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Abstrakt

Zanétlivé onemocnéni stiev predstavuje velmi zdvazné onemocnéni s ne zcela objasnénou
etiologii a patogenezi. V této praci bylo na modelu mysi se zanétem stfev vyvolanym
dextransulfatem sodnym zkoumadno, nakolik se li$i zména metabolismu zpiisobena rozvojem
zanétlivého procesu u bezmikrobnich a konven¢né kolonizovanych mysi. Pro charakterizaci
zmén byla vyuzita NMR metabolomika vzorki stolice, moci a séra, kombinovana s jedno- a
vicerozmérnou statistickou analyzou. Bylo prokazano, ze metabolicka signatura zmén u obou
typt my$i neni stejnd. U bezmikrobnich mysi bylo ve stolici nalezeno vyznamné mnoZzstvi
sacharidd, jejichz hladina se snizila v pribéhu zanétu, protoze dochazelo k jejich vyluCovani
moci. Bezmikrobni mysi na rozdil od konvenénich také v prubéhu zanétu vylucovaly stolici

velké mnozZstvi aminokyselin.

Nalezené poruchy metabolismu cukrii a proteini u bezmikrobnich zvirat ukazuji na
zavaznou malnutrici vyvolanou zanétem, ptiCemz vysledky prokazuji, Ze ptitomnost

mikrobiomu pfedstavuje ochranny mechanismus pted zasadnim rozvratem v organismu.

Studie stability fekalnich extraktli zdravych konven¢éné kolonizovanych mysi potvrdila, Ze
zadny z identifikovanych a kvantifikovanych metabolith nevykazoval systematické
signifikantni zmény ani v pribéhu nékolika po sobé jdoucich odbérli v jednom tydnu, ani
v ramci nekolika vzorkli odebranych téZe mysi v jednom dni. Fekalni metabolom kontrolni
skupiny tedy lze povaZovat za dostate¢n¢ stabilni a rozdily detekované v této prace lze pticist

vlivu zanétu a/nebo neptitomnosti mikrobiomu.

Kli¢ova slova: DSS indukovany zéanét, metabolomika, mikrobiom, spektroskopie

nuklearni magnetickd rezonance, zanétlivé onemocnéni stiev



Abstract

Inflammatory bowel disease is a serious condition with an incomplete etiology and
pathogenesis. In this thesis, a mouse model of sodium dextran sulfate-induced inflammation
was used to study different changes in the metabolism of germ-free and conventionally raised
mice due to the development of the inflammatory process. NMR metabolomics of fecal, urine
and serum samples, combined with uni- and multivariate statistical analysis, were used to
characterize the changes. It was shown that the metabolic signature differs between germ-free
and conventional mice. In germ-free mice, significant amounts of carbohydrates were found in
feces. Their levels decreased during inflammation as they were excreted in urine. In contrast to
conventional mice, germ-free mice also excreted large amounts of amino acids in feces during

the developing inflammation.

Disorders of sugar and protein metabolism found in germ-free mice indicate severe
malnutrition caused by inflammation. The results show that the presence of a microbiome

represents a protective mechanism against significant disruption in the body.

A stability study of fecal extracts of healthy conventionally colonized mice confirmed that
none of the identified and quantified metabolites showed significant systemic changes in several
consecutively collected samples in one week or several samples collected from the same mouse
in one day. Thus, the fecal metabolome of the control group can be considered sufficiently
stable and the differences detected in the thesis can be attributed to the influence of

inflammation and / or the absence of the microbiome.

Keywords: DSS-induced inflammation, metabolomics, microbiome, nuclear magnetic

resonance spectroscopy, inflammatory bowel disease
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1 UvVOoD

Symbidza zivocichti a mikroorganismu je vzajemné prospeésny vztah, ktery se vyvinul v
priabéhu mnoha let evoluce. Rozmanité druhy bakterii, tvofici veétsi ¢ast mikrobioty, produkuji
prostiednictvim riznych metabolickych procesii velké mnozstvi chemickych sloucenin, které

ovlivituji organismus hostitele a ptsobi tak i na jeho zdravi.

Zanétlivé onemocnéni stfev (IBD) je stav charakterizovany chronickym zanétlivym
procesem v gastrointestinalnim traktu. Pfesnd etiologie IBD stale neni zcela objasnéna, coz
komplikuje jeho prevenci i 1é€bu. Soucasné studia ovSem piedpokladaji, ze centralni roli v
rozvoji tohoto onemocnéni hraji patologické zmény ve slozeni stievniho mikrobiomu neboli
,»dysbidza“. Pochopeni mechanismu ptisobeni bakterialnich metabolitii na organismus hostitele
by mohlo vyznamné& pomoci pii odhaleni patofyziologie vyvoje IBD a v disledku tak zlepsit

kvalitu Zivota pacientt.

Metabolomika je relativné mlady védni obor, zabyvajici se komplexnim studiem
metabolomu, tj. vSech metabolitli ptfitomnych v dany okamzik ve studovaném organismu.
Metabolom je dynamicky se ménici systém, ktery je ovlivilovan mnoha faktory, jako napf.
okolni prosttedi, vyziva nebo aktualné probihajici vnitini procesy. V biomedicinské oblasti tak
metabolomika umoznuje sledovat nejen vyvoj onemocnéni, ale i ucinnost jejich terapie.
Vyzkum metabolickych procesti na molekularni urovni se také zaméfuje na identifikaci

charakteristickych biomarkert studovaného stavu a tim na jeho t¢innou diagnostiku.

Nuklearni magnetickd rezonance (NMR) je jednou ze zakladnich analytickych metod
pouzivanych v metabolomice. Jeji kvantitativnost, robustnost a vysokéa reprodukovatelnost se
vyborn¢ uplatni pii analyze komplexnich biologickych matric. Ziskana spektralni data,
vyhodnocend vhodnymi statistickymi metodami, poskytuji informace o signifikantné

zménénych metabolitech, které charakterizuji studovany proces.

Ptedlozend diplomova prace se zabyva studiem vlivu mikrobiomu na pribéh zanétlivého
procesu v gatrointestindlnim traktu u experimentalniho modelu, vyuZzivajiciho bezmikrobni
mysi. Soucasti prace je také vyhodnoceni nékterych faktorii pti odbéru a zpracovani fekalnich

vzorkl, které¢ by mohly ovlivnit kvalitu jejich NMR metabolomické analyzy.



2 CILE PRACE

Cilem prace je pouziti NMR metabolomiky pro studium metabolickych zmén u
bezmikrobnich a konvencnich mysi se zanétem stfev, vyvolanym podanim dextransulfatu
sodného. Data, ziskand NMR analyzou vzorkd stolice, séra a moci, budou zpracovana
jednorozmérnymi i vicerozmérnymi metodami statistické analyzy. Na zéklad¢ téchto vysledka
budou vyhodnoceny odlisnosti v metabolismu bezmikrobnich a konven¢nich mysi se zanétem

stiev, a tak ziskany informace o efektu piitomnosti mikrobiomu na pribé¢h onemocnéni.

Soucasti prace bude 1 kratkd studie stability metabolického slozeni fekalnich vzorkt

zdravych konven¢nich mysi.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Mikrobiom

3.1.1 Stirevni mikrobiom

Mikrobiota je komunita mikroorganismi osidlujicich organismus hostitele. Tuto komunitu,
ktera kromé bakterii (nejpocetnéjsi skupina) zahrnuje i houby, prvoky a viry, lze detekovat v

ustni duting, na kizi, v dychacich cestach, urogenitalnim a travicim traktu.

Koncentrace bakteridlni biomasy v gastrointestinalnim traktu (GIT) klesa od 10%°
bunék/ml efluentu z ustni dutiny az po 10?7 bunék/ml Zaludeéni §tavy, coz se vysvétluje
extrémné kyselym prostiedim Zaludku. V tlustém stfevé, diky jeho neutrdlnimu ¢i slabé
zasaditému pH, vétSimu objemu a dlouhé retenci potravin, dosahuje mikrobiota koncentrace az

10" bunék/ml stievniho obsahu '.

Mikrobiom, neboli spole¢ny genom mikrobioty, obsahuje stokrat vice genli nez genom
hostitelského lidského organismu 2. Neni divu, Ze tak velky pocet riiznorodych mikroorganismi
ma nesmirné vyznamny vliv na fungovéni celého hostitelského organismu, véetné traveni,
imunity a individudlniho vyvoje. Diky této symbidze ziskavaji savci schopnost Stépit nékteré
sloZzky potravy (hlavné komplexni rostlinné polysacharidy), které jinak rozklddat neumi, a
ziskavat z nich potiebné latky a energii. Bakterie dale pfispivaji k hostitelské biotransformaci
substrati detoxifikaci dusikatych sloucenin, a to jejich pfeménou na amoniak a mikrobialni

proteiny. DileZitou roli hraji v syntéze vitaminti skupiny B a K &i pii absorpci vody a sodiku °.

Symbidza c¢lovéka a mikroorganismii je rovnovahou, kterd pfedpoklada piitomnost
uréitych druht bakterii ve vhodném zastoupeni. Na druhé strané dysbioza je vSeobecné
definovana jako kompozi¢ni a funkéni zména v mikrobioty, zplisobend souborem faktorii
souvisejicich s prostfedim a hostitelem. Dysbiéza mé obvykle jednu nebo vice z nasledujicich
charakteristik: pfevaha patobiontli, deficit komensédlnich bakterii a ztrata rozmanitosti
bakterialnich druht *. Naruseni rovnovahy mezi hostitelem a jeho mikrobiomem vede k poruse
homeostazy v organismu a vyvoji celé¢ fady onemocnéni, jako je chronicky zanét zazivaciho

traktu, obezita a diabetes mellitus, kardiovaskularni onemocnéni, nddory zazivaciho traktu, atd.

Mechanismus komunikace mezi mikrobiomem a hostitelem neni doposud presné¢ zndm.
Existuje vSak cela fada dikazl, ze je zprostfedkovan mikrobidlnimi metabolity, jako jsou
mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short-chain fatty acids, SCFA), derivaty indolu, fenoly a
podobné.

Nejvice prozkoumanou skupinou mikrobidlnich metaboliti jsou SCFA, zahrnujici acetat,
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propionat a butyrat. Hlavni cestou jejich syntézy je bakteridlni fermentace slozitych
polysacharidii a nékterych proteini. SCFA maji dilezitou ulohu v mnoha fyziologickych
procesech a podle riznych studii ma jejich produkce pozitivni vliv na lidské zdravi . SCFA,

zejména butyrat, zajist'uji vétsinu energetické potieby kolonocytti 7.

Diky své schopnosti aktivovat intestinalni glukoneogenezi butyrat ma ptiznivé ucinky na
glukozovou a energetickou homeostdzu. Studie také uvadi, ze butyrat podporuje B-oxidaci
mastnych kyselin v stievnich epitelidlnich buiikach, coz pomaha udrzovat kyslikovou
rovnovahu ve stfevé a zabrafuje dysbioze stfevni mikrobioty ®. Propionat m4 vliv na regulaci
glukoneogeneze v jatrech a na regulaci pocitu sytosti. Bylo prokazano, ze kyselina propionova
ma antilipogenni a cholesterol-snizujici u¢inky. Existuji dikazy, Ze propionat ma stejné jako
butyrat antiproliferativni ¢inek na nadorové buiiky tlustého stieva °. Acetat — nejvice
produkovand SCFA a zdkladni metabolit pro riist dalSich bakterii - se dostava do perifernich
tkani, kde se Ui¢astni metabolismu cholesterolu, a mlize hrat roli v centralni regulaci chuti k
jidlu. Randomizované kontrolované studie ukazaly, ze vyssi produkce SCFA koreluje s nizsi

obezitou a se snizenou inzulinovou rezistenci .

Vliv na zdravi byl studovan i u dalSich metabolitii, hojné¢ produkovanych bakteriemi, jako
je napf. trimethylamin a indoxylsulfat. Studie prokazaly vyznamné rozdily mezi koncentracemi
bakteridlnich metabolitll tryptofanu a indolu v séru normalnich a bezmikrobnich mysi. Mezi
dalsi specifické produkty stievni mikrobioty, které se pifimo podileji na stavu lidského zdravi,
patii trimethylamin a kyselina 3-indolpropionova. Produkce trimethylaminu z potravinového
fosfatidylcholinu a karnitinu (z masa a mlé¢nych vyrobkil) zavisi na stfevni mikrobioté, a proto
se jeho mnoZstvi v krvi u rGznych lidi 1i§i. Trimethylamin je oxidovan v jatrech na
trimethylamin N-oxid, ktery je spojen se zvySenym rizikem aterosklerézy a dalSich
nezadoucich kardiovaskularnich poruch. Kyselina 3-indolpropionova, jejiZz koncentrace pfimo
koreluje s pfijmem vlékniny, prokazuje in vitro aktivitu v odstraiiovani volnych radikald, coz

snizuje riziko vyskytu diabetu mellitu 2. typu ®.

3.1.2 Zanétlivé onemocnéni stiev

Vyznamnou skupinou chorob spojenych s dysbiézou je zanétlivé onemocnéni stiev

(Inflamatory Bowel Disease — IBD), které zahrnuje Crohnovu nemoc a ulcer6zni kolitidu.

