po bariatrické
operaci, kde se naopak zvysil vyskyt Gammaproteobacteria. U obéznich jedinct bylo typické
vy$si zastoupeni vodik produkujicich Celedi jako Prevotellaceae a metanogennich archeai.
Prestoze vyzkumny soubor byl velmi maly pro ovéfeni tvrzeni, vysledky vedou k hypotéze,
ze zmény hmotnosti po bariatrické operaci mohou souviset i se zménami stfevniho mikrobiomu
a muze mit dopad na piijem a traveni potravy. (Zhang et al. 2009)

3.3.3 Mikrobiom a diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu je chronické metabolické onemocnéni projevujici se vysokou
hladinou glukoézy v krvi zptsobené bud’ odolnosti télesnych tkani vaci ptsobeni inzulin
(inzulinova rezistence). Prediabetes je stav definovany porusenou gluk6zovou toleranci,
zvySenou hladinou glukozy v krvi nalaéno nebo vyssimi hodnotami glykovaného hemoglobinu,
ale s hodnotami pod diagnostickymi kritérii pro diabetes mellitus 2. typu. U vétSiny osob
trpicich prediabetem dochazi postupem casu k plné manifestaci onemocnéni. (Mitchell et al.
2021)

Vysledky studie 36 dospélych muzd, z nichz 18 bylo diagnostikovano s diabetes
mellitus 2. typu, poukéazala na zmény slozeni stfevni mikrobioty souvisejici s diabetem. Pomér
Firmicutes ku Clostridia byl u diabetické skupiny vyrazné€ snizeny. Zaroven pomeéry
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Bacteroidetes k Firmicutes, stejné jako pomeéry Bacteroides-Prevotella ke skupiné
C. coccoides-E. rectale vyznamné a pozitivné korelovaly s koncentraci plazmatické glukozy.
Zaroven tiida Betaprotebacteria byla vice zastoupena u pacientd s diabetem a pozitivné
korelovala s plazmatickou hladinou glukozy. (Larsen et al. 2010) U pacientt s prediabetem
¢i diabetes mellitus 2. typu byly také zaznamenany vyssi hladiny endotoxinu v krvi ve srovnani
se zdravymi jedinci, coZz naznaCuje zvySenou stfevni propustnost zpusobenou dysbiozou.
(Mitchell et al. 2021) VSechny tyto dukazy tedy vedou k teorii, zda l1ze modulaci stfevni
mikrobioty zmirnit projevy diabetes mellitus 2. typu. Dvojité zaslepena placebem kontrolovana
studie zkoumala vliv inulinu na inzulinovou rezistenci, zménu stfevniho mikrobiomu stfevni
propustnost a koncentraci endotoxinu u 24 osob ohrozenych rozvojem diabetes mellitus 2. typu.
Intervencni skupina konzumovala po dobu 6 tydni 10 g inulinu denné. I pfes zvySeni podilu
bifidobakterii ve stfevni mikrobioté nedoslo ke zlepSeni citlivosti tkani na inzulin, pficemz sami
autofi diskutuji o dalezitosti redukce hmotnosti pii 1éCb€ prediabetu. (Mitchell et al. 2021)

3.3.4 Mikrobiom a vybrana autoimunitni onemocnéni

Autoimunitni onemocnéni se projevuji tak, ze imunitni systém nedokaze adekvatné
rozpoznat cizi antigeny a napadd i svou vlastni tkan. Tato onemocnéni jsou vétSinou
celozivotni, jejich 1écba je nakladna a obtizna. Jedna se naptiklad o celiakii, systémovy lupus
erythematodes, revmatoidni artritidu, nespecifické stfevni zanéty, diabetes mellitus 1. typu,
astma, autoimunitni thyroitidu, roztrousenou sklerozu a dalSi. Prestoze neexistuje jasna
patologie vzniku téchto chorob, je jasné, ze jejich etiologie je multifaktorialni a alterace stfevni
mikrobioty hraje v rozvoji velmi vyznamnou roli. (Xu et al. 2022)

U osob trpicich autoimunitnim onemocnénim dochazi k identickym vzorciim ve zmeéné
sttevni mikrobioty. Méni se pfedev§im pomér Bacteriodes k Firmicutes. Zména v pomeru je
u jedincu s predispozici k rozvoji diabetes mellitus 1. typu pozorovatelna jiz 6 mésica
po narozeni. Mohlo by se tak jednat o Casny diagnosticky marker u osob nachylnych k rozvoji
autoimunitniho onemocnéni. (Turnbaugh et al. 2009)

Diabetes mellitus I. typu je zptsoben autoimunitni reakci a naslednou destrukci f-bunék
slinivky bfisni. Sice je geneticky podminén genotypem HLA (lidsky leukocytarni antigen),
nicméné hlavni roli v rozvoji tohoto autoimunitniho onemocnéni hraje prostfedi. Vyznamnymi
Ciniteli je napfiklad kojeneckd vyziva, virové infekce, strava, ale i typ porodu, kdy u déti
rozenych cisarskym fezem byla prokazana vyssi incidence diabetu 1. typu, nejspi§ v souvislosti
s alterovanou stfevni mikrobiotou. Osoby, u kterych je rozvinuty diabetes 1. typu, maji
snizenou diverzitu stfevniho mikrobiomu az o jednu ¢tvrtinu. (Turnbaugh et al. 2009)

Podavani prebiotik (napf. inulinu nebo oligofruktdzy) se ukazuje jako vhodna podptarna
1éCba pro pacienty s diabetes mellitus 1. typu. Tato prebiotika zvySuji zastoupeni rodu
Bifidobacterium ve stievni mikrobioté, pfi¢emz tento rod se vyznacuje vyznamnou produkci
SCFAs, které stimuluji sekreci GLP a snizuji zanét. V pilotni dvojité zaslepené placebem
kontrolované studii bylo 17 détem ve véku 8—17 let podavano prebiotikum po dobu 12 tydnu,
kontrolni skupina 21 déti dostavala placebo. Po intervenci bylo u prebiotické skupiny potvrzeno
zvySené zastoupeni rodu Bifidobacterium, naopak u druhé skupiny bylo vySsi
zastoupeni rodu Streptococcus, Roseburia inulinivorans, Terrisporobacter a Faecalitalea.
Zaroveri u probiotické skupiny doslo ke snizeni stfevni propustnosti, a piestoze nedoslo
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k vyznamnym rozdilim ve frekvenci tézké hypoglykémie nebo diabetické ketoacidozy.
Vzhledem ke své cenové dostupnosti a minimalnim rizikim lze prebiotika povazovat
za vhodnou dopliikovou 1é¢bu. (Ho et al. 2019)

Zanétliva stfevni onemocnéni zahrnujici ulcerézni kolitidu a Crohnovu chorobu
se vyznacuji chronickym a opakujicim se zanétem gastrointestinalniho traktu. Vyzkumy
ukazuji, ze stfevni mikrobiota hraje v kontextu s nescpecifickymi stfevnimi zanéty vyznamnou
roli, pficemz u ulcerdzni kolitidy dochazi k poklesu rodt Lactobacillus a Bifidobacterium,
u Crohnovy nemoci klesa zastoupeni kmenu Firmicutes. V ramci zkoumani ovlivnéni stfevni
mikrobioty konzumaci kefiru byla provedena randomizovana studie s 45 pacienty trpicimi
zanétlivym stfevnim onemocnénim. Intervenéni skupiné bylo po dobu 4 tydnt dvakrat denné
podavano 400 ml kefiru. Tato intervence vedla u pacienti s Crohnovou chorobou
k vyznamnému poklesu sedimentace erytrocyti a C-reaktivniho proteinu, zatimco hladina
hemoglobinu se zvysila. Zaroven v poslednich 2 tydnech subjekty uvadely snizenou frekvenci
nadymani a pocit gastrointestinalniho komfortu. (Ilmaz et al. 2020)

Celiakie je chronické onemocnéni na autoimunitnim podkladé, jez je spusténo pozitim
glutenu (lepku) u geneticky predisponovanych jedinci. Stfevni mikrobiota ma pifimy dopad
na traveni glutenu v GIT, kde jsou urcité bakterialni kmeny schopny rozkladat imunogenni
gliadinové peptidy. Absence nebo piitomnost specifickych kment tak potencialné muze
moderovat nebo vyvolat patologické stavy souvisejici s lepkem. (Cukrowska et al. 2017)
Mikrobiota pacientl trpicich celiakii vykazuje obecné niz§i bakterialni diverzitu. Zaroven
pii zkoumani rozdild v mikrobioté mezi 10 zdravymi détmi a 10 pacienty s celiakii bylo
zjisténo, ze déti sceliakii mély vyssi zastoupeni druhli Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc carnosum a Bifidobacterium bifidum. Naopak v mikrobioté bylo u pacientt
s celiakii vyrazné méné Lactobacillus casei, Bifidobacterium longum a Bifidobacterium
dentium a Bifidobacterium adolescentis nebyly u pacientd s celiakii detekovany vibec.
(Sanz et al. 2007) Dalsi poznatky tykajici se slozeni stfevni mikrobioty pfinesla studie 57
jedinca, kdy 32 byli pacienti s celiakii v aktivnim stadiu a obsahem lepku ve stravé, 17 pacienti
s celiakii dodrzujici bezlepkovou dietu, tudiz s neaktivnim onemocnénim, a 8 zdravych kontrol.
Na zakladé vysledki duodenalni biopsie bylo zjisténo, ze pacienti s aktivni celiakii méli oproti
zbyvajicim skupindm vyS$§i zastoupeni Celedi Proteobacteria, Enterobacteriaceae a
Staphylococcaceae a naopak se u nich vyskytovalo méné Firmicutes, Streptococcae. U
kontrolni skupiny bylo oproti pacientiim s celiakii zaznamenano vice Streptococcus anginosus
a Streptococcus mutans. Tyto vysledky naznacuji, ze celiakie je spojena s pfemnozenim
patogennich bakterii, které inhibuji rist symbiontd a komenzala, ktefi jsou charakteristicti pro
zdravou mikrobiotu tenkého stfeva. (Sanchez et al. 2013)

3.3.5 Mikrobiom a nadorova onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno v ptfedchozich kapitolach, zmeny ve slozeni a poctu bakterii mohou
vést ke zdravotnim komplikacim vcetné nadorovych onemocnéni. Zatimco nékteré bakterie
mohou podporovat nadorové bujeni (napt. Escherichia coli nebo Bacteroides fragilis, jejichz
toxiny mohou pfispivat ke karcinogenezi), jiné mikroorganismy mohou mit naopak
protinadorové pusobeni (Lactobacillus spp. € Faecalibacterium prausnitzii, druhy, jez
produkuji mastné kyseliny s kratkym fetézcem pusobici protektivné€). (Bezabeh et al. 2009)
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Bylo prokazano, ze stfevni mikrobiom muze regulovat rozvoj kolorektalniho karcinomu diky
metabolitim produkovanym stfevnimi bakteriemi, viry, houbami a Archey. (Pandey et al. 2023)
Se stievni dysmikrobii souvisi i rozvoj chronického zanétu mirné intenzity, ktery urychluje
progresi nadoru, urychluje jeho invazi a metastazy. Zanétlivé faktory také mohou utlumit
¢innost tumor-supresorovych genl, a naopak aktivovat onkogeny, ¢imz znovu podporuji
rakovinné bujeni. (Meng et al. 2018) V Tabulce ¢. 7 jsou zaznamenany mozné souvislosti

nadorovych onemocnéni GIT s mikroby.

