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'"H NMR biomarkery stravy v lidské stolici

Souhrn

Pomoci pilotni oteviené jednoramenné nerandomizované intervenc¢ni studie provedené
na sedmi dobrovolnicich jsme zjistovali, nakolik jednorazovy piijem konkrétniho pokrmu s
vysokym obsahem vlakniny a polyfenold nebo bilkovin zméni profil fekalnich metaboliti.
Metabolomika stolice je progresivnim nastrojem schopnym odhalovat funkéni fermentacni
vlastnosti mikrobidlniho stievniho osidleni jednotlivce, vyuzivd se pro zkouméni vlivu
mikrobioty na lidské zdravi. Znalosti, nakolik akutni pfijem potravy nékolik hodin pied
odbérem piispéji k pochopeni faktorii ovlivitujicich metabolomiku stolice. Vysledky by mohly
objasnit vliv stravy na lidské zdravi, nebot fada latek vznikajicich v tlustém stfeve, napt. mastné
kyseliny s kratkym fetézcem jsou absorbovany a vstupuji do biochemickych procest v téle.

Zdravi dobrovolnici (primérny vek 33 let) byli rekrutovani na zékladé dobrovolného
informovaného souhlasu. Vzorky od vSech subjektli byly odebirdny na baseline bez intervence
2 dny po sobé. Poté jim byla v pribéhu jednoho dne podana testovand potravina, 2 porce
c¢ockové polévky, a nasledné byly odebrany denné vzorky stolice. Po wash-out periodé
(pramérné 7 dni, u kazdého jedince jinak dlouhé) byl cyklus zopakovan s 5 kusy jablek.

Celkem bylo odebrano a analyzovéano 70 vzorkd, které byly méteny metodou 500 MHz
'H nuklearni magnetické rezonanéni spektroskopie s pulzni sekvenci 1d noesy. Ziskana spektra
byla vyhodnocena, zpracovana a kvantifikovana v programu Chenomx.

PCA analyza, Random Forest analyza a univariantni statistika, vzhledem k vysoké
variabilité¢ mezi darci, neukdzaly vyznamné rozdily produkce metabolitli pfed a po intervenci.
Byl ale pozorovan u nékterych darct po intervenci cockovou polévkou vzriist koncentrace
acetatu, propionatu, 3-fenylpropionové kyseliny, isovaleratu, threoninu, glycerolu. Po
intervenci jablky néktefi jedinci méli ve vzorcich stolice zvySeny obsah malonatu, glukosy,
methanolu, formiatu a threoninu. Profil metaboliti ve vzorcich byl specificky pro jednotlivé
subjekty, Random Forest analyza dokéazala spolehlivé predikovat darce dle obsazenych

metabolitta ve stolici.

Kli¢ova slova: biomarkery, stolice, slozeni stravy, 'H NMR, metabolomika



I'H NMR Biomarkers of Diet in Human Stool

Summary

We conducted a open-label sible arm uncontrolled pilot intervention study with seven
volunteers we investigated how a single intake of a specific meal high in fiber and polyphenols
or proteins would change the profile of fecal metabolites. Stool metabolomics is a progressive
tool able revealing the functional fermentation properties of an individual's microbial intestinal
population. The findings are useful in understanding the effects of the microbiota on human
health. Knowledge of how acute food intake a few hours before sampling will help to
understand the factors increasing variation in stool metabolomics. The results could help to
understand the impact of diet on human health. Many substances produced in the large intestine
such as short-chain fatty acids and others are absorbed and enter biochemical processes in the
body.

Healthy volunteers (average age 33) were recruited with voluntary informed consent.
Samples from all subjects were taken on baseline without intervention for 2 consecutive days.
The next day, they were given the test food - 2 servings of lentil soup and after that took 3 stool
samples every day. After the wash-out period (average 7 days, different for everyone) the cycle
was repeated with 5 apples.

A total of 70 samples were taken and analyzed. Samples were measured by 500 MHz
'H nuclear magnetic resonance spectroscopy using a 1d noesy pulse sequence. The acquired
spectra were evaluated, processed and quantified using the Chenomx software.

PCA analysis, Random Forest analysis and univariate statistics didn’t show significant
differences in metabolite production before intervention and after owing to a high variability
between subjects. After lentil-soup intervention, some subjects showed an increas in the
concentration of acetate, propionate, 3-phenylpropionic acid, isovalerate, threonine, glycerol.
After apple intervention, some subjects had increased levels of malonate, glucose, methanol,
formate, and threonine in stool samples. The profile of metabolites in the samples was specific

to each subject, Random Forest analysis was able to reliably predict donors from stool samples.

Keywords: biomarkers, stool, diet composition, 'H NMR, metabolomics
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1 Uvod

Stravovaci navyky jsou pro ¢loveka vyznamnym faktorem plisobici na zdravi. Zdravi je
ovliviiovano i pusobenim stfevni mikrobioty, kterd je zase modifikovana také volbou
piijimanych potravin. Vyznamna C¢ast naseho imunitniho sytému sidli ve stfevech a stav
mikrobiomu je pro jeho spravné fungovani esencidlni. Mikroorganismy osidlujici tlusté stievo
disponuji metabolickou aktivitou, pfi¢emz preménuji nestravené zbytky potravy dostavajici se
do distalni casti gastrointestinalniho traktu — tlustého stieva. Velky vyznam ma pro stav
mikrobioty primdrni osidleni, které¢ je utvafeno prichodem porodnimi cestami, ale daleko
vyznamnéj$i pro jeho fungovani je to, jaké podminky mu hostitelsky organismus vytvari.
Zasadni vliv na mikrobiotu ma volba konzumovanych potravin a latek pfijimanych
v potravinach (Zhang et al. 2018). Mikrobiotou vznikajici metabolity jsou odrazem stravy.
Metabolity maji schopnost prochazet skrze sténu stfev, vstiebavat se do krevniho ob¢&hu a
distribuovat po celém organismu. Z dlouhodobéjsiho hlediska ma strava schopnost ovliviiovat
1 druhové zastoupeni mikroorganismll a tim ménit vysledné vlastnosti mikrobioty s odliSnou
prosperitou pro hostitelsky organismus (Ramos & Martin 2021).

Mikrobidlni osidleni stiev svoji aktivitou ovliviluje lidsky fenotyp a ma schopnost
regulovat metabolické pochody. Kromé toho, Ze mikrobiota plsobi na hostitelsky
metabolismus, podili se i na funk¢nosti jeho imunity. Ptikladem efektt, které diky nasemu
mikrobidlnimu osidleni stiev probihaji, je ochrana vici patogentim, bakterialni signalizace o
lokdlnim ¢i systémovém zanétu, pak i schopnost §té€pit komplexni sacharidy, produkovat
nckteré vitaminy a mastné kyseliny s kratkym fetézcem (acetat, butyrat a propiondt). Dale mé
mikrobiota efekt na modulaci nervového systému. Produkci metabolith je stfevni mikrobiota
schopna interagovat s mozkem a ovliviiovat rozhodovéni. Z toho vyplyva piimy efekt
mikrobidlniho osidleni stfev na rozsdhlou skalu funkci v organismu, mezi néz patii ovlivnéni
chutovych preferenci, zmény nalad 1 vznik depresi. Resorpce vznikajicich metabolitl ze sttev
do krve tedy mtize pfispivat ke zdravi-ovliviiujicim pochodiim (Zhang et al. 2018; Silva et al.
2020).

Na pfitomnost metaboliti ve stfevnim lumen ma znac¢ny vliv konzumovand strava,
zastoupeni nékterych latek Ize zjistit z analyzy stolice. Pravé metabolomické analyzy fekalniho
materidlu zasluhuji vys8i pozornost, vykaly totiz pfichazi do pfimého kontaktu s tlustym
sttevem. Vyhodou je neinvazivni ziskavani vzorki. Spolehlivou metodou pro méfeni je
nuklearni magnetickd rezonance s vysokym rozlisenim (‘H NMR), kterd dokéaze popsat i
kvantifikovat desitky metabolitti ¢ili sledovat metabolicky profil biologickych vzorki i v jejich
nativni form¢. Z tady divodi nachazi metoda NMR uplatnéni pii sledovani vyskytu
biomarkert, a to hned v né€kolika riznych védeckych odvétvich, pro poznani metabolomiky je
znanym piinosem (Savorani et al. 2013; Karu et al. 2018).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem préce je na malé studii zmé&fit sloZeni stolice u sedmi dobrovolnikii na bézné stravé
a nasledné sledovani zmény ve slozeni vzorkli po intervenci stravou se zvySenym obsahem
polyfenold, bilkovin nebo vldkniny.

V malé intervencni studii budou sledovany vzorky stolice dobrovolnikl. Nejprve budou
odebrany vzorky stolice pfi konzumu bézné stravy, dale budou odebrany vzorky po konzumaci
dvou porci Cockové polévky a v druhé ¢asti vysSiho mnozstvi jablek (5 ks denné). U ziskanych
vzorkdl bude analyzovan profil pfiblizné¢ 60 metaboliti na 500 MHz NMR s pomoci pulzni
sekvence 1d noesy. Rozdilové metabolity budou kvantifikovany v programu Chenomx
a statisticky vyhodnoceny pomoci necilové a cilové, vicerozmérné a klasické statistické
analyzy.

Hypotéza

Ptedpoklddame, Ze navySenim piijmu vldkniny se soucasnym zvySenim bilkovin nebo
polyfenolii ve stravé se projevi rozdilnym zastoupenim metaboliti ve stfevnim lumen a
potazmo 1 ve stolici v porovnani s béznou dietou.



3 Literarni reSerse

3.1 Travici soustava

Traveni potravy je klicové pro lidskou vyzivu a zdravi. Biologicka dostupnost nékterych
Zivin z prijimanych potravin je omezena. Pravé proces traveni umoziuje znacny podil zivin
z potravinové struktury uvolnit, ¢imz umozni jejich absorpci do krevniho feciste, a tedy 1 jejich
vyuzitelnost. Jiné nutrienty zlistanou i pfes pusobeni travicich procesii nedostupnymi a bez
moznosti absorpce. Kromé zivinové dostupnosti a dostate¢nosti ma také vyznam rychlost jejich
uvolnovani, coz sleduje naptiklad ukazatel glykemicky index (Boland 2016). Mechanického
rozmélnéni potravy je dosazeno predevsim v Ustech a zaludku, zatimco enzymatické traveni a
vstfebavani zivin je lokalizovano zejména v tenkém a tlustém stievé (Guerra et al. 2012).
Omezena stravitelnost neékterych zivin z potravin mize byt zpiisobena rtiznymi strukturnimi
bariérami, naptiklad zapouzdieni u rostlinnych potravin. MoZnou cestou, jak zptistupnit zZiviny,
je zpracovani potraviny tepelnou ¢i mechanickou tpravou (Verkempinck et al. 2020).

Konzumaci potravin spolu se zakladnimi zivinami piijimame i fadu biologicky aktivnich
latek, které maji moznost mezi sebou vzajemné pisobit. Z divodu soucasného ptijmu hned
nékolika ucinnych latek najednou je tfeba brat v tvahu kombinovany tcinek latek a dle toho
posuzovat bezpe¢nost potraviny i jeji zdravotni rizika ¢i benefity (Savorani et al. 2013).

Proces traveni potravy prostfednictvim lidského gastrointestindlniho traktu zacina
v ustech. Oralni mechanismy, kterymi je Zvykani a tvorba slin umoZiuji zpracovat potravu
pevné konzistence do podoby vhodné k polknuti, také dochazi k regulaci teploty (Li et al.
2020). Sliny vyznamné pfispivaji ke schopnosti travit potravu, denné jich je produkovano
kolem 1 az 1,5 1, dle mnozstvi stimulac¢nich podnéti. Hlavni slinné zlazy jsou piiusni,
podcelistni a podjazykové, ulozené v dutin€ ustni. Sliny jsou tvofeny z 99,5 % vodou, fadou
elektrolytd, jako je sodik, draslik, vapnik, hoi¢ik, fosfat, hydrogenuhli¢itan a soucasti je
napiiklad i gluk6za, mocovina a jiné. Dale obsahuji fadu enzymi a jinych proteinti, piikladem
je imunoglobulin A, lysozym, laktoferin a glykoproteiny muciny (Minekus et al. 2014).
Katalytickd vlastnost byla popsana asi u tficeti enzymatickych ¢astic vyskytujicich se ve
slinach, zahrnuta je amyldza, lysozym, lipaza, fosfatdza a dalSi. Enzymaticka funkce slin ma
vliv mimo jiné i na chut’ konzumovanych potravin a plisobi protektivné viici zubnimu kazu.
Potravinové castice, které byly rozzvykany, jsou diky zvétSenému povrchu piistupnéjsi pro
efektivni ptisobeni enzymi. Vznikly bolus potraviny prochazi dale do zaludku skrz hltan a jicen
s uplatnénim peristaltickych pohybi (Salles et al. 2010).

Zaludek ma funkci pfedev§im mechanicky mélnit traveny material a slouzi také jako
docCasny rezervoar. Anatomie zaludku je popisovana ¢tyimi hlavnimi ¢astmi — fundus, télo,
antrum a pylorus (Li et al. 2020). RozloZeni do podoby menSich ¢astic traveniny dochézi i
vlivem castecného spoluplisobeni enzymatické hydrolyzy. Proximalni ¢ast Zaludku, kterou je
fundus a télo, ma vyznam jako zdsobnik potravy a dochéazi v tomto useku ke smiseni bolusu se
zalude¢ni St'avou. Prostiedi v zaludku je kyselé, coz je dano vlivem pfitomné kyseliny
chlorovodikové (HCI), ktera zpusobuje pokles pH traveniny az na hodnoty 1,5. Obsahem
zaludec¢ni $t'avy jsou 1 enzymy — pepsin, lipazy. V zaludku tedy dochéazi k vyznamné hydrolyze
bilkovin vlivem nizkého pH a soucasného piisobeni proteolytickych enzymu. Distalni Cast
zaludku (antrum) poskytuje rozmélnéni vétSich Castic a promiseni Zaludeniho obsahu.



Zaverenou partii zaludku je svéraC pylorus, ktery funguje jako pumpa pro selektivni
vyprazdnéni malych ¢astic (chymu) do dvanactniku. Zaroven svéra¢ funguje jako filtr, ktery
dokéze zachytit hrubsi struktury, které je potfeba podrobit nadale intenzivni degradaci
v zaludku. Rychlost vyprazdiovani zaludku je pro traveni zasadni parametr, je ovlivnitelna
biologickymi faktory, slozenim a strukturou potravy (Guerra et al. 2012). Celkové doba, za
kterou dojde k uplnému vyprazdnéni zaludku je ptiblizné 3-5 hodin od poziti potravy. Pokud
by se vSak jednalo o tekutinu s nizkym obsahem Zzivin, pak doba zadrzeni v zaludku vyrazné
krat$i, a naopak delsi doba by byla v pfipad¢ konzumace vysokoenergetické stravy. K ovlivnéni
rychlosti exkrece chymu dochéazi v disledku zmén hladiny glykémie. Pti stavu hyperglykémie
je zbrzdéna rychlost vstupu glukézy z zaludku do tenkého stteva, a naopak pii hypoglykémii je
proces vyprazdnovani zaludku urychlen. Kontrola sytosti s dopadem na rychlost vyprazdiiovani
zaludku je regulovana zpétnou vazbou stieva a mozku, coz nastdva, pokud makronutrienty
doputuji do ilea nebo tlustého stieva a dojde k hormonalni stimulaci, kterd zptisobuje snizeni
rychlosti vyprazdnovani zaludku a zvySeni sytosti. Déle je intenzita vyprazdiovani zaludku
ovlivnitelnd 1 mirou fyzické aktivity a vliv ma i pohlavi a vék (Li et al. 2020).

Kysely chymus, vstupujici do tenkého stieva, se dostdva nejprve do Césti zvané
duodenum, kde dochdzi k neutralizaci traveniny reakci hydrogenuhli¢itanu sodného. Tim se pH
dostava ptiblizné na hodnoty 6,5 a v distalnich ¢astech ilea miize hodnota vzrist az na pH kolem
7,5, variabilita je dana dle typu jidla a rychlosti vyprazdiiovani zaludku. Vyznam pro traveni
v tenkém stfeveé maji pankreatické enzymy a zlu¢, jenz jsou uvoliiovany do duodena. Primarni
vyznam zluci je emulgace tuku a vznik smésnych micel, které jsou rozpustné a maji schopnost
napomahat transportu lipofilnich latek skrz stfevni sténu, ¢imZ umoziuji jejich absorpci
(Minekus et al. 2014). Zneutralizované¢ pH umoznuje pisobit travicim enzymlm, které jsou
uvolnovany do vnitiniho prostoru tenkého stieva, predevsim sekreci pankreatu. Pankreaticka
Stava je slozitou smési protedz, amylaz a lipaz, které se podili na rozkladu makromolekul
potravy. K intenzivnimu mechanickému promiseni traveniny senzymy je dosaZeno
segmenta¢nimi pohyby stiev. Aktivni peristaltikou dochazi k posunu traveniny do nasledujicich
usekid. DalSi ¢ast tenkého stfeva tvofi jejunum a ileum, jenZ maji vyznam predev§im pro
absorpci vody a Zivin skrz enterocyty klku, které tenkému sttevu poskytuji obrovskou absorpéni
plochu. Vyuzity jsou transportni mechanismy jednoduché difuze, usnadnéné difuize i aktivniho
transportu. Ileum je osazovano mikrobiotou, ktera je pro jednotlivé tseky odli$na.