Zanétlivé onemocnéni stiev (IBD) je chronickym stavem, charakterizovanym zanétlivymi
procesy Vv riiznych ¢astech gastrointestinalniho traktu '°. Podle dat z roku 2017 trpi IBD pies
6,8 milioni lidi !!, pfi¢emz nejvice jsou postizeni obyvatelé nejrozvinutéjsich zemi Evropy a
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Severni Ameriky.

IBD ma komplexni etiologii, zahrnujici interakci genetické predispozice, mikrobiomu a
environmentalnich faktorii. Genetické a environmentalni vlivy byly mnohokrat popsany
v literatute '>13. V p¥ipadé vlivu mikrobioty existuje fada hypotéz, které se zatim nepodafilo
propojit. Bylo prokazano, ze dysbidza je jednim z nej¢astéjSich symptomt IBD, ov§em dosud

neni zji§téno, zda je pficinou nebo az diisledkem nemoci '“.

Podle lokalizace zanétu se IBD d¢€li na dva hlavni druhy: Crohnovou chorobu (Crohn’s
disease, CD) a ulcerdzni kolitidu (ulcerative colitis, UC). K symptomtim téchto nemoci patii
trvalé prijmy, abdomindlni bolesti, krvaceni z rekta, pokles vahy a chuti k jidlu a Unava.
Ptipadné komplikace IBD jsou pomérné zivazné [online']. Projevy onemocnéni, jeho
dlouhodoba terapie a ptipadné operace vyznamné komplikuji socialni a ekonomické fungovani

pacientli a maji velky dopad na celkovou kvalitu jejich zZivota.

Crohnova choroba mtize zasdhnout jakoukoli ¢ast GIT, od ustni dutiny az po konecnik,
nejcastéji oviem postihuje konec tenkého stieva (ileum) '°. CD se miZe projevit pouze v
nékterych oblastech GIT, zatimco ostatni ¢asti zUstavaji zcela nedotCenymi, pfiCemz zanét

prochazi celou tloustkou stievni stény [online'].

Na rozdil od Crohnovy choroby je ulcerdézni kolitida omezena pouze na tlusté stievo a
koneénik, pricemz zanét se vyskytuje pouze ve vnitini vrstvé stieva 6. U nékterych jedincti je
obtizné urcit, zda maji Crohnovou chorobu nebo ulcer6zni kolitidu; v téchto vzacnych
ptipadech je potom diagnostikovana nedeterminovana kolitida (indeterminate colitis, IC) !”.

8 uvadi, e disproporce nékterych druh@i bakterii mize byt pric¢inou

Joossens et al. !
nedostatku butyratu a degradace stfevniho hlenu u pacientii s IBD. Zheng & Wen ve své studii
uvadi, ze Bacteroides mohou metabolizovat tryptofan na serotonin, ktery vazbou na rtizné
serotoninové receptory muze kromé jiného i regulovat stfevni zdnét. Metabolismus tryptofanu
sttevnimi bakteriemi vSak u pacientl s IBD klesa, coz vede k naruseni stfevniho mikroprostiedi

a rozvoji enteritidy '°.

Metabolomika je jednim z vyznamnych néstroji v hledani molekularnich zéklada IBD, a
také postupti pro jeji diferencialni diagnostiku. Byla publikovéna celd fada metabolomickych
studii vyuzivajicich hmotnostni spektrometrie a nuklearni magnetické rezonance, jejichz

vysledky jsou prehledné zpracovany v praci autorti Bauset et al. 2°.
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3.1.3 Experimentalni modely IBD

Ackoliv neexistuje zvifeci model, ktery by lidské IBD dokazal pIn€ napodobit, pro ucely
studia této nemoci se Casto pouzivaji mysi modely, které IBD napodobuji alespon v urcitych
rysech. Vzhledem k multifaktorovosti etiologie IBD existuje nékolik zplisobii vyvolani
zanétlivé reakce u mysi. Rizné zdroje uvadi genetické modifikace pomoci inzerce/delece
ptislusnych gent, pienos T-bun¢k asociovanych s IBD a dals$i metody spontanniho vyvoje,

které jsou prehledné popsany v publikaci Cominelli et al. 2!

, pfi¢emz kazda z nich ma svoje
vyhody 1 nevyhody. Nejcastéji pouzivanymi experimentdlni modely IBD jsou modely
chemicky indukované. Jsou to metody relativné levné a jednoduché v provedeni i kontrole,
ovSem uvadi se, ze jejich hlavnim minusem je pomérné nizka reprodukovatelnost vysledki.
V praci Wirtz et al. jsou porovnany nékteré z chemickych mysich modeli vyvolani stifevniho

zén&tu podobného kolitidé 2. Mezi pouzivané chemické latky tak napf. patii oxazolon a

kyselina 2.4,6-trinitrobenzensulfonova (TNBS).

Dextransulfat sodny (DSS) je dalsi z latek ¢asto pouzivanych pro indukei sttevniho zanétu.
Dle doby trvani experimentu a koncentrace DSS je mozno tuto metodu optimalizovat pro
vyvolani akutni, recidivujici i chronické formy nemoci. DSS se podéava peroralné rozpusténim
v pitné vod€ v koncentracich 3-10 %. Vyvolava prijem, krvaceni do stolice, pokles vahy,
zkraceni tlustého stfeva, ulcerace stievni sliznice a infiltrace neutrofily 2°, coZ odpovida
projeviim UC. Dle zavaznosti symptomtl se posuzuje celkova zdvaznost navozeného zanétu.
Tento model se Casto pouziva pro sledovani vlivu stfevniho mikrobiomu, dietarnich faktort a

také pro monitoring terapii IBD 2.

Do soucasné doby bylo publikovdno nékolik praci, které aplikovaly metabolomiku pro
sledovani metabolickych zmén na mySich modelech s DSS induvovanym zanétem u

konvenénich mysi 2472, ale prozatim nebyl popsén tento vliv u bezmikrobnich mysi.

3.2 Metabolomika — teoreticky uvod

Pti zkoumani role mikrobiomu ve fyziologii organismu a patofyziologii rozvoje nemoci
se vyznamné uplatinuje metabolomika, nebot' dovoluje sledovat produkci mikrobidlnich
metabolitli, jejich pfestup do organismu a nasledn¢ identifikovat zmény, které zpusobuji

v metabolismu hostitele.
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3.2.1 Definice a vyuziti metabolomiky

Metabolomika je relativné mlady obor systémové biologie, ktery v roce 2002 poprvé
definoval Oliver Fiehn jako komplexni analyzu metabolomu, tj. veSkerych metaboliti
pritomnych v urcitém fyziologickém nebo vyvojovém stadiu ve studovaném organismu (tkani,
bunice) 27. Na rozdil od proteomu ¢&i genomu, které pracuji s pomérné stalymi systémy, je slozeni
metabolomu velmi dynamické a odrazi aktudlni stav organismu vcetné veskerych na néj
pusobicich externich vlivl. Toto mize byt s vyhodou pouzito pravé pro porozuméni odpovédi
organismu na vyvinutou patologii nebo provedeny zakrok. Kromé biomediciny %%, miize byt
metabolomika vyuZita napt. v potravinaistvi *°, mikrobiologii !, botanice 32 a farmaceutickém

primyslu 3.

3.2.2 Zakladni strategie metabolomiky

Metabolomika pfi studiu vyuzivd dva zakladni pfistupy: necileny (tzv. ,,metabolic

fingerprinting*) a cileny (tzv. ,,metabolic profiling®).

Metabolicky fingerprinting je zalozen na analyze kompletnich spekter, aniz by v nich byly
pfedem identifikovany ¢i kvantifikovany jednotlivé metabolity. Na spektrum zkoumaného
vzorku se nahlizi jako na otisk jasn€ definovaného stavu studované entity. Vyhodnocenim
spekter metodami vicerozmérné statistické analyzy lze zjistit, nakolik se od sebe lisi skupiny
zkoumané v ramci daného modelu, a stanovit, které oblasti spektra k témto rozdiliim nejvice
prispivaji. Necilenym pfistupemtedy lze zachytit i zmény neptfedpokladané a dosud nezndmé.
Vysledkem tohoto postupu je statisticky model, ktery jednotlivé skupiny dostate¢né

charakterizuje, a u novych vzorkti miize predpovédét jejich prislusnost k dané skuping.

Cilend analyza se naopak zaméfuje na studium skupiny (¢i né€kolika malo) predem
vybranych metabolitli, které jsou nejprve identifikovany (vétSinou srovnani s databazemi) a
poté kvantifikovany. Statistickd signifikance rozdili jejich koncentraci mezi jednotlivymi

skupinami je pak vyhodnocovéna vhodnymi metodami jednorozmérné statistiky.

V tadé metabolomickych studii jsou oba pfistupy s vyhodou kombinovany.

3.2.3 Analytické techniky v metabolomice

Metabolom zahrnuje stovky az tisice rtiznorodych sloucenin, které se vyrazné lisi jak
fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi, tak svym koncentranim zastoupenim. Analyza takto

komplexnich smési klade velké naroky na pouzité¢ analytické platformy. V soucasnosti je
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nejvice vyuzivanou metodou spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR),
hmotnostni spektrometrie (MS) a minoritné¢ také infracervena spektrometrie s Fourierovou

transformaci (FTIR) a Ramanova spektrometrie.

MS se obvykle pouziva ve spojeni se separaci pomoci chromatografie, a to kapalinové
chromatografie (vysokoucinna kapalinova chromatografie — HPLC nebo ultravysokouc¢inna
kapalinova chromatografie — UPLC) nebo plynové chromatografie (GC). Separacni krok
zmensuje komplexitu vzorku, proto se MS metabolomika uplatiiuje ¢asto pii metabolomickém

profilovani. V porovnani s NMR ma MS vyrazn¢ vétsi citlivost, ale pro kvantifikaci metabolita

wevr

NMR je nedestruktivni technika s vysokou reprodukovatelnosti méfeni a pomérné
nendro¢nou piipravou vzorkd, ktera nevyzaduje chemickou derivatizaci ani kalibraci pomoci
fady standardii. Tyto vyhody se uplatiiuji zejména pii metabolomickém fingerprintingu, nebot’
NMR spektrum je schopno v jediném experimentu detekovat signaly protonti vSech latek ve
vzorku obsazenych. Dilezitou pfednosti NMR spektroskopie je jeji kvantitativnost, zatimco
velkou nevyhodou je pomérné nizka citlivost. Pokroky v pouziti magnetii s vyssi intenzitou
magnetického pole, zavedeni kryosond a vylepsenych pulznich sekvenci v§ak nadéle posouvaji

hranice kvantifikace metabolitii pod tradiéni mikromolarni koncentrace .

3.3 Prubéh metabolomické analyzy

NMR metabolomickou analyzu je mozné rozdélit do nékolika krokt: odbér a ptiprava
vzorkli, méfeni NMR spekter a jejich zpracovéni, statistickd analyza dat, identifikace
metabolitli, a nakonec interpretace ziskanych vysledki. ProtoZe vysledky metabolomickych
studii se zakladaji na statistickém vyhodnoceni velkého objemu dat, je velmi dilezité v kazdém
kroku analyzy co nejvice sniZit jejich variabilitu tak, aby se rozdil mezi vzorky pokud moZzno
zakladal pouze na studovaném jevu. Tento pozadavek lze naplnit dislednym dodrZzovanim

pfedem domluveného experimentalniho protokolu.

3.3.1 Priprava vzorku

Jako vzorky pro NMR metabolomiku slouzi nej¢astéji biologické tekutiny (pfedevsim moc,
sérum ¢i plazma) a tkanové nebo fekalni extrakty. Jiz pfi planovani samotného biologického
experimentu je tfeba ur¢it vhodné ¢asové intervaly a zptisob odbéru vzorkd, a to i s ohledem na

naslednou metabolomickou analyzu. Je tfeba i volit vhodny okamzik a zplisob odbéru, tj. napf.
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odbér nalac¢no ¢i po jidle, v ptipadé moci pak napt. akutni odbér nebo dlouhodoby sbér (12 nebo

24 hodin).

Okamzité po odbéru je nutné zajistit, aby nedochdzelo k degradaci vzorkli. Obvykle se tak
d¢je jejich okamzitym zamrazenim a naslednym skladovéanim pii teploté -80 °C, ktera zarucuje
u veétSiny metaboliti jejich jen minimélni degradaci. Velkou vyhodou vysoké
reprodukovatelnosti NMR experimentt je fakt, Ze vzorky neni nezbytné nutné analyzovat
v jediné sérii méteni (jako napt. u MS), ale v pfipad¢ potieby lze postupovat i po mensich

skupinach.

Pti vyvoji metod pro metabolomickou analyzu se obvykle voli co nejjednodussi postupy,
zaruCujici co nejvetsi reprodukovatelnost. Z hlediska metodického se vyrazné li§i vzorky

kapalné a pevné.

Vzorky moci v experimentalnich (mySich ¢i potkanich) modelech jsou odebirany bud’
jednorazové, nebo idealné v metabolickych klickach po dobu 12-24 hodin. Pfed vlastnim
meéfenim je vzorek odstifedén pii teploté 4 °C (pro odstranéni nerozpustnych zbytkil) a nasledné
smichén s pufrem, ktery obsahuje interni standard a deuterovanou vodu. Pufr se pouziva pro
dosazeni konstantniho pH (obvykle 7.4) v celé sad¢ vzorkd, coz snizuje drobné odchylky
chemickych posunt signalti mezi vzorky. Uprava pH také zjednodusuje identifikaci metabolitii

pfi porovnani jejich chemickych posunil s databazemi.