Tabulka €. 7 Souvislost nadorovych onemocnéni GIT s mikrobialnimi vlivy

Nadorové onemocnéni  Souvislost Mikrobialni vliv
— cast GIT
Zaudek Infekce Helicobacter pylori Helicobacter pylori
Bez infekce Helicobacter Neisseria, Prevotella pallens,
pylori Streptococcus sinesis,
Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii
Jicen Gastroezofagealni reflux, Enterobacteriaceae
Barrettav jicen
Infekce Helicobacter pylori Helicobacter pylori

Kolorektalni oblast

Strava s vysokym obsahem
tuku

Desulfovibrio vulgaris

Strava s vysokym obsahem
Skrobu a vlakniny

Eubacterium rectale,
Faecalibacterium prausnitzii

Kolorektalni adenomy

Protebacteria

Adenomatozni polypdza

Fusobacterium

Dysbioza

Escherichia coli, Shigella
dysenteriae, Actinobacillus
actinomycetemcomitans,
Campylobacter spp.,
Helicobacter spp., Salmonella
typhi, Helicobacter ducreyi

Jatra

Strava s vysokym obsahem
tuku, obezita

Dysbioza

Infekce Helicobacter pylori

Helicobacter pylori

Hepatocelularni karcinom

Escherichia coli

Slinivka bfi$ni

Mikrobialni infekce

Helicobacter pylori,
Pseudomonas aeruginosa,
Fusobacteriae

Tabulka vypracovana podle Meng et al. (2018)

Je znamo, ze nékteré probiotické bakterie mohou mit pozitivni vliv na protinadorovou
terapii, kdy naptiklad suplementace bifidobakteriemi poskytla na animalnich modelech
obdobné vysledky jako cilena protinddorova terapie. Zaroven i dalsi druhy protinadorové 1écby
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jsou zfejm& umocnény symbiotickymi bakteriemi. Nicméné obecné lze fici, ze slozZeni stfevni
mikrobioty by mohlo slouzit jednak jako slibny prognosticky marker nadorového onemocnéni,
ale téz jako adjuvantni 1écba pfi soucasné imunoterapii. (Zhou et al. 2021)

3.4 Zmény mikrobiomu po kratkodobé vyzivové intervenci

Prestoze je slozeni stfevni mikrobioty relativné stabilni po cely zivot, jsou pozorovany
kazdodenni pfechodné fluktuace. Strava je kliCovym modifikovatelnym faktorem ovliviiujicim
slozeni stfevni mikrobioty, coz poukazuje na potencial terapeutickych dietnich zasaht
zamétenych na manipulaci s mikrobialni diverzitou, slozenim a stabilitou. Pfestoze strava muize
vyvolat zmény ve stfevni mikrobioté, zda se, ze tyto zmény jsou pouze docasné
a je pravdépodobné, ze dlouhodobé dietni vzorce ovliviiuji mikrobiotu vice nez akutni dietni
strategie. Nekteré studie naznacuji, Ze mikrobiota hostitele mize reagovat ¢i naopak nereagovat
na dietni intervenci na zaklad¢ pfitomnosti nebo absence konkrétnich bakterii (napf. bakterii
fermentujicich vlakninu) v jejich jadrovém mikrobiomu, coz vede k heterogennim vysledkim.
Za kratkodobou dietni intervenci jsou obecné povazovany ty, které zkoumaji dopad
na mikrobiotu v ramci dnt, tydnt, maximaln€ vSak 6 mésica. (Leeming et al. 2019)

V souvislosti s metabolomem stolice jsou nejcastéji zkoumany SCFAs, které byvaji
produktem fermentace nestravitelnych sacharidi — vlakniny. Bacteroides spp. jsou spojeny
s produkci propionatu a acetatu, zatimco Firmicutes jsou nejCastéji spojovany s produkci
butyratu. (Portincasa et al. 2022) Prehled potravin a bakterii fermentujicich dané substraty
je zobrazen v Tabulce €. 8.
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Tabulka €. 8 Potraviny obsahujici fermentovatelné zdroje a druhy bakterii produkujici SCFAs

Potravina

Substrat

Fermentujici
mikroorganismus

Kesu, zelené banany, bilé fazole,
vlocky, brambory

Rezistentni Skrob

Ruminococcus, Bacteroides

Mot'ské tasy, otruby

Celuloza

Bacteroides, Ruminococcus

Otruby Hemiceluloza (xylan, Bacteroides, Roseburia,
arabinoxylan) Prevotella
Jablka, meruriky, tfes$n¢, Pektin Eubacterium, Bacteroides,

pomerance, mrkve Fecalibacterium

Chfest, porek, cibule, banan, Fruktany (inulin, Bacteroides,

pSenice, Cesnek, ¢ekanka, artyCok  fruktooligosacharidy) Fecalibacterium

Mateiské mléko Oligosacharidy Bifidobacterium
matetského mléka

Migko, jogurt, podmasli, syr Laktoza (u osob se Bifidobacterium

snizenou laktdézovou
toleranci)

Oves, jeCmen, Zzito, pSenice, B-glukan Eubacterium, Atopobium,

houby, moiské rasy Enterococcus, Lactobacillus,
Prevotella, Clostridium

Akacie, potravinova aditiva Arabska guma Bifidobacterium,
Lactobacillus,
Ruminococcus

Fazole guar, potravinova aditiva ~ Guma guar Bifidobacterium,
Ruminococcus

Mof'ské tasy Laminarin Prevotella

ArtyCoky, fazole, fepa, brokolice, Galakto-oligosacharidy Bifidobacterium

cizrna, fenykl, salat, cibule

Soéjova mouka, cibule, cizrna, Rafinoza, stachyoza Bifidobacterium,

fazole, hrach, ¢ocka Lactobacillus

Tabulka vypracovana podle Portincasa et al. (2022)

Dvojité¢ zaslepend randomizovana placebem kontrolovand studie zkoumala vliv
polydextrozy (rozpustné vlakniny) na metabolom stolice. Ugastnici (n = 12) konzumovali
po dobu 3 tydnt 8 g polydextranového prasku denn€, nasledovala tfitydenni washout perioda
a crossover. Vysledky ukazaly stopy nestravené polydextrozy ve vzorcich, coz je dikazem
fermentace polydextrozy az v distalnim tlustém stfevé. Rezidualni polydextréza pozitivné
korelovala s koncentracemi acetatu a propionatu. Tato korelace naznacuje, ze tyto 2 metabolity
by mohly byt vzajemné zavislé. Zaroveni u intervencni skupiny hladiny acetatu a sukcinatu

negativn¢  korelovaly

s obsahem  bifidobakterii,

pozitivné

naopak s Bacteroides,

coz je v souladu s tim, ze acetat a sukcinat jsou hlavni metabolity tohoto mikrobialniho druhu.

(Lamichhane et al. 2014)
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Randomizovana kontrolovana studie 82 tcastnikti s nadvahou ¢i obezitou zkoumala vliv
sttedomorské stravy (jez je vyznacuje zvySenim piijmu ovoce, zeleniny, celozrnnych potravin,
lusténin, ryb a ofechl, a naopak omezenim konzumace masa a vysoce prumysloveé
zpracovanych potravin) na metabolické zdravi, stfevni mikrobiom a systémovy metabolom.
Vzhledem ke zvySenému pfijmu vlakniny a snizenému piijmu zivoci§nych bilkovin
u intervencni skupiny doslo ke snizeni karnitinu v plazmé a v moc€i a k vyznamnému snizeni
cholesterolu v plazmé. Zmeény ve sttevnim mikrobiomu odréazely individuélni dodrzovani diety
sttedomotského typu. Dodrzovani protokolu vedlo ke zvySeni hladin vlakninu rozkladajiciho
druhu Faecalibacterium prausnitzii a genti pro mikrobialni degradaci sacharidii spojenych
s metabolismem butyratu. Dietni intervence také vedla ke zvyseni urolithint v moci, degradaci
zluCovych kyselin ve stolici a zvySeni citlivosti na inzulin, pfi¢emz tyto zmény korelovaly
sespecifickymi mikrobialnimi taxony. (Meslier et al. 2020)

Vliv kratkodobé nutricni intervence vlakninou zkoumala studie 12 dobrovolnika
s crossover designem. UdGastnici konzumovali po dobu 4 dnG bud smés vlakniny
(polyglukan, inulin, rezistentni Skrob) nebo jako kontrolu syrovatkovy peptidovy prasek.
Po intervenci nasledovala 4denni washout perioda, dale pak druhd intervence opacnym
produktem. Po intervenci vldkninou vzrostla relativni hojnost Parasutella, Parabacteroides
Alloprevotella. Naopak kleslo zastoupeni Enterococcus, Leuconostoc, Anaerovorax,
Lachnospiraceae, Ruminococcus a dalSich. Prestoze vysledkem bylo, ze 4denni intervence
muze modifikovat slozeni stfevni mikrobioty, sami autofi uvadi znac¢né limitace studie. Mimo
malého poctu Gcastnikd upozorfiuji na moznost kratkého trvani washout periody, kdy neni
znamo, zda bylo toto obdobi dostate¢né pro eliminaci pfedchozich zasaha. (Tian et al. 2021)

Jedna ze studii se zaméfila na vliv zmény stravovani na stfevni mikrobiotu po 5 dnech
u 10 dobrovolnikt. V ramci studie byly pouzity 2 diety — jedna zalozena na zivociSnych
produktech a druha na rostlinnych (veganstvi). Vysledky ukazaly, ze strava zalozena
na zivocisnych produktech meéla vétsi vliv na mikrobiotu nez veganstvi. Doslo k nartistu poctu
mikroorganismi odolnych vaci zluéi (napt. Alistipes, Bilophila, Bacteroides) a snizeni
na urovni Firmicutes, které metabolizuji polysacharidy. Tato zména byla zaznamenana jiz
jeden den po tom, co dieta dosahla distalni Casti GIT. Analyza SCFAs a bakterialnich
klastrovych skupin ukazala, ze zmény v makronutrientech ovlivnily i metabolickou aktivitu
mikroorganisma. Na zivoci§né diet€ doslo k vyrazn€ niz§im hladinam produkti fermentace
sacharid(i na ukor zvysené hladiny fermentace aminokyselin. Byly pozorovany signifikantni
pozitivni vztahy mezi klastry slozenymi z mikrobti produkujicich zapach. Také bylo zjisténo,
ze strava muze zavést do distalniho stfeva i cizi mikroorganismy, které u Zivocisné stravy
souvisely kulturami pouzitymi v konzumovanych syrech a masnych vyrobcich. Vysledky tedy
ukazaly, ze stfevni mikrobiom muze reagovat na takto radikalni zménu stravy velmi rychle.
(David et al. 2014)

Dvoutydenni dietni intervence 248 dobrovolniki se zaméfovala na vliv
personalizovanych dietnich doporuceni, které se tykalo predevs§im zvySeni pfijmu vlakniny
a vyhybani se pravidelné konzumaci tzv. ,,zapadni stravy*. Po intervenci do§lo ke snizeni Celedi
Bacteroidaceae, Porphyromonadacea a Rikenellaceae a soucasné doslo ke zvySeni populace
Methanobrevibacter, Bifidobacterium, Clostridium a butyrat-produkujici Lachnospiraceae.
Tyto zmény byly doprovazeny zvySenim prevalence tzv. permatypu, ktery byl spojen s vyssi
diverzitou stravy. Vyzkum také ukazal, Ze reakce mikrobioty na dietni intervenci zavisela
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na poCatenim  stavu mikrobioty jedinci. Rozdé€leni ucastniki na respondery*
a ,nerespondery” ukazalo, ze ti, ktefi méli na zacatku nizsi diverzitu mikrobioty, projevili
silngj§i reakci na dietni zmény. (Klimenko et al. 2018)