Nevstiebané zbytky traveniny z tenkého stfeva se dale dostavaji do tlustého stieva,
jehoZz hlavni funkci je vstiebavani vody, elektrolytl, Zlucovych soli. Lokalni stfevni mikroflora
ma vyznamné uplatnéni ve fermentaci polysacharidii a bilkovin. Déle v téchto distalnich
¢astech gastrointestinalniho traktu dochazi k tvorbé, skladovani a eliminaci stolice (Guerra et
al. 2012).

3.1.1 Metabolismus Zivin

Sacharidy dle tradi¢ni klasifikace na zaklad¢ chemické struktury jsou déleny na mono-,
oligo- a polysacharidy. Toto déleni vSak neni kli€¢ové kritérium pro klasifikaci dle dopadu na
lidské zdravi. Jako vhodnéjsi formu klasifikace by byl zplisob déleni dle miry jejich schopnosti
podléhat trdveni a intenzity vstfebatelnosti v tenkém stieveé. Takzvané glykemické sacharidy
jsou schopné pfispivat k sacharidové zasobé v téle. Druhou skupinou jsou nestravitelné

10



sacharidy bez moznosti absorpce. Dle typového zastoupeni sacharidii dochézi k ovlivnéni
glykemické odezvy. Glykemicka odezva je také ovliviilovana celkovym zastoupenim
makronutrientl v potraviné. Tuk a bilkoviny snizuji glykemickou odezvu linearné¢ dle
mnozstvi, pfi¢emz bilkoviny maji asi trojnasobnou efektivitu oproti tuku. Tyto mechanismy
jsou velmi komplexné regulovany a souvisi s rychlosti vyprazdnovani zaludku (Giacco et al.
2016). Odlisny zptsob traveni skrobu je také dan jeho formou, rozdilna je rychlost traveni mezi
amylézu a amylopektinem. Pomaleji stravitelnd je amyloza, kterou rozkladaji stievni alfa-
amylazy, zatimco rozklad amylopektinu se déje rychleji. Rychlejsi St€peni amylopektinu je
pravdépodobné dano vys$im poctem neredukujicich koncii, které mohou byt zkracovany
(Rogers 2010; Giacco et al. 2016). Stravitelnost Skrobu lze ovlivnit procesem tepelné tipravy,
naptiklad ptfi zdhtfevu uvafené ¢ocky po dobu 12 hodin by doslo k vyznamnému vzestupu
glykemické odezvy a zvySeni stravitelnosti v porovnani s ¢ockou uvatenou za 20 minut bez
dalsiho tepelného opracovani (Giacco et al. 2016). Vzestup glykémie po jidle nastdva Casn€ po
poziti a trva pfiblizn€ hodinu. ZvySena koncentrace glukozy v krevnim obéhu je regulovana
hormonalné pomoci inzulinu (Li et al. 2020). Vysoké hladiny glukézy a inzulinu jsou zatézi
pro lidské zdravi, jedna se o rizikovy faktor poklesu inzulinové senzitivity a rozvoje diabetes
mellitus 2. typu. Glukosa ve vysokych koncentracich mize byt také ptic¢inou proliferace
cévnich bungk a je spojena se zvySenym rizikem kardiovaskularnich onemocnéni (Mazzone et
al. 2008).

Vlaknina glykemickou odezvu vyrazné zplostuje a dokaze snizovat riziko onemocnéni
traviciho traktu i jinych chronickych chorob. Lidsky organismus neprodukuje enzymy pro jeji
degradaci, a proto nedochézi k jejimu trdveni aZ na malé procento, které je substrdtem pro
fermentacéni procesy stfevni mikrobioty (Rogers 2010). Jako vldknina je oznacCovana
heterogenni skupina sloucenin, kterou lze klasifikovat riznymi zptsoby jako je chemicka
struktura nebo rozpustnost (Dai & Chau 2017). Zékladem struktury dietni vlakniny je fetézec
monosacharidii spojenych prostfednictvim glykosidickych vazeb. V nékterych ptipadech je
modifikovana chemickymi substituenty, ptikladem jsou sulfatové nebo acetylové funkéni
skupiny. Jednotlivé typy vlakniny liSici se velikosti molekuly a chemickym slozenim vykazuji
ruzné vlastnosti (Sonnenburg & Sonnenburg 2014). Dle chovani ve vodé je vldknina
rozdélovana na rozpustnou a nerozpustnou. Konkrétn€ mezi nerozpustnou vladkninu patfi
celuloza, vétsina hemiceluldz a lignin. Hlavnimi zdroji nerozpustné vldkniny je celozrnné
pecivo, otruby a zelenina. Vldkninou se schopnosti ve vod¢é bobtnat nebo rozpoustét se je
skupina latek naptiklad gumy, pektiny, nékteré hemicelulézy a slizy. Rozpustnd vldknina je
obsaZena napftiklad v ovoci, bohatym zdrojem jsou zejména citrusové plody a jablka, dale se
vyskytuje v ovsu, jeCmeni a luSténinach. Pozitivnim efektem rozpustnych slozek vldkniny je
podpora sniZzovani hladiny cholesterolu v krvi. Potencidlnim negativem je zpomalovani
pruchodu traveniny stievy (Rogers 2010). Vldknina mé schopnost siln€ ovlivnit traveni, miru
vstfebavani sacharidl z diety, a tedy i modulovat vzestup hladiny glykémie po jidle. Dietni
vlaknina zplsobuje zpomaleni vyprazdiovani chymu z Zaludku, coz ma za nasledek zbrzdéni
procesu traveni sacharidii a omezeni rychlosti transportu glukézy skrz enterocyty. Déle je
pozitivni funkci vldkniny vliv na skladbu stfevni mikrobioty a produkci mikrobidlnich
metabolitl. Tim je vysvétleno, pro€ strava bohat4 na lusténiny, zeleninu, ovoce a celozrnné
cerealie miiZze mit vyrazny vliv na sniZeni rizikovych faktort pro kardiovaskularni onemocnéni,
zejména u diabetickych pacientii (Giacco et al. 2016).
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Experimentalné bylo potvrzeno, Ze konzumace riznych sacharidovych potravin vyvolava
u zdravych osob odlisné stavy glykémie. Byl sledovan rozdil glykemické odezvy po konzumaci
shodné sacharidové néaloze ve formé glukézy, celozrnného chleba a cocky. Vysledkem studie
bylo potvrzeni, ze nejvyssi stavy glykémie vyvola glukoéza, naopak nejnizsi vykyv glykémie
byl zaznamenan u cocky a bily chléb vykazovat sttedni glykemickou odpovéd’. Takeé se ukazalo,
ze kvantum obsazené vlakniny v potravin€é nema piimy dopad na glykemicky index. Obilna
vlaknina tudiz nema tak vyznamny efekt na snizeni glykemické odezvy. Bylo pozorovano, ze
rozdil v konzumaci bilého peciva nebo téstovin neni pii porovndni s jejich celozrnnymi
alternativami nijak vyznamny. Daleko vys$si schopnost regulace vykyvu glykémie ma vldknina
obsazena v lusténinach a ty se tedy vyznacuji nizkym glykemickym indexem (Jenkins et al.
1981).

Bilkoviny jsou traveny postupnym §tépenim komplexni molekuly na kratsi peptidy a dale
na jednotlivé aminokyseliny. Cast bilkovin (10-15 %) je §tépena v zaludku, kde pusobi
proteolytické enzymy pepsiny, jejichZ aktivitu uréuje pH prostiedi. Zaludeéni enzymy dokazi
Stépit bilkoviny pii pH 1,8 az 3,5. Vyssi proteolytické aktivity neZ pepsin dosahuji enzymy
trypsin a chymotrypsin, jejichz prekurzory jsou vyluované slinivkou spolu s dal§imi
prekurzory protedz. Vétsi Cast bilkovin je tedy travena v duodenu a ¢asteéné i v jejunu.
Nastépené aminokyseliny nebo kratké peptidy mohou byt absorbovany bunkami enterocytu.
Ukazalo se, ze rychlost resorpce dipeptidi a tripeptidii do enterocytd je vyznamnéjs$i nez u
samostatnych aminokyselin, dalsi proteolytické stépeni peptidl pak probihé v buiikdch (Rogers
2010).

Tuky jsou u dospélého ¢loveéka traveny predevsim v tenkém stfeve a z €asti 1 v Zaludku.
Prvni stupné §tépeni tukil probihaji pravdépodobné pii tvorbé kapicek emulze, ¢imZ poskytuji
povrch umoznujici absorpcei lipdz. Vyznamna cast tuku ve strave, predev§im v pramyslové
zpracovanych potravinach, je konzumovéna uz v emulgovaném stavu. V neemulgované formé
se tuky do organismu dostavaji naptiklad jako kuchyniské oleje nebo visceralni tuk z masa.
Usnadnéni emulgace tuku v téle je podpofeno mechanickym plsobenim ust a zaludku.
V zaludku je Stépeno 5-30 % travenych tuki, produktem jsou diglyceridy a volné mastné
kyseliny, které napomahaji snazsi emulgaci tuku v Zaludku. Uplatiiyjici se enzym Zalude¢ni
lipdza ma optimalni aktivitu pti pH 5,4, proto efektivné plsobi pfedevS§im béhem prvni hodiny
traveni, kdy pH zaludku neni extrémné kyselé. Pii ptechodu potravniho bolusu ze Zaludku do
tenkého stfeva se ke Stépeni tukl ptidava pankreatickd lipaza, kterd produkuje volné mastné
kyseliny a 2-monoglycerid, ktery miZze byt dale Upln€¢ degradovan na glycerol a samostatné
mastné kyseliny (Golding & Wooster 2010). Pankreaticka lipaza uvolituje 50-70 % mastnych
kyselin z potravy (Bauer et al. 2005). Optimalni podminky pro ptisobeni pankreatické lipazy
poskytuje ptitomnost kolipazy a povrchove aktivnich Zlu€ovych soli. Sekret Zlu¢i obsahuje
zlucové kyseliny a fosfolipidy, které v nasyceném stavu zvySuji povrchovou aktivitu traveniny.
Smésné micely Zlucovych soli a fosfolipidii poskytuji velkou solubilizaéni kapacitu pro
hydrofobni latky, jako jsou vitaminy, cholesterol a steroly (Golding & Wooster 2010). Produkty
lipolyzy jsou absorbovany builkkami stfevni sliznice. Pro usnadnéni jejich transportu je
vyuzivano zaclenéni do smésnych micel, které umoziuji jejich pohyb skrz vodni vrstvu na
povrchu sliznic (Bauer et al. 2005).
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3.2 Strevni mikrobiota

Pojem mikrobiota je termin oznacujici soubor vSech mikroorganismil osidlujici danou
oblast, ptikladem je stfevo, usta, klize. Termin mikrobiom je definovan jako soubor zahrnujici
1 veskeré mikrobialni geny (Friese 2019). Mikroorganismy patiici do mikrobioty jsou bakterie,
houby, archaea, viry i prvoci. Lidské télo poskytuje hostitelské prostiedi pro vice nez
100 biliond mikroorganismu patticich do tisici druhti, vétSinu z nich — vice nez 70 % obsazuje
gastrointestinalni trakt (GIT). Dale také kolonizuji pokozku, usta, respiracni cesty a
urogenitalni trakt (Ramos & Martin 2021). GIT je mistem, které mikroby preferuji. Divodem
je vysoky obsah sloucenin, jez jsou pro n¢ vyuzitelné jako ziviny. Lidské stfevo diky svému
obrovskému povrchu poskytuje velkou plochu pro mikrobiélni kolonizaci (Sekirov et al. 2010).

Vztah hostitelského organismu a mikrobti je realizovan riznymi typy symbiozy, mize se
jednat o komenzalismus, mutualismus nebo parazitismus. Komunikace mezi symbiontem a
hostitelem je realizovana vymeénou informaci ve formé difuznich molekul. Tato metabolické
vyména nabyva na vyznamnosti zvlasté u stfevni mikrobioty, ktera svym poctem bakteridlnich
bun¢k prevySuje vice nez 10krat bunky hostitele. Nékteré konkrétni molekuly metabolické
vymény jsou odpoveédné za zprostiedkovani specifickych a zasadnich biologickych interakci
systému (Rath & Dorrestein 2012). Komenzalni mikroby, stejn¢ jako patogenni, jsou schopné
interagovat s imunitnim systémem hostitele. Je vSak dulezité, aby imunitni systém dokazal
oddélit komenzaly od patogenti a také byl schopen odolavat hyperimunitni odezve vici lumen,
jez je zatiZzeno velkym mnozstvim mikroorganismd i dietnich slozek (Lin & Zhang 2017).

Mikrobiota kazdého ¢loveka je individudlni, rozmanitd a znaéné rozsahla. Biologicka
rozmanitost je pomérné kiehkd, miize byt naruSovana vlivem invaze oportunnich druhti, coz
zpusobuje ztratu pivodnich funkénich vlastnosti mikrobiomu. Predpokladalo se, ze mikrobiota
clovéka je sestavovana od okamziku narozeni, kdy mikroby zacinaji soutézit o volnou pozici
pro kolonizaci povrchtl vnitiniho 1 vnéj$iho prostiedi téla. Faktory, které tento proces mohou
modulovat, je zplisob narozeni, vyziva, prostiedi, vystaveni organismu infekcim 1 expozice
antibiotiky. Sviij vliv méa 1 genetika, specifické taxony mikrobl jsou pienosné napfi¢
generacemi (Sonnenburg & Sonnenburg 2019). Pfedpoklad, ze k prvnimu kontaktu ¢lovéka
s kolonizujicimi bakteriemi dochéazi prichodem porodnimi cestami pii porodu, je dnes
vyvracen. V soucasnosti piibyvaji dikazy o tom, Ze osidlovani stfev mikroby se dé&je uz
v déloze matky. To je pomérné Sokujici poznatek, protoze plod a déloha matky byly
povazovany v optimalniho stavu za ryze sterilni prostfedi (Willyard 2018). Béhem porodu je
kojenec v bezprostiednim kontaktu s vaginalni mikroflorou matky, coZ nepochybné ovlivni
jeho stfevni mikrobiotu. Existuji dikazy o sledovani podobnosti mikrobioty ditéte a matky.
Kojenci, ktefi se vSak nenarodili pfirozenou vaginalni cestou, ale cisafskym fezem mayji
mikrobiotu odliSnou (Sekirov et al. 2010). Déti narozené cisatskym fezem jsou primarné
kolonizovany mikroorganismy podobajici se spiSe kozni mikrobioté matky. Takové pocatecni
osidleni mikroorganismy se postupem Casu vyviji a formuje, rozdily se snizuji. Je vSak
dokézano, Ze porod cisatskym fezem je spojen s pomalejsi kolonizaci specifickymi
bakteridlnimi taxony stfev. Primarni kolonizace se pravdépodobné podili 1 na stavu stfevni
mikrobioty v dospélosti (Tamburini et al. 2016).

Genetické faktory mohou ovlivitovat sttevni mikrobiotu pouze z 12 %, zatimco zména
stravovacich navykl mize modifikovat mikrobiom az z 57 % (Zhang et al. 2018). D¢ti do
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jednoho roku si zachovavaji jedinecnost tykajici se slozeni stfevni mikrobioty. Genetické a
environmentalni faktory maji podil na formovani mikrobioty (Palmer et al. 2007).

Bohatost a rozmanitost mikrobidlni komunity je zasadni pro zdravotni stav, ma ustfedni
funkce v hostitelském organismu. Modifikace mikrobioty je tedy mozna a jsou za timto ucelem
navrhovany terapeutické ptistupy Upravy stravovacich navyku ptijimanych zivin, bioaktivnich
sloucenin 1 specifickych potravin. Takové stravovaci tpravy by vedly k modifikaci sloZeni
mikrobiomu a regulovaly dysbiozu stfevnich mikrobiadlnich komunit, napt. zplsobenou
onemocnénim (Ramos & Martin 2021). Mikrobiom GIT ma velmi dtlezité postaveni pfi
zajiStovani homeostdzy imunitniho systému hostitele po celou délku jeho zivota. Jednak
mikrobiota plsobi pfimymi signdly na imunitni sytém a rovnéz disponuje mechanismy
ovliviiyjici propustnost stfevni bariéry. NaruSeni integrity bariéry stiev zplisobuje zménu
rychlosti prostupu metabolitd, bakterii i1 jinych pfitomnych substanci do krevniho fecisté nebo
epitelidlnich tkédni (van Treuren & Dodd 2020). Stfevni mikrobiota velmi intenzivné
komunikuje s na§im imunitnim systémem, centralnim nervovym systémem a metabolismem
zivin. S pochopenim vyznamnosti mikrobiomu pro lidské zdravi je ve snaze definovat rysy
zdravé stievni mikrobioty a hledat moZznosti, jak jeho rozvoj podpofit. V uplynutych letech se
zménou zivotniho stylu populace celosvétové doslo k vyraznym modifikacim stfevni
mikrobioty. Zna¢né zmény, jejichz odvraceni je nyni ¢asto obtizné proveditelné, jsou dany
napiiklad konzumaci primyslové zpracovanych potravin, pfemirou sanitace prostiedi,
uzivanim antibiotik. Omezend mira vystavovani se mikrobim mize, v souladu s principy
hygienické hypotézy, vést k poruse funkce a regulace imunitnich reakci. To vede k zvySenému
riziku alergickych reakci a autoimunitnich chorob (Sonnenburg & Sonnenburg 2019).