Krevni sérum nebo plazma obsahuji velké mnozstvi proteint, které komplikuji NMR
analyzu. Tyto latky v NMR spektrech rezonuji jako Siroké signaly, zkresluji tvar zakladni linie
spektra a prekryvaji signaly nékterych metabolitd. Jejich vliv je mozné eliminovat bud’
experimentalné pouzitim vhodné pulzni sekvence (Carr-Purcell-Meiboom-Gill — CPMG, viz

pododdil 3.3.2), nebo je mozné je vysrdZet pomoci precipitaéniho &inidla ¥

, nejcasteji
methanolu, a nésledné odstranit centrifugaci. I kdyZz je potlaeni proteini pouhou CPMG
sekvenci vyhodné pro experimentalni nendrocnost, v poslednich letech je preferovano jejich
odstranéni ze vzorku. Divodem je nespecifickd vazba mezi nizkomolekuldrnimi metabolity a
proteiny 3, ktera snizuje frakci volnych metabolitd, coz mlZe vést k jejich nepiesné
kvantifikaci.

NS 24

extrahovat. Vzniklé extrakty se nasledn€ rekonstituuji do vhodného pufru, piipadné
rozpoustédla, které obsahuje interni standard. Nej€asteji pouzivanou metodou v NMR studiich
stolice je extrakce pomoci fosfatového pufru, ktery umoznuje extrahovat vétSinu metabolith
rozpustnych ve vodé 37. Vzhledem k vysoké tékavosti n&kterych latek piitomnych ve stolici
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(napt. SCFA) se doporucuje vyuzivat extrakci do rozpoustédla vhodného pro NMR analyzu bez

lyofiliza¢niho mezikroku.

Pro zlepSeni reprodukovatelnosti v ptipravé velkych sad vzorkd lze pouzit automatické

robotické systémy, které umi manipulovat i s malymi objemy vzork.

3.3.2 NMR experimenty

cv v

metabolomiku vyuzivany riizné varianty jednorozmérnych 'H NMR spekter. Tento typ méfeni

je rychly, kvantitativni a poskytuje dostate¢né rozliSeni.

Zasadnim problémem vSech NMR metabolomickych méfeni je pfitomnost silného signalu
vody, resp. HDO signalu v ptipad¢, ze je méfeni provadéno v deuterovaném rozpoustédle.
Tento signal svou intenzitou mnohonasobné¢ pievySuje intenzitu signalti jednotlivych
metabolitl. Proto v§echny pulsni sekvence pro NMR metabolomiku obsahuji né¢jakou metodu
pro potlaceni tohoto signalu. Existuje celd fada metod potlaceni vody, a to napf. experiment
WATERGATE (WATER suppression by GrAdient-Tailored Excitation) pouzivany v NMR
studiich proteinti *%, technika CHESS (chemical shift selective) vhodna pro in vivo analyzy ¥,
pulzni sekvence WET (water suppression enhanced through T; effects) *°, atd. V NMR
metabolomice je nejcastéji pouzivanou metodou potlaceni vody presaturace, a to predevSim
diky jednoduchosti jejiho provedeni *!*>, Presaturace miZe byt integrovana do zvoleného NMR
experimentu. Jeji podstatou je ozafeni signalu vody dlouhym pulzem o nizkém vykonu béhem
relaxani prodlevy. K nevyhodam této metody patii urCité potlateni dalSich signalt

nachdazejicich se blizko signélu vody.

Nejcastéji pouzivanou pulzni sekvenci je 1D-nuclear Overhauser effect spectroscopy (1D-
NOESY) s presaturaci, ktera je velmi robustni a poskytuje efektivni potlaceni signdlu vody, coz
dava ve vysledku lepsi zakladni linii spekter a moznost odecist signaly metabolitl nachazejici

se v oblasti spektra blizké k vodé 4.

Pulzni sekvence spin-echo Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) s presaturaci je dalSim
experimentem pouzivanym v metabolomice. CPMG vyuziva rozdili v relaxacnich casech
nizko- a vysokomolekularnich latek a jeji vyhodou je tak filtrace signal makromolekul, napf.
proteini obsazenych v séru. Vyznamnym problémem je, ZzZe jakykoliv signal
nizkomolekularniho metabolitu vazaného na protein nebo jinou makromolekulu bude touto

pulzni sekvenci uplné nebo ¢aste¢né eliminovan, coz bude mit za nésledek ztratu signalu nebo
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nepiesnou kvantifikaci. Metabolity, jako je tyrosin, histidin, fenylalanin a tryptofan, které se

vazou na protein, vykazuji vyznamné rozifeni piku v diisledku T relaxace 4.

Jediny z dvourozmérnych experimentd, ktery nalezl uplatnéni v rutinnich NMR
metabolomickych méfenich, je J-rozliSeny (J-resolved) experiment s presaturaci. Jeho
podstatou je refokusovani multiplicity signali do nepiimé dimenze se zachovanim jejich
chemického posunu, coz pomaha rozlisit signaly jednotlivych metabolitt v ptipadech, kdy se
tyto signaly piekryvaji. Tento experiment usnadiiuje identifikaci metabolitli a v urcité mife

dovoluje 1 jejich relativni kvantifikaci.

K doplnéni informaci potfebnych ke spolehlivé identifikaci metabolitl se vyuzivaji i dalsi
2D experimenty, piedev§sim COSY (Correlation Spectroscopy), TOCSY (Total Correlation
Spectroscopy) a HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Coherence spectroscopy). Protoze jsou

wewvr

pro vybrané reprezentativni vzorky s cilem ovéfit identifikaci metaboliti.

3.3.3 Preduprava NMR dat

Pred vlastni statistickou analyzou je potfeba naméfend spektra zprocesovat. Nejprve je
provedena Fourierova transformace, ktera pievede signdly z Casové domény do frekvencni.

Nasledujicim krokem je korekce zakladni linie spektra.

Dalsim diilezitym krokem pted statistickym zpracovanim je referencovani vSech spekter
na jeden spolecny signdl. Obvykle se spektra referencuji na pfidany interni standard.
V metabolomice se nejcastéji pouzivaji Castecné deuterované slouceniny, jako je kyselina
3-(trimethylsilyl)-2,2,3,3-tetradeuteriopropionovd  (TSP-ds) a sodna stl kyseliny
1,1,2,2,3,3-hexadeuterio-3-(trimethylsilyl)-1-propansulfonové **. V ptipadé séra je prokazano,
ze zbytkové proteiny mohou nespecificky vazat silylové standardy, cozZ méni intenzitu a polohu
jejich signalu. Takova spektra se referencuji na jiny vhodny signal, napf. a-anomerniho protonu
glukozy.

Uvedené operace (fazovani, korekce baseline a kalibrace chemického posunu) jsou
standardni soucasti software pro ovladani NMR spektrometru. Pfed dal$im zpracovanim jsou
pak ze spekter vylouceny useky, obsahujici rezidudlni signéal vody, zbytkovych rozpustédel,

antikoagulantii (EDTA), signal mocoviny v mo¢i, apod.

Normalizace je nezbytnym krokem v procesovani spekter, ktery vylucuje rozdily ve

spektrech nezplisobené sledovanym déjem a dovoluje pitimé srovnani spekter mezi sebou.
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Nejcastéjsim nezadoucim rozdilem je rizné ztedéni vzorkd, obvyklé v ptipadé moci. Metody
normalizace 1ze vSeobecné rozdélit na fyziologické a numerické. Fyziologické metody zahrnuji
napiiklad normalizaci moci na kreatinin **. Mezi numerické metody patii normalizace na
celkovou plochu spektra (total area). Tato hojné€ vyuzivana metoda ale neni uc¢innd v ptipadé,
kdy se v nékterych spektrech vyskytnou navic jednotlivé signaly s velkou intenzitou *.
V takovych piipadech je vhodna pravdépodobnostni podilovd normalizace (,,probabilistic
quotient normalization®, PQN). Normaliza¢nim faktorem je v této metod¢ median podili
jednotlivych binti vzorku testovaného a vzorku referenéniho (eventudlné priimérného spektra
referenéni skupiny) 7. Zakladni vyhodou PQN je skuteénost, ze extrémni hodnoty nemaji na
median tak velky vliv jako na primérnou hodnotu, a tak ani ojedinélé intenzivni signaly ve

spektru nezkresli hodnotut normalizacniho faktoru.

3.3.4 Metabolomicky fingerprinting
3.3.4.1 Binovani a Skalovani

Pti metabolickém fingerpintingu, ktery pracuje s celymi spektry, je nutné ponékud snizit
jejich komplexitu. Déje se tak pomoci tzv. binovani, kdy jsou spektra rozdélena na malé useky,
jejichZ plochy jsou integrovany a tyto hodnoty pak slouzi jako nové proménné, nesouci
informaci o intenzité signald (nebo plose pod kiivkou —,,area under curve®, AUC) v této oblasti.
Moderni programy nabizeji n€kolik variant binovani spekter. Nejcastéji pouzivanymi jsou
uniformni a tzv. ,,inteligentni* binovéani . Uniformni binovéni rozdéluje spektra na jednotlivé
ekvidistantni useky, obvykle s Sitkou 0,001 az 0,04 ppm. Na rozdil od uniformniho binovéni,
kdy miize dojit k rozd€leni jednoho signélu do vice bind nebo k situaci, kdy jeden bin obsahuje
vice nez jeden signal, ,,inteligentni* binovani pomoci rtiznych algoritmi rozdéluje spektra tak,
aby se v jednom binu nachézel pouze jeden signal. Velice uZitecnym programem je pro tento

tigel online software NMRProcFlow® (Bordeaux Metabolomics Facility, France).

Vysledkem binovani je matice dat, kde jednotlivé fadky odpovidaji zméfenym vzorkiim a

sloupce reprezentuji intenzitu signalu v jednotlivych ¢astech spektra.

Skalovani je operace, ktera dovoluje mezi sebou porovnavat zmény intenzit jednotlivych
metabolitd (¢i bintl), jejichz koncentrace ve vzorku se piirozené velice 1isi ¥. Je zjevné, Ze
stejné mnozstvi pridané latky se na koncentraci hojné¢ zastoupeného metabolitu projevi jen
minimaln€, zatimco koncentraci minoritniho metabolitu mize zndsobit. Prvni zména pfitom
nemusi byt nijak fyziologicky podstatnd, kdezto druhd miZze nést dilezité informace. Bez

Skalovani by se vEtsi signaly vice prosazovaly v multivariacni statisticé analyze, coz by vedlo
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k podcenéni vlivu signalli méné intenzivnich.

Nejvice pouzivanymi Skdlovacimi metodami v NMR metabolomice jsou centrovani na
median nebo pramér binu, autoskalovani (vydéleni smérodatnou odchylkou) a Pareto Skalovani
(vydéleni rozptylem) 7. Posledni varianta se pouZivd v metabolomice ¢asto, nebot’ nové

ziskana data jsou podobna originalnim a vliv Sumu zlstava vyrazné mensi nez vliv signali.

3.3.4.2 Vicerozmérna statisticka analyza

Pro vyhodnoceni vzajemnych vzrahii mezi vice proménnymi je nezbytné pouzit néktery
z postupll vicerozmérné (multivariacni) statistické analyzy. V soucasné dob¢ se nabizi desitky
metod pro vyhodnoceni metabolomickych dat, témi nejuzivanéj$imi zistavaji analyza hlavnich
komponent (Principal Component Analysis, PCA) a diskrimina¢ni analyza c¢astecnych
nejmensich Ctvrcl (Partial Least-Squares Discriminant Analysis, PLS-DA), které byly také

pouzity v experimentalni ¢asti diplomové prace.

PCA patii do kategorie tzv. ,,unsupervised* statistickych metod, ve kterych se mezi
jednotlivymi vzorky hledaji rozdily bez ohledu na jejich zatazeni do experimentalnich skupin.
Cilem PCA je vytvofit projekci pivodnich vicerozmérnych dat stovek binli do nového prostoru
hlavnich komponent s menSim poftem dimenzi, a pfitom zachytit co nejvice rozdilli mezi
daty *°. Vysledky analyzy se znzortiuji formou grafu komponentnich skore (,,score plot*), ve
kterém vzdalenost jednotlivych spekter ukazuje na podobnost mezi vzorky. Takto Ize zjistit
tendence v seskupeni vzorkli a detekovat vzorky odlehlé. Urcitym problémem vSech
Lunsupervised“ metod je to, Ze za jisty podil rozd€leni mize byt odpoveédna variabilita v datech,

ktera ptimo nesouvisi se studovanym jevem.

Proto byvé v dal§im kroku pouzita jind — ,,supervised” — metoda, diskrimina¢ni analyza
castecnych nejmensich ctvrch (Partial Least-Squares Discriminant Analysis, PLS-DA). Je to
metoda klasifikacni, coz znamend, Ze do vypoctového algoritmu predem vnasime informaci o
tom, jak jsou vzorky rozdéleny do skupin. Ukolem algoritmu je pak najit, které proménné
nejvice piispivaji k takto nabidnutému rozdé€leni. Problémem metabolomickych studii je ovSem
velka pfevaha poctu binti (proménnych) nad poctem vzorkd, coz miZe vést k preurceni (,,over-
fittingu*) modelu. Algoritmus vzdy najde feSeni soustavy nékolika linedrnich rovnic o fadové
veétsim poctu proménnych, neboli vzdy najde souvislost mezi vzorky a skupinami, aniz by

realné existovaly °'.