Ttitydenni intervence vlakninou [-glukany zovsa ¢i  zjeCmene probihala
jako zaslepend, Ctyframenna studie s cross-over designem. Analyza metabolomu ukazala
signifikantni vysledky po zasahu pB-glukanem u 15 metabolith zahrnyjicich predevsim butyrat,
palmitoleovou kyselinu, kyselinu linolovou a kyselinu 11-eikosenovou. Zmitiuje, ze efekt
po této intervenci zpusobil pouze 8 % variace mikrobioty, coz je vyrazn€ mén€, nez vliv pohlavi
¢i interindividualni variability na slozeni mikrobioty. (Trimigno et al. 2017)

Desetitydenni studie s crossover designem pozorovala vliv rozdilnych stravovacich
smérti na mikrobiotu 14 obéznich muzi. Po ivodnim ,,zahfivacim tydnu® ucastnici vysttidali
dietu bohatou na rezistentni §krob, dietu bohatou na neskrobové polysacharidy a redukéni dietu
s vysokym obsahem proteinti a stfednim obsahem sacharidd, pficemz kazda trvala 3 tydny.
Vysledkem byly jasné a specifické zmény v mikrobioté indukované zménou diety. Celkova
variabilita v reakci na diety ¢inila 10 %. Dieta bohata na rezistentni Skrob vedla ke zvySeni
poctu bakterii Ruminococcaceae a zaroven ke snizeni diverzity mikrobioty (zfejme v disledku
malého poctu fylogenetickych typ metabolizujicich tento homogenni substrat), zatimco dieta
s neSkrobovymi polysacharidy zvysila zastoupeni Lachnospiraceae a podpotila mikrobialni
diverzitu. Redukéni vysokobilkovinnd dieta snizila pocty bifidobakterii. Analyza SCFAs
ukazala, ze celkové mnozstvi SCFAs bylo nizsi u diety s rezistentnim $krobem, coz muze
odrazet vysSi fermentaci v proximalnim tlustém stfevé anebo snizenou fermentaci
neskrobovych polysacharidd v distalnim stfevé. Byla pozorovana pozitivni korelace
mezi Bacteroidetes a propionatem, coz poskytuje dikaz o souvislosti mezi t€émito bakteriemi
a fermentaci ve stieveé. Ze studie vyplyva, ze 3tydenni intervence rozdilnym typem stravy
ovliviiyje slozeni mikrobioty. (Salonen et al. 2014)

Randomizovana paralelni kontrolovana studie zkoumala vliv konzumace 180 ml kefiru
denné po dobu 12 tydnd na slozeni stfevni mikrobioty. Analyza ukazala pouze signifikantni
navySeni v zastoupeni Actinobacteria, nicméné dal§i zmény nebyly vyznamné. Nesignifikantni
vysledky autofi vysvétluji individualni variabilitou v reakci na kefir, ktera miuze byt ovlivnéna
existujicimi mikrobialnimi populacemi v GIT tcastnikti. Roli mohlo hrat i proménlivé slozeni
kefiru pouzitého ve studii. (Bellikci-Koyu et al. 2019)

Longitudinalni studie trvajici 1 rok a porovnavajici akutni i dlouhodobé vlivy 2 jedinct
na stfevni mikrobiotu ukazala, ze i ptes relativni stabilitu mikrobioty dochazelo k dynamickym
zménam, které bylo mozné spojit s konkrétnim chovanim hostitele — nejvyznamnéjsi vliv mély
zmény v piijmu vlakniny, které pozitivn€ korelovaly se zménami v hojnosti 15 %
mikrobialnich druhti hned nasledujici den. (David et al. 2014)
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Zavérem lze tedy fici, ze zmeéna mikrobioty z velké Casti zavisi na vychozim stavu
jedince, na typu dietni intervence, a predev§im na jadrovém mikrobiomu jednotlivct, nebot
zastoupeni mikroorganismu urcuje, jakym zpusobem a zda vibec bude reakce na dietni
intervenci probihat. Zda se, ze velkou roli hraje obsah vlakniny ve stravé a ze zmény
v mikrobioté mohou byt patrné jiz po par dnech, ale s nejvétsi pravdépodobnosti nedojde
ke zménam vétSim nez 10 %. Nicméné pocty studii a jejich metodologie jsou stale znacné
omezené a bylo by tfeba vice kvalitnich vyzkumu, které by se zaméfovaly na konkrétni vliv
jednotlivych potravin.

3.5 Vliv konzumace jablek na zdravi

Jablka jsou po bananech druhym nejvice konzumovanym ovocem na svété, a to diky
jejich Siroké geografické a sezénni dostupnosti. (Bondonno et al. 2017) V Ceské republice
se dokonce jedna o nejobliben&jsi ovoce, piicemz praimémy Cech zkonzumuje necelych 24 kg
jablek roc¢né. (Nejobliben€jsi ovoce, 2016) Jablka jsou znejvétsi Casti tvoreny vodou
a sacharidy, zejména fruktozou. (Bondonno et al. 2017) Déale jsou bohatym zdrojem
fytochemikalii vCetné kvercetinu, katechinu, flogretinu a kyseliny chlorogenové, které jsou
velmi silnymi antioxidanty. Fytochemické slozeni jablek se liSi mezi riznymi odridami
a zaroven v zavislosti na zrani a dozravani, skladovani a zpracovani. (Boyer & Liu 2004)
Zda se, ze v obsahu polyfenolt hraje vyznamnou roli barva jablka, pfiCemz obsah je vyssi
u jablek s cervenou slupkou, popt. 1 duzinou, v porovnani s jablky se zelenou slupkou a bilou
duzinou. (Barnett et al. 2021) Primérné nutri¢ni slozeni jablek je uvedeno v Tabulce €. 9.
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Tabulka ¢. 9 Primérné nutri¢ni hodnoty syrového jablka

Slozka Prumérné mnozstvi na 100 g jablka
v syrovém nezpracovaném stavu
Voda 85,56 g
Sacharidy 1381 ¢g
» Vlaknina 221¢g
» Cukry 10,39 g
o Fruktoza 59¢g
o Glukoza 243 ¢
Bilkoviny 0,26 g
Tuky 0,17 ¢
Vitamin C 4,6 mg
Vitamin B1 0,017 mg
Vitamin B2 0,026 mg
Vitamin B3 0,091 mg
Vitamin B6 0,041
Vitamin B9 3g
Vitamin A 54 IU
Vitamin E 0,18 mg
Vitamin K 22¢g
Vapnik 6 mg
Zelezo 0,12 mg
Hoic¢ik 5 mg
Fosfor 11 mg
Draslik 107 mg
Sodik 1 mg
Zinek 0,04 g
Polyfenoly 110,20 mg
» Flavanoly 96,33 mg
» Hydroxycinnamaty 14,21 mg
» Flavonoly 5,66 mg
» Dihydrochalkony 4,17 mg
» Antokyany 1,62 mg

Tabulka vypracovana podle Bator et al. (2024)

Strava s nizkym obsahem ovoce a zeleniny patii mezi nejvétsi pric¢iny celkové
umrtnosti, hned po vysokém krevnim tlaku a kouteni. (Ezzati & Riboli 2013) Konzumace péti
porci ovoce a zeleniny denné vyznamné snizuje riziko umrtnosti z jakychkoliv pficin,
k nejvétsimu snizeni dochazi u kardiovaskularni umrtnosti. To potvrdila 1 metaanalyza z roku
2014, ktera hodnotila 16 prospektivnich kohortovych studii zahrnujicich vice nez 800 000
ucastnikd. V té bylo mimo jiné zjisténo, ze po prekroceni péti porci ovoce a zeleniny denné
nedochézelo k dalSimu vyznamnému snizeni rizika umrtnosti. (Wang et al. 2014)
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Jak je z Tabulky €. 9 patrné, mimo vlakninu jsou jablka velmi bohatym zdrojem
polyfenolti, které jsou davany do souvislosti pravé se sniZzenim kardiovaskularniho rizika.
Se stejnym postojem pfisla 1 prospektivni studie trvajici vice nez 4 roky, ktera pozorovala
souvislost mezi pfijmem polyfenoli a vyskytem kardiovaskularnich onemocnéni u 7172
ucastnika. Vysledky v souvislosti s CVD (angl. cardiovascular diseases; kardiovaskularni
onemocnéni) poukazovaly predev§im na piijem lignand, flavanoli a hydroxybenzoovych
kyselin. (Tresserra-Rimbau et al. 2014) Flavonoly a hydroxybenzoové kyseliny jsou hojné
zastoupené praveé v jablkach, pfiemz jejich obsah ve slupce je vyrazné vyssi nez v duziné
jablka. (Bondonno et al. 2017) Nutno podotknout, ze jable¢né produkty nemaji stejné
benefity jako Cerstva a nezpracovana jablka. Analyza produktd ze zpracovanych jablek
prokazala, ze po jejich odstavnéni vykazoval vysledny dzus pouze 10 % antioxidacni
aktivity Cerstvych jablek a pokud pro zpracovani duziny byly pouzity enzymy, toto mnozstvi
se snizilo dokonce na 3 %, ptiCemz vétsina bioaktivnich sloucenin zustala v jablecném vylisku.
(Boyer & Liu 2004) Vliv na jednotlivé parametry souvisejici s metabolickym syndromem
zkoumala randomizovana zaslepend studie s crossover designem s 34 ucastniky. Studie
zahrnovala celkem 4tydenni intervence produkty zjablek (cela jablka, Cira jable¢na §téava,
zakalena jablecna §t'ava s pektinem a jable¢ny vylisk), pfi¢emz jednotlivé tydny od sebe byly
oddélené tydnem na kontrolované straveé bez pfisunu jablek. Vysledky ukéazaly snizeni hladin
celkového cholesterolu a LDL-cholesterolu po konzumaci celych jablek, zakalené stavy a
jable¢ného vylisku, u kterého bylo snizeni nejvyznamnéjsi. Po konzumaci Ciré stavy vSak doslo
naopak ke zvySeni hladin LDL-cholesterolu. Zavérem tedy bylo, Ze prestoze je sklenice
jablecné stavy Casto oznaCovana za adekvatni ndhradu jedné z péti porci ovoce a zeleniny za
den, pro regulaci cholesterolu je stézejni i konzumace jable¢né vlakniny a Ciry jablecny dzus
nemusi byt vhodnou nahradou Cerstvého ovoce a zeleniny. (Ravn-haren et al. 2013)

CVD ale nejsou jedina onemocnéni, jejichz riziko mize pravidelna konzumace jablek
snizit. Review z roku 2024 shrnuje vysledky nejnovéjSich studii a naznacuje, ze mimo CVD
mohou jablka snizit i riziko rozvoje nadorovych onemocnéni, diabetu mellitu a jejich zafazeni
do jidelnicku muze podporovat zdravou stievni mikrobiotu a funkci imunitniho systému.
Prestoze existuji kontroverze ohledné pouZzivani pesticidi pii péstovani jablek, pfinosy
konzumace jablek vyrazné ptevazuji nad riziky a doporucuje se jablka zahrnout jako soucast
vyvazené stravy pro podporu zdravi. (Bator et al. 2024)