3.2.1 SloZeni stfevni mikrobioty

Vétsina mikrobl (pfedevSim bakterii) kolonizujicich lidsky gastrointestinalni trakt sidli
v tlustém stievé (o hustoté 0,9-10'! bakterii/ml), pak v distalni &4sti tenkého stfeva illeu
(10® bakterii/ml) a pomé&rné hojn& osidluji i dutinu ustni (10° bakterii/ml obsahuji sliny a
bukalni sliznice, 10'! bakterii/ml zubni plak) (van Treuren & Dodd 2020). Mikrobiota tedy neni
homogenni co se ty€e poctu bakterii ale 1 bakteridlnich skupin v jednotlivych tsecich GIT.

Dominantn¢ stfevni mikrofloru tvoii striktni anaeroby. V daleko mens$im zastoupeni jsou
pritomny 1 fakultativné anaerobni a aecrobni mikroorganismy, kterych je asi o dva az tfi fady
méné nez anaerobl. Pocet bakteridlnich druhii osidlujicich lidské stfevo je odhadovan na
mnozstvi 500 az 1000 riznych zastupcli. Analyzou vice subjektii bylo naznaceno, Ze kolektivni
lidska stfevni mikroflora by citala vice nez 35 000 bakterialnich druhli (Sekirov et al. 2010).

Tlusté stfevo je za optimalniho stavu osidlovdno predevs§im bakteridlnimi kmeny
Firmicutes, Bacteroidetes, dale Verrucomicrobia, Proteobacteria, Actinobacteria a jinymi
(Ruan et al. 2020). Ptiblizn€¢ 90 % mikrobioty je tvotfeno kmeny Firmicutes, Bacteroidetes.
Hojné rody jmenovanych vyznamné zastoupenych kmenovych skupin jsou pro Bacteroidetes:
Bacteroides, Parabacteroides, Alistipes, Prevotella, pro kmen Firmicutes: Eubacterium,
Clostridium, Rumincoccus, dale Actinobacteria: Collinsella, Bifidobacterium a do kmenu
Proteobacteria patii naptiklad Escherichia (van Treuren & Dodd 2020).
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3.2.2 Mikrobialni metabolity

Stievni mikrobiota funguje jako metabolicka sit’ ve stievech, produkty latkové premény
— metabolity zastavaji n¢kolik funkci. Miize dochazet k vzajemnému ovlivnéni mikrobi mezi
sebou tim, ze vyprodukovany metabolit od jednoho mikroba slouzi jako zdroj energie pro jiného
mikroba, ktery vytvofi zase jiny produkt. Jiné metabolity slouzi ¢lovéku jako zdroj energie ¢i
zdroj potiebnych latek, coz mohou byt naptiklad i n€které vitaminy (Pascale et al. 2018).

Lidské télo 1ze povazovat za ekosystém a jako jeho produkt 1ze pokladat lidské zdravi.
Vyznamné sluzby ekosystému poskytuje mimo jiné mikrobiota. V ptipadé¢ zachovani
mikrobidlni hojnosti a rozmanitosti ziskava ¢lovék od mikrobioty Siroké spektrum benefiti.
Mikroorganismy svym metabolismem poskytuji ¢lovéku ziviny i1 energii zjinak pro n¢ho
nedostupnych dietnich substrati. Metabolity podporuji diferenciaci hostitelskych tkani, maji
imunologické funkce — stimuluji imunitni systém a chrani hostitele pfed invazi patogeny
(Costello et al. 2012). Mikrobialni metabolity maji také schopnost neurologické komunikace
s hostitelem (Silva et al. 2020). Mikrobiota stfev ma v podstaté sviij vlastni mensi ekosystém,
ktery je ovlivitovan fyzikalnim, chemickym a biologickym prostfedim (Prosser et al. 2007).

Mikrobiota disponuje enzymatickou vybavenosti, coZ ji umoziuje metabolizovat dietni
sacharidy, bilkoviny a omezené tuky (LeBlanc et al. 2017). Vyznamnd je fermentace
nestravitelnych sacharidi, které komenzalni bakterie metabolizuji na CO», H2, CH4 a mastné
kyseliny s kratkych fetézcem (SCFA) — pfedevsim acetat, propiondt a butyrat (Patterson et al.
2014). Dalsimi metabolity produkovanymi komenzalnimi bakteriemi v tlustém stfevé je
sukcinat nebo kyselina kynurenova, které absorbuji a vyuzivaji v gastrointestindlnim traktu
(Thorburn et al. 2014). Stfevni mikrobiota je také schopna produkovat latky patfici mezi
vitaminy. Nékteti clenové mikrobioty dokazi napiiklad z nestravitelnych sacharida produkovat
folat. Dale mikrobialni biosyntetické pochody mohou poskytovat thiamin, riboflavin, niacin,
kyselinu pantothenovou, pyridoxin, biotin, vitamin B> a nékteré¢ studie uvadi i produkci
menachinonu — vitaminu K, (Duda-Chodak et al. 2015). Hlavni metabolity produkované
bakteriemi ve stfevech vznikaji fermentaci sacharidl a bilkovin (Obrazek 1) (Scott et al. 2013).

SACHARIDY

« SCFA '
- e amoniak
o acetat
P « BCFA
o propionat -
o butyrat « fenoly/indoly
I ¢ aminy
. n
o « sulfidy
e biomasa

Obrazek 1: Mikrobialni fermentacni produkty sacharidii a proteinii, upraveno
dle (Scott et al. 2013)
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Sacharidy dostupné pro stievni mikrobiotu pochazi z rostlinnych i zivo¢iSnych zdrojl ve
stravé. K mikrobiim v tlustém stievé se dostdvaji komplexni sacharidy, nikoli sacharidy
jednoduché pochazejici ze slazenych nebo skrobovych potravin, ty se vstiebavaji prevazné uz
v tenkém stfevé (Sonnenburg & Sonnenburg 2014). Sacharidovymi prebiotickymi zdroji
z potravy mohou byt rezistentni Skroby, neSkrobové polysacharidy, oligosacharidy a vyjimkou
jsou 1 né€které di- a monosacharidy, ptfikladem jsou cukerné alkoholy (Scott et al. 2013).
Mikroby jsou vybaveni specialnimi enzymy, které jim umoziuji z polysacharidovych zdroji
ziskavat energii i uhlikaté komponenty. Enzymy se schopnosti $tépit komplexni sacharidové
vazby jsou glykosidové hydrolazy a polysacharidové lyazy, produkty sekvenénich procesti jsou
mono- a oligosacharidy. Obsah enzymu stfevni mikrobioty mize byt vice nez 60 000
sachariddz, coz je mnozstvi nékolikanasobné prevysujici glykosidové hydrolazy lidského
genomu. Polysacharidové lyazy c¢lovék bez mikrobioty stiev neni schopen produkovat
(Sonnenburg & Sonnenburg 2014). Pozitivni prosperita mikrobu tlustého stfeva je na dietarnim
pfijmu vlakniny zavisla. Strava obsahujici vlakninu je pravdépodobné kli¢ovym determinantem
dobré diverzity a funkénosti mikrobioty (Zhang et al. 2018).

Vyzivové doporudeni pro obyvatele Ceské republiky udava, Ze pro dospélé osoby je
vhodné navysit denni pfijem vlakniny na 30 g. Pro naplnéni tohoto cile je doporucovano zvysit
spotiebu zeleniny, ovoce i ofechil v celkovém mnozstvi 600 g za den v poméru ovoce, zeleniny
1:2. Déle je také doporucovano zvyseni spotieby lusténin a celozrnnych vyrobku (“Vyzivova
doporudeni pro obyvatelstvo Ceské republiky — Spoleénost pro vyzivu” 2012). Konzumaci
vlakniny miize byt pfedchdzeno fadé¢ =zdravotnich obtizi jako jsou kardiovaskularni
onemocnéni, cukrovka, metabolické nemoci, zanétlivé stfevni syndromy, divertikularni
choroby, obezita, kolorektalni karcinom. Nerozpustna vlaknina mé naptiklad schopnost vazat
a adsorbovat karcinogeny, mutageny, toxiny a tim zabranit jejich vstfebani do organismu a
zamezit jejich Skodlivym uinktim. ZvysSeni pifijmu vlakniny v dieté¢ je tedy zadouci z fady
diavodu, proto je doporucovano navyseni spotfeby celozrnnych vyrobki, ovoce, zeleniny,
ofechi a lusténin (Soliman 2019). Mnozstvi produkovanych SCFA, jakozto hlavnich produkti
bakterialniho metabolismu, je dano zejména obsahem dietni vlakniny. A nedostatek vlakniny
muze byt pti¢inou fady zdravotnich obtiZi (Thorburn et al. 2014).

In vitro byly provedeny experimenty s enzymovou fermentacni aktivitou zastupct
majoritnich taxont stfevnich bakterii, a byly zjiSt€ény rozdilné schopnosti degradace
polysacharidt. Ukézalo se, ze kmen Firmicutes disponuje daleko menSim mnoZstvim enzymu
pro fermentaci glykanii neZ Bacteroidetes (Mahowald et al. 2009).

Bilkoviny se do tlust¢ho stfeva dostavaji v mnoZstvi asi 10 % z pfijaté davky, coz
predstavuje piiblizn€ 12—18 g bilkovin denné (Scott et al. 2013). Mistem fermentace bilkovin
je distalni usek tracniku. K tomuto procesu dochazi az v okamziku, kdy jsou mikrobiotou
spotiebovany sacharidy. Fermentaci bilkovin vznikaji kromé pro hostitele prospéSnych
metaboliti SCFA i metabolity s potencialni toxicitou. Avsak testy toxicity téchto metabolit
byly provadény predevsim in vitro. Z bilkovin vznikaji mikrobidlnim metabolismem rozmanité
produkty, jako je amoniak, aminy nebo fenoly (Windey et al. 2012). Dale se tvoii indoly, thioly,
COz, H2 a HoS (Macfarlane & Macfarlane 2012). Vznikajici metabolity se dostavaji do ptimého
kontaktu s buiitkami sliznice, coZ umoZiluje jejich pifimou interakci. Studie popisuji, Ze
dlouhodobd vysoka konzumace masa je spojena s vyssi rizikovosti vzniku karcinomu distalni
¢asti tlustého stieva, kde dochdzi prave k fermentaci bilkovin a vzniku metaboliti (Chao et al.

16



2005). Mimo nezadouci metabolity vznikaji mikrobidlnim metabolismem produkty prospésné
pro hostitele — mastné kyseliny s kratkym fetézcem vcetné¢ mastnych kyselin s rozvétvenym
fetézcem. SCFA jsou z mnoha aminokyselin produkovany redukéni deaminaci. Mikrobidlnim
metabolismem jsou produkovany latky jako je acetét, propionat a butyrat, které maji naopak
ochranné efekty. Acetdt mize vznikat z glycinu, alaninu, threoninu, glutamatu, lysinu a
kyseliny asparagové. Butyrat Ize ziskat zkyseliny glutamové, lysinu a propionat
z aminokyselin alaninu nebo threoninu (Blachier et al. 2007). Fermentaci jednoduchych
alifatickych aminokyselin dochézi pfedevsim ke vzniku acetatu, propiondtu a butyratu. Naproti
tomu aminokyseliny s vétvenym fetézcem bakterie tlustého stfeva fermentuji pomaleji a
vznikaji jako produkty vétvené mastné kyseliny o jeden uhlik kratSi nez méla matetska
aminokyselina. Napfiklad fermentaci valinu vznikd isobutyrat, zleucinu isovalerat a
z isoleucinu vznikd 2-methylbutyrat. Aminokyseliny s aromatickym jadrem, kterymi jsou
tyrosin, fenylalanin a tryptofan jsou rozkladany na fadu fenolickych a indolovych sloucenin
(Smith & Macfarlane 1997; Windey et al. 2012).

Tuky pfijimané dietou jsou pfevazné vstiebavany uz v tenkém stieve, ale ¢ast z nich se
do kontaktu s mikrobiotou dostane. Ukdazalo se, Ze ¢ast (7 %) mastnych kyselin je vylu€ovana
stolici (Scott et al. 2013). Metabolismus tukll je do jist¢ miry mikrobiotou ovlivnitelny.
Mikrobiota mize pfimymi i nepfimymi mechanismy zasahovat i do metabolismu mastnych
kyselin a cholesterolu. Mikrobidlnim metabolismem mutize byt regulovana vstfebatelnost.
Mnozstvi absorbovaného cholesterolu je ovlivnéno davkou konzumovaného cholesterolu,
rostlinnych sterol a obsahem vldkniny ve strave. Dale je absorpce ovlivnéna dobou priichodu
traveniny stfevy a relativnim pomérem mastnych kyselin (Resta 2009). Metabolismus tuk
hostitele mize byt ovlivnén 1 prostfednictvim signalnich molekul produkovanych stfevnimi
bakteriemi, které mohou piisobit na metabolismus jaternich lipidd, Zlu¢i nebo ovlivni resorpci
cholesterolu ¢i citlivost na inzulin. Stfevni bakterie produkuji, resp. modifikuji zlucové
kyseliny, které pak mohou ptlisobit na jaterni ¢i systémovy lipidovy metabolismus. Dalsi
potencidlni mechanismus, ktery mize ovliviiovat metabolismus tukd, je bakterialni fermentace
nestravitelnych sacharidi (Ghazalpour et al. 2016). Mikrobidlni zpracovani zlu¢ovych kyselin
ma za nasledek jejich pfevedeni do formy snazsi pro fekéalni exkreci (Schoeler & Caesar 2019).
Schematické zndzornéni osudu slozek diety ve stfevech je na obrazku 2 (Scott et al. 2013).

3.2.3 Pusobeni mikrobioty na zdravi

I ptes slozitost, komplexnost a individualni vnimavost kazdého jedince s ohledem na
faktory prostiedi byly vypozorovany jisté vzorce, které mikrobiotu GIT formuji. Mikrobiota
vyznamné ovldda imunitni homeostazu hostitele po celou dobu jeho Zivota. Kromé pifimé
imunitni signalizace dokaZou mikroby ménit propustnost stfevni bariéry, ¢imZ je naruSovana
integrita stfevni stény a v disledku toho je ovlivnéna rychlost vstupu metaboliti a bakterii do
krevniho fecisté nebo epitelidlnich tkani. Dalsi funkci mikrobtl je jejich metabolicka aktivita.
Bakterie GIT ziskdvaji pro vlastni potfebu Ziviny degradaci komplexnich polysacharidd,
fermentaci aminokyselin a vedlejSim produktem jejich ¢innosti jsou metabolity se schopnosti
modulovat procesy v hostitelském organismu (van Treuren & Dodd 2020).
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Obrazek 2: Schematické zndazornéni procesu traveni zivin ve stievech, upraveno dle (Scott et al. 2013)

Komunikace mezi mikrobiotou a imunitnim syst¢émem je velmi intenzivni. Husté
bakterialni osidleni velké plochy stfev je oddélené od télesnych tkani pouze tenkou vrstvou
epitelu (10 um). Invazi oportunnich rezistentnich bakterii do hostitelské tkdné¢ by mohly byt
zpiisobeny vazné zdravotni obtiZze véetné zanétu a sepse. Aby k tomu nedochdzelo, imunitni
systém byl adaptovan pro zachovéani symbiotického vztahu mezi hostitelem a mikrobiotou
(Hooper et al. 2012). Je nezbytné, aby imunitni systém byl schopen rozeznat a udrzet
prospésnou rezidentni mikrobiotu, naopak identifikovat a zneskodnit patogenni druhy (McFall-
Ngai 2007).

Metagenomickymi studiemi bylo odhaleno, Ze lidska mikrobiota disponuje potencidlem
generovat velkou fadu bioaktivnich molekul. Pfikladem vyznamnych molekul produkovanych
bakteriemi je histamin, adrenalin nebo kyselina y-aminomaselnd (GABA). GABA plisobi na
centralni nervovou soustavu, jako primarni inhibi¢ni neurotransmiter u savcll, ma i u¢inky na
fyziologii, dokaZe modulovat krevni tlak, ovliviluje imunitni G¢inky, zvySuje odolnost vici
stresu a podporuje produkci mikrobidlni ATP. GABA muze vznikat pfeménou z glutamatu
pusobenim enzymi hostitele i mikrobti (Pokusaeva et al. 2017).