Z tohoto divodu je nezbytnou soucasti PLS-DA analyzy validace modelu. Pro studie
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s malym poctem vzorku je vyhodna tzv. ,leave-one-out cross-validation® (LOOCYV). Ze sady
vzorkl se vynechava jeden a na zbylych se testuje prediktivni schopnost modelu. Pak se test
opakuje pro kazdy vzorek >2. Vysledkem jsou hodnoty piesnosti, podilu predikovaného rozptylu
(,,fraction of predicted variation®) Q* a podilu vysvétleného rozptylu (,,fraction of explained
variation®) R2. Dalsi valida¢ni metodou je permutaéni test, kdy se vzorky opakované (1000-
2000x) ndhodn¢ rozdéli do skupin. Nasledné¢ se ptvodni model porovnava s kazdym
z nahodnych a dle ziskané p-hodnoty se posuzuje, zda readlny model poskytuje lepsi rozdéleni

vzorkd 3.

Vysledky PLS-DA modelu se také prezentuji pomoci grafu komponentnich skore. Dlilezité
informace poskytuje Variable Importance in Projection (VIP) skore, které znazoriiuje biny

nejvice pfispivajici k rozdé€leni skupin.

Ideélni vystup z vicerozmérné analyzy tak pfindsi model, jenz dostate¢né charakterizuje
studované skupiny, oznacuje kombinaci metabolitil, které k tomuto modelu nejvice pfispivaji,
a tak poskytuje informace o vztahu mezi metabolickym slozenim vzorku a studovanym

procesem (zdravotni stav Ci terapie).

3.3.5 Metabolomické profilovani

3.3.5.1 Identifikace a kvantifikace metabolitt

Identifikace metabolitl se vétSinou provadi ruéné na zékladé jednorozmérnych
protonovych NMR spekter. Casto pouzivanou pomiickou je komeréni software Chenomx, ktery
umoznuje pfifazeni jednotlivych signald pfisluSnym metabolitim. Pro pfitazeni signalt je
k dispozici také celd fada databazi, napt. Human Metabolome DataBase (HMDB), Chemical
Entities of Biological Interest (ChEBI), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
a PubChem. Tyto databaze jsou voln¢ ptistupné a Ize v nich najit informace o stovkach milioni
sloucenin. Dal§imi ¢asto pouzivanymi zdroji jsou Biological Magnetic Resonance Data Bank
(BMRB) a National Center for Biotechnology Information (NCBI). N&které z nich nabizeji
nejenom klasickd 1D spektra, ale také 2D-HSQC a 2D-TOCSY spektra s podrobnymi

informacemi pro porovnani.

Identifikace metabolitli jen na zikladé srovnani 'H NMR spekter s daty dostupnymi
v databazich nemusi byt jednoznacnd, a proto se pro ovéfeni pouzivaji i 2D spektra, zejména
J-resolved, COSY, TOCSY a HSQC, poskytujici informaci o multiplicité signald, spinovych
systémech a chemickych posunech uhlikli. Dalsi variantou identifikace je ptidavek standardu

Cisté latky ke vzorku.
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Ke kvantifikaci jednotlivych metaboliti lze kromé manudlni ¢i (polo)automatické
integrace protonovych signalli v pfedem stanovenych hranicich pouzit program ChenomX
(Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canada), ktery umoziiuje kvantifikaci ptfelozenim spekter

metabolitli z databaze pres spektra vzorku.

3.3.5.2 Jednorozmérna statisticka analyza

Jednorozmérné analyza na rozdil od multivariacni posuzuje signifikanci zmén jednotlivych
metabolitii bez vazby na ostatni. Lze tak zachytit i signifikantni zmény metabolitl, které se do
vysledného multivariacného modelu nepromitly. Tento piistup je také snaz$i z hlediska
biologické interpretace, nebot’ popisuje zmény pro kazdy metabolit zvlast, a nikoliv jako jejich
kombinaci. Vhodny test se voli podle normality dat (parametricky ¢i neparametricky) a poctu
studovanych skupin. Na dvé skupiny se vétSinou aplikuje parametricky t-test nebo
neparametricky Wilcoxon-Mann-Witney test, pro vice nez dv€ skupiny se pouziva
parametrickd nebo neparametrickd ANOVA. Jako signifikantni se obvykle povaZzuje zména s

p-hodnotou < 0,05.

Vystupem jednorozmérné statistické analyzy jsou rozdily v hladinach jednotlivych
metabolitli mezi experimentalnimi skupinami, obsahujici informaci o statistické vyznamnosti

téchto zmén. Vysledky byvaji zndzorfiované €asto formou sloupcovych ¢i krabicovych grafi.

3.3.6 Interpretace dat

Vysledky vicerozmérné a jednorozmérné statistické analyzy shrnuji informace o
vzajemnych vztazich jednotlivych metaboliti a zménach jejich koncentraci, vyvolanych
studovanym jevem. Pro dalSi vyhodnoceni téchto udaji je dilezité znat i vysledky jinych
experimentalnich parametri (biometrickych, biochemickych, hormonalnich), s jejichz
hodnotami je vhodné metabolomicka data korelovat. Konecnym vystupem studie pak miize byt
komplexni charakterizace metabolickych zmén v organismu, interpretovana v biologickém

kontextu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie
e  Fosfatoveé pufry
o Hydroxid draselny (VWR, Leuven, Belgium)
o Dihydrogenfosfore¢nan draselny (VWR, Leuven, Belgium)
o Sodna sul kyseliny 3-(trimethylsilyl)propionové-d4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
o Deuterovana voda (99,90 % D, VWR, Leuven, Belgium)
o PBS tablety (VWR Ohio, USA)
o Kyselina chlorovodikova (37% (w/w) vodny roztok, Honeywell Chemicals, Morris
Plains, NJ, USA)
e  Roztok vnitiniho standardu
o Sodna sul kyseliny 3-(trimethylsilyl)propionové-d4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
o Deuterovana voda (99,90 % D, VWR, Leuven, Belgium)
e  Metanol (Lach-Ner, Neratovice, Czech Republic)

4.2 Pristroje

Po odbéru byly vzorky zmraZeny a uloZzeny pii -80 °C ve vertikdlnim mrazéku
HERAFreeze HFU B Series ULT (Thermo Fisher Scientific, USA). Pro odstfedéni vzorku byla
pouzita centrifuga Hermle Z326 K (Hermle Labortechnik, Wehingen, Germany). Supernatanty
z vysrazeného séra byly lyofilizovany na pfistroji Speedvac Savant SPD121P (Thermo Fisher
Scientific, USA).

Veskeré NMR experimenty byly naméfeny na NMR spektrometru Bruker Avance I1I 600
MHz (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Germany) vybaveném 5 mm TCI kryosondou a

autosamplerem SampleJet.

4.3 Software

Transformace, fdzovani a referencovani naméfenych spekter byly provedeny pomoci
standardniho software TopSpin 3.5 od vyrobce spektrometru (Bruker BioSpin, Rheinstetten,

Germany). Binovani a nasledujici statistickd analyza byla provedena pomoci programu
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MATLAB R2021 (The MathWorks Inc., Natick, USA) a také softwaru MetaboAnalyst 3.0 a
4.0 (Xia Lab, Montreal, Canada). Metabolity byly identifikovany v programu ChenomX NMR
Suite 7.51 a 8.51 (Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canada), srovnanim s databazemi HMDB

[online'"], BMRB [online'"] a s daty v publikacich, uvedenych v seznamu pouZité literatury.

4.4 In vivo experimenty
4.4.1 Stabilita fekalnich vzorku
4.4.1.1 Experimentalni zvirata
Studie byla provadéna na mysich kmene BALB/c. Se zvitaty se zachédzelo podle zdkona o
ochran¢ zvitat proti tyrani (zdkon ¢. 359/2012 Sb.). Mysi byly chovéany v akreditovaném
zvétinci MBU AV CR, v.v.i., Praha v aredlu stavii Akademie véd v Kréi pfi teploté 22 + 2 °C
a rytmu svétlo/tma 12/12 hodin (zacatek svétla 6.00) s volnym piistupem k pitné vode.

4.4.1.2 Odbér a priprava fekalnich vzorku
Studie byla provedena na mysich ve véku 1,5 mésice. Od kazdé mysi (pocet mysi n = 8)
byla sbirdna Cerstva stolice v rozmezi 1 tydne v intervalech ,,Pondéli — Streda — Patek —
Pondéli — celkem 54 vzorktli ve 4 odbérech (u nékterych mysi vice vzorki za jeden odbér) (viz

Tab. 4.1).

Tabulka 4.1 Pocet odebranych vzorkii od mysi pro jednotlivé odbery.

Cislo mysi

Cislo odberi M1 M2 M3 M4 MS Mo M7 M8

o1 3 1 1 1 1 1 1 1
02 3 3 3 1 3 3 1 1
03 1 3 1 1 4 1 1 1
04 1 4 1 1 1 1 1 3

Fosfatovy pufr byl pfipraven rozpusSténim PBS tablet v deuterované vodé a pomoci
kyseliny chlorovodikové byla hodnota pH upravena na 7,2. Déle byl pufr filtrovan ptes 0,2 pm
polypropylenovy filtr (WhatmanTM). Odebrané¢ vzorky stolice byly s pouZzitim vortexu
zhomogenizovany ve fosfatovém pufru v poméru 500 pl pufru na 25 mg vzorku. Vétsi ¢astice

byly rozpustény za pouziti ultrazvukové sonikace. Takto upravené vzorky byly centrifugovany
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pti 14 000 rpm a 4 °C po dobu 10 minut, supernatanty byly pfeneseny do novych zkumavek a
uchovany v mrazéaku pii -80 °C az do NMR analyzy.

4.4.1.3 NMR experimenty

Pred vlastni NMR analyzou byly fekalni extrakty ponechany volné¢ rozmrznout pii
pokojové teploté a poté byly odstfedény pii 14 000 rpm po dobu 30 minut. Supernatanty
(450 pl) byly smichany s 58uM roztokem TSP v deuterované vodé (50 ul) a pieneseny do Smm
NMR kyvet. VSechny NMR experimenty byly naméteny pfi teploté 300 K. Pro kazdy vzorek
bylo provedeno automatické naladéni rezonancniho obvodu a homogenity magnetického pole
a nakalibrovana délka 90° pulzu. CPMG spektra s presaturaci (standardni pulzni sekvence
firmy Bruker cpmgprid) byla sniména s nasledujicimi parametry: pocet skenii NS = 256, pocet
datovych bodi TD = 64k, Sitka spektra SW = 20 ppm, relaxacni prodleva D1 =4 s s presaturaci
signdlu vody, echo 0,3 ms, smycka pro T2 filtr 126. Kratky 2D J-rozliSeny experiment s
presaturaci (pulzni sekvence jresgpprgf, NS = 4, SW = 16 ppm, TD = 16k, pocet inkrementt
NI =40, SW v neptimé dimenzi 78.125 Hz, relaxacni prodleva s presaturaci 2 s) slouzil pro
lepsi identifikaci metaboliti a také jako dodate¢ny zdroj dat pro vicerozmérnou statistickou
analyzu. Signaly voln€ doznivajici indukce (FIDy) byly zvaZeny pomoci umélého rozsiteni
cary (line broadening 0,3 Hz). Spektrim byla automaticky upravena faze a zakladni linie a byla

referencovana na signal TSP (0,00 ppm).

4.4.1.4 Analyza NMR dat

Metabolity byly identifikovany porovnanim CPMG spekter s databdzemi Chenomx NMR
Suite 7.51 a 8.51 (Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canada), HMDB [online"], BMRB [online!V]
a s diive publikovanymi spektralnimi daty. Pfed vlastni multivaria¢ni statistickou analyzou byla
spektra v rozsahu -1,00 — 10,00 ppm rozdé¢lena na pravidelné biny se Sitkou 0,04 ppm. Pro
kvantifikaci v univariacni analyze byly ru¢né¢ vypsany hranice signall odpovidajicich
jednotlivym metabolitim. Ze spekter byly vylouceny oblasti se signaly vody (5,17 — 4,62 ppm)
a TSP (-0,12 — 0,12 ppm).
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4.4.2 Vliv mikrobioty na pribéh akutniho zanétu

4.4.2.1 Experimentalni zvirata

V pokusech byly vyuzity samice inbredniho mysiho kmene BALB/c. Mysi pochazely z
chovu Laboratofe gnotobiologie MBU AV CR v Novém Hradku v Orlickych horach. Mysi byly
chovany v plastovych izolatorech typu Trexler v bezmikrobnich nebo gnotobiologickych
podminkach a byly krmeny sterilnimi peletami a autoklavovanou vodou ad libitum >*.
Konvenéni mysi pochazely z chovu Laboratoie gnotobiologie MBU AV CR v Novém Hradku
a byly chovany v podminkéch srovnatelnych s podminkami bezmikrobnich mysi. Se zvitaty se
zachézelo podle zédkona o ochrané zvifat proti tyrani (zdkon ¢. 359/2012 Sb.). Pro vyvolani
akutniho zanétu byl pouzit 2,5% roztok dextransulfatu sodného v pitné vodé podavany po dobu
1 tyden mySim ve véku 2 mésici. Kromé mysi s chemicky indukovanym zanétem byly za
stejnych experimentalnich podminek chovany kontrolni bezmikrobni a konvenéni mysi. Pro

sledovani zanétu byly zkoumany skupiny mysi uvedené v Tab. 4.2.