3.5.1 Vliv konzumace jablek na mikrobiom a metabolom stolice

Jablka jsou bohatym zdrojem polyfenolt a vlakniny. Proanthokyanidiny, které jsou
nejvyznamnéjSim zastupcem polyfenold v jablkach, do tlustého stieva vstupuji témér
nezménény a mikrobiotou jsou fermentovany na jednoduché fenolové kyseliny vstupujici
do obéhu. (Koutsos et al. 2020) Studie naznacuji, ze mezi konzumaci jablek bohatych
napolyfenoly a jejich naslednou koncentraci v krevni plazmé existuje zna¢na interindividualni
variabilita, ktera je snejvétsi pravdépodobnosti zpusobena rozdilnym zastoupenim
mikroorganismi ve stfevni mikrobioté kazdého jedince. V této souvislosti lze poukazat
i na synergicky vztah mezi vlakninou, polyfenoly a dalSimi slozkami, coz vede k zavéru,
ze konzumace celych Cerstvych jablek muze pfinést vice zdravotnich benefiti nez zatrazeni
pouze izolovanych slozek (napft. jablecného dzusu) do jidelnicku. (Bondonno et al. 2017)
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To naznacuje 1 placebem kontrolovana studie s cross-over designem zkoumajici vliv
konzumace §tavy z jablek a ostruzin na stfevni mikrobiom a metabolom stolice. Utastnici
(n=30) konzumovali 350 ml napoje 2x denné, pficemz ve studii byly 3 druhy stav
(ostruzinovy, jable¢ny, kombinovany). Po 4 tydnech, kdy ucastnici absolvovaly vSechny
3 intervence, nebyly zaznamenany zadné signifikantni zmeény v bakteriich obsazenych
ve stolici ani v koncentracich SCFAs. To naznacuje, ze ani izolovana kombinace vlakniny
a polyfenoll k ovlivnéni slozeni mikrobioty nestaci. (Wallace et al. 2015)

JableCny pektin, kliCova slozka jable¢né rozpustné vlakniny, je v tlustém stievé
metabolizovan  predev§im  bifidobakteriemi a laktobacily. Synbiotickd  bakterie
Faecalibacterium prausnitzii muze pektin vyuzivat dokonce jako zdroj energie pro rust.
Dale jablecny pektin ovliviiuje stfevni mikrobiotu i svou bakteriostatickou aktivitou vici
patogennim druhim jako Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa a Escherichia coli. (Shinohara et al. 2010; Barnett et al. 2021) VIiv konzumace
jablek na stfevni mikrobiom a metabolom zkoumala studie s 8 dobrovolniky ve véku 21-60 let,
kdy ucastnici konzumovali 2 jablka denné po dobu 2 tydnu bez jakychkoliv dalSich zmén
stravovacich navykt. Po nutricni intervenci doSlo ke statisticky vyznamnému nartstu
bifidobakterii, laktobacil a enterokoku ve stolici, coZ souviselo i se zvySeni koncentrace
acetatu v metabolomu stolice. Naopak doslo ke snizeni zastoupeni patogennich taxont
Clostridium perfringens, Enterobacteriaceae a Pseudomonas, a to vedlo k redukci metabolitd
souvisejicich s hnilobnymi procesy ve stfevech jako jsou sulfidy ¢i amoniak. Celkové
pH stolice se po intervenci snizilo. Tato studie tak naznacuje pfiznivé ucinky pravidelné
konzumace jablek na stfevni mikrobiotu. (Shinohara et al. 2010)

Zméné mikrobioty a metabolomu stolice po konzumaci jablek se vénovala
i randomizovana klinickd studie s kfizovym designem. Zdravi, mirné hypercholesterolemicti
dobrovolnici (n = 40) konzumovali 2 jablka denné nebo kontrolni napoj z jablek
s odpovidajicim obsahem cukri po dobu 8 tydnd, oddélenych 4tydenni wash-out periodou.
Konzumace jablek vedla k vyznamnému snizeni patogenni Celedi Enterobacteriaceae, nicméné
k dalsim zménam v zastoupeni a hojnosti mikroorganismu nedoslo. V interven¢ni skupiné bylo
identifikovano 24 mikrobialnich metaboliti polyfenolti ve vyssich koncentracich ve srovnani
s kontrolni skupinou. Mezi t€émito metabolity byly mimo jiné valerolaktony, kyselina valerova
a fenolové kyseliny. Vysledkem tedy bylo, ze mikrobialni aktivita je zfeymé kliCova
pro absorpci polyfenoll z jablek majicich zna¢né zdravotni prinosy. (Koutsos et al. 2020)

36



3.6 Vyuziti nuklearni magnetické rezonance v analyze metabolomu stolice

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je pokrocila analyticka metoda pro identifikaci
a charakterizaci struktury organickych slouc¢enin a biomolekul. Princip NMR spektroskopie
spociva v interakci magnetickych momentd jader s neparovym poctem protont s vnéjSim
magnetickym polem. Tyto atomy maji povahu malych magnett a pokud jsou vlozeny do silného
magnetického pole, mohou absorbovat radiové frekvence specifické pro kazdé jadro a jeho
chemické prostiedi. Frekvence jsou tedy pouzity k excitaci vybranych jader atomu, které
po ukonceni pulzu emituji radiové viny. Kazda molekula produkuje unikatni NMR spektrum,
na zakladé, kterého lze identifikovat a kvantifikovat metabolity ve vzorku. Schéma principu
NMR spektroskopie je znazornéno na Obrazku €. 3.

Vzorek

( Frekvencni

generator
Magnet

Detektor

Zapisoval

(JJ2

Regulator
magnetii

[ Magneticke pole

Obrazek ¢. 3 Schéma principu NMR spektroskopie

Stolice obsahuje Sirokou Skalu molekul, které odrazeji vysledek pifijmu zivin, traveni
a absorpce jak bakteriemi ve stieve, tak travicim traktem. Stolice je produkovana v prumérném
mnozstvi 128 g (mokra hmotnost) za den a obsahuje 63-85 % vody v zavislosti na piijmu
vlakniny. Such4a hmotnost se sklada z bakterialni biomasy (25-54 %), exfoliovanych bunék
sttevniho epitelu, nestravenych zbytk( potravy, makromolekul (vlaknina, bilkoviny, DNA,
mukopolysacharidy atd.) a tisici malych molekul nebo metabolitd, jako jsou cukry, organické
kyseliny a aminokyseliny, které tvoii stfevni metabolom. (Karu et al. 2018) Stolice je v dnesni
dobé nejbéznéjsim biologickym materidlem pro zkoumani stfevniho mikrobiomu v souvislosti
se zdravim — vyhody téchto vzorku tkvi pfedev§im v neinvazivnim, jednoduchém a finan¢né
nenarocném odbéru. (Lamichhane et al. 2015; Ganobis et al. 2020)

Vzhledem ke slozité povaze vzorka stolice je Casto tieba kombinovat vice analytickych
metod k ziskani kompletniho metabolického profilu. Efektivni kombinaci je spojeni hmotnostni
spektrometrie (MS) a nuklearni magnetické rezonance (NMR), jelikoZz se tyto metody navzajem
dopliiuji. Pfestoze pfi samostatném vyuziti maji oba zpisoby své vyhody i nevyhody, '"H NMR
spektroskopie byva preferovanou metodou, nebot’ vyzaduje minimalni predbézné zpracovani
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vzorkl, coz umoznuje rychlou a presto snadnou spektroskopickou analyzu. (Bezabeh et al.
2009; Yen et al. 2015) I kdyz mnozstvi sloucenin, které NMR spektroskopie dokaze detekovat,
je oproti MS nizsi, stale za pomoci NMR spektroskopie muzeme rozlisit cca 80 metabolitu
v typickych vzorcich stolice. Diky tomu, ze NMR spektroskopie vyuziva vnitini standard,
umoziuje slouceniny zaroven identifikovat i1 kvantifikovat. Mezi dal§i vyhody NMR
spektroskopie patfi nedestruktivni méfeni, coz znamena, ze vzorky lze analyzovat opakovang.
NMR spektroskopie ma téz vysokou reproducibilitu mezi riznymi laboratofemi, coz je dilezité
pro srovnavaci studie a databazové porovnani. (Ganobis et al. 2020)

Ve vétsing studii zalozenych na NMR metabolomice je vyuzivana protonova NMR
spektroskopie (‘"H NMR) z diivodu, ze 'H atomy se vyskytuji témeéf ve vech organickych
slouceninach a tedy i téméf ve vSech znamych metabolitech. Zaroveri je jednorozmérna
"H NMR spektroskopie velmi rychl4, spolehliva a snadno automatizovatelna. Ziskani jednoho
spektra muze trvat pouze né€kolik minut a s modernimi NMR zafizenimi lze vzorky zpracovavat
nepietrzité dny i tydny. (Emwas et al. 2019)

Metodologie analyzy vzorka stolice pomoci NMR spektroskopie zahrnuje nékolik
klicovych krokti. Vzorky stolice jsou obvykle ihned po odbéru zmrazeny na co nejnizsi
teplotu — typicky na -18 °C, teplotu domaciho mrazaku. Nasledné by mély byt v chladicim boxu
¢i na suchém leduptepraveny do mrazaku, kde jsou uchovavany pfi teploté -80°C.

Pred analyzou se vzorky nechaji rozmrazit pii pokojové teploté (vzorky stolice nejsou
stabilni pfi pokojové teploté déle nez 5 hodin), poté nasleduje homogenizace. Dal§im krokem
ve zpracovani vzorkd je extrakce pomoci vody ¢i pufru. Piestoze extrakce pomoci PBS pufru
(fosfatovy pufr) snizuje mezivzorkovou variabilitu pH béhem extrakce, je momentalné
doporucovany jako nejvhodnéjs§i volba vzhledem k tomu, ze ostatni metody jsou ¢asove
naro¢né, pracné, drahé Ci toxické. Dulezita je 1 volba spravného Wf:Vb — pomér hmotnosti
vzorku (Wf) k objemu pufru (Vb) pouzitého pii extrakci, nebot optimalni pomér zlepSuje
detekci a kvantifikaci urCitych metabolita pfi zachovani vysoké sily signalu oproti Sumu (SNR)
a stabilniho chemického posunu. Vzorky extrahované s pomérem Wt:Vb = 1:2 poskytuji signal
s lepsi kvalitou v porovnani s poméry 1:5 a 1:10 kvili vyssimu rozfedéni metabolitli, které
ztézuje jejich detekci a snizuje kvalitu signalu. Tento pomér méa mimo jiné vyrazny vliv na pH
vzorku, pfiCemz mezi vzorky je dalezita konzistence pH. To se u lidské stolice pohybuje mezi
6,8 a 7,0 a variabilita mize byt zpisobena stravou, xenobiotiky ¢i zdravotnim stavem jedince.
Variace pH mezi vzorky miize vést k rozdilim v chemickych posunech, coz komplikuje jejich
identifikaci.

Vzorky se znovu homogenizuji (napf. vortexovanim) a nasleduje centrifugace.
Ke vzorkiim se prida standardni roztok, obvykle 3-(trimethylsilyl)propionat sodny (TSP)
nebo tetramethylsilan (TMS), dale se vzorky vortexuji, centrifuguji a prenesou se do NMR
zkumavek. Vzorek se zavede do spektrometru, pfed méfenim se nechd v sondé aklimatizovat
zhruba 5 minut.