Strava dokéaze zpusobit zmény mikrobidlnich komunit tykajici se struktury i aktivity
mikroorganismu stiev. Piedevsim dlouhodoby stravovaci smér ma schopnost transformace
mikrobioty s dopadem na rozvoj chronickych onemocnéni jako je naptiklad obezita, cukrovka
a zanétliva onemocnéni sttev. Béhem rozvoje spolecnosti spojeného se zménou stravovacich
zvyklosti 1 zivotniho stylu dochazi k poklesu diverzity stfevni mikrobioty. Objem a diverzita
produkce mikrobidlnich metabolitli se po generace sniZuje, coZ jsou aspekty pfispivajici téz
k chronickym nemocem (Zhang et al. 2018). Je znamo, Ze nizké bakteridlni diverzita a zanétliva
onemocnéni stfev spolu Uzce souvisi, ale neni uz plné€ objasnéno, zda je pfi¢inou nebo
disledkem onemocnéni. Protizanétlivé Uc¢inky jsou popisovany napiiklad u bakterie
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Faecalibacterium prausnitzii, jejiz ptitomnost je pravé ovlivnéna bakteridlni bohatosti
mikrobiomu. Preventivni ulohu vi¢i zénétlivym onemocnénim poskytuji metabolity
mikrobioty interagujici s imunitnim systémem, hlavné se jednd o SCFA a metabolity tryptofanu
(Thorburn et al. 2014). U tady nemoci bylo pozorovano, ze jejich vyskyt byl spojen se
zménénym charakterem mikrobioty (Youssef et al. 2018).

Stievni mikrobiota je relativné plastickd a jeji modifikaci druhového zastoupeni lze fidit
produkci metaboliti. Pro dosazeni kyzeného efektu - ovlivnéni fyziologie hostitele pomoci
mikrobiotou produkovanych molekul je v prvni fad¢€ nezbytné porozumét faktorim ovliviiujici
dostupnost zivin pro stfevni mikrobiotu. Déle i procesu mikrobidlniho metabolismu, ktery je
ovliviiovan biochemickymi a genetickymi faktory a zarovenn mechanismim hostitelského
metabolismu i eliminaci mikrobialnich metabolitd (van Treuren & Dodd 2020).

Védecké diikazy sledujici stav stievni mikroflory u obéznich jedincii (testovano zejména
na mysSich) sledovaly charakteristick¢ znaky. VétSina vysledka testovani ukazovala, ze
mikroflora obéznich jedincl obsahuje vys$s$i mnozstvi bakterii kmene Firmicutes a méné
Bacteroidetes. To bylo potvrzeno 1 nékterymi testy na mysich, kdy skupina obéznich mysi byla
srovnavana se skupinou $tihlych pfi podavani totozné stravy bohaté na polysacharidy s nizkym
obsahem tuku. Studii bylo dolozeno, ze obézni se od S$tihlych jedincii odliSuji zminénym
rozdilnym zastoupenim bakterialnich kment. Také studie sledujici fekalni mikrofléru obéznich
lidi potvrzovaly stejny trend vysSiho zastoupeni Firmicutes. Ke zvySovani hladiny
Bacteroidetes ziejmé dochazi pii redukci télesné hmotnosti, pravdépodobné se tak déje na
zaklad¢ zménéného piisunu energie. VIiv Zivinového zastoupeni stravy nebyl zpozorovan
(Giacco et al. 2016). Jiné studie sledujici totoZzné parametry vSak zminénou korelaci vyvratily,
naopak vysledky naznacovaly u obéznich jedinct vyssi podil bakterii kmenu Bacteroidetes.
Nelze tedy jednoznacné potvrdit zavislost mezi sloZzenim stfevni mikrobioty a projevu obezity.
Daleko lepsich vysledkti dosahovaly testy, které sledovaly zavislost mezi projevem obezity a
metabolismem mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA). Experiment provedeny u
skupiny dobrovolniki se zastoupenim osob obéznich, s nadvahou a s normalni hmotnosti
vyhodnocoval rozdily v koncentraci SCFA ve stolici. Vyhodnoceno bylo, Ze celkové vyssi
mnozstvi SCFA maji obézni jedinci, konkrétn€ hojnéji byl zastoupen propionat (Schwiertz et
al. 2010).

Studie zpozorovaly kromé dileZitosti mikrobioty pro lidské zdravi i jeji zranitelnost a
cesty ochrany mikrobioty pfed poskozenim. Naptiklad k pfetvofeni az decimaci stfevni
mikrobioty miZe dojit uZivanim pouze jednoho cyklu antibiotik. Terapeuticky potencial zdravé
mikrobioty popisuji (bio)lécebné postupy s mozZnosti vyuziti mikrobialni manipulace za icelem
zmeény lidské fyziologie (Sonnenburg & Sonnenburg 2019). Pro porozuméni etiologie a
moznostem feSeni zdravotnich obtiZi spojenych s dysbidzou stfevni mikrobioty je nezbytné
charakterizovat stav optima, také odliSnosti mikrobioty zvySujici riziko onemocnéni 1
mikrobiotu, jenZ podnécuje nemoc (Sonnenburg & Sonnenburg 2014). Vzhledem
k rozmanitosti stravy a riizné funkéni aktivité mikrobioty kazdého jednotlivce je produkovéan
rozlisny komplex metabolitil, jejichZ slozeni by mohlo byt potencidlné ovladano podavanim
personalizovanych terapeutik za tcelem podpory lidského zdravi nebo 1é€by nemoci (van
Treuren & Dodd 2020). Lécba onemocnéni souvisejicich s mikrobiotou by méla mimo jiné
aspekty genotypu zohlednit i pohlavi jedince. Bylo zjisténo, Ze u€inky individualni stravy na
sttevni mikrobiotu jsou u obratlovci zavislé na pohlavi (Smith et al. 2013).
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3.2.4 Ovlivnéni mikrobioty stiev stravou

Strava ma zna¢ny vliv na sloZeni sttevni mikrobioty a se zménou stravy dochéazi ke zméné
mikrobidlniho zastoupeni. Modifikace mikrobioty ma za nasledek zménénou produkci
mikrobidlnich metabolitii, které maji G€inky na imunitni i zanétlivé reakce (Maslowski &
MacKay 2011). Mikroby tlusté¢ho stfeva jsou schopné jako zdroj Zivin vyuZzivat primarné
rezistentni Skrob, neSkrobové polysacharidy, hostitelské glykany nebo bilkoviny z diety.
Prednostné je uskuteCnovana fermentace Skrobi a neSkrobovych polysacharidi, k ¢emuz
dochazi z velké Casti ve vzestupném tracniku a slepém stfevu. Jakmile jsou zdsoby Skrobu
vyCerpany dostavaji se do poptfedi fermentacni déje bilkovin a aminokyselin probihajici
v sestupném tracniku. Pfi snizeném pfijmu komplexnich polysacharidi nebo v piipadé
hladovéni vyuzivaji mikroby jako polysacharidovy zdroj potravy hostitelsky hlen (van Treuren
& Dodd 2020). Nezadoucim jevem by bylo ztenceni vrstvy hlenu, ktera za optimalniho stavu
plusobi jako nepropustnd bariéra proti priniku bakterii do epitelu tlustého stfeva.
Z dlouhodobého hlediska by omezené mnozstvi stievniho hlenu mohlo vést k rozvoji kolitidy
(Johansson et al. 2014).

Volbou diety miizeme znacné ovlivilovat své zdravi. Druhem konzumované stravy lze
pomémé efektivné modifikovat slozeni stievni mikrobioty, které disponuje mechanismy
modulujici zdravotni stav osoby, coZ potvrzuji ¢etné studie. Mikrobiota je modifikovatelné
rozsahlou skalou dietnich rysii, jako je makro- a mikronutrientové sloZzeni, mnozstvi a vlastnosti
vlakniny nebo také strukturou stravy. Zdravi prospésné jsou bakterie se schopnosti fermentace
vlakniny, ¢imZ produkuji SCFA, které mohou byt vstiebdvany a transportovany portalni Zilou
do jater. Proto by bylo vhodné volit charakter stravy takovy, jenz bude mit schopnost
podporovat funkci pro nas vyhodnych bakterii (Giacco et al. 2016). Bylo potvrzeno, Ze zménou
skladby potravin lze zptsobit zmény mikrobialniho zastoupeni, ale vyssi efekt nez jednotlivé
ziviny maji dlouhodobé stravovaci navyky. Interakce, ke kterym dochdzi ve vztahu mezi
stravou a stfevni mikrobiotou, je znacn€ komplikovany. Mikrobialni odezva dle sloZeni stavy
muze vyvolat pozitivni ¢ negativni vliv na zdravi. Neékteré mechanismy, které
zprostiedkovavaji interakce stfevnich bakterii s dietnimi slozkami, jsou dosud nepopsané.
K pochopeni probihajicich d&t do jisté miry pfispivaji in vitro studie na kultivovanych
buiikéch nebo na zvifecich modelech, ale daleko vétSim pfinosem jsou studie na lidech. Poznani
v této oblasti by bylo znacnym piinosem, protoze by to umoZznovalo optimalizovat zdravi
kazdého clovéka prostiednictvim uzplisobené stravy s ohledem na jeho mikrobidlni genom
(Ramos & Martin 2021). Skladba stievni mikrobioty mtize ovliviiovat mnozstvi energie ziskané
z potravy. Jakmile je naruSena vyuZitelnost energie z potravy, hrozi riziko naruseni energetické
bilance organismu, které mize vést k vyraznym zménam télesné hmotnosti (Turnbaugh et al.
2006). K vykyviim télesné hmotnosti mize dojit 1 v disledku hormonalnich zmén. Existuji
dikazy o tom, ze SCFA maji schopnost ovliviiovat vyplavovani hormoni sytosti pochéazejicich
ze stiev (Yu et al. 2019).

Jeden z ptikladii sledovani vlivu stravy na mikrobiotu byla studie, ve které byly sebrany
vzorky stolice a zdznamy stravy od 98 osob. S vyuzitim rRNA sekvenovani ptisti generace bylo
charakterizovano bakterialni zastoupeni. Ukazalo se, Ze dlouhodobé stravovani bohaté¢ na
bilkoviny, doprovazené zivo¢iSnymi tuky, bylo spojeno s vysSSim vyskytem bakterii
rodu Bacteroides. Oproti tomu, rostlinnd strava bohatd na sacharidy vedla k vys$§imu
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zastoupeni rodu Prevotella. K ovlivnéni skladby mikrobioty mlize dochdzet velmi Casné, uz
béhem 24 hodin od zahijeni zmény diety (vysokotucné s nizkym obsahem vlakniny nebo
nizkotuéné s vysokym obsahem vldkniny) mohou byt detekovany rozdily bakteridlniho
zastoupeni. AvSak kompletni transformaci enterotypové identity Prevotella/Bacteroides
umoziuje pouze dlouhodobé udrzovani stravovacich navyka (Wu et al. 2011).

Fekalni mikrobiota u déti, které ptirozen¢ dlouhodobé konzumovaly stravu bohatou na
rostlinné polysacharidy, méla zvySené hladiny Bacteroidetes, konkrétné hlavné rody Prevotella
a Xylanibacter, vysledky byly porovnavany se skupinou konzumujici zapadni typ stravy.
Prevotella a Xylanibacter bakterie jsou schopné S$tépit celulézu a xylany, vysledkem je
produkce vyssiho mnozstvi SCFA (Giacco et al. 2016). Africké déti zijici venkovskym
zpusobem Zzivota s pfirozenym vysSim pfijmem vlakniny byly v nékolika studiich zamétenych
na mikrobiom porovnavany s détmi z USA. Pozoruhodnym zjisténim bylo, ze krom¢ vyssi
bakterialni diverzity mély 1 rozdilny pomér Prevotella vici Bacteroides, coz souvisi s
intenzivngj$i produkci SCFA (Thorburn et al. 2014).

Kromé& toho, ze SCFA maji pfiznivy vliv na metabolismus glukézy a tukd, je
pravdépodobna 1 jejich schopnost inhibovat riist potencidlnich patogenti, kterymi mohou byt
Enterobacteriaceae, naptiklad konkrétné Shigella spp. a Escherichia spp. A naopak strava
muze i selektivné stimulovat rast nékterych bakterii, zejména Bifidobacterium a Lactobacillus
spp. Takto prospesna je strava bohata na oligosacharidy, inulin a oligofruktézu s nizZ je spojena
zvySena produkce SCFA (Giacco et al. 2016). Obyvatelé rozvojovych zemi zivici se ptrevazné
rostlinnou stravou, maji mikrobiotu charakteristickou pro pfijem vlakniny. Mikrobiota téchto
lidi je bohat¢ enzymaticky vybavena pro rozklad sacharidd. U lidi Zijicich v industrializovanych
oblastech, ktefi maji Casto pfijem vlakniny znacné omezeny, jsou tyto skupiny mikrobi
odkazani vyuzivat jako zé&lozni zdroj potravy hostitelsky hlen (mucinovou vrstvu).
Charakteristickou bakterii, ktera ma schopnost vyuzivat mucin, je Akkermansia muciniphila (z
kmene Verrucomicrobia) (Sonnenburg & Sonnenburg 2019).

Rozmanitost mikrobioty mohou ovliviiovat slozky konzumované potravy. SniZena
mikrobidlni rozmanitost se projevuje CastéjSim vyskytem obezity, diabetu druhého typu,
kardiovaskularnich onemocnéni, karcinomu a jinych zdravotnich komplikaci. Naopak jedinci
disponujici vysokym poctem genti mikrobiomu jsou Casto Stihlej$i a jejich mikrobiota je
uzpusobena k intenzivnéjsi produkci SCFA (le Chatelier et al. 2013). Osoby z nizsi bohatosti
mikrobiomu, dle referenci, do svého jidelnicku zatazuji ¢asto méné ovoce, zeleniny i produktt
rybolovu oproti jedinciim s rozmanitou mikrobiotou. Dlouhodobymi stravovacimi navyky je
mozné ovlivnit genovou bohatost mikrobioty. Efekt stravovaci zmény s projevem zmény
mikrobioty byl pozorovan naptiklad na studii obéznich osob. Ve studii byla skupin¢ jedinci po
dobu 6 tydnti podavana nizkokaloricka dieta s vy$$im obsahem bilkovin, vice vlakniny a niz§im
obsahem tukl. V tomto piipadé byla po zméné jidelni¢ku zpozorovéana nejen redukce télesné
hmotnosti, ale pfedevSim doSlo k navyseni rozmanitosti stfevnich mikrobli. A krom¢ zvySeni
mikrobialni rozmanitosti byly sledovany 1 jiné pozitivni projevy, ptikladem bylo sniZeni
zanétlivosti, pokles hladiny cholesterolu v krvi, zlepSeni citlivosti na inzulin a dalsi (Cotillard
et al. 2013).
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Dietarni polyfenoly maji biologickou uc¢innost omezenou jejich dostupnosti, ktera je do
zna¢né miry definovana stupném jejich polymerace. Stfevni mikrobiota je schopna ¢aste¢né
modulovat produkci, biologickou dostupnost a v kone¢ném diisledku i biologickou aktivitu
fenolickych metabolith. Je prokazano, ze pro lidské zdravi jsou polyfenoly pifinosem, neni vSak
dosud pln¢ objasnéno, jaké interakce probihaji pii kontaktu s mikrobiotou (Cardona et al.
2013). Uginky fenolickych slou¢enin na zdravi &lovéka jsou prostudovany na rozdil od
fenolickych metabolitl, které jsou produkovany metabolismem stievni mikrobioty. Bioaktivni
fenolické slouceniny patii do rozsahlé¢ skupiny sekundarnich metaboliti pochézejicich
z rostlinnych potravin, zejména se jednd o zastupce flavonoidl a fytoestrogent. Flavonoid
bylo dosud identifikovano kolem 4000 druhti, nachdzeji se v potravinach, jako je zelenina,
ovoce, bobule, ¢aj a vino. Z nutricniho hlediska nepatii mezi nezbytné, ale mohou hrat
vyznamnou roli pro udrzeni dobrého zdravi a prevenci fady nemoci. V lidském organismu
flavonoidy diky pfitomnosti fenolickych hydroxylovych skupin plisobi jako antioxidanty. Mezi
jejich vlastnosti patii dale i protizanétlivy Ucinek, piisobi proti propuknuti alergickych a
karcinogennich komplikaci, brani také projevu hypertenze, artritidy a vykazuji i antimikrobialni
ucinek (Puupponen-Pimia et al. 2002).

3.2.5 Funkce metaboliti mikrobioty

Metabolity produkované stfevni mikrobiotou jsou odrazem stravy jednotlivce, jejich
koncentrace zna¢né kolisaji. Oproti tomu endogenni metabolity cirkulujici v organismu jsou
udrzovany na pomérné konstantnich hladinach, coz je ddno pfisnou kontrolou homeostazy a
fizenim biochemickych drah produkce, eliminace nebo recyklace konkrétnich molekul (van
Treuren & Dodd 2020).

Metabolickou aktivitou stfevni mikrobioty vznikaji zminované mastné kyseliny
s kratkym fetézcem (SCFA). Studiemi bylo potvrzeno, ze SCFA, zejména acetat, propionat a
butyrat maji schopnost plisobit na bunééné i molekularni tirovni. Mnozstvi SCFA v organismu,
zejména nedostatek, miiZze ovliviiovat patogenezi fady onemocnéni autoimunitniho,
metabolického 1 neurologického charakteru (Tan et al. 2014).