Tabulka 4.2 Rozdeleni mysi do experimentalnich skupin pro sledovani zmén vyvolanych zanétem.

Skupina GF-ctrl GF-DSS CV-ctrl CV-DSS
8 (fekalni
Pocet vzorki 8 9 extrakty a moc), 8
7 (sérum)

GF - bezmikrobni mysi, CV - konvencné kolonizované mysi, DSS - mysi se zanétem, ctrl - kontroly

bez zanétu.

Veskeré odbéry vzorkli pro metabolomickou analyzu byly provedeny v Laboratofi
gnotobiologie MBU AV CR v Novém Hradku. Fekalni vzorky byly piipraveny postupem
uvedenym v odstavci 4.4.1.2. Pfimy odbér ranni moci byl proveden v 08.00 rano jemnym
tlakem na bficho. Vzorky byly uchovavany pti -80 °C az do vlastni NMR analyzy. Z plné krve

bylo centrifugaci pfipraveno sérum a uchovavano pii -80 °C az do NMR analyzy.
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4.4.2.2 Priprava vzorkl pired NMR analyzou

Vzorky fekélnich extraktii byly pfipraveny dle protokolu popsaného v pododdilu 4.4.1.3.

Vzorky moci byly ponechany voln€ rozmrznout pii pokojové teploté a poté byly
odstiedény pii 14 000 rpm po dobu 10 minut. Odebrané supernatanty (70 pl) byly smichany
pfimo ve zkumavce s destilovanou vodou (340 pul) a byl k nim ptidan fosfatovy pufr o pH 7,2
(60 ul) ptipraveny v deuterované vode. Vysledny pomér destilované vody k deuterované vodé
v ptipravenych vzorcich byl 9:1. Nasledn¢ byly vzorky pfeneseny do 3 mm NMR kyvet. Vzorky
s objemem supernatantu mensim nez 70 pl byly zfedény destilovanou vodou na pozadovany

objem a pfipraveny stejnym postupem.

Pro vysrazeni proteinti byl ke vzorkiim sér (145 pl) ptidan v poméru 1:2 methanol (290 pl).
Po homogenizaci (30 s) byly vzorky odstfedény pii 14 000 rpm po dobu 30 minut. Odebrané
supernatanty (350 pl) byly vysuSeny v lyofilizatoru a rozpustény v deuterované vodé (180 pl)
s pridavkem fosfatového pufru o pH 7,4 obsahujicim 58uM roztok TSP (20 ul). Vzorky byly
preneseny do 3 mm NMR kyvet. Vzorky piivodné obsahujici méné nez 145 ul byly pfipraveny

s pouzitim chemikalii v odpovidajicich pomérech.

4.4.2.3 NMR experimenty

Vsechny NMR experimenty byly naméteny pfi teplot¢ 300 K. Pro kazdy vzorek bylo
provedeno automatické naladéni rezonancniho obvodu a homogenity magnetického pole a

nakalibrovana délka 90° pulzu.

CPMG experiment s presaturaci (standardni pulzni sekvence firmy Bruker cpmgprid) byla
snimana s nasledujicimi parametry: NS = 256 pro fekalni extrakty a mo¢ a 512 pro sérum,
TD = 64k datovych bodl, SW = 20 ppm, D1 = 4 s, s presaturacnim pulzem centrovanym na
vodni signal, echo 0,3 us, smycka pro T2 filtr 126.

Kratké J-rozliSené experimenty s presaturaci (standardni pulzni sekvence firmy Bruker
jresgpprqf) byly naméieny pro vSechny vzorky s nasledujicimi parametry: NS = 8 pro vzorky
moci a séra a NS = 4 pro vzorky stolice, SW = 16 ppm, TD = 8k, pocet inkrementi NI = 40,
SW v neptimé dimenzi 78.125 Hz, relaxacni prodleva s presaturaci 4 s.

Signaly volné doznivajici indukce (FIDy) byly zvaZeny pomoci umélého rozsiteni ¢ary
(line broadening 0,3 Hz). Spektrim byla automaticky upravena faze a zékladni linie. VSechna
spektra fekalnich extrakti a moci byla referencovana na signal TSP (0,00 ppm). Spektra séra

byla referencovana na signal a-anomerniho protonu glukézy (5,245 ppm).
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4.4.2.4 Analyza NMR dat

Metabolity byly identifikovany porovnanim CPMG spekter s databazemi Chenomx NMR
Suite 7.51 a 8.51 (Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canada), HMDB, BMRB a s dfive
publikovanymi spektralnimi daty. Pied vlastni multivaria¢ni statistickou analyzou byla spektra
v rozsahu -1,00 — 10,00 ppm rozd€lena na pravidelné biny se Sitkou 0,04 ppm. Pro kvantifikaci
v univaria¢ni analyze byly ru¢né€ vypsany hranice binli odpovidajici signalim jednotlivych
metabolitl. Ze vSech spekter byly vylouceny oblasti se signaly TSP a vody. Ze spekter vzorki

moci byl navic vyloucen signdl mocoviny a ze spekter sér byl vylou¢en signal methanolu.

Pro normalizaci vzorkl byla zvolena metoda pravdépodobnostni podilové normalizace
(PQN). Protoze spektra z fekélnich extraktl vykazovala nejen vyrazné kvantitativni a
kvalitativni rozdily mezi konvencénimi a bezmikrobnimi mySmi, jejich spolecnd normalizace by
mohla zkreslit vysledky (nebyl zdaleka splnén predpoklad stejné plochy spekter). Z tohoto
divodu byly CV a GF skupiny normalizovany zvlast, kazdd na primérné spektrum
odpovidajici kontrolni skupiny bez zanétu. Spektra vzorkli moci a séra byla pro zachovéni

stejné¢ho metodologického postupu normalizovany stejnym zpiisobem.

PCA a PLS-DA multivaria¢ni analyzy byly provedeny v online software MetaboAnalyst
3.0 a 4.0 (Xia Lab, Montreal, Canada) >>°¢. Data byla pfedem centrovana odeétenim priiméru a
Pareto Skalovana. Kvalita jednotlivych modeld a volba spravného poétu hlavnich komponent
byla posouzena LOO kiiZovou validaci; testované modely byly hodnoceny pomoci podilu
vysvétleného rozptylu (,.fraction of explained variation) R? a podilu predikovaného rozptylu

(,,fraction of predicted variation*) Q.

Vsechna data méla normalni rozdé€leni, proto pro vyhodnoceni signifikantnich rozdild v

metabolitech byl zvolen Studentiv t-test.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 Promeénlivost slozeni fekalniho metabolomu

Pokud je odbér stolice u mysi provadén paralelné s odbérem moci v metabolickych
klecich, je situace pomérné jednoducha: konstrukce klece zajistuje oddélené jimani moci a
stolice tak, aby nedoslo ke vzajemné kontaminaci. Stafi pelet stolice zaroven odpovida dob¢

odbéru moci, tj. vétsinou 12 nebo 24 hodin.

Situace se méni v ptipad¢, kdy jsou jednotlivé pelety odebirany pfimo z chovné klece;

uspotadani experimentu ne vzdy umozni aktudlni odbér cerstvych vzorki.

Utelem této studie bylo ovéfit, jestli ve skupiné zdravych mysi bez jakéhokoliv
terapeutického zasahu dochdzi v pribéhu 8 dnli u nékterych metaboliti k signifikantnim
zméndm v koncentraci. Dal$im cilem bylo zjistit, nakolik jsou variabilni hladiny metaboliti u

pelet odebranych téze mysi v prubéhu jednoho dne.

Ve spektrech fekalnich extrakti vzorkli, odebranych podle schématu v Tab. 4.1, bylo

identifikovano a kvantifikovano 49 metabolitu.

Nejprve byla vyhodnocena relativni koncentrace signalti metabolitti, které byly porovnany

pomoci parametrického testu ANOVA a vypocteny hodnoty statistické vyznamnosti, pficemz

hranice vyznamnosti byla stanovena jako p< 0,05, resp. p<0,1 (Tab. 5.1).

Tabulka 5.1 Signifikantné zménéné metabolity — mezi jednotlivymi odbéry a souhrnné.

Porovnani odbéru

01-02 01-03 O01-04 02-03 02-04 03-04 5‘}’1‘;}3?;3&

Metabolit

Nicotinat 0277 0,071 0994 0,789 0347 0,087 0,034
3-Hydroxyfenylacetat 0,632 0214 0898 0762 0,167 0031 0,031
Threonin 0,062 0481 0970 0679 0,119 0711 0,046
Lactat 0979 0438 0,067 0555 0,073 0,696 0,040
Taurin 0,999 0,059 0989 0,015 0995 0,016 0,008
Glutamat 0224 0803 0936 0715 0,037 038 0,043
Thymin 0,108 0436 0975 0872 0,021 0175 0,016
Oxokyselina ¢.2 0,015 0,017 0,034 0,998 0,999 0,992 0,010
Cholat 1,000 0,030 1,000 0,010 1,000 0,021 0,006

01-04 — odbéry. Modfe jsou zvyraznény p-hodnoty p <0,1, Cervené p <0,05.
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Z celkového souboru bylo identifikovdno 9 signifikantné se ménicich metabolitd.
Porovnani krajnich odbéri Ol a O4, vzniklych s 8-dennim odstupem, vSak ukazuje na
signifikantni zménu pouze dvou metabolitl, laktat a oxokyselina, které mely hodnotu p<0,1, resp.
p<0,05. Zvysledki je vidét (Tab. 5.1), ze zadny z metaboliti nevykazuje systematicky
signifikantni zmény u vSech ¢i vétSiny odbéra. Na zakladé téchto vysledkd se domnivame, Ze se
jedna o nahodilé zmény, které se vyskytuji v biologickych vzorcich. Tento problém je mozné
eliminovat dostatecnym poctem vzorki ve studii a také velmi peclivym statistickym zpracovanim
a eliminaci odlehlych dat.

Posoudit variabilitu vzorkli odebranych od stejného zvitete ve stejny den bylo mozné jen u
velmi omezeného poctu mysi a jen u nékterych odbérii. Navic pocet vzorkli od stejné mysi byl
maximalné 4 pelety/den, a proto vyhodnoceni mé ponékud omezenou vypoveédni hodnotu. Pro

posouzeni variability byl vyuzit varia¢ni koeficient vypocitany ze vztahu (5.1):
v =s/X (5.1)

kde v je varia¢ni koeficient, s je smérodatna odchylka, x je praimér.

Hranice varia¢niho koeficientu byla stanovena na 0,5, coz odpovida obvyklé vyssi variabilité
u biologickych vzorkt. Takto bylo v celém souboru identifikovano 12 metaboliti s vysSim
variatnim koeficientem (Tab. 5.2). I zde je vSak zjevné, ze u Zadného z nich se nejednalo o
systematicky jev pozorovany u vét§iho poctu odbért. Jedna se tedy také pravdépodobné o nahodilé
zmény, které je mozné eliminovat vhodnym nastavenim biologického experimentu a jeho peclivym

statistickym vyhodnocenim.

Tabulka 5.2 Metabolity s variacnim koeficientem vyssim nez 0,5 u vicenasobného odbéru.

Metanoit Odbér \11 01 MI-02 M2:02 M2-03 M2-04 M3-02 M5-02 M5-03 M6-02 MS-O4
Thymidin 0,054 0392 0,148 0,186 0,134 0504 0072 0,120 0,052 0,106
Uracil 0.146 0153 0151 0,102 0,522 0,174 0,180 0402 0,100 0,360
Galactéza 0276 0234 0083 0,09 0,605 0,09 0051 0129 0079 0,166
Riboza 0409 0,78 0089 0,040 0,700 0,128 0011 0136 0,181 0278
Glucéza 0,621 0329 0,100 0135 049 0115 0151 0,094 028 0,158
Xyléza 0,535 0,69 0179 0,193 0,142 0079 0056 0068 0503 0231
Asparagin 0256 0,154 0538 0,079 0222 0713 0570 0316 0,155 0328
Aspartat 0279 0388 0346 0220 0322 0312 0506 0174 0481 0,602
Succinat 0,777 0,010 0356 0358 0417 0070 0492 0,083 0,611 0,198
Ethanol 0152 0,20 0653 0092 0359 0215 0459 0145 0317 0318
Oxokyselina &2 0230 0222 0545 0419 0727 0143 0323 0225 0750 0478
Propionét 0060  0.684 0196 0040 0438 0,167 0288 0232 0139 0387

M1-M8 — my3i, 01-O4 — odbéry.
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Lze shrnout, Ze skupina metaboliti, které vykazovaly signifikantni zménu béhem jednoho
tydne odbéru vzorkli nebo vysokou variabilitu pii vicendsobném odbéru, byla ve srovnani
s celkovym poétem kvantifikovanych metabolitii nevyznamna. Zadny z téchto vysledkd navic

neukazuje na urcitou systematickou zménu.

Vysledky prokazaly, ze metabolicky profil fekalnich extrakt zdravych mysi je v pribéhu
jednoho tydne pomérné stabilni, stejné¢ tak nebyly pozorovany vyznamné rozdily
v metabolickém sloZeni vzorkli odebranych téze mysi béhem jednoho dne. Variabilita zddného
z identifikovanych a kvantifikovanych metabolitii nebyla natolik vysokd, aby znemoznila jeho

validni analyzu.
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5.2 Vliv mikrobiomu na prabéh zanétu

V ramci této prace byly na mySim modelu IBD sledovany metabolické zmény zplisobené
zanétlivym procesem ve stieve. Pro tuto praci byl zanét u bezmikrobnich (GF) a konvencnich
(CV) mysi vyvolan podanim roztoku DSS. Na vzorcich fekalnich extraktii, moci a séra byl
prostiednictvim zmén ve slozeni biologickych vzorkl sledovan rozdilny prabéh zanétu u GF a

CV mysi z pohledu metabolomiky.