Spektra jsou zpracovana pomoci Fourierovy transformace, korekce faze a baseline
a kalibrace chemického posunu pomoci signalu vnittniho standardu (TSP nebo TMNS).
Nasleduje normalizace a $kalovani dat a porovnani NMR signala s databazemi a literaturou.
Poslednim krokem je kvantifikace metabolitd s naslednym pfepoctem koncentrace podle
hmotnosti kazdého vzorku stolice. (Lamichhane et al. 2015; Giera 2018)
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4 Metodika

4.1 Utastnici studie

Do pilotni intervencni studie bylo zafazeno 15 dobrovolnikii (n = 15) ve véku 18-30 let.
Studie byla schvalena etickou komisi Krajské nemocnice Liberec dne 25. 10. 2023
(viz Priloha ¢. 1) a vsSichni ucastnici studie podepsali informovany souhlas. Kritéria
pro zafazeni do studie zahrnovala vék od 18 do 40 let s normalni hmotnosti ¢i nadvahou
(BMI 18,5 — 30). Zaroven ucastnici nesméli trpét zadvaznym onemocnénim ¢i mit v anamnéze
jakékoliv onemocnéni stfev. dale nesméli v poslednich 2 tydnech pied zacatkem studie uzivat
antibiotika. Thned po odsouhlaseni ti¢asti ve studii byl s dobrovolniky vyplnén dotaznik tykajici
se antropometrickych udaji, stravovacich a pohybovych navykd, zdravotniho stavu
a celkového zivotniho stylu (viz Priloha €. 2). Dobrovolnici konzumovali 3 ks stiedné velkych
jablek kultivaru Gala denné po dobu 3 dni. Vzorky stolice byly odebrany pifed intervenci
a nasledujici den po intervenci. Celkova doba trvani studie byla 5 dni. Stravovaci navyky
se kromé konzumace jablek neliSily od bézného rezimu.

Pramérmy veék ucastnikt byl 23,4 & 3,76 let. Skupina dobrovolnikt se skladala z 9 muza
(n=9) a6 zen (n=06). Primérny body mass index byl 23,56 + 2,55, pficemz 13 ticastnikid mélo
normalni hmotnost (BMI 18,5 — 25) a 2 u€astnici méli nadvahu (BMI 25-30). Vice nez polovina
ucastnikd (n = 8) mélo aktivni zaméstnani, zbytek (n = 7) m¢l zaméstnani sedavé. Témér vsichni
ucastnici (n = 14) se pravideln€ vénovali né¢jakému sportu (béh, bézecké lyzovani, tanec, lezeni,
cyklistika, kick-box, disc-golf), pti¢emz fyzickou aktivitou travili v praméru 4,13 £ 2,85 hodin
tydn&. Ugastnik & 1006 ze skupiny dobrovolnikd vyénival tim, Ze aktivné nesportoval
a vybocoval i1 svym nepfijmem alkoholu (abstinenci). Ostatni ucastnici alkohol konzumovali
pfinejmens§im pfilezitostn€. Pii analyze spotieby alkoholu skupinou dobrovolniku bylo
pocitano s nasledujicim obsahem alkoholu v néapojich: 0,5 1 piva — 20 g alkoholu,
0,2 1 vina — 20 g alkoholu, 40 cl lihovin a destilati — 16 g alkoholu. Pokud subjekt uved],
ze konzumuje alkohol pfilezitostné, do priméru bylo zahrnuto mnozstvi 10 g alkoholu za tyden.
Pti téchto hodnotach ucastnici studie konzumovali v priméru 62 + 82,65 g alkoholu tydné.
Zadny z dobrovolnikd (n = 0) nekoutil cigarety, ani elektronické. Pouze 2 tdastnici (n = 2)
pravidelné uzivali 1éky — subjekt ¢. 1001 Xyzal 1x denné a subjekt ¢. 1011 hormonalni
antikoncepci a Zenaro 1x dennd. Ugastnici spali v praméru 7,47 + 0,92 hodiny denné. Vétsina
dobrovolnikli (n = 14) nedrzela dietu ani neinklinovala k zadnému vyzivovému sméru, pouze
ucastnik 1003 byl v dobé studie 9 let veganem.

4.2 Odbér vzorku

Pro odbér vzorku stolice dobrovolnici obdrzeli sadu pro odbér biologického materialu
skladajici se z paru nitrilovych rukavic a zkumavky s vickem, jejiz soucasti byla odbérova
1zicka z umélé hmoty. Dobrovolnik toaletni misu vyskladal toaletnim papirem tak, aby nedoslo
ke styku stolice s vodou v toaletni mise. Nasledné za pomoci odbérové 1zicky odebral vzorek
o velikost cca 1 g (tak, aby byla pokryta cela 1zicka) a ulozil vzorek i s odbérovou 1zickou
do zkumavky, kterou uzavrel.
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Vzorek stolice byl od dobrovolnika urychlené vyzvednut a do 2 hodin po odbéru vzorku
zmrazen. Nasledn€ byly vzorky stolice béhem 7 dna prevezeny v chladicim boxu na FAPPZ,
kde byly vzorky uchovavany pfi teploté -80 °C do dalsiho zpracovani. Kazdy ucastnik odebiral
2 vzorky stolice, jeden pred intervenci jablky a druhy po intervenci. Princip intervence a odbéru
vzorkd je znazornén na Obrazku €. 4.

N-a i‘i 0‘6 0'0 a

1. den 2. den 3. den 4. den 5. den
n=15 | | NMR analyza

Ttidenni intervence & zaznam stravy

Obrazek ¢. 4 Princip intervence a odbéru vzorka ve studii

4.3 Priprava vzorki pro NMR analyzu

Vzorky stolice byly rozmrazeny a z odbérovych zkumavek byly za hygienickych
standardi do Eppendorf zkumavek odvazeny vzorky o hmotnosti 150-250 mg. Dale byly
vzorky centrifugovany pii 4 °C a 15000 xg po dobu 15 minut. Nasledné bylo do jiné Eppendorf
zkumavky odméfeno 630 ul supernatantu a 70 ul TSP (tetramethylsilanu) jakozto
vnitfniho standardu o pH 7,4 pro NMR spektroskopii. V této chvili byl tedy objem
proNMR spektroskopii 700 pl a stuperi fedéni 1:10. Roztok byl vortexovan po dobu 1 minuty.
Nasledovala dalsi centrifugace pii 4 °C a 15000 xg po dobu 10 minut. Z takto pfipravenych
vzorkt bylo odebrano 600 ul a pfipraveno do 5 mm zkumavek urCenych pro NMR analyzu.

4.4 NMR spektroskopie

Vzorky stolice byly podrobeny analyze pomoci protonové nuklearni magnetické rezonance
(‘HNMR) s frekvenci 500,18 MHz. Spektra byla zaznamenana na spektrometru Bruker
Avance III HD vybaveném Sirokopasmovou sondou pro pozorovani fluoru SmartProbe™
se z-gradienty (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Némecko). Byla pouzita pulzni sekvencni
metoda pro potlaceni signalu vody v roztoku 90 % H>O/D>0O kalibrovana na interni standard
(sodna sul kyseliny 3-(trimethylsilyl)propionové-2,2,3,3-ds) na 0,0 ppm, ru¢né fazované
v TopSpin 3.6.4. (Bruker biospin GmbH, Rheinstetten, Némecko).

40



4.5 Zpracovani vyslednych spekter a statisticka analyza

Kvantifikace spekter probéhla po manualnim fazovani, korekci baseliny a referenci v programu
Chenomx v. 9.0 sinterni knihovnou metaboliti. Nasledné¢ byly vysledné koncentrace
prevedeny na mg/ dl dle individualni hmotnosti vzorkd. Analyza byla provedena pomoci
MetaboAnalyst 6.0 pomoci neparametrického parového Wilcoxonova testu.
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S Vysledky

V analyzovanych vzorcich stolice bylo identifikovano a kvantifikovano 22 metabolitd.

Ilustrativni spektrum je zobrazeno na obrazku €. 5.

1 — tryptofan

2 — fenylalanin
3 — fenylacetat
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Obrazek ¢. 5 Ilustrativni spektrum

Cerna barva reprezentuje vysledné spektrum z NMR spektroskopické analyzy, ervena barva

pfifazeni sloucenin z databaze pro vypocet vyslednych koncentraci

U kazdého tucastnika byly koncentrace metaboliti normalizovany metodou PQN
(Probabilistic Quotient Normalization), coz je technika pouzivana k normalizaci spektralnich
dat, aby se odstranily systematické variace mezi vzorky, které nejsou zpusobené zkoumanymi
biologickymi zménami. Normalizované koncentrace jednotlivych metaboliti u kazdého

ucastnika pred intervenci a po intervenci jsou vyobrazeny v tabulce v Ptiloze €. 3.

42



Primémé procentualni zastoupeni jednotlivych metabolitt pied intervenci je znazornéno
v Grafu €. 1, po intervenci v Grafu €. 2.

Graf ¢. 1 Pramérné zastoupeni metabolitd pied intervenci
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Graf ¢. 2 Praimérné zastoupeni metabolitd po intervenci
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Metabolity byly rozdé€leny do 4 hlavnich skupin — aminokyseliny (alanin, glutamin,
glutamat, leucin, izoleucin, lysin, fenylalanin, threonin, tryptofan, tyrosin, valin), organické
kyseliny (3-fenylpropionova kyselina, fenylacetat), mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(acetat, butyrat, izovalerat, propionat, valerat), sacharidy (glukoza, fruktéza, arabinodza).
Zastoupeni po rozdéleni do téchto skupin je zobrazeno na Grafu €. 3.

Graf €. 3 Zastoupeni metabolickych skupin pfed a po intervenci
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Jak je patrné z Grafii 1, 2 a 3, nejhojnéji zastoupenou skupinou v metabolomu stolice byly
mastné kyseliny s kratkym fetézcem, pficemz nejhojnéji zastoupeni SCFA je acetat, jehoz
koncentrace byla téméf 3x vys$si nez u butyratu a propionatu, jejichz koncentrace byly velmi
podobné. Podrobngéjsi vysledky jsou rozebrany v nasledujici kapitole.

5.1 Statisticka analyza a testovani hypotéz

Nejprve byla provedena PCA analyza aneb Metoda hlavnich komponent, jejiz vystup
je znazornén na Grafu ¢. 4. PCA analyza je statistickd metoda pouzivana ke zddraznéni
variability a zvyraznéni vzorcu v souboru dat. Obvykle se pouziva s cilem redukovat dimenzi
dat hledanim novych proménnych, kterym fikame hlavnim komponenty. Ty jsou linearni
kombinaci pavodnich proménnych, které uchovavaji nejvice variability pavodniho souboru dat.
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Graf ¢. 4 PCA analyza mezi vzorky pted a po intervenci
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Vodorovna osa v grafu predstavuje prvni komponentu, ktera odpovida 49,5 % celkové
variability dat. Vertikalni osa je druhou komponentou s 16,2 % variability dat. Celkové tedy
obé komponenty piedstavuji 65,7 % celkové variability, coz je sice nadpolovi¢ni vétSina,
nemusi byt vSak zachycena cela komplexita dat. Tvar koncentracnich elips je dany hodnotou
kovariace matic hodnot hlavnich komponent. Pokud elipsa smétuje zleva doprava nahoru
(viz rGzova elipsa), znamena to pozitivni korelaci mezi obéma komponentami. Naopak pokud
se hlavni osa elipsy svazuje zleva doprava smérem doli (viz zelena elipsa), znaci to negativni
korelaci mezi proménnymi. Vzhledem k tomu, ze zobrazené elipsy nejsou prili§ protahlé, oblast
spolehlivosti vyrazné neuprednostiiuje jeden smér rozptylu pred druhym, coz opét naznacuje
relativné slabsi korelaci. Velikost elipsy odrazi rozlozeni datovych bodi v kazdé skupin€ podél
hlavnich komponent. Rozptyl je u obou skupin mirny, a protoze je hodnota podobna, naznacuje
podobnou variabilitu v obou skupinach podél dimenzi zachycenych PC1 a PC2.