S nedostatkem vlakniny a tedy i SCFA souvisi naruSeni stfevni homeostazy, coZ mize
pfispivat k rozvoji fady nemoci 1 alergickym a astmatickym potiZim. Homeostaza stfev i
imunitni tolerance, je ovlivilovana stavem mucinu na povrchu stfeva, kterd separuje bunky
epitelu od pifimého kontaktu s bakteriemi (Thorburn et al. 2014). Hlenovéa vrstva pisobi jako
ochrana gastrointestinalniho traktu proti vysokému riziku mikrobidlniho napadeni 1
mechanickému a chemickému poskozeni. Bylo zjiSténo, ze pravé SCFA dokazou podporovat
buiiky epitelu v sekreci hlenu (Willemsen et al. 2003). SCFA maji mimo to 1 vyznam pfii
reparativnich procesech stievni sliznice (Thorburn et al. 2014). Kromé posileni obranné bariéry
stiev patii mezi funkce SCFA inhibice karcinogeneze i zanétlivych procest tlustého stieva a
také snizuji oxidacni stres (Windey et al. 2012). Zv1asté butyrat ma svilj vyznam pro kolonocyty
jakoZzto zdroj energie a také je popisovano jeho protektivni plisobeni pfed kolorektdlnim
karcinomem (Li et al. 2020).

Metabolity mohou uplatiiovat svoje plisobeni na imunitni systém v rtiznych mistech
lidského organismu. Interakce GIT s imunitnim systémem probihd velmi intenzivné. Pavodné
uvazovanym primarnim mistem, kde ucinkuji metabolity, bylo stfevo bud’ prostfednictvim
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integrity stfevniho epitelu nebo slizni¢ni imunitou. Pfedev§im v distalnim tra¢niku dochézi
k vyznamné fermentaci vlakniny pfitomnymi bakteriemi a vznikd zna¢né mnoZzstvi acetatu,
propionatu a butyratu (o mnozstvi 40, 20, 20 nM). N¢ekteré metabolity, zejména acetat jsou
distribuovany systémové a s imunitnim systémem se mohou protnout prostfednictvim
transportu krvi nebo pfes placentu k vyvijejicimu se plodu (Thorburn et al. 2014). Bylo
prokazano, ze naptiklad bakterialni rod Bifidobacterium ma schopnost produkovat acetat a tim
podporovat integritu sttevniho epitelu. Zvysena produkce acetatu tedy vede k posileni obranné
funkce bungk epitelu proti infekénim chorobam hostitele (Fukuda et al. 2011). Dale se SCFA
vyznamn¢ podili na udrzovani dobrého stavu stiev a metabolismu hostitele tim, ze ovliviuji
stfevni integritu pomoci schopnosti regulace pH v lumen (Blaak et al. 2020).

Jednim ze znamych pozitivnich pisobeni SCFA na metabolismus je posileni
mitochondrialni aktivity a preventivni ptisobeni proti metabolickym porucham. Zejména acetat
a propiondt svym pusobenim muze modulovat jaterni glukoneogenezi a lipogenezi
prostfednictvim hormonalni regulace i cestami genové exprese nebo dokonce mohou skrze
signaly sytosti hypotalamu sniZovat chut’ k jidlu. VétSina SCFA, které jsou absorbovany, se
dostavaji pies portalni zilu do jater. Z diivodu velmi vysoké metabolické clearance jater je
koncentrace SCFA, ktera se dostane do krve asi 100krat mens$i nez koncentrace v tlustém stieveé
a stolici (Giacco et al. 2016).

Pro udrzeni zdravi stfev se vyvinul lokalni adaptivni imunitni systém (Smith et al. 2013).
Stieva lze pokladat zdravéa a dobie fungujici, jestlize dochéazi k pfimétené gastrointestinalni
sekreci, je umoznéno dostatené traveni potravin a vstfebani zivin, minerald i vody. Zaroven
by méla byt vylu€ovana predvidatelna a pravidelnd stolice vhodné konzistence. U zdravych
sttev je stav stfevni mikroflory je vyvazeny, funkCnost stfevni bariéry optimélni, také je
udrzovan stav pohody a nejsou pfitomna gastrointestinalni onemocnéni (Blaak et al. 2020).
V piipad¢€ naruseni homeostdzy stfev nastava vysoké riziko stfevnich zanéti a onemocnéni.
Proti nezadoucim zanétlivym projeviim ptisobi ve stfevech regulacni buiiky imunitniho systému
T-lymfocyty (neboli Treg). Dostatecné zasoby Treg v tlustém sttevé dokazou tvotit ochranu pred
kolitidou a jinymi nemocemi. Bylo zjisténo, Ze na zasobach Tre; bunck se podili SCFA a z toho
tedy vyplyva, ze pokud podpotime bakterie produkujici SCFA, miizeme touto cestou regulovat
zanét. Produkci SCFA v lumen tlustého stfeva mohou zvySovat napiiklad klostridie nebo
bifidobakterie (Smith et al. 2013). Pro udrZeni nezanétlivych stavii pfispivaji SCFA také skrze
podporu sekrece imunoglobulinu A, ktery se rovnéz podili na udrzovani dobrého stavu stiev.

Vysledky dostupnych studii naznacuji, Ze zvySenou produkci SCFA lze povaZovat za
zdravi ptinosnou. K tomu, aby takové tvrzeni mohlo byt jednoznaéné potvrzeno, bylo by
potieba provést dobie kontrolovanou dlouhodobou intervenéni studii na lidech. Protoze dosud
byla vétSina studii provadéna predevsim na zviratech, dobte kontrolovanych dikazi na lidech
neni dostatek. Pro potvrzeni pfedpokladanych interakci metabolithh by bylo vhodné do studii
zahrnout 1 sledovani kinetiky a toku SCFA dle fenotypu, typu vldkniny a mista fermentace
s ohledem na faktory utvarejici mikrobiom jako se strava, fyzicka aktivita nebo uzivani lékia
(Blaak et al. 2020).
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3.2.6 Osa stirevo-mozek

Komunikace nervového systému s mikroorganismy v lumen je uskuteciovana v obou
smérech ve stavu zdravi i nemoci. Mozek ma schopnost riznymi cestami ovliviiovat
komenzalni mikroorganismy. Nepiimé ovlivnéni komenzalnich mikroorganismi miize mozek
uskuteciiovat prostfednictvim zmén gastrointestindlni motility, stfevni permeability nebo
sekre¢ni intenzitou. K pfimému ovlivnéni gastrointestinalni funk¢énosti miize dochézet pomoci
signalnich molekul, které se uvoliiuji do lumen. Obousmérna interakce mozku a stfev ma za
nasledek modulaci slizni¢ni imunitni aktivity a viscerdlnich vjema (pf. bolest) (Rhee et al.
2009). Komplexni interakce vedou k udrzeni stavu zadouci gastrointestinalni homeostazy a
dobrého traveni, ale 1 naopak mohou zptsobovat afekty. Neurobiologické poznatky odhalily
pusobeni signalnich systému vedoucich se stfev na motivaci, intuitivni rozhodovani a jiné vyssi
kognitivni funkce (Mayer 2011).

SCFA maji kromé lokalniho plisobeni ve stfevech vliv 1 na periferni tkdn¢ a interaguji
s mozkem (Silva et al. 2020). Napiiklad propionat ma schopnost zvySovat produkci leptinu.
Leptin je hormon vznikajici v adipocytech, ktery ptisobenim na mozek muze regulovat
energetickou homeostazu. Uéinek leptinu spoéiva v tom, e ma schopnost ovliviiovat chut’
k jidlu, zaroven napomahd depleci lipidli z jater i perifernich tkani a podili se na procesu
hubnuti. Nedostatek leptinu zplisobuje hromadéni tukové tkané. U obéznich jedinci je Casto
problematicky naopak nadbytek leptinu. VéEtSina obéznich (90-95 % ptipadl) produkuje
vysoké mnozstvi leptinu, ale organismus je k jeho plsobeni jiz rezistentni (Fava et al. 2006).

Stfevo a mozek jsou vysoce integrované systémy a jejich oboustranna komunikace
probiha predevsim skrze autonomni nervovy systém a osu hypotalamus-hypofyza-nadledviny.
Oblast mozku, ktera kontroluje stieva a je zodpovédna za kontrolu vnéj$i i vnitini homeostazy,
je predevsim limbicky systém, kde mlize dochazet k interakci mozku a téla (Jones et al. 2006).
Komunikaci centralni nervové soustavy s mikroorganismy mtize zajiStovat nervus vagus
pomoci modulace imunitniho systému, skrze metabolismus tryptofanu nebo produkovanim
fady neurotransmiterii ¢i metabolitl jako jsou SCFA s neuroaktivnimi vlastnostmi (Silva et al.
2020).

Prevenci nebo v nékterych pfipadech i mozZnost feSeni nékterych neurobiologickych
onemocnéni mohou zajiSt'ovat naptiklad polyfenoly pfijimané ve stravé. Polyfenoly mohou mit
uzite¢nou roli pii napravé nefunkcnich interakci osy mikrobiota-stfevo-mozek. A uplatiuji se
v boji proti mozkovym porucham mimo jiné i skrze schopnost modulace stfevni mikrobioty
(Serra et al. 2018).

3.3 Slozeni stolice

Fekalni materidl obsahuje Zivotaschopnych bunék piiblizng 10''-10'%/g. Vétsina z nich je
pritomnosti kysliku usmrcena, protoze se z velké casti jedna o obligatni anaeroby. Jejich
zastoupeni je dano mnoha faktory, jako je vliv hostitele (genetika, fyziologie traveni, vrozena i
adaptivni imunita, strava, nemoci, uzivani 1€k a antibiotik), mikrobiologické faktory (interakce
prostfednictvim metabolitli, antagonistické plisobeni, soutéz o ziviny i misto k adhezi), vliv
maji 1 environmentédlni faktory (Macfarlane & Macfarlane 2012). Bakterie kolonizujici
v tlustém stfevé jsou ve znané mife vyluovany stolici. Faktorem, ktery je urcujici pro jejich
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pfitomnost ve fekdlni hmoté€ je to, jak hluboko v povrchové vrstvé stény tlustého stieva sidli.
Ve stolici se mohou nachédzet naptiklad bakteridlni druhy: Bacteroides, Bifidobacterium,
Streptococcus, Clenové Enterobacteriacea, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus a
Ruminococcus (Swidsinski et al. 2005; Sekirov et al. 2010).

Bakterialni biomasa je primarni slozkou fekalni hmoty a jeji soucasti je i1 Siroka Skala
molekul raznych velikosti. Pfitomné molekuly jsou odrazem pfijimanych zivin, vliv na jejich
zastoupeni ma také zplsob traveni a vstiebavani zivin v gastrointestindlnim traktu Cci
vyuzitelnost latek stievnimi bakteriemi (Karu et al. 2018). Vykaly jsou tvofeny kolem 75 %
vodou, mnozstvi se odviji od pfijmu vlakniny. Nerozlozitelna vldknina je schopna na sebe vazat
vodu. S obsahem vlékniny ve stravé souvisi i doba priichodu stfevy. A plati, Ze s kratsi dobou
prichodu roste podil vody. Odchylky od bézného stavu mohou byt zplisobeny nemoci a ke
kolisani dochazi také s vékem (Rose et al. 2015). Susina stolice se krom¢ bakterialni biomasy
sklada z exfoliovanych bunék epitelu tlustého stfeva, nestravenych zbytkii potravy. Dale
obsahuje makromolekuly zahrnujici vlakninu, bilkoviny, DNA, mukopolysacharidy a jiné.
Fekalni metabolom je sloZen i z tisice malych molekul - metabolitl, kterymi jsou naptiklad
cukry, organické kyseliny, aminokyseliny (Karu et al. 2018).

3.3.1 Biomarkery stravy ve stolici

Stolice miZze obsahovat fadu vyznamnych diagnostickych a prediktivnich biomarkera
jako je acetat, butyrat, propionat. Tyto mastné kyseliny s kratkym fetézcem jsou fermentacni
produkty mikrobialni metabolizace zejména sacharidi. S rostouci koncentraci SCFA dochazi
v tlustém steveé k poklesu pH. Naptiklad z fruktooligosacharidli nebo inulinu mohou vznikat
po mikrobialni fermentaci produkty, jako je formiat, L-laktat, acetat a z laktatu i acetatu muze
vznikat butyrat.

Fermenta¢nimi produkty bilkovin jsou ¢astecné rovnéz SCFA (acetat, propionat, butyrat),
na jejichZ produkci je vyuzito asi 30 % proteinového substratu. Dale z bilkovin mikrobiota
produkuje rozvétvené mastné kyseliny, konkrétné izobutyrat, 2-methylbutyrat a izovalerat.
Jmenované BCFA jsou produktem metabolizace rozvétvenych aminokyselin (valinu,
izoleucinu, leucinu). Z aromatickych aminokyselin mikrobidlni deamininaci vznikaji fenolické
slouceniny, konkrétn€ p-kresol, fenylpropionat (vznikajici z tyrosinu), fenyl acetat (z
fenylalaninu), indol, propionat a indolacetat (z tryptofanu). Fenoly jsou schopné rychlé
absorpce ve stieveé a po jejich metabolizaci v jatrech jsou vylu€ovany pievazné jako p-kresol.
Ze sirnych aminokyselin 1 anorganické siry je produkovan mikrobiotou sirovodik. Mimo
jmenované slou¢eniny vznika metabolizaci aminokyselin 1 amoniak, ktery je vylu€ovan moci
ve formé mocoviny. Procesem dekarboxylace aminokyselin mohou vznikat aminy a z nich dale
nezadouci karcinogenni nitrosaminy, jejichz detekce ve stolici je také mozna (Scott et al. 2013).
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3.4 NMR

Metoda nuklearni magnetické rezonancni (NMR) spektroskopie vyuziva atomové jaderné
vlastnosti a interakce k podrobnému popsani molekuldrnich struktur (Savorani et al. 2013).
Analyza NMR je implementovdna v oblastech chemie, biologie 1 mediciny. NMR v praxi
umoziuje kvantitativni stanoveni malych molekul ve smésich i v jejich surové forme. Vyhodou
metabolomiky s NMR je moznost absolutni i relativni kvantifikace latek v biologickych
vzorcich. Metoda nachdzi uplatnéni v Sirokém spektru analyz, mezi nez patii stanoveni toxicity
metabolismu 1é¢iv, metoda je vhodna i pro diagnostiku a pozorovani patofyziologie
onemocnéni nebo sledovani vlivu stresu ¢i vyzivy. NMR Ize dale vyuzit pro analyzu
metabolismu rostlin a bakterii nebo pro sledovani interakci bunky s virem (Bharti & Roy 2012).

3.4.1 Princip metody

Principem metody NMR je sledovani spinovych vlastnosti atomovych jader pii jejich
vystaveni vnéjSimu magnetickému poli, coZ ma za nésledek stépeni jejich energetickych hladin
v umérnosti na velikosti magnetického pole (Savorani et al. 2013). Pro objasnéni struktury
malych molekul metoda sleduje intramolekularni a intermolekularni rezonance, coz je
zaznamenano do protonového 'H NMR spektra, kde jsou zapsany chemické posuny a vazebné
konstanty. Ke kvantifikaci metoda NMR vyzaduje referen¢ni slouceninu, aby byla schopna
vypocist koncentraci analytu. Referen¢ni slouceninou mohou byt interni ¢i externi standardy,
jejich referen¢ni signal by mél byt dobie zfetelny a v idedlnim piipadé singlet (Bharti & Roy
2012). Pro identifikaci sloucenin ve vzorku je vyuzivano porovnani zmétreného NMR spektra
se spektralni referencni knihovnou sestavenou z Cistych sloucenin.

NMR kvantitativni metabolomické profilovani ma fadu vyznamnych ptrednosti (Wishart
2008). Vyhodou 'HNMR oproti jingm kvantitativnim analytickym metodam (plynové
chromatografie nebo vysokouc¢inné kapalinové chromatografie) je, Ze jednodusSe dokaze
stanovit slouceniny ve smésich s pfitomnosti necistost o podobnych fyzikalnich vlastnostech.
Vyhodou je i dynamicky rozsah tykajici se koncentra¢nich rozdild molekul ve vzorcich.
DalS8imi pozitivy je kratkd doba méteni, nedestruktivni charakter (Bharti & Roy 2012). Naopak
pfedni nevyhodu je nizka citlivost metody (Wishart 2008).