5.2.1 Fekalni extrakty

Pro posouzeni vlivu vyvoje zdnétu na traveni a fyziologickou funkci stfeva byla
analyzovéna stolice ve formé vodnych extraktl. Vizudlni srovnani spekter GF a CV mysi
ukdzalo vyznamné kvalitativni rozdily, coz zasadn¢ komplikovalo vyhodnoceni dat. Ve
spektrech bezmikrobnich mysi byly nalezeny signaly celé fady aminokyselin, které ovSem u
konven¢nich mysi byly pfitomny v koncentracich pod mezi stanovitelnosti. Navic bezmikrobni
mysi vylucovaly ve stolici vice sacharidii nez mysi konvencné kolonizované (Obr. 5.2), proto
byly plochy spekter u GF mysi mnohem vétsi nez u CV mysi. Ovlivnilo to piedev§im volbu
normaliza¢ni metody (viz pododdil 4.4.2.6). Protoze spektra GF a CV mysi jsou normalizovana
na jinou plochu, neni mozné ve spektrech fekalnich extraktli pfimo porovndvat hodnoty
koncentraci mezi GF a CV mySmi, lze pouze kvalitativné ohodnotit pfitomnost ¢i neptitomnost

danych metabolitl ve vzorku.

Nejprve bylo provedeno srovnani pomoci vicerozmérné analyzy PLS-DA (Obr. 5.1). Ta
sice ukédzala vyznamné rozdily mezi CV a GF mySmi, coZ je mozné ocekavat, ale rozdil

zpiisobeny DSS u jednotlivych druhit mysi jiz nebyl tak vyrazné demonstrovan.
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Obrdazek 5.1 PLS-DA model fekalnich extraktii vzorkii CV a GF mysi na DSS a kontrol. Validace
modelu: pocet komponent: 3, presnost: 0,781, R’ =0,743, QZ = 0,384, p-hodnota permutacniho testu
(2000 opakovani) < 0,0005, CV se zanétem — zelena, GF se zanétem — svétlemodrd, CV kontrola —
cervena, GF kontrola — modra.

S T

|
-
e —

m
__L_______._,—A-.u.lJ‘L__%__A_._A_JM_j‘"

T T T T
8 6 4 2 i3

°
2

Obrazek 5.2 Reprezentativni spektra fekalnich extraktii. 1) GF mysi se zanétem, 2) GF kontrolni mysi,
3) CV mysi se zanétem, 4) CV kontrolni mysi. Oblast intenzivniho signalu vody je vyriznuta.
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Vzhledem k tomu, Ze vicerozmérnéd analyza neposkytla takovou kombinaci metaboliti,
ktera by byla rozd¢lila vzorky s ohledem na efekt podani DSS, byla pro jeho vyhodnoceni
pouzita jednorozmérna analyza. Pro tento ucel bylo ve spektru identifikovano 32 metabolitt, a
to nikotinat, formiat, uridin, histidin, tryptofan, fenylalanin, tyrosin, malt6za+sacharo6za,
sacharidy, cholin, asparagin, aspartat, glutamin, sukcinat, glutamat, 5-aminopentanoat, prolin,
acetat, lysin, alanin, laktat, ethanol, glycin, methanol, propionat, isoleucin, valin, leucin,
butyrat, cholat a glykocholat. Typicka spektra a piifazeni jednotlivych signalti ve spektrech jsou
uvedeny na Obr. 5.3 a Obr. 5.4.

Pomoci jednorozmérné analyzy byly vyhodnoceny zmény v relativnich koncentracich
identifikovanych metaboliti a jejich statistickd vyznamnost pomoci Studentova t-testu.

Vysledky jsou shrnuty v Tab. 5.3.
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Obrdazek 5.3 Reprezentativni spektrum fekalnich extraktu s prirazenymi metabolity u konvencnich mysi.
Prirazeni metabolitii k cislum je dano v Tab. 5.6.
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Obrdzek 5.4 Reprezentativni spektrum fekadlnich extraktii s prirazenymi metabolity u bezmikrobnich mysi.
Prirazeni metaboliti k cislum je dano v Tab. 5.6.
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Tabulka 5.3 Rozdily v relativnich koncentracich metabolitii ve fekalnich extraktech.

Metabolit Metabolicka driha CCVVCgff/" | o c:)rff/" |
Maltoza + sachardza Glykolyza a n.d. =52 %%
glukoneogeneze
Sacharidy 1 n.d. -46%**
Sacharidy 2 n.d. -49%*
Acetat -23 n.d.
Propionat SCFA 2 n.d.
Butyrat -2 n.d.
Valin n.k. (550%%%)
Leucin BCAA n.k. (511%%%)
Isoleucin n.d. (424%%%)
Asparagin n.d. (917%%%)
Aspartat n.k. (189%%%)
Glutamin Recyklace dusiku n.d. (121%%%)
Glutamat 93%* (172%%%)
Prolin n.d. 59**
Tryptofan Aromatické n.d. (138***)
Fenylalanin . . 52 (767**%%)
. aminokyseliny
Tyrosin 75 (1274%*%)
Histidin n.k. (1661%**)
Lysin Jiné aminokyseliny n.k. (272%%%)
Alanin 227 (1050%**)
Cholat Metabolismus -58 n.d.
Glykocholat zlu¢ovych kyselin -79%* n.d.
Uridin Metabolismus purinii a n.d. 48
pyrimidint
Nikotinat Metabolismus 6 nd.
nikotinamidu
Sukcinat Krebstiv cyklus -17 n.d.
Cholin 198 89
Laktat 39 169 **
Ethanol 2 -11%
5-Aminopentanoat -46 n.d.

Hodnoty v tabulce vyjadiuji procentudlni zménu koncentrace metaboliti mysi se zanétem vuci
kontrolam. Signifikance je vyjadiena p-hodnotou ze Studentova t-testu (* p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001). Hodnoty uvedené v zavorkach oznacuji metabolity, jejichz koncentrace u kontrolni
skupiny byly blizké limitu detekce (pfipadné byl metabolit detekovan pouze u nekterych vzorki
ve skupin€). GF - bezmikrobni mysi, CV - konven¢né kolonizované mysi, DSS - mysi se zanétem,

ctrl - kontroly bez zanétu, n.d. - metabolit nebyl detekovan, n.k. - metabolit nebyl kvantifikovan

(prekryv signala). SCFA - short-chain fatty acid, BCAA — branched-chain amino acid.
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Absence bakterialni mikroflory vedla ve stolici k vyssi hladin€ riznych jednoduchych
cukri, jejichZ hladiny u CV mysi byly na Girovni $umu, coZ souhlasi s vysledky Swann et al. °’.
Vzhledem k tomu, ze stfevni mikroflora je zodpovédna za traveni sacharidii, a jejich traveni je
u GF mysi poruseno, jsou nestravené sacharidy u téchto mysi vylu¢ovany ve stolici. S vyvojem
zanétu ovSem hladina cukrt klesala. Vzhledem k tomu, Ze béhem zanétu dochazi k poskozovani
sttevni stény, je mozné ubytek cukrii ve stolici u GF mysi v pribéhu zanétu vysvétlit jejich
pifechodem pfes porusenou stievni sténu. V séru GF-DSS mysi v porovnani s GF kontrolni
skupinou byl zjistén nesignifikantni nartist sacharidi, ale v moci byl obsah sacharidli vyrazné

zvysen, coz ukazuje na to, ze jsou cukry velmi rychle eliminovany moc¢i.

SCFA pfedstavuje skupinu latek, které jsou mikrobidlnim produktem transformace
vlakniny, a hraji vyznamnou roli jako napf. zdroj energie pro pro kolonocyty, substrat pro
syntézu cholesterolu a mastnych kyselin v jatrech °, v regulaci pocitu sytosti ® a regulaci
Tieg bunék %, atd. Hudcovic et al. prokazali, Zze podavéani butyrat produkujictho Clostridium
tyrobutyricum brani u mysi akutni kolitidé vyvolané DSS *°. Proto neni piekvapujici, Ze z4dna
skupina GF mysi neméla ve stolici pfitomné SCFA. V pribéhu zanétu u CV mysi nebyl zjistén
signifikantni pokles SCFA %7, coz ukazuje na skute¢nost, Ze pfitomnost zan&tu pravdépodobné
nevedla k vyznamnému naruSeni ¢innosti mikrobiomu, ktery tak miiZze uplatiovat svoji

protektivni funkci.

Laktat je metabolit, ktery je produkovan a spotfebovavan celou fadou stfevnich
mikroorganismu. Za fyziologickych podminek nedochdzi k jeho akumulaci ve stievé, ale jeho
koncentrace naristd pfi vyvoji stfevniho zanstu . Nage data ukazuji vyznamné nizsi
koncentraci laktatu ve stolici u GF kontrolnich mysi, ale u mysi s DSS-indukovanym zanétem
byla hladina vyrazné vyssi, pfiCemz tento nartst byl vyraznéjsi u GF nez u CV mysi. V ptipadé
CV mysi souvisi zvySena koncentrace laktatu se snizenim jeho utilizace ur¢itymi druhy bakterii

v disledku dysbiozy, jak uvadi Belenguer et al. ®

. V ptipadé GF mysi je zdroj laktatu odlisny.
U GF mysi pochézi laktat z endogenniho metabolismu zvifete, jak bylo prokazano Gillis et
al. ®'. V priibéhu rozvoje zanétu pak dochazi v disledku poruseni stfevni stény k jeho vyssimu

uvolnéni do stolice.

Dalsi skupinou metabolitt, kterd byla ovlivnéna pfitomnosti zdnétu, jsou aminokyseliny.
Studie prokézaly, ze n€které aminokyseliny nejsou absorbovany sliznici tlustého stfeva, ale jsou
misto toho intenzivné metabolizovany stievni mikroflérou ®2. U skupiny CV mysi nebyly, ani
po podani DSS zjiStény jejich vyznamné hladiny. Pokud byly detekovany, tak jejich hladiny

byly pod mezi kvantifikace. Jina situace byla u GF mysi, které v kontrolni skupiné vykazovaly
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hladiny aminokyselin na urovni meze detekce, ale po podani DSS doslo k jejich vyraznému
narustu. Jednalo se zejména o rozveétvené aminokyseliny (branched-chain amino acids, BCAA),
aminokyseliny spojené s recyklaci dusiku, ale také o aromatické aminokyseliny, coz je
v souladu s n&kterymi diive publikovanymi ¢lanky %, Pro trveni proteini jsou vyuzivany
enzymy pepsin, trypsin, chymotrypsin a elastaza, které se vylucuji v zaludku a tenkém stievé 4.
Proto se domnivame, ze u CV mysi neni v disledku podani DSS porusena funkce hornich ¢asti
zazivaciho traktu a/nebo funkce mikrobiomu neni zasadn¢ narusena. Souhlasi to s hypotézou
Neis et al. %2 o zvySeni biologické dostupnosti aminokyselin pro hostitele vlivem mikroflory.
V ptipadé GF mysi po podani DSS je ale pravdépodobné traveni bilkovin porusené a vyzaduje
pomérné delsi dobu, a proto se aminokyseliny hromadi ve stolici. Dal§i divodem muze byt
skute¢nost, ze je v disledku vyvoje zanétu porusena funkce steva, kterd vede k horsi resorpci

aminokyselin.

Cholin je dilezitym donorem methylové skupiny a hraje tak velmi vyznamnou roli v celé
radé fyziologickych procest a je klicovy pro zdravi organismu. Je bud’ ziskavan z potravy, nebo
miZe byt produkovan de-novo biosyntézou v organismu ®. U GF kontrolnich mysi byla zjisténa
nizsi hladina cholinu neZ u CV kontrolnich mysi, ale po podani DSS doslo k vyraznému nartistu
mnozstvi cholinu ve stolici, 1 kdyz tento narlst byl statisticky vyznamny jen u GF mysi. To
ukazuje na vyznamnou depleci cholinu z organismu, ktera je zapti¢inéna vyvojem zanétlivého
onemocnéni, coz mize vyznamné ovlivnit celou fadu fyziologickych pocesti v organismu,

nebot se jedna o esencialni slozku potravy .

5.2.2 Mo¢

Pro zjiSt€ni zmén v exkreci metabolitl bylo studovano také slozeni moci a zmény
zpiisobené vyvojem zanétu. Porovnéni dat s vyuzitim vicerozmérné analyzy PLS-DA (Obr. 5.5)

prokazalo rozdily mezi CV a GF mySmi, ale vliv DSS jiZ nebyl tak vyrazn€ demonstrovan.
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Obrazek 5.5 PLS-DA model vzorkii moci CV a GF mysi na DSS a kontrol. Validace modelu: pocet
komponent: 3, presnost: 0,788, R>=0,678, Q2 = 0,453, p-hodnota permutacniho testu (2000
opakovani) < 0,0005, CV se zanétem — zelend, GF se zanétem — svétlemodra, CV kontrola — cervend,
GF kontrola — modra.