Elipsy se pomémé vyrazné prekryvaji, coz naznacuje, ze na grafu PCA zalozeném
na hlavnich dvou komponentach nejsou obé skupiny zietelné oddeleny. Podél téchto slozek
existuje podstatna shoda ve struktufe rozptyld a kovariaci obou skupin. Souhrnné lze fici,
ze graf PCA s elipsami koncentrace naznacuje, ze mezi slozkami kazdé skupiny existuje urcita
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mira pozitivni korelace, ale prekryvani elips vede k zavéru, ze obé€ skupiny nelze snadno rozlisit
pouze na zakladé dvou hlavnich slozek.

Data byla dale statisticky analyzovana a porovnana pomoci Wilcoxon testu.
Ten je pouzivan jako alternativa parového Studentova t-testu, pokud data nespliiuji normalni
rozdéleni. Normalizované koncentrace, p-hodnoty jednotlivych metabolitd a Fold change
kvantifikujici zménu koncentrace jsou popsany v Tabulce €. 10.

Tabulka ¢. 10 Praimérné koncentrace metabolit pfed a po intervenci, p-hodnota a fold change

Metabolit Koncentrace Koncentrace p-hodnota Fold change
pred intervenci  po intervenci
(mg/ d) (mg/ d)

3-fenylpropionova 0,0030 0,0036 0,7615 0.8892
kyselina

Acetat 0,2682 0,2701 0,9780 0.9828
Alanin 0,0326 0,0344 0,4212 0.9505
Arabinoza 0,0106 0,0093 0,7615 0.8585
Butyrat 0,0973 0,1007 0,9341 0.9821
Fruktoza 0,0210 0,0164 0,6387 0.8084
Glukoza 0,0761 0,0747 1 1.0738
Glutamat 0,1006 0,0871 0,4887 1.1840
Glutamin 0,0093 0,0086 0,7197 0.9272
Isobutyrat 0,0104 0,0135 0,3591 1.0957
Isoleucin 0,0156 0,0162 0,6387 0.9321
Isovalerat 0,0103 0,0128 0,8469 0.7863
Leucin 0,0233 0,0234 0,7197 0.9361
Lysin 0,0245 0,0204 0,9780 0.8424
Fenylacetat 0,0062 0,0075 0,5995 1.0044
Fenylalanin 0,0150 0,0125 0,5245 1.0548
Propionat 0,0870 0,0921 0,8469 0.9254
Threonin 0,0171 0,0182 0,5245 0.9540
Tryptofan 0,0026 0,0021 0,5614 1.1035
Tyrosin 0,0155 0,0131 0,3894 1.0019
Valerat 0,0243 0,0271 0,4543 0.8275
Valin 0,0170 0,0193 0,4543 0.8902

Jak je patrné z Tabulky €. 10, nejnizsi p-hodnotu a tim padem nejvyznamnéjsi rozdil
ze vSech metaboliti mély isobutyrat, tyrosin, alanin, valerat, valin a glutamat (sefazeno
sestupné). Box-ploty téchto 6 nejvyznamnéjSich metaboliti jsou k nahlédnuti v Priloze ¢. 4.
Hodnota Fold change popisuje, zda se koncentrace daného metabolitu néjakym zptsobem
zmeénila. Hodnota >1 naznacuje zvySeni koncentrace, hodnota <1 naopak snizeni.

Vizualizace korelace je téz zndzornéna na Grafu €. 5.
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Graf ¢. 5 Heatmapa korelacni matice s dendrogramem
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Kazda burika v Grafu €. 5 je reprezentovana korelacnim koeficientem mezi jednotlivymi
dvojicemi latek. Modra barva signalizuje negativni korelaci, Servena pozitivni. Cim je barva
tmavsi a syt&jsi, tim je korelace siln€jsi. Svétlé barvy znazoriuji velmi malou nebo zadnou
korelaci. Z Grafu €. 5 lze tedy vycist, ze existuje urcita mira pozitivni korelace mezi
jednotlivymi SCFAs navzijem a aminokyselinami mezi sebou, coz potvrzuje piedchozi
zjisténi.

Odlehlé hodnoty jsou znazornény na grafech v Priloze ¢. 8. Pod sebou jsou znazornény
jednotlivé metabolity a v pravé &asti jejich koncentrace, které se ligily. Cervené zvyraznéné
hodnoty jsou bud’ minimélné 1,5% pod prvnim kvartilem nebo 1,5x nad tfetim kvartilem
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mezikvartilového rozpéti (rozdil hrani¢nich hodnot 1. a 3. kvartilu). Z Grafu odlehlych hodnot
metabolitd zobrazeného v Piiloze ¢. 9 vyplyva, ze u subjektu ¢. 1001 doslo v porovnani
s ostatnimi subjekty k vyrazn&j$imu snizeni hladin alaninu, glukozy, glutaminu, isoleucinu,
isovaleratu, leucinu, lysinu, tryptofanu, tyrosinu a valinu.
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6 Diskuze

Cilem této prace bylo zjistit, zda muze kratkodoba nutrini intervence jablky ovlivnit
metabolom stolice u 15 subjektti ve v€ku 18-30 let. Bylo predpokladano, ze zména by nastala
v dasledku zvySené fermentace vlakniny a polyfenolt stfevni mikrobiotou a v metabolomu
stolice by tak byly po intervenci zaznamenany vyS$si koncentrace SCFAs a naopak nizsi obsah
aminokyselin.

Lidsky stfevni mikrobiom predstavuje slozity ekosystém komenzalnich mikroorganismi,
které obsahuji biliony bakterii, vird a hub. (Portincasa, 2022) Hustota osidleni se znac¢né
zvétiuje distalnim smérem, pficemz v tlustém stfevé se nachazi az 10'? bakterii na gram
stfevniho obsahu, pficemz vétsina z nich patfi do 4 hlavnich kment — Firmicutes, Bacteroides,
Actinobacteria a Proteobacteria. (Lamichhane et al. 2014) Nékteré slozky potravy, pfedevsim
vlaknina, celuldza, rezistentni Skrob a polyfenoly, jsou potencialnimi substraty promikroby
v tlustém stfevé. Tyto nestravitelné slozky potravy, souhrnné nazyvana jako prebiotika, jsou
mikroby preménovany na Sirokou Skalu slouCenin, jako jsou SCFAs (mastné kyseliny
s kratkym fetézcem), rozvétvené mastné kyseliny, organické kyseliny, biogenni aminy,
vitaminy, amoniak a fenoly. (Shinohara et al. 2010)

Metabolomika je studie nizkomolekularnich sloucenin (metabolitil) produkovanych danym
organismem. Fekalni metabolom poskytuje funkéni zaznam mikrobialni aktivity a mize byt
pouzit jako intermedialni fenotyp zprostiedkovavajici interakce mezi hostitelem a stfevnim
mikrobiomem. (Zierer et al. 2018)

V nasi studii bylo pomoci NMR spektroskopie identifikovano a kvantifikovano
22 metabolitd rozdélenych do 4 hlavnich skupin — aminokyseliny (alanin, glutamin, glutamat,
leucin, izoleucin, lysin, fenylalanin, threonin, tryptofan, tyrosin, valin), organické kyseliny
(3-fenylpropionova kyselina, fenylacetat), mastné kyseliny s kratkym fetézcem (acetat, butyrat,
isovalerat, propionat, valerat) a sacharidy (glukoza, fruktéza, arabinoza).

SCFAs (acetat, propionat, butyrat) jsou nejhojnéjSimi anionty v tlustém stieve. Moduluji
nekolik metabolickych drah a jsou zapojeny do regulace obezity, inzulinové rezistence, diabetu
mellitu 2. typu i autoimunitnich onemocnéni. (Portincasa et al. 2022) Tyto mastné kyseliny jsou
obvykle produkovany v pomeéru 60 : 20 : 20, coz se potvrdilo i v nasi studii, kdy zastoupeni
acetatu v celkovém metabolomu stolice bylo 27 %, butyrat tvotil cca 10 % a propionat 9 %.
(Sales & Reimer 2023) Hlavnimi producenty propionatu a acetatu jsou Bacteroides spp.,
butyrat je naopak spojovan s Firmicutes. (Portincasa et al. 2022)

Analyza vzorku stolice v nasi studii ukazala vyrazné zastoupeni SCFAs, které tvofily vice
nez polovinu veskerych metabolitd. To muze byt zpisobeno tim, ze této studie se ucastnili
predev§im mladi lidé v primémém veéku 23,4 + 3,76 let, nebot zastoupeni SCFAs
v metabolomu stolice s vékem klesa. Ve studii, ktera se zabyvala prave vlivem véku na slozeni
metabolomu stolice, bylo u osob ve véku 65-80 let zastoupeni SCFAs pouze 34 %. (Cui
et al. 2021) Vysledky nasi studie dale koreluji 1 se zjisténim, ze zastoupeni aminokyselin
u starSich osob naopak stoupa. Ve zmifiované studii v metabolomu stolice u starSich osob
tvorily aminokyseliny zhruba 30 %, zatimco v na$i studii na mladsich subjektech byl tento
obsah 23 %. Vyssi mnozstvi SCFAs muze souviset i s fyzickou aktivitou. (Estaki et al. 2016)
Pri¢innou vysokého zastoupeni SCFAs v metabolomu v nasi studii by tedy mohla byt
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i pravidelna sportovni aktivita, nebot 14 z 15 acastnikii (n = 14) se pravidelné vénovalo
néjakému sportu a acastnici travili sportem v praméru 4,13 + 2,85 hodin tydné.

Jablka jsou bohatym zdrojem pektinu, coz je nestravitelny polysacharid, ktery je ve stieve
fermentovan synbiotickymi  bakteriemi, predevSim Faecalibacterium, Eubacterium
a Bacteroides. (Portincasa et al. 2022) Ttitydenni studie zkoumajici vliv rozpustné vlakniny
(polydextrozy) na metabolom stolice ukézala signifikantni zvySeni acetatu a propionatu.
(Lamichhane et al. 2014) Dalsi dulezitou slozkou jablek z pohledu mikrobioty jsou polyfenoly.
Tyto bioaktivni slouceniny plnici funkci sekundarnich metabolitd, jsou téz povazovany za
prebiotika, nebot mohou byt fermentovany stievni mikrobiotou. (Guglielmetti et al. 2020) Zda
se, ze v obsahu polyfenold hraje mimo zrani, skladovani a zpracovani dalezitou roli i barva
jablka, pficemz obsah polyfenoll je vyssi u jablek s Cervenou slupkou. (Boyer & Liu 2004;
Bondonno et al. 2017) V nasi studii byla pouzita jablka Gala s cervenou slupkou, tudiz je zde
predpoklad, Ze se jednalo o jablka bohata na polyfenoly. Nejznaméj§im zastupcem polyfenola
v jablkach jsou proanthokyanidiny, které do tlustého stfeva vstupuji téméf nezménény a
mikrobiotou jsou fermentovany na jednoduché fenolové kyseliny. (Koutsos et al. 2020) Zd4 se,
ze vladknina a polyfenoly funguji synergicky jest¢ s dalSimi slouceninami obsazenymi
v jablkach, nebot’ po intervenci izolovanymi slozkami s potencialnim pfinosem na produkci
SCFAs nedoslo k signifikantni zméné metabolitd. (Wallace et al. 2015) Naopak po intervenci
2 jablky denné po dobu 8 tydnt doslo v intervencni skupin€k nartstu mikrobialnich metabolitt
polyfenoll, vCetne kyseliny valerové ¢i fenolové. (Koutsos et al. 2020)

V této studii Gcastnici konzumovali 3 kusy jablek kultivaru Gala denné po dobu 3 dni.
Prvni vzorek byl odebran den pred zaCatkem intervence, druhy vzorek nasledujici den
po skonceni intervence. Po statistickém testovani Willcoxonovym testem vysSla u vSech
22 analyzovanych metabolitd p-hodnota vyssi nez 0,05. Nulova hypotéza tvrdi, Ze mezi vzorky
neexistuje zadny rozdil. Pfi standardnim uvazovani hladiny vyznamnosti 0,05 tedy nulovou
hypotézu ani v jednom z pfipadii nelze zamitnout. To znamena, ze v koncentraci jednotlivych
metabolitil neexistuje statisticky signifikantni rozdil ve vzorcich pred intervenci 3 jablky denné
po dobu 3 dnii a po skonceni intervence. To znazoriuje i PCA analyza (viz Graf €. 4), ze které
je evidentni, ze 1 pfes existenci malé miry pozitivni korelace od sebe nelze vzorky snadno
odlisit.