3.4.2 Metabolomika stolice

Metabolomika je oborem, ktery vyuZziva pokrocilé analytické techniky pro komplexni
stanoveni velkého poctu malych molekul (metaboliti) v Siroké Skéale biovzorkl (Karu et al.
2018). Metabolom se sestava z primarnich i sekundarnich metabolitl (Verpoorte et al. 2007).
Biomedicina pro svoji diagnostiku pouZiva vzorky tkani, tkanové extrakty nebo biologické
tekutiny jako je plazma, sérum, moc¢, sliny, mozkomi$ni mok. Ziskané vysledky takovych
analyz mohou poskytovat informace o organech nebo tkanich. Stolice patti také mezi biovzorky
a dokaze informovat o komplexnich interakcich rezidentni mikrobioty v gastrointestinalnim
traktu (Karu et al. 2018). Metabolomické analyzy fekalnich vzorki nabyvaji za posledni roky
na vyznamu, protoze bylo pochopeno, ze mikrobidlni ekologie spolu se stfevni aktivitou jsou
schopné ovlivnit lidsky fenotyp a regulovat hostitelsky metabolismus (Lamichhane et al. 2015).
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Kvalita vzorkl stolice ur€enych pro metabolomickou analyzu NMR, zavisi na vlivu
podminek skladovani. Vzorky, které jsou zmrazeny a posléze opét rozmrazeny, vykazuji
zvySeni obsahu rozvétvenych a aromatickych sloucenin, coz je vysvétlovano uvoliiovanim
mikrobidlniho intracelularniho obsahu (Gratton et al. 2016). Pfi porovnani Cerstvych vzorki se
zmrazovanymi bylo zjisténo, ze kromé zvySeni hladiny aminokyselin dochazi i ke zvySeni
obsahu glukézy. Idealni by tedy pro stanoveni metabolického profilu stolice bylo bezprostredni
zpracovani a analyza Cerstvych vzorkl pfimo v mist¢ odbéru. Takové feSeni je vSak velice
komplikované a neobvyklé (Karu et al. 2018). Pii studiu metabolomiky NMR mé zasadni vliv
na vysledek ptiprava vzorku (Lamichhane et al. 2015). Napftiklad dle zdméri analyzy je vhodné
zvolit druh extrakéniho Cinidla, ktery ndm poskytne dobré vysledky. Vodni extrakty jsou
nejlepsi pro sledovani SCFA a malych organickych molekul. Pro analyzu tukti a malych
fenolovych kyselin je vhodné&jsi volbou extrakce methanolem.

Nutri¢ni metabolomika je schopna fesit problematiku vyzivy komplexn¢, coZ ma vyhodu
naptiklad od genomické analyzy, kde jsou sledovany pouze jednotlivé geny. Lidsky metabolom
zahrnuje nejen metabolity vyprodukované buiikami ¢i tkanémi hostitele, ale soucésti jsou i
metabolity tvofené stfevni mikrobiotou i pochdzejici z procest trdveni potravy nebo 1éciv
(Savorani et al. 2013). Méfeni nutri¢nich metaboliti mize poskytovat informace o vysledku
dietnich intervenci s cilem zajisténi homeostazy exponovanych jedincti. Nutrimetabolomické
strategie monitoruji piijem biomarkertii ve strave a jejich metabolicky dopad smétujici k udrzeni
zdravi ¢i naopak rozvoji onemocnéni (Llorach et al. 2012). Prvni provedena metabolomicka
"H NMR studie lidské stolice stanovila jako nejvyznamnéjsi pfitomné metabolity n-butyrat,
propionat, acetat a glycerol (Savorani et al. 2013). Vycet n€kterych sloucenin nalezenych ve
vzorcich stolice je uveden nize v tabulce 1 (Jaimes et al. 2021).

Tabulka 1 Latky stanovené 'H NMR ve vzorcich lidské stolice (Jaimes et al. 2021)

Acetat Fumarat Leucin Propionat
Alanin Galaktoza Lysin Riboza
Arabinoza Glukoéza Malat Serin
Aspartat Glutamat Malonat Sukcinat
Butyrat Glycerol Methanol Threonin
Kadaverin Glycin Methionin Thymin
Cholin Hypoxantin Nikotinat Tryptofan
Citrat Isobutyrat O-Fosfoserin Tyrosin
Kreatin Izoleucin p-Kresol Uracil
Ethanol Isopropanol Fenylacetat Valerat
Formiat Izovalerat Fenylalanin Valin
Fukéza Laktat Prolin Xyloza

Metabolomika pomoci "H NMR poskytuje dobré vysledky o obsahu metaboliti ve stolici.
Zm¢efit kompletné cely metabolom je vSak prakticky nemozné, protoze mezi metabolity jsou
znacné rozdily tykajici se jejich chemické rozmanitosti, fyzikalné-chemickych vlastnosti i
velkého rozsahu koncentraci. Cilenou analyzou zaméfujici se na kvantifikaci konkrétnich
vyznamnych metabolitli 1ze ziskat pomérné piesné a reprodukovatelné vysledky, které mohou
poskytovat informaci o zmén¢€ koncentrace metaboliti po dietnim zasahu (Verbeke et al. 2015).
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4 Metodika

Pro studii bylo osloveno 7 dobrovolniki, ktefi poskytli vzorky stolice a podstoupili
vyzivovou intervenci. Po odbéru byly vzorky skladovany v domacich podminkach s vyuzitim
mrazaku chladiciho na -20 °C az do chvile, nez byly transportovany do mrazaku v laboratofi.
Ukolem dobrovolnikd bylo nejprve ve dvou dnech odebrat vzorky stolice pii jejich b&zném
stravovacim rezimu. Pot¢ jim byla podana dvakrat v jednom dni ¢ockova polévka a nésledujici
tf1 dny bylo jejich ukolem odebirat vzorky. Stejny postup byl aplikovén i na intervenci jablky.
Dobrovolnici odebrali 2 vzorky pfed Gipravou diety, pak v jednom dni méli zkonzumovat 5 kust
jablek a poté v nasledujicich 3 dnech odebirat vzorky. Celkem bylo tedy ziskdno 70 vzorkd.
Mezi dvéma intervencemi byla wash-out perioda dlouhd primérné 7 dni, ale kazdy jedince ji
m¢l nastavenou dle vlastnich preferenci. Jednotlivé vzorky byly po odbéru oznaceny
prislusnym koédem. Schématické zobrazeni pritbé¢hu odbéru vzorktli je znazornéno na obrazku
3. Studie byla povolena etickou komisi pii FN Kralovské vinohrady, ¢.j. LEK-VP/01/0/2019.
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Obrazek 3: Schéma odbéru vzorkii

4.1 Demografie dobrovolniku

Od sedmi dobrovolnikii ¢eské narodnosti Gcastnicich se studie byly ziskdny informace o
jejich pohlavi, véku, bézném stravovacim rezimu i zdravotnim stavu. Celkem se ucastnily 4
zeny a 3 muzi. Vékové rozlozeni bylo v mezich 17-51 let o primérném stafi 33.

4.2 Strava v pribéhu studie

V priibéhu studie se subjekty stravovaly dle vlastnich preferenci, Zddny z nich nedrzel
specidlni dietu. Tteti den byla dobrovolnikiim podéna ¢oc¢kova polévka o mnoZstvi dvou porci
na osobu, konzumovéna byla k obédu a vecefi. Polévka byla pfipravena pro vSechny Gc¢astniky
soucasné dle normované receptury (Pfiloha I). Po wash-out period¢ byly v priibéhu dalSich
ttech dni odebirany vzorky bez zisahu do béZné stravy dobrovolnikii. Druha faze studie
probihala obdobnym zptsobem, ale tfeti den bylo misto ¢ockové polévky podano kazdému
subjektu 5 kusti jablek (,,Jablka Cervena, ¢eska potravina®, 150 g/kus) v prubéhu jednoho dne.
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4.3 Odbér vzorku

Kazda osoba po predchozi instruktazi o spravném odbéru provadéla odbér vzorku stolice
sama v domacich podminkach. Pro odbér kazdého vzorku byl pouzit jednorazovy set bézné
pouzivany ve zdravotnictvi. Odbérova sada obsahovala:

- plastovou lahvicku se 1zickou ur¢enou pro odbéry tohoto typu,

- papirovou samolepici sbérnou plochu — TOKS — Lab Mark (CZ),

- nitrilové rukavice.

Mnozstvi odebraného vzorku mélo byt pfiblizné 1 g, coz odpovida piiblizné davce, jenz
pokryje celé nabératko, které je soucasti uzaviratelné zkumavky. Kazdy vzorek byl oznacen
prislusnym kodem a vzdy co nejdiive zamrazen. Kodové oznaceni jednotlivych vzorka bylo
takové, aby bylo mozné rozpoznat poiadi odebiraného vzorku a subjekt od n¢hoz vzorek
pochézi. Zaroven bylo zadouci, aby zlstal darce anonymni. Od kazdého dobrovolnika bylo
ziskano celkem 5 + 5 vzorkd. Po ukonceni vSech odbérii byly vzorky od dobrovolnikii
shromazdény a prepraveny na suchém ledu do mrazaku chladiciho na teplotu -80 °C, kde byly
skladovany az do doby analyzy.

4.4 Analyza vzorki
4.4.1 Pouzité pomiicky, chemikalie, laboratorni a software vybaveni

Pomiicky pro analyzu

- 1,5 ml mikrozkumavky (VWR, CZ)

- pipetovaci Spicky (Eppendorf, DE)

- NMR kyvety Norell 5 mm, High-Throughput 7 Standart series (Norell, NC, US)

Pouzité chemikalie

- ultracista voda

- NMR pufr - 1,5M K>HPO4, 1,5M NaH2PO4, SmM TSP ((3-(trimethylsilyl)-
propionat-2,2,3,3-d4), 0,2% NaN3 v 99% deuterium oxidu, pH 7,4 (vSechny
chemikalie Sigma-Aldrich (Merck, CZ)

Laboratorni vybaveni

- Pipety Gilson 20-200 pl a 100-1000 pl (VWR, CZ)

- Ultra mikrovaha Mettler Toledo XPR6UDS (Mettler Toledo, CH)

- Digestof Merci (CZ)

- Ttepacka Vortex HEAVY DUTY VORTEX (VWR, CZ)

- Centrifuga Rotanta 460R ( Hettich Zentrifugen, DE)

- NMR spektrometr Avance III Bruker s 'H o frekvenci 500,18 MHz (Bruker, DE)

- Laboratorni lyofilizator L10-55 (Gregor Instruments, CZ)

Software

- Topspin 3.5 pl7 (Bruker, DE)

- Chenomx NMR suite 8.4 (Chenomx, CA)

- MNova 12 ( Mestrelab Researc, ES)

- Metaboanalyst 4.0 - citace: (Pang et al. 2021)

- SPSS Statistics 25 (IBM, NY, US)
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4.4.2 Priprava vzorki pro analyzu

Postup pripravy vzorkl k analyze je zndzornén na schématu nize (Obrazek 4). Pro
piipravu k analyze byly vzorky postupné rozmrazovany pii pokojové teploté, aby nedoslo
k nezddoucim zménam pfi delSim setrvani v rozmrazeném stavu. Odvazovani bylo provadéno
do pfedem zvazenych uzaviratelnych mikrozkumavek. Vzorky byly vybirdny v nahodilém
potadi. Z kazdého vzorku bylo tiikrat odvazeno 200 mg s piesnosti + 50 mg a skutecnd hodnota
hmotnosti byla zaznamenana do laboratorniho deniku. Celkem byly pfipraveny 3 kompletni
sady vzorkil s kodovym oznacenim. Prvni sada vzorkl byla ur€ena pro zpracovani k méfeni
NMR spektrometrem, druha sada pro stanoveni susiny pomoci lyofilizace a tfeti byla zdlozni
sadou vzorkl nadale uchovanou pii —80 °C.

vzorek
stolice

AN ¥4

ROZMRAZENI

[ |
oovazeni ) LYOFILIZACE

superEiSté li-l.i-li-ll-).
voda HOMOGENIZACE -
[ ZVAZENI SUSINY
CENTRIFUGACE

ODEBRANI

SUPERNATANTU
NMR ... N |

pufr HOMOGENIZACE

CENTRIFUGACE

ODEBRANI
SUPERNATANTU DO
NMR KYVET

NMR ANALYZA
Obrazek 4: Schéma postupu pripravy vzorkii

4.4.3 Priprava pro NMR

Vzorky pro ptfipravu a analyzu NMR byly rozdéleny do menSich sad, métfeni tedy
probihalo v n€kolika fazich s aplikaci stejného postupu prace. K jednotlivym odvazenym
vzorklim v mikrozkumavkach bylo ptidano pipetou 800 pl ultracisté vody. Poté byly vzorky
homogenizovany na tiepackach Vortex min. 10 sekund, nasledovala centrifugace pfi otackach
15000 rpm na 10 minut. Po centrifugaci byla odebréna pipetou odd€lena vrstva supernatantu
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v mnozstvi 585 ul a pfevedena do €isté oznacené mikrozkumavky s pfedlozenymi 65 ul NMR
pufru (TSP 5mM, pH 7.,4). Vznikld smés byla opét homogenizovana na Vortexu a
zcentrifugovana po dobu 10 minut. V ptipadé, Ze se oddé¢lil Ciry supernatant, byl pfepipetovan
v objemu 550 ul do oznaCenych NMR kyvet. Pokud centrifugaci nebylo dosazeno odd¢leni
¢irého roztoku, bylo nezbytné krok opakovat. Pipetovani supernatantu do kyvet bylo provadéno
pod uhlem 45° kviili zabranéni vzniku vzduchovych bublin. Takto ptipravené vzorky v
kyvetach byly pfipraveny pro méteni NMR spektrometrem.

4.4.4 Meéreni NMR

Pro analyzu vzorkl byl pouzit NMR spektrometr Bruker Advance III s pulzni sekvenci
1d noesy. M¢éteni probihalo pfi frekvenci 500,18 MHz a teploté 298 K. Vysledna spektra byla
ziskéana ze 128 skenti se 32k datovymi body a Sitka spekter byla 14 ppm. Délka akvizice trvala
4 s, presaturace 1 s a ¢as smeéSovani mél 100 ms. Zero-filling byl nastaven na 128k. Po zméfeni
byla ziskana spektra upravena programem Topspin, kde byla aplikovdna Fourierova
transformace, exponencialni amplifikace a manualni upravou bylo dosazeno korekce baseline
a faze i reference na TSP signal (0,000 ppm). Latky ve spektrech byly kvantifikovany s pomoci
u Chemomx Profiler, dle knihovny spekter, ktera je soucasti programu. Ve spektrech byl celkem
stanoven obsah 30 sloucenin.

4.4.5 Stanoveni suSiny

Pro vypocet skute¢ného obsahu zmétenych metaboliti ve stolici bylo potfeba stanovit
podil susiny. Vzorky byly odvdzeny do mikrozkumavek obdobné jako pro analyzu NMR.
Véazeno bylo 200 mg vzorku, vzdy byla odeCtena pifesnd navazka a zaznamenana do
laboratorniho deniku. Kazdy vzorek byl oznacen ptislusnym kdédem. Piiprava vzorkt probihala
na etapy a do okamziku shromézdéni vSech vzorkl byly skladovany pti —80 °C. Pro lyofilizaci
byly zkumavky se vzorky otevieny a vloZeny do lyofilizatoru, ktery byl nastaven na teplotu
—55°C. Po uplynuti 24 hodin byly vzorky vyjmuty z lyofilizdtoru a zvaZeny. Dle Ubytku
hmotnosti byl pro kazdy vzorek vypocten procenticky podil suSiny.

4.5 Statistické vyhodnoceni

Ziskané hodnoty obsahu jednotlivych identifikovanych metaboliti byly nejprve
upraveny. Data bylo nezbytné nejprve prepocist dle obsahu suSiny, celkové navazky a déle
normalizovat dle sumy. Pfed statistickym zpracovanim vicerozmérnymi metodami byla data
logaritmicky transformovana, centrovana na prumer a paretto-skalovana.

Pro statistické vyhodnoceni byla nejprve data zpracovana v programu Metaboanalyst, kde
byla vyhodnocena analyzou hlavnich komponent (PCA). Dale byly vysledky hodnoceny testem
oboustranné rovnosti dle zavislosti na potfadi vzorkd, k tomu slouzil program IBM SPSS
Statistics. Vyhodnoceno bylo také pomoci Random Forest analyzy. Kromé statistickych
testovacich metod byly vysledky zpracovany do grafické podoby jako sloupcové, ¢arové a
boxplot grafy.
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5 Vysledky

5.1 PCA analyza

PCA analyza neukdzala vyraznou separaci vzorkl dle interven¢nich skupin, ale spise
podle darct bez ohledu na intervenci.
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Obrazek 5: Analyza hlavnich komponent vzorkii stolice z intervencni studie. Barevné jsou od sebe odliseny vzorky
dle ¢asového rozvrhu odberu vzorku. Al, A2 jsou vzorky na baseline. Bl, B2, B3 znaci vzorky 1. 2., a 3. den po
intervenci cockovou polévkou, C1, C2 jsou vzorky na baseline a D1, D2, D3 vzorky 1., 2. a 3. den po intervenci
jablky. Jednotlivé symboly odlisuji darce. Vicerozmérna statisticka metoda ukazuje, Ze intervence nemeni prikazné

metabolicky profil.

