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Abstrakt

Béhem starnuti dochézi ptirozené k biologickym zménam, v jejichz disledku dochazi ke
snizeni funk¢ni kapacity organismu, coz je doprovdzeno i zvySenym rizikem zanétlivych
procesu, které se podileji na rozvoji neurodegenerativnich onemocnéni. Stievni mikrobiota
ajeji interakce se stfevem a centralnim nervovym systémem hraje klicovou roli v udrzeni
funkei biologickych homeostatickych systému ve vyssim veéku. To otevird moznost ovlivnéni,
popiipad¢ modifikace lidské mikrobioty pro terapeutické ucely. Na zaklad¢ analyzy vzorkl
stolice pomoci HPLC MS/MS studie potvrdila vliv vybranych probiotik na upravu
metabolickych drah a spravné fungovani mikrobioty per se. Nejvétsi vliv byl zaznamenén na
tyrozinovy metabolismus, tryptofanovy metabolismus, metabolismus kyseliny arachidonové
a metabolismus biosyntézy Zlucovych kyselin. U vybranych probiotickych bakterii byl nalezen
pozitivni vliv na pamét'ové slozky kognitivnich funkeci. Signifikantni zlepSeni bylo pozorovano
u verbalniho uceni a verbalni paméti, u jedincli s mirnou kognitivni poruchou doslo ke
zpomaleni progrese kognitivniho deficitu. Signifikantni zlepSeni bylo pozorovano
i u exekutivnich funkci. Tyto nalezy nebyly nésledovany subjektivnim pocitem zlepSeni zdravi,

pam¢ti Ci zazivani.

Kli¢ova slova: mikrobiota, starnuti, neurodegenerace, probiotika, kognitivni funkce,
metabolomika



Abstract

Aging is associated with natural biological changes, which result in a decrease in the functional
capacity of the body, which is also accompanied by an increased incidence of inflammatory
processes that contribute to the development of neurodegeneration. The intestinal microbiota
and its interaction with the intestine and the central nervous system play a key role in
maintaining the function of biological homeostatic systems at an older age. This opens the
possibility of influencing or modifying human microbiota for the development of therapeutic
strategies. Based on the analysis of stool samples by HPLC MS / MS, the study confirmed the
effect of selected probiotics on the modification of metabolic pathways and the proper
functioning of the microbiota per se. The greatest effects were observed on tyrosine
metabolism, tryptophan metabolism, arachidonic acid metabolism and bile acid biosynthesis
metabolism. A positive effect of selected probiotic bacteria was found in the memory
component of cognitive functions. Significant improvements were observed in verbal learning
and verbal memory. In subjects with mild cognitive impairment, the progression of cognitive
deficit has been slowed. Significant improvement was also observed for executive functions.
These findings were not followed by a subjective feeling of improved health, memory,

or digestion.
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1 Uvod

Starnuti populace je globalnim tématem nabyvajicim na diilezitosti. Postihuje nejen oblast
zdravotnictvi, ale i oblast spoleCenskou a ekonomickou. Starnuti je vysoce komplexni d¢j, béhem
kterého nastavaji fyziologické zmény na bunécné i celostni urovni. Proces starnuti je doprovazen
snizenim funkéni kapacity organismu a vyssi nachylnosti k onemocnénim. Bylo zformulovéno
mnoho teorii o podstaté starnuti. Rozd¢€luji se dvou smért: teorie stochastické popisujici starnuti
jako hromadéni posSkozeni, pfedevSim vlivem vnéjSich jevil, a teorie programové vnimajici
starnuti jako d¢€j zalozeny na genetickych a vyvojovych faktorech (Harman 1994, Yin and Chen

2005, Kirkwood and Austad 2000).

Diky védeckému pokroku bylo popsdno mnoho molekularnich drah a genetickych
mechanismu souvisejicich se stdrnutim. Velmi zkoumanym a diskutovanym tématem je fenomén
senescence. Senescence neboli biologické starnuti je postupné zhorSeni funk¢nich charakteristik
jedince. Projevuje se na bunééné trovni, tedy bunécna senescence, i na trovni celého organismu.
Tato prace se zabyva predev§im starnutim a naslednou remodelaci imunitniho systému, tedy

imunosenescenci (Coppé et al. 2008, Serrano et al. 1997, Nikolich-Zugich 2018).

Proces starnuti a rozvoj se starnutim spjatych onemocnéni je mozné ovlivnit mnoha
zpusoby, jednim znich je Uprava stfevni mikrobioty. Stfevni mikrobiota je soubor
mikroorganismu, ktery obsahuje zastupce bakterii, Archea, viri a Protozoa sidlicich ve stieve.
Zachovani zdravi jak fyzického, tak dusevniho, zavisi na funkci biologickych homeostatickych
systém, nervové, imunitni a endokrinni ¢innosti. Klicovu roli v tomto procesu hraje interakce
téchto systémill se stfevni mikrobiotou. Stfevni mikrobiom lze alterovat pomoci probiotik.
Probiotika jsou zivé organismy, které maji pfiznivy vliv na zdravi jedince pii podani
v adekvatnim mnozstvi, pfi¢emZ pro probiotika ovliviiujici CNS a psychiku se zavadi termin
psychobiotika. Ta jsou rodinou probiotik s pozitivnim pifinosem pro duSevni zdravi jedince

(Belizario et al., 2015; Dinan et al., 2013).