Zajimava byla analyza vzorki subjektu ¢. 1001, nebot rozdily koncentraci v metabolitech
u tohoto subjektu vykazovaly vyraznéjsi rozdily nez u ostatnich ucastnika studie. Jako odlehlé
hodnoty (viz Pfiloha ¢. 8) bylo analyzovano snizeni v koncentracich alaninu, glukozy,
glutaminu, isoleucinu, isovaleratu, leucinu, lysinu, tryptofanu, tyrosinu a valinu. Vzhedem
k tomu, ze kromé glukozy se jedna o snizeni obsahu aminokyselin v metabolomu, mize tento
vysledek poukazovat na stravu zalozenou na zivocisnych produktech s minimem vlakniny.
Diky intervenci jablky mohlo dojit k vy§Simu piijmu vlakniny a tim padem ke snizeni produkce
aminokyselin stfevni mikrobiotou. Tento predpoklad vychazi ze studie, kterd zkoumala vliv
veganské stravy Ci diety zalozené na zivociSnych produktech na metabolom a poukézala
na snizeni produkce aminokyselin pfi zvySeném piijmu vlakniny diky veganské
dieté. (David et al. 2014) Nicméné se jedna pouze o domnénku a odlehlé hodnoty
v metabolitech mohly byt nahodnym jevem ¢i dasledkem jinych pficin.

Pricin nesignifikantnich vysledkd nasi studie mohlo byt nékolik. Prvni limitaci studie
je predevsim maly pocCet i€astnikti. Na jednu stranu je vyhodou homogenita skupiny, na druhou
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stranu by mohlo dojit k vyrazn&jsimu zvySeni SCFAs po intervenci u star§ich osob, u kterych
je obecné produkce SCFAs nizsi. (Cui et al. 2021) Zaroven vysledky nékterych studii poukazuji
na fakt, Ze stfevni mikrobiota bude na rizné dietni intervence reagovat v zavislosti
na piitomnosti konkrétnich mikroorganismt v jadrovém mikrobiomu stfevni mikrobioty.
(Leeming et al. 2019) Zasadni vliv mélo zfejmé 1 trvani intervence. Ve slozeni mikrobioty jsou
pozorovany kazdodenni prechodné fluktuace, a prestoze byli GcCastnici pouceni, aby béhem
intervence nijak neménili (kromé konzumace jablek) své stravovaci navyky, tak nelze potvrdit
dodrzovani tohoto pozadavku. Obecné je znamo, ze dlouhodobé dietni vzorce ovliviiuji
mikrobiotu vice nez akutni dietni intervence, za které jsou obecné povazovany zasahy
zkoumajici dopad na mikrobiotu v ramci dnu ¢i tydnt. (Leeming et al. 2019) Studie zkoumajici
vliv 4denni intervence smési vlakniny (polyglukanu, inulinu a rezistentniho Skrobu) sice
poukazala na fakt, ze i kratkodoba intervence muze modifikovat slozeni stfevni mikrobioty.
Nicméné byla analyzovana pouze relativni hojnost jednotlivych bakterialnich taxond, nikoliv
koncentrace jednotlivych metaboliti v metabolomu jako v nasem ptipadé. (Meslier et al. 2020)
Dalsi studie zkoumajici vliv kratkodobé dietni intervence zkoumala zmény mikrobioty p Sdenni
intervenci bud veganskou stravou nebo naopak dietou zalozenou vyhradné na zivocisnych
produktech. Vysledky ukazaly vy§si produkci SCFAs na rostlinné stravé vzhledem k vyssimu
ptijmu vlakniny, a naopak vyrazné€ nizsi produkci SCFAs na Cist€ zivo€is$né straveé s témét
nulovym piijmem vlakniny. (David et al. 2014) Divodem nesignifikantnich vysledkt nasi
studie v kontrastu s touto studii muze byt kratsi doba trvani intervence, ale také mén¢ drasticky
typ dietni intervence. Zaroven prestoze byla provedena normalizace pomoci PQN metody,
mohlo dojit ke zkresleni vysledki rozdilnym obsahem susiny ve vzorcich stolice jednotlivych
ucastnikd. Dalsi limitaci nasi studie je i absence kontrolni skupiny a odbér 3. vzorku po washout
periodé. Vysledkem nasi studie je, ze kratkodoba nutri¢ni intervence 3 jablky denné po dobu 3
dna neovliviiuje metabolom stolice.
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7 Zavér

Lidska stfevni mikrobiota je soubor stovek bilionti mikroorganism sidlicich v lidském
gastrointestinalnim traktu. Mikrobiota se vyraznym zpusobem podili na fyziologii hostitele
a diky produkci malych molekul (metaboliti) dokaze ovlivnit i zdanlivé vzdalené organy.
Tyto metabolity spolecné tvofi metabolom, jehoz analyzou v dne$ni dobé ziskavame lepsi
obraz Cinnosti stfevni mikrobioty. PfestoZe je sloZeni stfevni mikrobioty v prabéhu zivota
viceméné€ stabilni, 1ze ho modifikovat napfiklad zivotnim stylem. Strava a pfijem vlakniny
se zda byt velmi dulezitym determinantem v celkovém slozeni a funkci mikrobioty. Jablka jsou
druhym nejkonzumovanéj§im ovocem na svété a jsou zdrojem vlakniny, zejm. pektinu
a polyfenoll slouzicich téz jako prebiotikum.

Cilem této prace bylo zjistit, zda mize mit kratkodoba nutri¢ni intervence zvySenym
pfijmem jablek vliv na slozeni metabolomu stolice. V této studii bylo zji§téno, ze po zatfazeni
3 jablek denné po dobu 3 dnt maji tendenci stoupat mastné kyseliny s kratkym fetézcem,
nejdulezitéjsi prospéSné metabolické produkty stievni mikrobioty, a urcité aminokyseliny.
Prestoze ve vysledcich lze pozorovat zvySeni a sniZeni urcitych metabolitd po intervenci,
provedena statisticka analyza nevyhodnotila zadné z rozdili jako signifikantni. Nelze tedy
zamitnout nulovou hypotézu, ktera tvrdi, ze kratkodoba nutri¢ni intervence jablky neovliviiuje
slozeni metabolomu stolice.

Neprukazné vysledky mohly byt zapfiCinény kratkou dobou trvani intervence, malym
vzorkem, interindividualni variabilitou slozeni mikrobioty kazdého jedince ¢i neumyslnou
zménou stravovacich navyk( béhem intervence. Vzhledem ktomu, Ze existuji teorie
pozitivniho ovlivnéni mikrobioty (a tim 1 celkového zdravi hostitele) jablky, pfiC¢emz jablka
jsou v Ceské republice lokalni a velmi dostupnou potravinou, zada si tato problematika
rozsahlejsi a podrobnéj§i vyzkum s vhodnéj§im designem. Doporucujeme, aby intervence
probihala delsi dobu na vét§im populaénim vzorku s variabilnéj§imi antropometrickymi udaji
se zaznamem stravy pred, v prubéhu i po ukonceni intervence, aby mohlo zaroveni dochazet
k analyze pfijmu vldkniny. Zaroven by bylo vhodné zahrnout kontrolni skupinu ¢i odbér
kontrolniho vzorku po wash-out obdobi.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ATP III — Adult Treatment Panel III, diagnosticka kritéria pro metabolicky syndrom
BMI - body mass index, index télesné hmotnosti

CFU - colony forming units, jednotka uzivana v mikrobiologii pro vyjadfeni poctu
zivotaschopnych bakterii ve vzorku

CVD - cardiovascular diseases, kardiovaskularni onemocnéni

DHA - dokosahexaenova kyselina

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EPA - eikosapentaenov kyselina

FAPPZ — Fakulta pfirodnich a potravinovych zdroji

GIT — gastrointestinalni trakt

HLA — human leukocyte antigen, lidsky leukocytarni antigen

GLP - glukagon-like peptid, glukagonu podobny peptid

IL-6 — interleukin-6

ISAPP — International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics, Mezinarodni
védecka asociace pro probiotika a prebiotika

LDL - low density lipoprotein, oznaCeni pro cholesterol s nizkou hustotou

MS — mass spectroscopy, hmotnostni spektroskopie

NMR - nuklearni magneticka rezonance

NSAID — nesteroidni antirevmatika

PBS — phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

PCA — Principal Component Analysis, analyza hlavnich komponenPQN — Probabilistic
Quotient Normalization, technika pouzivana k normalizaci spektralnich dat

SCFAs — short chain fatty acids, mastné kyseliny s kratkym fetézcem

SNR - signal to noise ratio, pomér signalu k Sumu

TMS — tetramethylsilan

TNF alfa— tumor nekrotizujici faktor alfa

TSP — 3-(trimethylsilyl)propionat sodny
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10 Samostatné prilohy
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10.2 Priloha ¢. 2: Dotaznik pro dobrovolniky

1. Jaké je Vase pohlavi?
Vyberte 1 odpovéd.

e Muz

o Zena

2. Kolik je Vam let?
Napiste cislo.

3. Jaka je Vase vySka v centimetrech?
Napiste cislo.

4. Jaka je Vase hmotnost v kilogramech?
Napiste cislo.

5. Jaké je Vase zaméstnani?
Vyberte 1 odpovéd.
e Kancelaiské — sedavé
e Aktivni

6. Vénujete se néjakému sportu?
Vyberte 1 odpovéd.

e Ano

e Ne

7. Jakému sportu se vénujete?
Napiste odpovéd.

III



8. Kolik hodin tydné sportem travite?
Napiste cislo.

9. Pijete alkohol?
Vyberte 1 odpovéd.
e Ano
o Napiste typ ndpoje a mnozstvi:
e Ne

10. Kourite?
Vyberte 1 odpovéd.
e Ano
o Napiste pocet cigaret za den:
e Ne

11. Berete néjaké 1éky?
Vyberte 1 odpovéd.
e Ano
o Napiste nazev léku a davkovani:
e Ne

12. Berete nebo bral(a) jste béhem poslednich 14 dni antibiotika?
Vyberte 1 odpovéd.

e Ano
e Ne

13. Kolik hodin denné spite?
Napiste cislo.

14. Byl(a) jste 1écen(a) i léCite se s néjakym stfevnim onemocnénim?
Vyberte 1 odpovéd.

e Ano

e Ne
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15. Drzite néjakou dietu nebo stravujete se néjakym vyZzivovym smérem?
Vyberte 1 odpovéd.

e Ano
o Napiste typ diety a dobu, po kterou se tak stravujete:

e Ne



u pired

o]

Normalizované koncentrace jednotlivych metabolit

10.3 Priloha ¢. 3

a po intervenci

Subjekty Hmotnost vzorku (mg) Vztah Kk intervenci 3-fenylpropionova kyselina Acetiat Alanin Arabinoza Butyrit Fenylacetat Fenylalanin Fruktéza Glukoza Glutamit Glutamin