5.2 Test oboustranné rovnosti

T-test s Bonferoniho korekci mezi jednotlivymi intervenénimi skupinami na hladiné
vyznamnosti 0=0,05 nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily, které by dokazaly potvrdit
efekt intervence (Tabulka 2). Hodnoty v jednom fadku s rozdilnymi dolnimi indexy znamenaji,
ze se jedna o signifikantné odlisny vyskyt. Naopak shodné indexy znamenaji nesignifikantni
rozdily obsahu metabolitii mezi vzorky.
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Tabulka 2: Vysledky analyzy - koncentrace metabolitii ve vzorcich stolice dle casového rozvrhu a statistické vyhodnoceni
oboustranného testu rovnosti. Shodné dolni indexy znaci statisticky nevyznamny rozdil mezi vzorky a rozdilné indexy znaci
odlisnost obsahu metabolitii ve vzorcich dle casového rozvrhu

[ M?ta?olitty ) vzorky odebirané dle dasového rozvrhu
mg/g erstvé

stolice] A1 A2 B1 B2 B3 C1 C2 D1 D2 D3
3_

fenylpropiono | 4.66a 3.74a |4.454 492 |4.92a |4.652 |4.96a |4.41a |4.57a 5.13a
va kyselina

26.86a | 20.12a | 25.11a | 26.42a

Acetat 200245 (1912 |27.9620 [30.555 | 2 2 2 225225 | 26.11ap
Alanin 6.07a  |545. |599  |553. |528. |6.06a |6.49 |4.59. |7.03. |5.24a
Aspartat 357,  |4.15. |4.09. |3.82. |315. |4.07a |2.71a |4.01a |3.36.  |3.47a
Butyrét 6.40.  |6.00. |594a  |659 |599. |6.24a |576s |492. |549. |5.95,
Ethanol 302  |538 |3.75. |359 |329. |3.43. |3.36. |277. |252. |4.05
Formiat 033  |034s |033. |032 |036a |025. |0.212 |039. |041a |057a
Fumarat 0.35.  |0.30a |0.35. |042. |038. |037a |0.33. |045. |032. |041a
Glukéza 794, |927. |834a  |10.05.|8.65. |8.60a |7.80a |10.99. |856.  |8.63a
Glutamat | 1453, | 10234 | 12472 | 13.31a | 11.15 | 14.14a | 11.70 | 12.20a | 13.632 | 11.38a
Glutamin 1252|859 |9.60ap 11'073 10'873 10'113 10'243 9.460p | 8770 | 9.23ap
Glycerol 87400  |8.6500 |5.6a | 10.374 | 8.79%p | 5.90a0 | 9.18ap | 7.14a |4.51s | 8.17ap
Glycin 3.3505,c ‘2'17“’ 159c | 4100 2'47“ 3'37“ 3.64ap 3'93"*’ 129 | 2.78ape
Hypoxantn | 146a | 175, |114a | 144 | 1552 | 1460 | 1472 |1569. |171a | 147

Isobutyrat 5.31a 6.25a |5.57a 6.60a |5.33a [5.90a |4.70a |6.24a |6.62a 5.29,

Isovalerat ‘:'89“’"*6‘ 4.01ap ‘:'186'°*“'e‘ 5.58: |4.094 | 3.9500 | 41105 |3.650g ‘:'243“’*6‘ ‘:'603“’*6‘
Leucin 8630 | 10.46a | 7.87ap | 7.79%p | 8.00a0 | 8.962 |10.11a | 8.1500 | 8.54ap | 5.360
Malat 791a | 10362 |9.67a  |7.33. |10.41a |11.99. |7.67. |9.27. |13.57. |7.54a
Malonat 3225 | 31200 |3.31ap  |2.71a |3.73ap | 3.04ap | 4.26a0 | 2.652 |4.755 | 34500
Methanol | 0.52. | 0.73a0 |0.83a6 | 0.69a5 |0.482 |0.76a5 |0.462 |0.905 |0.77a0 |0.67ap
Methionin | 4.00.  |4.39. |4.61a  |4.97. |431. |4.60. |3.89. |4.49. |479. |4.10a
Kyselina

fenyloctové 4.123,b 3.25a 3.04a 3.95a,b 3.67a,b 3.51a,b 4.66a,b 3.073 4.04a,b 516b

Fenylalanin 2.91a 3.01a |2.714 2.20a |2.33a |2.86a |1.73a [2.18a |2.60a 2.70a

Propionat | 11.79a 14'033 1195, [19.176 | 11.82a 12'82*3 11.33a 14'798 13.76a5 | 13.03ap
Sukcinat 1502|092, |126a  |1.39 |0.87. |1.50s |0.97. |1.30. |1.30.  |0.82a
Threonin 46420 | 44300 | 5740 | 7102 | 5.78ap | 4.47ap |5.0500 | 3.720 |4.91a0 | 6.11ap
Tyrosin 2362|1780 |1.540 | 1.74ap | 14660 | 1.3700 | 1.48bc | 16201 | 1.66a0 | 1.89%
Uracil 3692  |2.99%p [2.29p |2.60ap [2.19 |2.700p |2.150c | 2.5%ap | 2.84a5 | 2.26ap
Valerat 1045, |9.62. |9.11a  |10.13.|8.68. |10.164 |10.57a |7.862 |10.69. |9.86a
Valin 823, |929. |875. |8.80a |824s |7.80a |7.91. |6.67a |9.20.  |7.84a

Poznamka: Hodnoty ve stejném fadku a podtabulce, které nesdileji stejny dolni index, se vyznamné liSi pfi p<0,05
ve oboustranném testu rovnosti pro prameéry sloupct. Testy predpokladaji stejné odchylky.
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5.3 Random Forest analyza

Vysledky Random Forest analyzy naznacuji, Ze podobnost mezi vzorky byla jen dle jejich
puvodu (darce) nikoli dle jejich poradi ¢ili ¢asu odbéru (Obrazek 6 a 7). Random Forest model
pifi hodnoceni vzorkl dle ¢asu nebyl prediktivni. Vysoce prediktivni byl dle Random Forest
vyhodnocen faktor subjektu s pfesnosti az 90 %. Jako diskrimina¢ni proménna byla v prvnim
pfipad¢ pro stanoveni predikce ¢asu glycin a dale leucin, valerat, methanol, acetat a jiné.
Rozdilnost jednotlivych subjektli byla stanovena dle vyznamnych diskriminac¢nich metaboliti,
urcujici byl predevSim formiat a déale fumarat, malat, ethanol, glukosa, butyrat, alanin,
fenylalanin, uracil a dal$i. Na rozdil od prvni Random Forest klasifikace ve druhém piipadé
dochéazelo s pfibyvajicim poctem decision trees (rozhodovacich stroml) k zptfesiovani
vysledku predikce.
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Obrazek 4: Random Forest predikce casu odbéru stolice (ki'ivka ucent, matice zamén ukazujici presnost predikce pro
jednotlivé tridy a hlavni mean decrease gini). Model nebyl prediktivni pro cas odbéru. Al, A2 jsou vzorky na baseline. Bl, B2,
B3 znaci vzorky 1. 2., a 3. den po intervenci cockovou polévkou, Cl1, C2 jsou vzorky na baseline a D1, D2, D3 vzorky 1., 2. a

3. den po intervenci jablky.
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Random Forest classification
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Obrazek 5: Random Forest predikce subjektu poskytujiciho vzorek stolice (kiivka uceni, matice zamen ukazujici presnost predikce pro
jednotlivé tridy a hlavni mean decrease gini). Model byl prediktivni pro subjekty. Al, A2 jsou vzorky na baseline. Bl, B2, B3 znaci
vzorky 1. 2., a 3. den po intervenci ¢ockovou polévkou. C1, C2 jsou vzorky na baseline a D1, D2, D3 vzorky 1., 2. a 3. den po
intervenci jablky.
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5.4 Koncentrace metabolitii ve vzorcich pred a po intervenci

Ze slozeného sloupcového grafu (Obrazek 8) je zfejmé, Ze druhy den od podéani
c¢ockové polévky 1 jablek doslo k celkovému mirnému zvySeni celkové abundance metabolitt.
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Obrazek 8: Koncentrace metabolitit (v mg/g vzorku Cerstvé stolice) v priubéhu studie. A1, A2 jsou vzorky na baseline.
B1, B2, B3 znaci vzorky 1. 2., a 3. den po intervenci cockovou polévkou. C1, C2 jsou vzorky na baseline a D1, D2, D3
vzorky 1., 2. a 3. den po intervenci jablky. Barevné odlisend pole znazornuji zastoupeni obsahu metabolitii ve vzorcich.

Z vybranych grafi (Obrazek 9, 10) je patrné, Ze jednotlivé subjekty nemély stejny
prabéh koncentraci metaboliti. U ojedinélych piipadi je patrné, Zze k naristu produkce
jednotlivych metabolitii v ¢ase po stravovaci intervenci doslo. Po konzumaci ¢ockové polévky
vétSinou druhy aZ tfeti den bylo u nékterych subjektd patrné zvySeni koncentrace
3 - fenylpropionové kyseliny, acetatu, fumaratu, glycerolu, isovaleratu, methanolu, propionatu,
threoninu. ZvySeni obsahu acetdtu a threoninu po konzumaci ¢oc¢kové polévky je patrné i
z grafli boxplot (Obrazek 11). Intervenci jablky byl u nékterych jedinclii zifejmy narlst
koncentrace formiatu, acetatu, fumaratu, glukézy a vyznamnéji malonatu a methanolu a dle
boxplot je zfetelny zejména vzestup koncentrace formiatu.
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relativni intenzita signalu

relativni intenzita signdlu
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Obrazek 9: Grafické znazornéni obsahu metabolitii ve vzorcich s barevnym odlisenim kiivek pro jednotlivé subjekty, krivky
grafu predstavuji detekované mnozstvi metabolitu ve vzorcich odebranych dle ¢asového rozvrhu. Vzorky A1, A2, C1 a C2
byly odebrany na baseline, vzorky Bl, B2 a B3 byly odebrany po intervenci cockovou polévkou, mezi odbéry byly intervaly
dlouhé priblizné 24 hodin. Jako D1, D2 a D3 jsou oznaceny vzorky ziskané po stravovaci intervenci jablky.
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Obrazek 10: Znazornéni obsahu metabolitii ve vzorcich s barevnym odlisenim kiivek pro jednotlivé subjekty, krivky grafu
predstavuji detekované mnozstvi metabolitu ve vzorcich odebranych dle casového rozvrhu. Vzorky Al, A2, Cl a C2 byly
odebrany na baseline, vzorky Bl, B2 a B3 byly odebrany po intervenci cockovou polévkou, mezi odbéry byly intervaly dlouhé
priblizné 24 hodin. Jako D1, D2 a D3 jsou oznaceny vzorky ziskané po stravovaci intervenci jablky.
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Boxplot vyjadieni primérnych hodnot obsahu metaboliti ve vzorcich stolice
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Obrazek 11: Boxplot vyjadreni priiomérné koncentrace acetatu, threoninu a formidatu ve
vzorcich, pricemz vzorky A1, A2, C1 a C2 byly odebrany na baseline, vzorky Bl, B2 a B3
byly odebrany po intervenci cockovou polévkou. Jako D1, D2 a D3 jsou oznaceny vzorky
ziskané po stravovaci intervenci jablky.
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Z vyse uvedenych grafii (Obrazek 9 a 10) je patrné, Ze po intervenci cockovou polévkou
byla u nékterych respondentl vyrazné zvysena produkce acetatu. Boxplot (Obrazek 11)
pramérnych hodnot vSech respondentti pro acetat naznacuje, Ze po intervenci cockou doslo
k mirnému vzestupu koncentrace uz v ¢ase B1, coz znamena do 24 hodin od dietniho zasahu
a ve vzorcich odebranych do 48 hodin (¢as B2) byla celkova koncentrace acetatu viibec
nejvyssi za celou dobu. Dalsi den v ¢ase B3 1ze pozorovat opét pokles koncentrace. Celkove
nejvice acetatu produkoval respondent D do 24 hodin od poziti Cockové polévky a hled druhé
nejvyssi hodnoty mél nasledujici den respondent T. Po intervenci jablky neni vykyv
koncentrace acetatu tak zietelny, ale mirné navyseni bylo stanoveno v ¢ase D1 a dale
minimalné¢ 2 respondenti dosahovali maximalni koncentrace v ¢ase D3.

Nejvyssi obsah fumaratu ve vzorcich byl stanoven u subjektu E v ¢ase D1 a minimalné u
3 osob je patny vzestup koncentrace v ¢ase B2. Sledovanim koncentrace propionatu po
intervenci ¢ockovou polévkou bylo detekovano jeho navysSeni minimalné€ u tfech respondentti
v ¢ase B2 a mirné zvysSeni propionatu po intervenci jablky v ¢ase D1 méla alespoil 1 osoba.
Vyrazného maxima produkovaného isovaleratu dosahoval v ¢ase B2 respondent P a spolu
s nim mirngj$i nariist koncentrace méli alespoi 1 dalsi 2 ¢lenové studie.

Dle boxplot grafii koncentra¢ni pribéh threoninu v ¢ase zobrazuje kiivku podobného
tvaru jako acetat, avsak koncentrace threoninu jsou asi 4krat nizsi nez u acetatu. Velmi
vyrazna produkce theoninu byla detekovana ve vzorcich subjektu P v ¢ase B2 po intervenci
cockovou polévkou, také mirné navyseni koncentrace bylo patrné minimalné u dal$ich tfech
respondentl v ¢asech B1, B2 a B3. Mirny vzestup koncentrace threoninu je pozorovatelny i
po intervenci jablky a to zejména v Case D2.

Zvysené koncentrace 3-fenylpropionové kyseliny po intervenci coc¢kovou polévkou byly
detekovany ve vzorcich jedincii v ¢asech B1, B2 1 B3. Po stravovaci intervenci jablky jsou
také patné u jednotlivych subjektli vzestupy koncentraci 3-fenylpropionové kyseliny. Pii
pozorovani koncentracniho priibéhu 3-fenylpropionové kyseliny nelze jednoznacné urcit
v kterém case je koncentrace vyraznéji zvysSena, mezi vzorky jednotlivych osob jsou znacné
rozdily a neshoduji se ¢asy, kdy doslo k nariistu. Formiat byl ve vyraznéji vyssich
koncentracich detekovan ve vzorcich respondenttt A a P. K extrémnimu vzristu koncentrace
doslo u vzorku P po stravovacim zasahu jablky. Jedna se vSak o ojedinély ptipad, vzorky
ostatnich osob podobného jevu nedosahovaly. A z boxplot grafu je zfejmé, Ze po celou délku
studie neni patrny vyrazngjsi vykyv koncentrace. Koncentrace malonatu byly maximalni
minimalné u 2 respondentl po intervenci jablky v ¢ase D2 a u nékterych doslo k navySeni
v ¢ase D3. ZvySeni obsahu malonatu ve vzorcich stolice po konzumaci co¢kové polévky
nebylo tak vyrazné, ale néktefi jedinci dosahovali koncentraéniho maxima v ¢ase B1 nebo B3.
Glukosa po intervenci coc¢kou byla navySena v ojedinélych ptipadech v asech B1, B2 1 B3.
Vyrazné koncentra¢ni maxima glukosy bylo stanoveno u vzorku subjektu P v ¢ase D1 po
dietnim zasahu jablky a dale vzorky minimalné dvou respondentl obsahovaly zvySené
mnozstvi glukosy v ¢ase D1 a D2. Maxima obsahu glycerolu byla stanovena v ¢ase B3 u
vzorkl alespon 2 subjektli a ddle vyrazné€ zvySend koncentrace byla detekovana u jedné osoby
v Case B2. Po intervenci jablky v ¢ase D2 mély minimélné€ 2 osoby zvySeny obsah glycerolu
ve vzorcich. Vysoky obsah methanolu byl stanoven u vzorku D v ¢ase B2 a dale vzorky
minimalné 2 subjekti mély vyssi koncentrace v case B1. Po stravovaci intervenci jablky
minimaln¢ 3 osoby dosahovaly maximalni produkce methanolu v ¢ase D1.
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6 Diskuse

Studii bylo zjiSténo, ze k vyznamné zméné produkce metabolitl po jednordzovém
navyseni stravy o dvé porce lusténinové polévky nebo pét kusii jablek nedojde. Piestoze dle
statistickych vysledkii neni mozné potvrdit vliv stravovaci intervence na profil vznikénich
metabolitl, Ize v ojedin€lych piipadech pozorovat vzriist koncentrace metabolitii v zavislosti
na upravé stravy. Ostatné poznatky studii za posledni roky také zpochybnuji fakt, Ze by dana
slozka potravy dokazala vyvolat u vSech konzumentt stejnou odezvu (Roager & Dragsted
2019). Vyzkumy zabyvajici se plisobenim dietnich vzorcti a konzumovanych potravin dosahuji
zatim pouze omezenych vysledkd. Provadéné analyzy jsou predevSim zaméfovany na
metabolismus jednotlivych zivin a intervencnich studii na celych potravinach je jich dosud jen
malo. Diivodem je snazs§i aplikace konkrétnich izolovanych latek ve formé pilulek a sledovéni
jejich ptisobeni, narozdil od sledovani metabolismu Zzivin v potravinové matrici. V celych
potravindch totiZ nelze opomenout interakce zivin, které mohou zptisobovat omezenost projevu
biologické ucinnosti latek (Bolte et al. 2021). Je jasné, ze dlouhodoby stravovaci smér ovliviiuje
strukturu 1 aktivitu stfevni mikrobioty. Daleko méné je vSak objasnéno jakou rychlosti a
reprodukovatelnosti je schopna mikrobiota zareagovat na kratkodobé zmény makronutrientd.
Ukazuje se, Ze zasadni dietni zména miize vyvolat ptrechodny stav modifikace slozeni
mikroorganismuti, které je detekovatelné 24-48 hodin po intervenci. Kratkodobé dietni
intervence vSak nevedou k trvalym zméném sloZeni mikrobioty, po ukonceni dietni intervence
modifikace mikrobioty ¢asné odezni (David et al. 2014).