Vzhledem ktomu, Ze efekt podani DSS nebylo mozZné pln€ vyhodnotit pomoci
vicerozmémé analyzy, byla pouZita jednorozmérna analyza. V'H NMR spektrech bylo
identifikovano 31 metabolitd, a to 1-methylnikotinamid, trigonelin, nikotinamid N-oxid,
nikotinamid, formiat, N-methyl-4-pyridon-3-karboxamid (4-PY), hippurat, 4-hydroxybenzoat,
3-indoxylsulfat, fenylacetylglycin (PAG), fumarat, kyselina orotova, maltdza, sacharidy,
xyléza, arabin6za, sachardza, kreatinin, kreatin, sarkosin, taurin, methanol, karnitin, 2-
oxoglutarat, trimethylamin, 2-oxoisokaproat, citrat, sukcinat, N-acetyl, neidentifikovana
oxokyselina a 3-methyl-2-oxovalerat. Typicka spektra a pfifazeni jednotlivych signalii ve

spektrech je uvedeno na Obr. 5.6 a Obr. 5.7.

Pomoci jednorozmérné analyzy byly vyhodnoceny zmény v relativnich koncentracich
identifikovanych metabolitl a nasledné€ byla vypoctena jejich statisticka vyznamnost. Vysledky

jsou shrnuty v Tab. 5.4.
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Obrazek 5.6 Reprezentativni spektra moci. 1) GF mysi se zanétem, 2) GF kontrolni mysi, 3) CV mysi
se zanetem, 4) CV kontrolni mysi. Oblast intenzivniho signdlu vody je vyriznuta.
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Tabulka 5.4 Rozdily v relativnich koncentracich metabolitii v moci.

. e v o4, GF-ctrl x GF-DSS x CV-DSS x GF-DSS x
Metabolit Metabolickd draha .y, 1100 CV.DSS [%] CVectrl[%] GF-ctrl [%]
Hippurat . o n.d. n.d. -26 n.d.
3-Indoxylsulfat Mlkmb.lalm n.d. n.d. -37 n.d.
- : metabolismus
Trimethylamin n.d. n.d. -38* n.d.
Sacharidy 49 60%** 52%* 64 %%
Sacharéza Glykolyza a 667 ** (706%***) -23* 274%%*
Maltoza glukoneogeneze 108%* (885%**) - 424%%*
Arabinoza 101%* -18 289 59
Nikotinamid =30 32% -53 % -12
1-Methylnikotinamid Metabolismus 64* 17 128%** 62%*
Nikotinamid N-oxid o . 62%* -78%* 60 -78% %%
- - nikotinamidu
Trigonelin -58% %% =42 % %% =54 % %% -36
4-PY 60%* -55%* 122%%* =37
Citrat 61% 137%** -34 -3
Fumarat Krebsav cyklus 23 54* -32%* -15
2-Oxoglutarat 132* 56%* 10 -26
Kreatin Metabolismus -18 31 48 136**
Kreatinin kreatinu 83%* 667 ** 107%* 87%**
Sarcosin 44%* 160%** -6 T1%**
Metabolismus
Taurin zluCovych kyselin a 35 -47 552%* 158%**
taurinu
Formiat Metabolismus folatu 0 15 -28* -18
Karnitin 38%* 38* 50%* 50*
Kyselina orotova -5 108* -5 108*
N-karbamoyl-p-alanin -21 -54%* 50* -13
2-Oxoisokaproat 25 -6 25% -5
3-Methyl-2-oxovalerat 52% -27% 70%%* -18
4-Hydroxybenzoat -16* -60%** 30* =38
PAG ~43Fw* -34%%* -8 7
Oxokyselina 69* -29* 95k -18

Hodnoty v tabulce vyjadiuji procentudlni zménu koncentrace metaboliti GF a CV mys$i a mysi se

zanétem vucéi kontrolam. Signifikance je vyjadfena p-hodnotou ze Studentova t-testu (* p<0,05,

** p<0,01, *** p<0,001). Hodnoty uvedené v zavorkach oznacuji metabolity, jejichz koncentrace u

kontrolni skupiny byly blizké limitu detekce (pfipadn€ byl metabolit detekovan pouze u nékterych

vzorki ve skupin€). GF - bezmikrobni mys$i, CV - konven¢né kolonizované mys$i, DSS - mysi se

zanétem, ctrl - kontroly bez zanétu, n.d. - metabolit nebyl detekovan. 4-PY - N-methyl-4-pyridon-3-

karboxamid, PAG - fenylacetylglycin.
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Jak jiz bylo zminéno v pododdilu 5.2.1, byly v mo¢i GF mysi se zanétem vyvolanym DSS
signifikantné¢ zvysSené hladiny sacharidii. Sacharidy, které se pies porusenou stfevni sténu

pravdépodobné dostaly ze stolice do krevniho obé&hu, jsou rychle eliminovany moci.

Vyznamnymi metabolity mikrobialniho ptivodu, které bylo mozné detekovat v moci, jsou
hippurat, 3-indoxylsulfat a trimethylamin. Hippurat je produktem mikrobidlniho metabolismu
a také jaterni a ledvinové detoxikace nékterych potravinovych polyfenoli a je obvykle
vyluovan s mo&i . Bakterialni enzymy tryptofanazy piispivaji k produkci indolu z tryptofanu,
ktery poté prochazi biotransformaci v jatrech hostitele a je ve vysledku metabolizovan na 3-
indoxylsulfat. Tyto latky byly detekovany pouze v moci konven¢nich mysi (Tab. 5.4), a
v disledku podavani DSS byly jejich hladiny u CV snizeny, i kdyzZ k signifikantnimu poklesu

doslo jen v ptipad¢ trimethylaminu.

Nikotinamid,  ktery je  formou  vitaminu B3, a je  prekurzorem
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD), ktery hraje kli¢ovou roli v mnoha metabolickych
cestach ¢7. Produkty metabolismu nikotinamidu jsou nikotinamid N-oxid, methylnikotinamid,
trigonelin, N-methyl-2-pyridon-5-karboxamid (2-PY) a N-methyl-4-pyridon-3-karboxamid (4-
PY) (Obr. 5.8) &,

NH
O NH:
o
ﬂm_ =M
nikotinarmid
0. .0 0y NH: 0. NH;
- |-"""‘:-'.*¢. __.-‘
SN [w. =N LN
i = Ng ~zNen,
nikatinat nikotinamid N-oxid methyinikotinamid
0. 0 O M2 0. NH;
L. o NY . L, N
~Z " "CHy T CHy = CH,
trigonelin o
2-PY 4-pY

Obrazek 5.8 Metabolismus nikotinamidu
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Vysledky prokazuji vyznamné ovlivnéni metabolismus nikotinamidu u GF kontrolnich
mysi v porovnani s CV kontrolami. Podani DSS vedlo u CV mysi k signifikatnimu snizeni
nikotinamidu a trigonelinu a vyraznému zvyseni 1-methylnikotinamidu a 4-PY, zatimco u GF
mysi byl signifikantné snizen nikotinamid N-oxid a 4-PY. To velmi dobfe odpovida nizsi

hlading nikotinamidu, ktery Schicho et al. pozorovali u konvenénich mysi po podani DSS .

V moci byly detekovany zmény v hladinach citratu, fumaratu a 2-oxoglutaratu, které jsou
soucasti Krebsova cyklu. Podani DSS se projevilo u CV mysi signifikantnim poklesem pouze

u fumaratu.

Vyznamné zvySend hladina byla pozorovana u kreatininu u GF kontrolnich mysi
v porovnani s CV mySmi, ptic¢emz v diisledku podani DSS doslo ke zvyseni i hladiny kreatinu
u GF mysi. To by mohlo poukazovat na poSkozeni funkce ledvin u GF mysi, resp. na disledek

podani DSS.

V moc¢i CV mysi po podani DSS byly zjistény zvySené hladiny oxokyselin, a to konkrétné
2-oxoisokapronové a 3-metyl-2-oxovalerové, které jsou produkty oxida¢ni deaminace leucinu
a isoleucinu. To ukazuje na zvySeny metabolismus BCAA, coz souhlasi s vysledky Martin et

al., ktefi prokézali zvySenou hladinu téchto metabolitl u déti s IBD ¢°.

5.2.3 Sérum

Pro sledovani stavu organismu bylo také vyuzito sérum. Spektra byla nejprve porovnana
pomoci vicerozmérné analyzy PLS-DA (Obr. 5.9), kterd ukazala jen minimélni rozdily mezi
bezmikrobnimi a konvencnimi mySmi. VIiv podavani DSS se na zéklad¢ této analyzy jevil jako
minimalni.

Pro detekci signifikantnich zmén mezi skupinami byla v dal§Sim kroku provedena
jednorozmérna analyza. V '"H NMR spektrech bylo identifikovano 32 metabolitti, a to formiat,
inosin, hypoxanthin, histamin, tryptofan, fenylalanin, tyrosin, fumarat, uridin, glukéza,
mannoza, threonin, laktat, kreatin, sacharidy, lysin, asparagin, sarkosin, citrat, glutamin,
sukcinat, 3-hydroxybutyrat, pyruvat, valin, aceton, N-acetyl, acetat, alanin, ethanol, 2-
methylglutarat / isobutyrat, isoleucin, leucin. Typicka spektra a pfifazeni jednotlivych signalt

ve spektrech jsou uvedeny na Obr. 5.10 a Obr. 5.11.
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Obrazek 5.9 PLS-DA model vzorkii sera CV a GF mysi na DSS a kontrol. Validace modelu: pocet
komponent: 5, presnost: 0,688, R’ =0,548, Q2 = 0,162, p-hodnota permutacniho testu (2000
opakovani) < 0,0005, CV se zanétem — zelend, GF se zanétem — svétlemodra, CV kontrola — Cervend,
GF kontrola — modra.
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Obrazek 5.10 Reprezentativni spektra séra. 1) GF mysi se zanétem, 2) GF kontrolni mysi, 3) CV mysi

se zanétem, 4) CV kontrolni mysi. Oblast intenzivniho signdlu vody je vyriznuta.
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Zmény v relativnich koncentracich identifikovanych metabolitd a jejich statisticka

vyznamnost vyhodnocend jednorozmérnou analyzou jsou shrnuty v Tab. 5.5.

Tabulka 5.5 Rozdily v relativnich koncentracich metabolitii v séru.

. . 1. , GF-ctrl x GF-DSS x CV-DSS x GF-DSS x
Metabolit Metabolicka draha .y 0\ 00 Cv.DSS [%] CV-ctrl [%] GF-ctrl [%]
Trimethylamin Mlkmb.lalm -62* -13 -34 50%*
metabolismus
Glukoza Glykolyza a -4Q%** -23 -11 13
Sacharidy glukoneogeneze -37%* -12 -16 18
Acetat SCFA -65%** -56%* -32% -14
Valin -20 19 -33* -1
Leucin BCAA -32% 5 -31* 6
Isoleucin -8 56%* -25 27
Tryptofan ., 1 -4 -12 -16**
: Aromatické 3 ,
Fenylalanin . . -21* 37* -17* 44*
: aminokyseliny -
Tyrosin -20 81%** -31* 56%*
Inosin Metabolismus purini a 19 k. oo 057
Uridin e 14* 53 27* 71%
- pyrimidint
Hypoxanthin 109+ -23 88** -31
Glutamin Recyklace dusiku -22% -31%* -5 -16
Citrat 16 20 23% 28*
Sukcinat Krebsiv cyklus 30 136* 15 109*
Pyruvat -16 63* 2 98
Aceton Syntéza a degradace -67 -90 80 -48
3-Hydroxybutyrat ketosloucenin 22 -41 156* 25
Alanin Cahilltv cyklus -26* 43* -33* 31
Laktat Coriho cyklus 61%** 94k -1 20
Formiat Metabolismus folatu 1 183%** -7 161%**
Threonin -18* 46** -18* 46**
Ethanol -7 -81 -2 -79*
Histamin -36%* =70%** -26* -66%**
Neidentifikovany singlet
4.42-443 gpmg 147* -61** 44 -7
Neidentifikovany dublet
1.22-1.24 me 35** -12 20 -22%*

Hodnoty v tabulce vyjadfuji procentualni zménu koncentrace metaboliti GF a CV mysi a mysi se
zanétem vaci kontrolam. Signifikance je vyjadiena p-hodnotou ze Studentova t-testu (* p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001). GF-bezmikrobni mysi, CV-konven¢né¢ kolonizované mysi, DSS-mysi se
zanétem, ctrl-kontroly bez zdnétu. SCFA - short-chain fatty acid, BCAA — branched-chain amino acid.
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Signifikantn€ zménénych metaboliti u GF kontrolnich mysi v porovnani s CV kontrolnimi
mySmi bylo jen nékolik. Vyznamny rozdil byl v hladiné glukozy a dalSich sacharidd, coz
odpovida vysledkiim publikovanym Velagapudi et al. "°. RovnéZ byla sniZena hladina acetatu
a vzrostla hladina laktatu. VSechny tyto zmény ukazuji, Ze nepfitomnost stievni mikroflory

ovliviiuje i troven energetického metabolismu, jak uvadi Velagapudi et al. °,

Z metabolitl, které pfimo souvisi s metabolickou aktivitou mikrobiomu, byla zménéna

hladina trimethylaminu, ktera byla nizs§i u GF mysi nez u CV mysi.