1001 172
1001 2/2
1002 172
1002 2/2
1003 1/2
1003 2/2
1004 172
1004 2/2
1005 1/2
1005 2/2
1006 1/2
1006 2/2
1007 172
1007 2/2
1008 1/2
1008 2/2
1009 12
1009 2/2
1010172
1010272
1011172
10112/2
1012172
1012272
1013 172
1013 2/2
1014 172
1014 2/2
101512
1015 2/2

152
241
221
232
202
222
244
231
237
215
240
216
223
231
216
237
224
217
217
250
202
218
209
230
226
211
219
210
213
244

Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pied
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po

0,0028
0,0013
0,0026
0,0028
0,0050
0,0020
0,0015
0,0073
0,0046
0,0122
0,0079
0,0021
0,0022
0,0017
0,0039
0,0016
0,0026
0,0019
0,0014
0,0026
0,0012
0,0078
0,0007
0,0022
0,0020
0,0022
0,0048
0,0022
0,0020
0,0040

0,3000 0,0777
0,3010 0,0134
0,2603 0,0214
0,3311 0,0302
0,4023 0,0307
0,2287 0,0552
0,1047 0,0379
0,3053 0,0379
0,2537 0,0291
0,2684 0,0712
0,2366 0,0457
0,2977 0,0350
0,3301 0,0205
0,3517 0,0274
0,3363 0,0288
0,2099 0,0325
0,3136 0,0302
0,1623 0,0282
0,2010 0,0209
0,4041 0,0303
0,3405 0,0194
0,3183 0,0342
0,2331 0,0188
0,1855 0,0346
0,2050 0,0483
0,1323 0,0264
0,1612 0,0310
0,2802 0,0143
0,3447 0,0294
0,2753 0,0456

0,0061
0,0025
0,0025
0,0108
0,0283
0,0076
0,0101
0,0181
0,0061
0,0045
0,0044
0,0027
0,0025
0,0345
0,0026
0,0057
0,0260
0,0045
0,0008
0,0203
0,0527
0,0044
0,0019
0,0037
0,0052
0,0104
0,0028
0,0015
0,0065
0,0078

0,1202
0,1061
0,1014
0,1181
0,1171
0,0890
0,0439
0,1381
0,0876
0,1385
0,0966
0,1103
0,1159
0,1391
0,1156
0,0646
0,0711
0,0402
0,0515
0,1401
0,1440
0,1071
0,0533
0,0723
0,0909
0,0368
0,1150
0,0949
0,1359
0,1153

0,0330
0,0031
0,0149
0,0120
0,0370
0,0229
0,0115
0,0083
0,0058
0,0046
0,0128
0,0106
0,0054
0,0311
0,0067
0,0167
0,0269
0,0085
0,0093
0,0507
0,0811
0,0158
0,0065
0,0092
0,0204
0,0209
0,0333
0,0080
0,0109
0,0230

0,1471
0,0168
0,0132
0,1168
0,1631
0,2201
0,3151
0,0780
0,0675
0,0225
0,0037
0,1081
0,0918
0,2266
0,0231
0,0221
0,0735
0,0084
0,0216
0,1474
0,1582
0,0340
0,0164
0,0105
0,0152
0,0106
0,0088
0,0130
0,0235
0,0858

0,1957
0,0982
0,1317
0,0388
0,0670
0,1186
0,0581
0,0670
0,0743
0,1816
0,1495
0,0735
0,0721
0,0644
0,1511
0,0710
0,0813
0,0625
0,0495
0,0428
0,0269
0,1114
0,0537
0,0991
0,1431
0,0836
0,1022
0,0728
0,1529
0,1205

0,0403
0,0048
0,0062
0,0078
0,0084
0,0086
0,0059
0,0095
0,0060
0,0070
0,0063
0,0038
0,0020
0,0116
0,0066
0,0038
0,0058
0,0042
0,0015
0,0087
0,0089
0,0132
0,0051
0,0062
0,0121
0,0146
0,0133
0,0041
0,0117
0,0202

0,0294
0,0092
0,0038
0,0043
0,0079
0,0121
0,0096
0,0214
0,0077
0,0287
0,0154
0,0086
0,0062
0,0096
0,0130
0,0070
0,0111
0,0116
0,0091
0,0081
0,0042
0,0180
0,0049
0,0125
0,0180
0,0076
0,0088
0,0060
0,0063
0,0369

0,0458
0,0051
0,0120
0,0132
0,0185
0,0257
0,0194
0,0165
0,0094
0,0296
0,0273
0,0175
0,0104
0,0142
0,0135
0,0109
0,0176
0,0142
0,0116
0,0175
0,0078
0,0122
0,0077
0,0167
0,0163
0,0101
0,0102
0,0069
0,0069
0,0325
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Subjekty Hmotnost vzorku (mg) Vztah k intervenci Izobutyrit Izoleucin Izovalerat Leucin Lysin Propionat Threonin Tryptophan Tyrosin Valerat Valin

1001 1/2
1001 2/2
1002 172
1002 2/2
1003 1/2
1003 2/2
1004 1/2
1004 2/2
1005 1/2
1005 2/2
1006 1/2
1006 2/2
1007 1/2
1007 2/2
1008 1/2
1008 2/2
1009 1/2
1009 2/2
1010 172
1010 272
1011 1/2
1011272
1012172
1012 2/2
1013 172
1013 2/2
1014 1/2
1014 2/2
1015 1/2
1015 2/2

152
241
221
232
202
222
244
231
237
215
240
216
223
231
216
237
224
217
217
250
202
218
209
230
226
211
219
210
213
244

Pied
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po
Pred
Po

0,0279
0,0045
0,0058
0,0048
0,0033
0,0125
0,0113
0,0196
0,0088
0,0251
0,0162
0,0087
0,0033
0,0024
0,0098
0,0083
0,0115
0,0151
0,0127
0,0021
0,0008
0,0181
0,0052
0,0137
0,0205
0,0078
0,0104
0,0060
0,0072
0,0432

0,0779
0,0054
0,0122
0,0187
0,0240
0,0403
0,0195
0,0241
0,0161
0,0570
0,0399
0,0175
0,0134
0,0258
0,0225
0,0134
0,0176
0,0205
0,0159
0,0185
0,0113
0,0241
0,0124
0,0204
0,0337
0,0104
0,0155
0,0091
0,0180
0,0493

0,1104
0,0054
0,0141
0,0376
0,0267
0,0259
0,0253
0,0135
0,0064
0,0434
0,0215
0,0103
0,0116
0,0204
0,0208
0,0123
0,0203
0,0116
0,0046
0,0159
0,0162
0,0248
0,0150
0,0147
0,0340
0,0147
0,0219
0,0164
0,0191
0,0390

0,0237
0,0027
0,0021
0,0039
0,0010
0,0062
0,0071
0,0125
0,0042
0,0153
0,0098
0,0046
0,0012
0,0020
0,0059
0,0061
0,0038
0,0063
0,0060
0,0015
0,0042
0,0044
0,0013
0,0101
0,0117
0,0036
0,0074
0,0034
0,0040
0,0298

0,0825
0,0017
0,0069
0,0110
0,0134
0,0206
0,0140
0,0142
0,0088
0,0315
0,0190
0,0119
0,0067
0,0113
0,0092
0,0081
0,0086
0,0107
0,0091
0,0109
0,0063
0,0121
0,0075
0,0108
0,0165
0,0068
0,0094
0,0040
0,0078
0,0215

0,1568
0,0522
0,0621
0,2036
0,2423
0,0638
0,0510
0,1058
0,0720
0,1482
0,1191
0,0800
0,0653
0,1105
0,1216
0,0754
0,1028
0,0478
0,0564
0,0870
0,0413
0,0710
0,0519
0,0700
0,0784
0,0320
0,0346
0,0509
0,0498
0,1833

0,0530
0,0051
0,0105
0,0202
0,0208
0,0329
0,0222
0,0197
0,0116
0,0380
0,0235
0,0170
0,0076
0,0170
0,0129
0,0122
0,0150
0,0104
0,0136
0,0266
0,0158
0,0176
0,0090
0,0160
0,0175
0,0091
0,0143
0,0061
0,0096
0,0250

0,0105
0,0017
0,0015
0,0023
0,0024
0,0027
0,0013
0,0010
0,0008
0,0028
0,0028
0,0025
0,0050
0,0025
0,0018
0,0014
0,0009
0,0011
0,0012
0,0013
0,0011
0,0015
0,0019
0,0012
0,0033
0,0019
0,0024
0,0012
0,0025
0,0065

0,0896
0,0042
0,0086
0,0111
0,0134
0,0254
0,0143
0,0156
0,0103
0,0345
0,0161
0,0152
0,0057
0,0124
0,0119
0,0092
0,0094
0,0100
0,0085
0,0087
0,0059
0,0109
0,0073
0,0093
0,0130
0,0065
0,0084
0,0053
0,0106
0,0185

0,0645
0,0127
0,0145
0,0516
0,0344
0,0170
0,0112
0,0424
0,0194
0,0401
0,0336
0,0194
0,0212
0,0253
0,0524
0,0181
0,0134
0,0151
0,0118
0,0178
0,0049
0,0288
0,0096
0,0228
0,0268
0,0155
0,0232
0,0161
0,0233
0,0647

0,0444
0,0073
0,0138
0,0151
0,0180
0,0338
0,0219
0,0191
0,0126
0,0439
0,0286
0,0146
0,0093
0,0163
0,0112
0,0150
0,0152
0,0174
0,0113
0,0233
0,0114
0,0166
0,0100
0,0181
0,0215
0,0125
0,0157
0,0071
0,0106
0,0299




10.4 Priloha ¢. 4: Boxploty metaboliti s nejnizsi p-hodnotou

10.4.1 Koncentrace isobutyratu pred a po intervenci

p =0,3591, A = ptivodni koncentrace, B = normalizovana koncentrace,
0 = hodnoty pfed intervenci, 1 = hodnoty po intervenci
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10.4.2 Koncentrace tyrosinu pred a po intervenci

p=10,389, A = ptuvodni koncentrace, B = normalizovana koncentrace
0 = hodnoty pfed intervenci, 1 = hodnoty po intervenci
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10.4.3 Koncentrace alaninu pred a po intervenci

p=0,421, A = puvodni koncentrace, B = normalizovana koncentrace
0 = hodnoty pfed intervenci, 1 = hodnoty po intervenci
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10.4.4 Koncentrace valeratu pred a po intervenci

p =0,4543, A = pavodni koncentrace, B = normalizovana koncentrace
0 = hodnoty pfed intervenci, 1 = hodnoty po intervenci
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10.4.5 Koncentrace valinu pred a po intervenci

p =0,4543, A = pavodni koncentrace, B = normalizovana koncentrace
0 = hodnoty pfed intervenci, 1 = hodnoty po intervenci
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10.4.6 Koncentrace glutamatu pred a po intervenci

p=0,4887, A = puvodni koncentrace, B = normalizovana koncentrace
0 = hodnoty pfed intervenci, 1 = hodnoty po intervenci
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10.7 Priloha ¢. 7 Seznam grafu

Graf ¢. 1: Pramérné zastoupeni metaboliti pred intervenci

Graf ¢. 2: Primérné zastoupeni metabolitll po intervenci

Graf €. 3: Zastoupeni metabolickych skupin pred a po intervenci
Graf ¢. 4: PCA mezi vzorky pied a po intervenci

Graf ¢. 5: Heatmapa korelacni matice s dendrogramem
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10.8 Priloha ¢. 8 Grafy odlehlych hodnot metaboliti
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Fruktéza IDB7.4
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