Mikroorganismy obsazené v psychobiotikach komunikuji s mozkem prostiednictvim
oboustranného komunika¢niho kanalu nazyvaného osa mikrobiota-stfevo-mozek. Komunikace je
zajiSténa nervovymi, imunitnimi, endokrinnimi a metabolickymi drahami. Osa mikrobiota-
sttevo-mozek hraje podle recentnich studii vyznamnou roli vrozvoji neurodegenerativnich
chorob. Zmény stfevni mikrobioty vyskytujici se v pokroc¢ilém veéku souvisi s alteraci stievni

sliznice a vyS$$i permeabilitou stfeva. Dochézi k poklesu diverzity, kterd je hlavnim adaptacnim




mechanismem pii vykyvech slozeni zpisobenych napi. zménou diety nebo 1écbou. Dysbidza
prispiva k systémovému zanétu a zvySuje pravdépodobnost jeho vzniku u seniort (Pilonis,

Raboch, and Kream 2018, Cattaneo et al. 2017).

Nové poznatky poukazuji na krucidlni roli stievni mikrobioty, jakozto faktoru zajistujici

zdravé starnuti. Pfedstavuji tak vhodny cil preventivnich nebo terapeutickych zéasaht.




1 Starnuti
Starnuti je velkym celospolecenskym problémem ovliviiujicim nejen medicinské, ale

i socialni a ekonomické odvétvi. Jednd se progresivni, ireverzibilni ztratu vitality zptisobenou
akumulaci zmén v bunikach a tkdnich doprovazenou vys$si nachylnosti k riiznym chorobam.
Samo o sob¢ ale neni definovéno jako choroba. Starnuti je pfirozeny proces, pii kterém hraji
roli vyvojové a genetické vady, vlivy prostiedi a choroby. Mira akumulace téchto zmén se
napfi¢ jednotlivci lisi a tim vznikaji rozdily v rozvoji se starnutim souvisejicich chorob a véku
umrti (Harman, 1994). Existuje mnoho teorii popisujicich pfiiny starnuti. PomysIné je
muzeme rozdé€lit do dvou kategorii. Stochastické teorie, které kladou velky diraz na hromadéni
poskozeni, vzestup entropie, napiiklad vlivem volnych radikal. Dale programové teorie, které
nahlizeji na stdrnuti jako na aktivni d¢j fizeny geny (Harman, 1994, 2001; Kirkwood and

Austad, 2000; Yin and Chen, 2005). Pravdépodobné je ale starnuti d¢j multifaktorialni

ovlivnény obéma zminénymi piistupy.
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Obrazek ¢.1. Charakteristické znaky starnuti. Prevzato a upraveno z (Lopez-Otin et al., 2013).
Mezi spolecné znaky starnuti patri bunécna senescence, tedy fyziologicky proces, pri kterém
dochazi ktrvalé zastave proliferace, blize popsané v kapitole ¢.2. Zkracovani telomer,
mitochondrialni dysfunkce, zhrouceni proteostdzy, nestabilita genomu souvisejici s klesajici
ucinnosti opravnych mechanismu, epigenetické zmeny, deregulace prijmu potravy a zmény
v rychlosti metabolismu. Ddle také vycerpani kmenovych bunék, které v konecném diisledku
vede i ke sniZené funkcnosti imunitniho systému, ¢i zmény v mezibunécné komunikaci,
napriklad zmeénou hladiny urcitych hormonii.




1.1 Biochemické mechanismy starnuti
1.1.1 Volné radikaly, oxida¢ni stres a mitochondrialni dysfunkce

Teorie starnuti na zdklad¢ pusobeni volnych radikdli byla navrzena roku 1954.
Ptredpoklada, ze volné radikaly maji vyznamny vliv na endogenni metabolické reakce. Reakce
volnych radikall pohanéji proces starnuti a jsou zodpovédné za postupné zhorSovani
schopnosti biologickych systému opravovat ndhodné zmény. V roce 1972 byla teorie rozsifena
o predpoklad, ze vétSina reakci produkujicich volné radikdly probiha v mitochondriich
s rostouci tendenci jejich produkce ve vyssim véku (Harman, 1992).