Zanét u CV mysi byl charakterizovan poklesem celé fady aminokyselin, konkrétné BCAA
(signifikantné v ptipad¢ valinu a leucinu; isoleucin byl na hranici signifikance (p-hodnota =
0,068)) a nékterych dalSich aminokyselin, jako je fenylalanin, tyrosin, alanin a threonin.
Obdobny trend nebyl zaznamendn u GF mysi, u nichz doslo k poklesu jen u tryptofanu, ale
ostatni aromatické aminokyseliny fenylalanin a tyrosin naopak signifikantné¢ vzrostly.
Vzhledem k tomu, Ze ve stolici bezmikrobnich mysi se zanétem dochézelo k akumulaci
aminokyselin ve stolici, domnivame se, Ze malabsorbce aminokyselin ze stfeva nebyla pro

vSechny aminokyseliny stejna, a proto byly hladiny nékterych aminokyselin v séru zvyseny.

Na podéani DSS reagovaly konven¢ni mysi zvySenou hladinou inosinu, hypoxanthinu a
uridinu, které jsou vyznamnymi intermedidty v metabolismu purinii a pyrimidinti a jejich
hladina v séru poskytuje informaci o energetickém stavu organismu a hospodafeni s
adenosintrifosfatem (ATP) 7!, Jejich vzestup u CV mysi se zanétem ukazuje na depleci ATP *
a tedy na celkovou malnutrici. To také dobie odpovida nartistu 3-hydroxybutyratu, ktery se fadi
mezi ketolatky a jehoZ hladina stoupa napt. v dob& hladovéni 72, V piipadé GF mysi doslo sice
k nartistu uridinu, ale inosin naopak poklesl a zvySeni 3-hydroxybutyratu nebylo signifikantni.
To ukazuje na odli$ny pribéh zanétu, coz je i v souladu s tim, Ze u GF mysi v disledku zanétu
doslo k vyraznému zvySeni metabolitii citratového cyklu citratu a sukcinatu, a také zvyseni

hladiny pyruvatu, coz by mohlo ukazovat na aktivaci aerobni glykolyzy.

Podani DSS také vyvolalo pokles hladiny histaminu jak u CV, tak u GF, pfi¢emZ GF mysi
vykazovaly niz§i hladinu histaminu nez CV mysi. Histamin je dalezity biogenni amin, ktery
neni jen medidtorem alergické reakce, ale plsobi jako neurotransmiter v mozku .
Signifikantné nizsi hladina u GF mysi potvrzuje, Ze €ast histaminu je bakterialniho pivodu.
Jeho snizeni v disledku podavani DSS a to jak u CV, tak u GF mysi asi souvisi nejen se

sniZzenim jeho bakterialni produkce, ale také zhorSenim jeho transportu.
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Tabulka 5.6 Seznam identifikovanych metabolitii (s prislusnymi chemickymi posuny 'H).

Kod Metabolit Chemicky posun [ppm] Btlglii);%il;;(é

1 1-Methylnikotinamid 9,27 (s), 8,96 (d), 8,90 (d), 4,48 (s) M

2 Trigonelin 9,12 (s), 8,83 (m), 4,44 (s) M

3 Nikotinamid N-oxid 8,74 (t), 8,49 (m) M

4 Nikotinamid 8,95 (dd), 8,72 (dd) M

5 Nikotinat 8,94 (s), 8,61 (d), 8,26 (d) F

6 Formiat 8,47 (s) S,M,F

7 Inosin 8,35 (s), 8,25 (s), 6,10 (d) S

8 Hypoxanthin 8,22 (s), 8,20 (s) S

9 4-PY 7,96 (dd) M

10 | Histamin 7,87 (d), 7,10 (d) S

11 | Uridin 7,87 (d)F, 5,91 (m)S S,F

12| Hippurat 7,84 (dd), 7,64 (m), 7,56 (m), 3,97 (d) M

13 | Histidin 7,81 (d), 7,08 (d) F

14 | 4-Hydroxybenzoat 7,77 (m), 6,99 (m) M

15 | Tryptofan 7,75 (d), 7,55 (d), 7,28 (m) S,F

16 3-Indoxylsulfat 7,71 (d), 7,51 (d), 7,37 (s), 7,28 (dd), 7,21 (dd) M

17 Fenylalanin 7,44 (m), 7,38 (m), 7,34 (d) S,F

18 PAG 7,43 (m), 7,37 (m) M

19 | Tyrosin 7,20 (d) ¥, 6,91 (d) S S,F

20 Fumarat 6,51 (s) S, M

21 Kyselina orotova 6,20 (s) M

22 Maltoza + sachardza 5,44 (m) F

23 Maltoza 5,43 (m), 5,26 (m), 4,66 (m) M

24 | Sacharidy 525m) M, 5,17 (m)F, 5,00 (m) ¥, 3,45-3,90 (m) 3 S,M,F

25 Glukéza 5,25 (d), 4,66 (d), 3,91 (dd), 3,83 (m), 3,78(m), 3,73 S
(m), 3,55 (dd), 3,55 (dd), 3,47 (dd), 3,42 (m), 3,26 (dd)

26 | Mannéza 5,19 (d) S

27 | Arabindza 5,25 (d), 4,53 (d) M

28 | Xyloza 4,59 (d), 5,20 (d) M

29 | Threonin 4,26 (m), 3,60 (d) S

30 | Sachar6za 4,23 (d) M

31 Laktat 4,11 (q), 1,33 (d) S, F

32 | Kreatinin 4,06 (s), 3,05 (s) M

33 | Kreatin 3,93 (s), 3,04 (s) S, M

34 | Ethanol 3,66 (q), 1,19 (t) S, F

35 | valin 3,62 (d), 2,27 (m), 1,05 (d) 5, 0,99 (d) ¥ S,F

36 | Sarkosin 3,60 (s) M, 2,73 (s) S S,M

37 | Taurin 3,43 (1), 3,27 (1) M

38 | Glycine 3,6 (s) F

39 | Methanol 3,37 (s) M, F
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40 | Karnitin 3,23 (s) M
41 | Cholin 3,21 (s) F
42 | Prolin 3,30 (m), 2,35 (m), 2,00 (m) F
43 | Lysin 3,03 (t)5,1,90 (m) F, 1,74 (m), 1,51 (m), 1,44 (m) S,F
44 | 5-Aminopentanoat 3,02 (1), 2,24 (t), 1,63 (m) F
45 | 2-Oxoglutarat 3,01 (t), 2,45 (t) M
46 | Asparagin 2,96 (dd) F, 2,86 (dd) S S,F
47 | Trimethylamin 2,88 (s) M
48 | Aspartat 2,81 (dd), 2,67 (dd) F
49 | Citrat 2,67 (d), 2,55 (d) S,M
50 2-Oxoisokaproat 2,61 (d), 0,94 (d) M
51 Glutamin 2,46 (m), 2,14 (m) S,F
52 Sukcinat 2,41 (s) S, M, F
53 3-Hydroxybutyrat 2,40 (dd), 2,33 (dd), 1,21 (d) S
54 | Pyruvat 2,38 (s) S
55 Glutamat 2,36 (m), 2,14 (m), 2,07 (m) F
56 | Aceton 2,24 (s) S
57 | Propionat 2,19 (q), 1,07 (t) F
58 | Butyrét 2,16 (t), 1,57 (m), 0,90 (t) F
59 | N-acetyl 2,09 (s) S,M
60 | Acetat 1,92 (s) S,F
61 | Alanin 1,49 (d) S,F
62 | Oxokyselina 1,13 (d) M
63 3-Methyl-2-oxovalerat 1,1 (d), 0,90 (t) M
64 Isoleucin 1,02 (d), 0,94 (t) S, F
65 | 2-Methylglutarat / Isobutyrat 1,08 (d) S
66 | Leucin 0,97 (d,d) S,F
67 | Cholat 0,73 (s) F
68 Glycocholat 0,70 (s) F
69 Neidentifikovany metabolit ¢.1 4,42 (s) S
70 Neidentifikovany metabolit ¢.2 1,23 (d) S

Tuéné jsou zvyraznény signaly pouzité ke kvantifikaci. S — sérum, M — mo¢, F — fekalni extrakty, s —
singlet, d — dublet, t — triplet, q — kvartet, m — multiplet,
dd - dublet dubletu, 4-PY - N-methyl-4-pyridon-3-karboxamid, PAG - fenylacetylglycin.
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6 ZAVER

V prvni casti prace byla studovana variabilita metabolitli pfitomnych ve fekalnich
extraktech, a to jak v prabéhu nékolika odbéri béhem jednoho tydne, tak mezi vzorky
odebranymi témuz zvifeti béhem jednoho dne. V ani v jednom ptipadé data neprokézala ptili§
vyznamnou a systematickou variabilitu. Zmény hladin metabolitli jak v prubéhu casu, tak
v ramci jednoho odbéru jsou nahodilé a neukazuji, ze by néktery konkrétni metabolit vykazoval
vyznamnéjsi variabilitu. Vysledky pozorovani usnadiuji experimentalni provedeni odbéru i
naslednou interpretaci naméfenych koncentra¢nich zmén. Na druhou stranu je ovSem ziejma
nutnost velmi obezielého statistického zpracovani dat s piipadnym vyloucenim odlehlych

hodnot.

V dalsi ¢asti prace byl pomoci NMR metabolomiky fekalnich extraktl, séra i moci
sledovan vliv pfitomnosti mikrobiomu na pribéh zédnétu vyvolaného pomoci dextransulfatu
sodného u konvenéné kolonizovanych a bezmikrobnich mysi. Data ukazuji, Ze pritomnost
mikrobiomu, i kdyZ ovlivnéného vyvojem zanétu, hraje vyznamnou roli. Zejména vysledky
analyzy fekalnich extrakt ukazuji, Ze pribéh zanétu z hlediska metabolomického se v ptipadé
pfitomnosti a nepfitomnosti stfevni mikrobioty vyznamné li§i. Je evidentni, Ze doSlo k
signifikantnimu ovlivnéni traveni sacharidii a proteind, coz ukazuje na vaznou malnutrici u
bezmikrobnich zvitat. Vylu€ovani cukrt moci u bezmikrobnich mysi se zanétem takeé jeste vice

prispiva k podvyzivé zvifat a celkovému rozvratu organismu.

Je zifejmé, ze z metabolického hlediska hraje mikrobiom v prubéhu stievniho zanétu velmi
pozitivni roli a je schopen do jisté miry jeho negativni vliv na vyzivu organismu eliminovat.
Ziskana data budou dale korelovana s analyzou stfevni mikrobioty a jeji zmény b&hem
zanétlivého procesu. Prace tak nejen prokazala vyznam NMR metabolomiky pro poskytnuti
celkového obrazu o stavu organismu, ale také ptispé€la k rozsifeni znalosti o zasadnim vyznamu

mikrobiomu pro priibéh onemocnéni.
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ZKRATKY
1D
2D
2-PY
4-PY
ANOVA
ATP
AUC
BCAA
BMRB
CD
ChEBI
CHESS
COSY
CPMG
Cv
CV-ctrl
DSS
EDTA
FID
FTIR
GC
GF
GF-ctrl
GIT
HMDB
HPLC
HSQC
IBD
IC
KEGG

jednorozmérmny

dvourozmérny

N1-methyl-2-pyridon-5-karboxamid
N1-methyl-4-pyridon-3-karboxamid

analyza rozptylu (analysis of variance)

adenosintrifosfat

plocha pod kiivkou (area under curve)

vétvena aminokyselina (branched-chain amino acid)
Biological Magnetic Resonance Data Bank

Kronova choroba (Crohn's disease)

Chemical Enteties of Biological Interest

chemical shift selective

correlation spectroscopy

Carr-Purcell-Meiboom-Gill

konvencné chované mysi (conventionally raised mice)
konvenc¢ni kontrolni skupina (conventional control group)
dextransulfat sodny

kyselina ethylediamintetraoctova

pokles volné indukce (free induction decay)

infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci
plynova chromatografie

bezmikrobni mysi

bezmikrobni kontrolni skupina (germ-free control group)
gastrointestinalni trakt

human metabolome database

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie

heteronuclear single-quantum correlation spectroscopy
zanétlivé onemocnéni sttev (inflammatory bowel disease)
nedeterminovand kolitida (indeterminate colitis)

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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LOOCV
MS
MUP
NAD
NCBI
NI

NK
NMR
NOESY
NS
PAG
PCA

PLS-DA

PQN

SCFA
SW

TD
TNBS
TOCSY
TSP-d4
ucC
UPLC
VIP
WATERGATE
WET

leave-one-out cross-validation

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
hlavni moCovy protein (major urinary protein)
nikotinamidadenindinukleotid

National Center for Biotechnology Information
pocet inkrementil (number of increments)
natural killer

nuklearni magneticka rezonance

nuclear Overhauser effect spectroscopy

pocet scant

fenylacetylglycin

analyza hlavnich komponent (principle component analysis)

diskriminaéni analyza ¢astecnych nejmensich ¢tvercii (partial least-squares
discriminant analysis)

pravdépodobnostni podilovatova normalizace (probabilistic quotient
normalization)

mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short-chain fatty acids)
Sitka spektra

pocet datovych bod

kyselina 2,4,6-trinitrobenzensulfonova

total correlation spectroscopy

kyselina 3-(trimethylsilyl)-2,2,3,3-tetradeuteriopropionova
ulcerozni kolitida (ulcerative colitis)

ultra G¢inna kapalinova chromatografie

variable importance in projection

WATER suppression by GrAdient-Tailored Excitation

water suppression enhanced through T, effects
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