Pti sledovani metabolomiky dle vzorki stolice je také nutno zohlednit fakt, Ze znacny
podil metaboliti produkovanych stfevni mikrobiotou je vstieban skrz stievni sliznici a do
stolice se tedy dostane jen mala cast. Obsah metaboliti ve stolici bude tudiz predurcovat i
propustnost stievniho epitel daného jedince (Blaut et al. 2003). V nasi studii lze pfi detailnim
sledovani koncentra¢niho priitbéhu metabolitl pozorovat kolisani mnozstvi metabolitli, coz by
potencidlné mohlo byt odezvou stravovaci intervence. Prestoze dle statistické analyzy obsah
metabolitl neni predikovatelny v zavislosti na stravovaci intervenci, lze jisté trendy vzriistu
koncentrace pozorovat. Napiiklad v ¢ase B2 minimaln¢ u tfech darcii vrcholil obsah propionatu
aujednoho darce byl maximalni obsah uz ptedchozi den (B1), coz miize byt ovlivnéno rychlosti
metabolismu jedince. Jedna ze studii sledujici metabolity ve stolici 34 subjekti po dobu 17 dni
se soucasnym monitoringem celodenni stravy ukézala, Ze mikrobiota kazdé osoby muze
reagovat na podobné potraviny odlisn€. Odezva mikrobioty na stravu byla tedy velmi
individudlni. A také se ukazalo, Ze pro zachovani dobr¢ stability mikrobioty je kliCové zajistit
celkové vyssi pestrost konzumované stravy (Johnson et al. 2019).

Profil metabolitii ve vzorcich stolice jednotlivych subjektl byl odlisny. Z grafickych
zobrazeni koncentra¢niho prubéhu pro jednotlivé subjekty potvrzuje, Ze kazdy jedinec dokaze
reagovat na dietni zmény jinym zpiisobem. Vyznamnou roli v produkci metabolitli ma samotny
organismus. Nelze opomenout, Ze kazdy ¢lovek disponuje jinym sloZenim stfevni mikrobioty.
Na produkci metabolitl ma vliv zeyjména diverzita mikrobil. Napiiklad fermentace vlakniny
muZe byt uskuteciiovana v takové mife, nakolik je pfitomen kliCcovy druh mikrobt, jenz
disponuje enzymatickou kapacitou pro metabolismus dietni sloZky. Na formovéani mikrobioty
maji vliv zeyjména dlouhodobé stravovaci navyky (Makki et al. 2018; Bolte et al. 2021).
Zejména zvySend konzumace vldkniny ve stravé dokaze zplsobit modifikace slozeni
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mikrobioty (Peredo-Lovillo et al. 2020). Metaanalyzy potvrzuji, Ze dietni vzorce velmi
vyznamng¢ souviseji s prevladajicimi mikrobidlnimi skupinami, coz ovlivni produkci metabolith
a v disledku toho i néktera onemocnéni jedince (Bolte et al. 2021). Také bylo pozorovano, ze
dlouhodobd strava zalozena na zvySeném piijmu zivocisSnych tuk a bilkovin podporuje
Bacteroides. Naopak Prevotella byla vyraznéji zastoupena u lidi stravujici se vic rostlinnou
prevazné sacharidovou stravou. Kdy takovyto rozdil slozeni stfevni mikrobioty je mozny
pozorovat mezi skupinami populace Zijicich venkovskym zptisobem narozdil od obyvatel
industrializovanych oblasti (Makki et al. 2018). O ptisobeni mikrobioty na zdravi hostitele nelze
pochybovat. To, jakym zpisobem mikrobiota dokdze reagovat na piijimanou potravu je stale
pfedmétem mnoha studii. Znaénym piinosem jsou napiiklad in vitro kultivacni techniky
spojené s metabolomickou analyzou, kdy mohou byt sledovany druhové specifické
enzymatické aktivity mikrobidlnich komunit na dietnich substratech (Krautkramer et al. 2021).

Zmgéieny metabolicky profil u jednotlivych vzorkl stolice muze byt zkreslen vlivem
zachézeni se vzorky po odbéru. V prvni fadé€ ideélni pro studii metabolomiky stolice by bylo
provadéet odbér vzorkl v jednom misté a ndsledné neprodlené je pfipravit pro analyzu i zméfit.
A pokud je nezbytné vzorky ptfed analyzou zmrazit je vhodné je pted tim homogenizovat. |
pfesto ve zmrazenim a opétovnym rozmrazenim vzorkl zptsobi zménu ve slozeni metabolitt
v porovnani s ¢erstvymi vzorky (Karu et al. 2018). Vzhledem k tomu, Ze v této studii vzorky
byly zmrazovany v domécich podminkéch, rychlost umisténi do mrazdku nebyla vzdy shodna
a vzorky nebyly predem homogenizovany, lze predpokladat zkresleni vysledki vlivem
uvedenych faktord. Hlavni metabolity, které od sebe navzdjem odliSovaly subjekty byla
koncentrace (formiétu) kyselina mravenci, pak kyselina fumarova, jablecnd, ethanol, glukosa.
Formiat mtze byt produktem fermentace sacharidovych substrati, naptiklad Bifidobakterie jej
produkuji vedle acetatu a laktatu, pti¢emz laktat pak slouZzi jako fermentacni substrat pro vznik
butyratu (Duncan et al. 2004). Formiat byl nejvice obsazen ve vzorcich subjektu P a nejméné u
subjektu M. Ke zvySeni jeho obsahu ve stolici mohlo dojit naptiklad praveé vlivem delSiho
skladovani vzorku za pokojové teploty. Kyselina mravenci je totiz produktem degradace
vétSiny metaboliti je pravdépodobné, ze nevhodné nastavené podminky skladovani a
manipulace se vzorky zpisobili rozklad metaboliti a zvySeni jeji koncentrace. Dale teplotni
vykyvy mohou zpisobovat 1 nartist koncentrace aminokyselin nebo glukézy (Karu et al. 2018).
Ostatni stanovené metabolity ve vzorcich vykazuji vyssi stabilitu a jejich obsah by tedy mél byt
odrazem profilu metaboliti vznikajicich ve sttevnim lumen.

Po intervenci stravy co¢kovou polévkou bylo u nékterych jedincii zaznamenano, Ze doslo
druhy az tieti den k zvySené produkci acetatu a propionatu. Jeden z respondentti dosahoval
maximalni koncentrace nasledujici den po stravovacim zasahu ¢ockovou polévkou, den po té
dosahl maximalni koncentrace acetatu jiny respondent a tieti den od intervence je patrné, Ze
zvysSené koncentrace acetatu vykazovaly miniméalné dvé osoby. Maximalni obsah propionatu
ze vzorkl celé studie byl stanoven minimaln¢ u dvou respondentil a to po uplynuti necelych
dvou dni od intervence co¢kovou polévkou. Acetat a propionat jsou metabolity patii do skupiny
SCFA a jejich plisobeni pifindsi pro hostitelsky organismus fadu benefiti. Primarné jsou
mikrobidlnim metabolismem produkovany z nestravitelnych dietnich polysacharidii, zejména
vlakniny a jejich produkce je také navySena metabolismem bilkovin. Lusténiny jakoZto zdroj
vladkniny 1 bilkovin mohou tedy podporovat produkci SCFA. Pozitivni plisobeni na lidsky
organismus z mikrobidlnich metaboliti maji pravé zejména mastné kyseliny s kratkym
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fetézcem a dale i tryptofan nebo organické kyseliny. Jejich u€inky se uplatiiuji pii kontrole
patogend, absorpci mineralti, kontrole hmotnost i obezity, udrzeni optimalni imunitni odezvy,
dale podporuji dobry stav stfevni bariéry, pisobi na ¢innost mozku a piisobi jako ochrana proti
nadorovym onemocnénim (Peredo-Lovillo et al. 2020).

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem vznikajici fermentaci ve sttevech jsou z 95 %
kombinace pravé acetatu, propionatu a butyratu. Koncentrace téchto tii SCFA je ve stievech
v molarnim poméru 60:20:20 (acetat, propionat, butyrat). Mikrobiotou produkované SCFA jsou
pomérné rychle a masivné absorbovany kolonocyty. Pfiblizné¢ 95 % SCFA je vstfebano
v tlustém a slepém stievée a stolici je tedy vylouceno zbyvanich 5 %. K tomu, aby bylo mozné
pochopit, jak strava ovlivni skrze produkci SCFA metabolismus hostitele, je potieba detailniho
popisu toku metabolitli skrz stfevni sténu (den Besten et al. 2013). Pfestoze bylo pozorovano,
ze zvysend konzumace vlakniny je spojena se zvysenou produkci SCFA, tak nelze uvadét
jednoznacné zaveéry o linearni korelaci. Koncentrace SCFA je dana nejen denni davkou, ale i
typem vldkniny (den Besten et al. 2013). Vyssi koncentrace SCFA mohou mimo jiné pfispivat
1 k vstfebatelnosti mikrozivin. Modifikaci mikrobioty skrze stravu lze docilit podpory
vstiebavani nékterych mineralnich latek 1 vitamind (Duda-Chodak et al. 2015). Pisobeni SCFA
se v organismu odrazi na mnoha mistech. Mohou napftiklad ovliviiovat motilitu stfev, sekreci,
pusobi na imunitni buiiky nebo vyvolaji pocit sytosti. Konkrétn¢ propionat ve sttevnim lumen
zpusobi pocit sytosti tim, Ze je metabolizovan na glukézu (Koh et al. 2016).

Fermentace proteinti mikrobiotou se miize podilet na zadsobeni organismu SCFA, ale
v daleko vys$i mife jejich fermentacni procesy produkuji mastné kyseliny s rozvétvenym
fetézcem. [ tyto metabolity mohou dosahovat biologickych ucinkli, pfestoze jsou jejich
koncentrace niz8i (Krautkramer et al. 2021). Mezi mikrobidlni BCFA je fazen napftiklad
isobutyrat, 2-methylbutyrat nebo isovalerat, jehoz maximalni koncentrace v nasi studii byla
zaznamenana minimalné u dvou osob po intervenci co¢kovou polévkou (Koh et al. 2016).

Studiemi in vitro bylo vypozorovano, Ze konkrétni aminokyseliny jsou metabolizovany
pfevazné na druh SCFA pro né typicky, naptiklad threonin je fermentovan pievazné na
propionat (Rowland et al. 2018). Uvedené poznatky o metabolismu aminokyselin by mohly
vysvétlovat zajimavost ve vysledcich nasi studie. Po intervenci ¢ockovou polévkou byla u
subjektu P vyhodnocena vyrazné zvySend koncentrace aminokyseliny threoninu a zaroven ve
stejném vzorku byl stanoven 1 vysoky obsah propionatu. Potencidlné by tedy zvySeny obsah
propionatu mohl souviset s vysokym ptisunem threoninu jakoZto metabolického substratu pro
jeho fermentaci.

Mezi detekovanymi metabolity ve vzorcich stolice byl sledovan také koncentracni
prubéh 3-fenylpropionové kyseliny, kterd mize byt mikrobidlnim metabolitem dietnich
polyfenolt. Z diivodu $patné vstiebatelnosti se dietni polyfenoly dostavaji az do tlustého stteva,
kde mohou skrze interakce s mikrobiotou ovliviiovat biologické reakce. Fenolické metabolity
rostlinnych polyfenold mohou podporovat zdravi jedince (Rowland et al. 2018). Konzumace
stravy s obsahem polyfenoli jako je ovoce a zelenina ptinasi benefity pro zdravi jedince mimo
jiné 1 prostfednictvim podpory prospéSnych bakteridlnich druhti a omezeni patogennich (Duda-
Chodak et al. 2015). V ndmi provedené studii bylo mozné u nékterych subjektli pozorovat
maximalni koncentrace po intervenci ¢oCkovou polévkou a u nékterych byla maxima
vyhodnocena po intervenci jablky.
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7 Zavér

Stfevni mikrobiota ma vyznam pfi traveni jidla a velmi uzce je spojena s piisobenim na
dobry zdravotni stav jedince a zaroven je moznym rizikovych faktorem fady onemocnéni.
Ptestoze je mikrobiota kazdého Cloveéka rozdilna, tak jsou popsany urcité korelace, které
definuji charakteristické rysy stievni mikrobioty v zavislosti na stravé jednotlivce. Mikrobialni
metabolity, které ve stfevech vznikaji jsou ovlivnény enzymatickou vybavenosti mikrobioty a
také zavisi na dostupnosti fermenta¢niho substratu, coz ovlivni volba konzumované stravy.
Dostatek enzymi mikrobioty pro moznost produkce prospéSnych metaboliti piedurcuje
zejména dostatecna diverzita mikrobidlnich druhti, coz je formovano zejména dlouhodobymi
stravovacimi navyky s dostatkem zdroju vlakniny (Roager & Dragsted 2019).

Védeckeé poznatky popisujici proces traveni potravy umoznuji pochopit probihajici procesy
a funk¢nost GIT systému. Na zaklad¢ téchto poznatki by mohly byt vyvijeny potravinarské
produkty, které by ptinaSely zdravotni benefity pro cloveka a vykazovaly specifickou funkénost
(Li et al. 2020). Vyziva by pak mohla potencidlné¢ dosahnout posunuti na vyssi troven, kdy by
objasnéni interakce stravy a mikrobiomu umoznilo vytvéfet individuélni dietu a v dasledku
toho zlepSovat zdravi kazdého jedince (Roager & Dragsted 2019).

Predmétem prace bylo zjistit, zda bude mit strava obohacena o dvé porce co¢kové polévky
nebo pét kust jablek efekt na zménu profilu metabolitd produkovanych stfevni mikrobiotou,
jejichz obsah bude promitnut do sloZeni stolice. Analyzou vzorki stolice metodou 'H NMR a
naslednym vyhodnocenim byly identifikovany mikrobialni metabolity stavy 1 jejich
koncentrace. Statistické testovani vSak nepotvrdilo pritkazny vyznam stravovaci intervence na
modulaci profilu metabolitii. Ale sledovanim koncentra¢niho pribéhu vybranych konkrétnich
metabolitli dle ¢asového rozvrhu lze pozorovat tendence vzriistu koncentrace po stravovacim
zasahu.

Profil produkovanych metaboliti je v daleko vyS§i mife definovan konkrétnim
metabolismem organismu ¢ili je predikovatelny dle osoby na rozdil od vyznamu jednorazové
upravy stravy. ZvySeny obsah konkrétnich metaboliti po intervenci je mozné pozorovat jen u
vybranych jedinct. Diivodem bude pravdépodobné rozdilnost v metabolické aktivité¢ dan¢ho
jedince na jehoZz funkci nese zna¢ny podil i druhové sloZeni stievni mikrobioty.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

'"H NMR Protonova nuklearni magneticka rezonance

ATP Adenosintrifosfat

BCFA Branched-chain fatty acid — mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem
CA Kanada

cz Ceska republika

DE Némecko

ES Spanélsko

GABA Gama-aminomaselna kyselina

GIT Gastrointestinalni trakt

CH Svycarsko

NC, US Severni Karolina, Spojené staty Americké

NY, US New York, Spojené staty Americké

PCA Analyza hlavnich komponent

ppm Parts per million — jedna miliontina

rDNA Ribozomalni deoxyribonukleova kyselina

rpm Revolitions per minute — otacky za minutu

SCFA Short-chain fatty acids — mastné kyseliny s kratkym fetézcem
Treg T lymfocyty

TSP Pufr 3-(trimethylsilyl)propionat
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10 Samostatné prilohy
Ptiloha I

RECEPT NA LUSTENINOVOU POLEVKU

Cotkova polévka (10 porci) — 1 porce 0,33 1
(pozn.: 2 porce/osobu a den - byla podavana 1 porce k obedu + I porce k veceri)

Suroviny
¢ocka 500 g
- sadlo 100 g
- cibule85¢g
- mouka hladkd 120 g
- voda2,71
- majoranka 0,3 g

- peptfmlety 0,3 g

- Cesnek 18 g

- sul30g

- polévkové koteni 20 g

Postup

Ptebranou cocku peclivé proplachneme, zalijeme dostatecnym mnozstvim vody,
uvedeme do varu a zvolna vafime téméf domékka a béhem vaieni dle potieby dolévame horkou
vodou. Na tuku osmahneme dorizova jemn¢ nakrajenou cibuli, zasypeme prosatou moukou a
piipravime svétlou zasmazku. Za neustalého proslehavani zdsmazku zalijeme vlaZznou vodou,
uvedeme do varu, ptfiddme drcenou majoranku, pepf, Cesnek utfeny se soli a pozvolna
provaiime za obcasného proSlehdvani 20 minut. Do pfipraveného zakladu s kofenim a
cesnekem pifiddime uvatfenou coCku a znovu kratce povaiime. Hotovou polévku dochutime
polévkovym kotenim.

Charakter polévky:
¢ockoveé nahnédla polévka typické ving€ a chuti po pouzitych surovinach a ptisadach,

hustsi, s dostate¢né uvarenou ¢ockou

Energetickd hodnota: 860 kJ (dle normované receptury)