Volny radikal je vysoce reaktivni ¢astice, kterd ma ve valenc¢ni sféfe neparovy elektron.
Tyto Castice se prirozen¢ vyskytuji v lidském téle a ucastni se mnoha signdlnich drah
fyziologickych, ale i patologickych stavli. Maji kritickou roli v buné¢né odpovédi na mitogenni
rustové faktory a ve stresovych reakcich, jako je tepelny Sok nebo infekce (Finkel and
Holbrook, 2000). Jejich hlavnim producentem je elektrontransportni fetézec v mitochondriich,
vznikaji zde jako vedlej$i produkty metabolismu. Nejcastéji se jednd o kyslikové radikaly
aradikaly od né&j odvozené, jako naptiklad radikdly hydroxylové. Nejvice jsou pisobenim
radikal poskozeny pravé samotné mitochondrie. Pokud dochdzi v organismu k jejich
nadmérné produkci nebo nedostatenému odbourdvéni, jinymi slovy snizuje-li se adaptivni
homeostaza, dochazi k dysfunkci enzymt, bunécnych organel a membran, oxidaci a nasledné
destrukci mnohych makromolekul cytoplazmy. Mezi dalS§i biomolekuly, které byvaji
poskozeny, patii lipidy. Peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin v membranach vede
k jejich naruseni. Peroxidy lipidl se ¢asto shlukuji s dal§imi biomolekulami a tvofi lipofuscin,
pigment, ktery se ve zvySené mife vyskytuje predev§im u starSich osob v buiikdch s malou
mitotickou aktivitou. V neposledni fade dochéazi k poSkozeni nukleovych kyselin. Oxida¢ni
poskozeni miize vést ke zlomim v fetézci DNA, tvorbé tzv. cross-links, hydroxylaci bazi nebo
poskozeni esterové vazby, coZ nasledné vede k mutacim nebo dokonce karcinogennimu bujeni.
U proteinii dochazi k oxidaci thiold, karbonylaci NH2 funk¢nich skupin, hydroxylaci nebo
nitrosylaci aromatickych aminokyselin. Oxidac¢ni poSkozeni proteinti je komorbiditou chorob
jako Alzheimerova demence nebo Parkinsonova choroba (Harman, 2001; De Zwart et al.,
1999)Antioxida¢ni enzymy napt. superoxiddismutazy (SOD), glutathion-S-transferazy,
glutathionperoxidazy a dalsi eliminuji Skodlivé u€inky volnych radikal. Dalsi obranou jsou
endogenni antioxidanty jako bilirubin, glutathion nebo askorbat, u poslednich dvou zminénych
dochazi ve stafi ke znacnému ubytku (Halliwell, 2006). Stejné¢ tak aktivita SOD s vySSim
vékem klesa. Tyto latky jsou schopné pfednostné reagovat s volnymi radikdly a zabranit tak

potencialné Skodlivym reakcim.




Muze tedy dojit k vychyleni z rovnovahy mezi tvorbou a odbourdvanim reaktivnich
forem kysliku (ROS) a vyssimu oxida¢nimu poskozeni véetné degenerativnich zmén tkani (De
Zwart et al., 1999). Bylo provedeno né¢kolik experimentl, které potvrzuji vyssi doziti za
pomoci antioxidacnich enzymi ¢i antioxidantli (Kryscio et al., 2017; Yang and Hekimi, 2010).
Existuji ale 1 vyzkumy, které radikdlovou teorii a vyznamnou roli antioxidacnich systému pfii
procesu starnuti nepodporuji (Huang et al., 2000; Pérez et al., 2009).

Mitochondrie jsou strukturou velmi nachylnou na poskozeni ve vysSim véku.
Je prokazéno, ze svékem dochazi kjejich ubytku, klesa funkéni kapacita aerobniho
metabolismu a Castéji se vyskytuji chyby pii replikaci mitochondrialni DNA (mtDNA) (Bratic
and Larsson, 2013). Diky experimentim na mySich s geneticky upravenou mtDNA
polymerazou, ktera cilen¢ Castéji chybovala, bylo zjist€no, ze zvysSena chybovost koreluje

s rychlejSim starnutim (Finkel and Holbrook, 2000).

1.1.2 Hromadéni mutaci v DNA

Hromadéni mutaci v DNA a funk¢énost reparacniho systému tvoti dalsi z teorii procesu
starnuti, poprvé byla formulovana Peterem Medawarem roku 1952 (Medawar, 1952). Vyskyt
a frekvence mutaci je ovlivnéna vnéjSimi zasahy, ale i endogennim poskozenim DNA, jako
jsou reaktivni karbonyly, spontanni hydrolyza purinovych bazi, methyla¢ni ¢inidla nebo
reaktivni formy kysliku (ROS). Ve stafi dochazi k jejich zvySené kumulaci (Harman, 2001).

Vliv spravného fungovani reparacnich enzymil na starnuti dokazuji vrozené syndromy
ptedcasného starnuti, progerie. Weinertiv syndrom, progerie dospélych, je zplisobem mutaci
v genu WRN, ktery ovlivituje produkty genti zapojenych do reparacnich procesi (Chen et al.,
2003).
v jaderné DNA, roste s vékem exponencialné. Poskozeni DNA ma vliv 1 na regulaci genové
exprese véetné exprese genll pro enzymy opravujici DNA (Ou and Schumacher, 2018).

Vzacné dochazi k dvoufetézcovym zlomiim, ty v téle aktivuji odpovéd na poskozeni
DNA (DDR), pfi které muze vyjimecn€ dojit k eliminaci kmenovych bunék. S v€kem se
hromadi chyby i v epigenetickych informacich, je naruSena indukce exprese genll a sniZena

reakce téla na stresové podnéty (Ou and Schumacher, 2018).




1.1.3 Délka telomer a bunécna senescence

Telomery jsou koncové oblasti chromozomi, které jsou u ¢lovéka tvotfeny repeticemi
hexanukleotidovych specifickych sekvenci 5'-TTAGGG-3'. Telomery jsou asociovany
s proteiny, které je chrani pred piisobenim degradac¢nich a reparacnich enzymu. Tyto struktury
jsou zcela nezbytné pfi replikaci, bunééném déleni a rekombinaci. Pii bunééném déleni dochazi
ke zkracovani telomer zdivodu neschopnosti DNA-polymerazy piipojovat nukleotidy
k 5" konci molekuly DNA. Pfi kazdém bunécném déleni tak dochazi ke ztraté¢ 50-200 part
bazi, az po dosazeni minimalni délky. Nasledn¢ dojde k jejich zaniku ¢i dysfunkcei a v buiice je
aktivovana draha p53, ktera mize mimo jiné vést k apoptoze Ci replikativni senescenci (blize
popsana ve druhé kapitole), tento proces je cCasto podminén starnutim. Kompenzacni
mechanismus zkracovani telomer zajistuje telomerdza, kterd je schopna prodluzovat
telomerickou DNA pted replikaci a kterd je aktivni pfedevSim v bunikdach s vysokou
proliferacni aktivitou. Omezeni bunétné proliferace se nazyva Hayflickv limit. Podle
Hayflickovych experimentt se nékolik typti bunék muze de€lit 40-60x, nez dojde k jejich zaniku
(Hayflick, 1965; Hayflick and Moorhead, 1961). Diky experimentu na bunééné kultute
fibroblasti byl objasnén vztah mezi bunéénym starnutim a celkovym starnutim organismu.
Fibroblasty byly v ¢asovém rozmezi né€kolikrat odebrany mlad$im darcim ve veéku 17-64,
star§Sim ve véku 73-99 a 12-20 tydnd starym embryim. Studie nenalezla vyznamnou korelaci
mezi proliferacnim potencidlem bunéénych linii a vékem darce. Srovnani bunéénych linii od
stejnych darcti v riznych casovych intervalech taktéz neodhalilo Zadné vyznamné trendy mezi
proliferacnim potencidlem a pfibyvajicim v€kem. Replikativni Zivotnost fibroblasti v kultuie
tedy nesouvisi s vékem darce. Rozdil v proliferani aktivit¢ byl zaznamenan pouze mezi
fetalnimi a postnatalnimi bunikami (Cristofalo et al., 1998). SniZzenou buné€nou proliferaci ale
vykazuji bunky jedinci postizenych syndromy pied¢asného starnuti. Studie naznacila, ze
existuje synergicky vztah mezi dysfunkci telomer a produkci progerinu, ktery je produkovan
ulidi trpicich syndromem piedcasného starnuti. V nizkych hladindch je ale detekovéan

1 v bunikach a tkanich zdravych jedincti (Cao et al., 2011).

1.1.4 UdrZovani proteostazy
S pfibyvajicim  vékem dochazi k Castecnému selhdni udrzovdni proteostazy
a k nerovnovaze syntézy a degradace proteinti. To vede k akumulaci poskozenych, neaktivnich
a agregovanych proteini uvniti buniky, coz mize vést ke smrti bun¢k (Santra et al., 2019).
Zhrouceni proteostazy muze mit vice divodi, jednim z nich je hromadéni volnych radikali

v disledku poskozeni mitochondrii. DalS§im z divodi miiZze byt neschopnost chaperont
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pomahat ve sbaleni novych proteint, protoze jsou vytizeny v disledku hromadéni mnoha
nefunk¢nich proteini. Poskozeny mohou byt 1 samotné chaperony. K jejich poskozeni dochazi
napiiklad procesem glykace, ktera hraje roli i v progerii ¢i diabetu mellitu. Patologicka reakce
proteint s glukézou vede ke tvorbé konec¢nych produkti pokrocilé glykace (AGEs), které se
mimo jiné vyskytuji pii Alzheimerové demenci (AD). AGEs také podporuji zanétlivé reakce
vazbou na povrchové receptory makrofagi a nasledné produkci cytokind. Tim umociiuji
chronicky zanét a podporuje zanétlivou teorii starnuti (Ulrich and Cerami, 2001). Snizena je
i funk¢nost autofagie, jejiz spojitost se starnutim byla prokézana pomoci genetické inhibice
autofagie. Ta indukovala degenerativni zmény savéich bunék totozné se zménami, ke kterym
dochazi s vy$sim vékem. V lyzozomech dochazi k hromadéni rezidudlniho materialu, naptiklad
lipofuscinu, coz snizuje jejich €innost. Pozitivni i€inek na funk¢énost autofagie u modelovych
organismit prokazuje kalorickd restrikce, aktivace sirtuinu 1, inhibice rustového faktoru
insulinu, farmakologicka stimulace, ¢i genetické manipulace (Kowald and Kirkwood, 1996;

Rubinsztein et al., 2011).

1.2 Psychické a socialni aspekty starnuti

Mimo biochemické zmény doprovazi proces starnuti zmény psychické a socialni. Mezi
hlavni zmény patii zjednoduSovani struktury osobnosti. K velkym zménam dochazi v oblasti
kognitivnich funkci, jsou ovlivnény procesy poznavaci a nastdvaji zmény ve zrakové
a sluchové percepci. Lidé byvaji s pfibyvajicim vékem méné prizpisobivi a miize dojit
k projevu sloZek osobnosti, které jedinec zamérné potlatoval. Dochdzi ke zvySené emocni
labilité, kterd Casto prameni z pocitu osaméni. Nezfidka dochazi k upindni se na minulost,
sniZzeni potieby navazani novych vztaht a celkovy odklon od vnéjsiho svéta (Pedersen, 1993).
Klesa kognitivni plasticita, nejvice postizeno byva vnimani, pozornost, pamét, predstavy
a mysleni. Se stafim se poji 1 zvySena tzkostnost a deprese. Tyto stavy byvaji asto zplsobeny
neschopnosti pfijmout a smifit se s procesem starnuti ¢i pocity osamélosti. K psychické pohodé
nepfispiva ani zména socidlniho statutu, tedy odchod do dichodu. Je néarocnéjsi najit si

kazdodenni aktivity a mohou se objevovat pocity neprospésnosti az zbytecnosti.

1.3 Zmény kognitivnich funkeci
I zdravé starnuti je asociovano s narusenim pameéti. Pokles paméti souvisejici s vékem
postihuje piedev§im deklarativni slozky paméti, ale nikoli nedeklarativni slozky dlouhodobé

paméti, jako jsou napiiklad automatické mentalni procesy, které jsou zakladem mnoha
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motorickych a kognitivnich funkci jako cteni, nebo informace spojené semocnim
podmiinovanim (Brickman and Stern, 2009). Deklarativni pamét’ je délena na sémantickou
a epizodickou, patrnéj§i zmény lze pozorovat u paméti epizodické (Ronnlund et al., 2005).
Epizodickd pamét je sloZzkou paméti uchovavajici informace o probéhlych udalostech,
v experimentalnich podminkach se testuje naptiklad pomoci ptfedvedeni a nasledného vybaveni
gest (TEGEST) (Bartos, 2018). Mnoho longitudinalnich studii naznacuje, ze primérny nastup
poklesu epizodické paméti je 60 let (Ronnlund et al., 2005). StarSi lidé mivaji tendenci
zapominat na kontext kazdodennich zkuSenosti, to se projevuje naptiklad vypravénim stejného
pfibéhu nekolikrat t€¢ samé osobé. Sémantickd pamét byva postizena vyrazné pozdéji,
v pokrocilém véku rostou potize s vybavenim jednotlivych slov. Bylo navrzeno nékolik teorii
vysvétlujicich ubytek paméti ve vysSim véku, jednou z nich je zpomaleni percepcni rychlosti
(Salthouse, 1996). Ne¢které¢ teorie opisuji zmény ve smyslovém vniméani (Baltes and
Lindenberger, 1997) ¢i pokles ucinnosti inhibi¢nich procest, které jsou krucidlni pro efektivni
fungovani paméti a pozornosti (Hasher and Zacks, 1988). Dalsi teorie pfipisuje vyznam snizené

kapacité pracovni paméti a pozornosti (Light et al., 2000).

1.4 Zmény gastrointestinalniho traktu

Stari je doprovazeno zménami gastrointestindlniho traktu (GIT) na mnoha urovnich.
Dochézi ke zménam v dutiné ustni, Zaludku, stiev€. SniZzend je 1 imunitni obrana, zvySeny
naopak vyskyt zanétu, tyto a dalSi faktory vedou k castéjSimu vyskytu onemocnéni GITu.
Zmé&nami prochazi 1 entericky nervovy systém. Dochazi ke sniZzeni poctu neuront
myenterického plexu, ktery spolu se submukéznim plexem tvoii vySe zminovany entericky
nervovy systém, jehoz funkci je ovladani gastrointestinalnich pohybl vcetné uvoliovani
svéraci (Soenen et al., 2016).

Zmény tykajici se dutiny Ustni vedou zejména k Gpraveé diety. U seniorl se vyskytuji
problémy s kousdnim, mimo jiné v dasledku ztraty zubl vlivem senilni osteopordzy a sniZzené
pé€e o chrup. Tyto zmény mohou byt kompenzovany zubni ndhradou. S niz8§i schopnosti
kousani se vaze vyhybani se tuz§im potravindm a nedostatku pfijimani pfedev§im bilkovinné
slozky potravy. Urcitou ¢ast starnouci populace postihuje xerostomie, tedy sucho v ustech,
vlivem dehydratace, pfidruzené infekce nebo jiné 1écby, napt. ozéfeni, dysfunkce slinnych zlaz,
uzivani farmak zplsobujicich xerostomii (Soenen et al., 2016). VSe uvedené muzZe v disledku
vést ke snizeni vnimani chuti. Mimo nedostatku vldkniny byl ve vzorcich seniorl
s nedostatecnou produkci slin zaznamendm nedostatek Zeleza, vapniku, zinku, drasliku

a vitaminu B6. Vysledky naznacuji moZnou souvislost xerostomie s geriatrickou podvyzivou
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(Rhodus and Brown, 1990). Poruchy polykéni mohou byt zptsobeny piidruzenymi chorobami,
jako je AD, Parkinsonova choroba (PD), cévni mozkové piihody, roztrousena sklerdza, svalové
dystrofie a dalsi (Soenen et al., 2016).

Zalude¢ni Cinnost je postizena snizenou produkci Zaludenich kyselin. Ty tvofi
dualezitou soucast neimunologické ochrany proti patogentim, s jejich poklesem se zvysuje riziko
gastritid. Zpomaleni gastrického vyprazdiovani zptisobuje déle trvajici pocit sytosti a snizeny
ptijem potravy (O’Connor and O’Morain, 2014; Soenen et al., 2015).

Ve stievé dochazi ke snizeni absorpéni schopnosti, kterd je zpiisobena atrofii sliznice
a klkti. V kombinaci se zménou v mikrobidlnim slozeni mize dojit k deficitu mikronutrienta,
jmenovité zeleza, vitaminu K, vitaminu B6, folatu a vapniku, coz muze vést k prohloubeni
osteoporozy. Klesa i hladina vitaminu D. Snizena citlivost receptorti rekta, snizena motilita
a redukce neuronti myenterického plexu vedou k CastéjSimu vyskytu zacpy (Soenen et al.,
2016).

Zmény v GIT, spolu se snizenym vnimanim chuti a viné potravin, zvySenym piijmem
lé¢iv, neurologickymi postizenimi, depresi, osamélosti, snizenou schopnosti samostatného
nakupovani a vareni, zhorSenou Urovni hygieny, vedou k rozvoji proteinové a energetické
malnutrice a dehydratace, v n€kterych piipadech i1 hypovitamindzy (Soenen et al., 2016; Young

and Greenwood, 2001).

2 Role mikrobioty v senescenci
Senescence je definovdna jako postupné zhorSovani funkénich charakteristik zivych

organismu, piipadné zvySeni umrtnosti a sniZzeni plodnosti s vékem. Senescence je fyziologicky
proces projevujici se na dvou trovnich. Na bunécné urovni, tedy bunécna senescence, a na

urovni celého organismu vcetné imunitniho systému, tedy imunosenescence (Lopez-Otin et al.,

2013).

2.1 Bunécna senescence
Bunééna senescence je definovana jako stabilni zastava proliferace pomoci zastaveni
bunééného cyklu (Lacey and Mistrik, 2020). Tento fyziologicky stav byva zptsoben zpravidla
stresovym podnétem, kritickym zkracenim telomer, pisobenim reaktivnich forem kysliku
(ROS) nebo zanétem. Na rozdil od bunky v klidovém stavu, proliferace senescentni bunky je
zastavena ireverzibilng a projevuji se u ni morfologické zméeny a reorganizace DNA (Serrano et

al., 1997). Diky témto zméndm a celkovym zméndm chromatinu a exprese genii ma bunka
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specificky fenotyp, sekre¢ni fenotyp asociovany se senescenci (SAPS), tim se 1i§i od ostatnich
neproliferujicich bunék (Coppé et al., 2008).
Senescence muze byt aktivovana vice drahami, nejlépe popsané jsou drdha proteinti

p53-p21 a draha proteind pl6™K4

-pRB. V¢tsSina z téchto faktorli jsou tumorsupresory,
senescence tedy s velkou pravdépodobnosti hraje roli v ochrané¢ proti nadoriim (Baker and
Petersen, 2018; Brooks and Gu, 2011). Stav zptisobujici zastavu bunécného cyklu zkracenim
telomer na kritickou délku se nazyva replikativni senescence (Harley et al., 1990). Ruzné
stresové faktory mohou vést k senescenci jesté pied vycCerpanim Hayflickova limitu. Jednim
z téchto faktorti je kritické posSkozeni DNA (Nakamura et al., 2008), dalSim je napiiklad
pusobeni abnormalnich mitogennich signali nebo onkogeny indukovana senescence
(Blagosklonny, 2003).Tato kategorie je nazyvana stresem indukovana pfed¢asna senescence
(de Magalhaes and Passos, 2018).

Na zkraceni telomer télo reaguje jako na poSkozeni DNA a dochdzi k aktivaci DDR.
Pomoci signalnich kaskad, zahrnujicich kindzy ATM a ATR, je inaktivovana fosfatdza Cdc25A
a vznikéd nadbytek fosforylované, tedy inaktivni Cdk2. V tomto stavu nedochazi k fosforylaci
proteinu Cdc45, jehoz funkci je iniciace replikace (Molinari et al., 2000). Udrzeni bun¢k
v neaktivni f4zi cyklu reguluji proteiny p53, tedy transkripéni faktory, které aktivuji produkci
p21, ty =zabranuji fosforylaci retinoblastomovému proteinu (pRB) jakozto krucidlniho
regulatoru bunééného cyklu (Bartek and Lukas, 2001; Lin et al., 2001). Druhd zvyse
zminénych cest, tedy pies protein pl6™K* také zpisobuje zastavu bunééného cyklu pomoci
fosforylace pRB (Beausejour, 2003). Zastava bunééného cyklu mize vést bud k opravé
poskozeni a navratu do cyklu, k apoptoze, nebo praveé k senescenci (Acosta et al., 2008).
Bunécna senescence je antiproliferanim mechanismem zabranujici proliferaci poSkozenych
bunék. Samotné senescentni buniky maji vliv i na své okoli (Coppé et al., 2008; Krtolica et al.,
2001). Produkuji faktory jako napfiklad prozanétlivé cytokiny a chemokiny, coZz vede
k prozanétlivé imunitni reakci (Coppé et al., 2008). Senescentni buitky mohou byt pomoci této
imunitni reakce odstranény, coz je princip suprese a regrese nadorii nebo regenerace pomoci
bunécné senescence (Braig et al., 2005; Chen et al., 2005).

Hromadéni senescentnich bun¢k naopak ve vétSiné piipadt vede ke starnuti a vzniku
nadorového bujeni (Parrinello et al., 2005). Ve stafi pfirozené piibyva senescentnich bungk,
pravdépodobné z diivodi vyssiho vyskytu poskozeni DNA a niz$i funkEnosti imunitniho

systému, tedy imunosenescence (McHugh and Gil, 2018; Nikolich-Zugich, 2018).
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2.2 Imunosenescence

Bunécna senescence ma spolu s dalsimi faktory dopad na celkovou remodelaci
imunitniho systému, imunosenescenci. To ma dopad na vyS$i nachylnost k infekénim
a nadorovym onemocnénim, snizenou odpovéd’ na vakcinaci a rozvoj chronickych onemocnéni
(Nikolich-Zugich, 2018). Imunosenescence se tyka jak vrozené, tak adaptivni slozky
imunitniho systému. Dochazi ke starnuti T-lymfocytli a ostatnich slozek ucastnicich se
krvetvorby z diivodil starnuti primarnim lymfoidnich organti. Snizena tvorba naivnich T bun¢k
a jejich dysfunkce zptsobend involuci thymu vede ke snizené proliferaci a snizené hladiné
interleukinu 2 (IL-2). Dal$im nasledkem je niz$i centralni tolerance. Rovnovaha mezi Th17
a Treg je posunuta ve prospéch Th17 a prozanétlivému nastaveni organismu. Naopak pocet
efektorovych a pamétovych T lymfocyti se zvySuje (Thomas et al., 2020). B-lymfocyty mohou
produkovat dysfunkéni protilatky a snizend interakce mezi T a B lymfocyty mtze vést k nizsi
protilatkové odpovédi na antigenni podnét. Klesa pocet jejich prekurzort v disledku zmén
kostni dfen¢. ZvySend produkce IgM vede k posunu tvorby protildtek k antigenim télu
vlastnim. Dal§i zmény spojené se starnutim byly zaznamenany u antigen prezentujicich bunék.
Snizuje se pocet makrofagi i jejich funkénost vcetné exprese toll-like receptori a schopnosti
prezentovat antigen. Rovnovéha je posunuta ve prospéch M2 makrofagli. Dendritické bunky
maji snizenou schopnost migrace, fagocytodzy a produkuji vyssi pocet prozanétlivych cytokind.
Ubyva nevyzralych NK bunék oproti vyzralym. Neutrofily maji snizenou schopnost chemotaxe
a fagocytozy (Nikolich-Zugich, 2018) (Bischof et al., 2019). Epigenetické zmény byly

zaznamenany 1 u hematopoetické linie bun&k (Agarwal and Busse, 2010).

2.3 Zmény lidské mikrobioty ve stari

Lidsky mikrobidlni profil je po pfiblizné tfetim roce Zivota velmi stabilni (vyloucime-li
vnéjsi zasahy jako 1écbu farmaky, pfedevSim antibiotiky, vyraznou zménu jidelnicku, nebo
horecku). Az dvé tfetiny vSech mikroorganismi ve stfevé jsou stabilni od osidleni po cely Zivot
jedince. Ve staii dochéazi ke snizeni rychlosti prichodu potravy zazivacim traktem, omezené
schopnosti Zvykat a nasledné zméné diety a zvySenému piijmu farmak. Kombinaci vnéjSich
faktort a fyziologickych zmén dochazi i ke zménam ve sttevnim mikrobiotickém profilu (Faith
et al., 2013; Odamaki et al., 2016).

V roce 2007 byl spustén projekt ELDERMERT, ktery zkoumal vztah mezi mikrobiotou
a zdravotnim stavem lidi nad 65 let. Jednim z nejpodstatnéjSich nalezl této studie bylo, ze

sloZeni stfevni mikrobioty je ve star$i populaci vysoce diverzifikované. Mikrobiota odpovida
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predevsim prostfedi, ve kterém se senioii nachazi. Vyrazné se liSilo jeji slozeni u seniort
zijicich na ambulantnich klinikdch, v domovech seniorii ¢i ve svych domacnostech.
V domovech seniort a na klinikéch pfijimali seniofi mén¢ vlakniny a jejich mikrobidlni sloZeni
bylo méné rozmanité. Podle vyzkumu seniofi Zijici ve svych domovech v urcitych komunitach
m¢eli stravu na vlakniny bohatsi, vice mastnych kyselin s kratkym fet¢zcem (SCFA) a nizsi
hodnoty zanétlivych markerti. Dalsi vysvétleni markantniho rozdilu je, Ze v domovech seniorii
nebo na klinikdch jsou seniofi casto v celkové horSim zdravotnim stavu, mnohdy
doprovazeném ptidruzenymi chorobami. Byla provedena série pokusi zabyvajici se vlivem
upravené diety v domovech seniort. Po pfijeti nového klienta doslo k velké zmén¢ slozeni a po
rocnim pobytu se jeho slozeni stfevni mikrobioty velmi podobalo ostatnim klientim. Pokus
tedy potvrzuje, Ze ke zménam mikrobioty dochdzi predevsim diky zméné diety (Claesson et al.,
2012).

Obdobné studie provedené na dobrovolnicich z riznych zemi potvrzuji vyrazné rozdily
slozeni mikrobioty s pfibyvajicim vékem. Byly nalezeny znacné geografické rozdily dané

rozdilnym sloZenim diety (Mueller et al., 2006).

2.4 Strevni mikrobiom a jeho role v imunosenescenci

Lidsky mikrobiom se podili na vyvoji jedince a ma vliv na funkei a regulaci imunitniho
systému po cely Zivot. Imunitni systém s mikrobiomem uzce interaguje. Starnuti mikrobiomu,
stejné¢ tak jako starnuti imunitniho systému, koreluje s vysSi ndchylnosti k infekénim
onemocnénim a sniZzenou odpovédi na patogeny. Nové studie ukazuji, Ze dysbidza stfevniho
mikrobiomu uzce souvisi s celkovym zdravim, systémovym zanétem a imunosenescenci.
Vyrazny pokles rozmanitosti sttevniho mikrobiomu zna¢né ovlivituje funk¢nosti imunitniho
systému. Udrzovanim funk¢nosti a rozmanitosti sttevniho mikrobiomu a regenerace stievni
tkan¢ by mohlo dojit ke snizeni mikrobidlni extravazace a sniZeni zan¢tu (Belkaid and Hand,
2014; Hooper and Macpherson, 2010; Nikolich—Zugich, 2018).

Starnutim zptsobena dysbidza je charakteristickd snizenym vyskytem Clostridiales
a Bifidobakterii a mnaopak zvySenym vyskytem Proteobakterii a patobionti jako
Enterobacteriaceae (Jeffery, Lynch, and O’Toole 2016, Xu, Zhu, and Qiu 2019).
Na animélnich modelech byl prokazany vliv sttevniho mikrobiomu na starnuti, celkové zdravi
adélku zivota. Na modelovém organismu Drosophila melanogaster bylo prokdzano, ze
dysbidza sttevni mikrobioty je tizce spojena s dysfunkci stfevni bariéry. Zmény mikrobioty se
dokonce objevuji diive a mohou piedpovidat ptichdzejici zhorSeni funkce stievni bariéry.

Dysfunkce stievni bariéry vedla u Drosophily melagaster k nadmérné aktivaci imunitniho
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systétmu a nasledné smrti organismu. Vysledky naznacuji moznost piedpovidat rychlost
poklesu zdravi diky zméndm v mikrobidlnim profilu (Clark et al., 2015). V jiném expementu Li
a kol. prokazali, Ze inhibice JAK/Stat signalizace u Drosophily melagaster zabranuje
metaplazii souvisejici s vékem, mikrobialni dysbioze a prodluzuje zivotnost organismu.
Vysledky naznacuji moznou cestu, jak souvisi chronicky zanét ve stafi se zménami stfeva
a sttevni mikrobioty (Li et al., 2016). Dalsi diikkazy dopadu stfevni mikrobioty na modifikaci
procesu starnuti byly prokazany u modelového organismu Nothobranchius furzeri. Kolonizace
stfeva jedince vysSiho véku mikrobiomem mladych darcii vedla k prospésné systémové zméné
a prodlouzeni délky zivota (Smith et al., 2017). Obdobn¢ vysledky pfinesla i studie na mysich.
Transplantace fekalni mikrobioty zdravych mysi zlepSila zdravi a doziti u mySiho modelu
progerie (Barcena et al., 2019). Pfi kolonizaci bezmikrobnich mys$i mikrobiomem star$i mysi
doslo k rozvoji zanétu ve stfevé a uniku mikrobidlnich metaboliti do ob&hu, coz vedlo
k systémovému zanétu a zvySené aktivaci imunitniho systému, zejména T lymfocyti. Studie
naznacuje, ze stfevni mikrobiota starych mysi pfispiva po prenosu na mladé bezmikrobni mysi
k celkovému zvySeni zanétu (Fransen et al., 2017). Alterace mikrobioty a fekalni transplantace
ptinaseji velkou nadéji v 1é€bé mnoha chorob. Pro zajisténi zdravého starnuti a vyssiho doziti

je vsak nutné 1épe charakterizovat zdravy mikrobiom, aby byla 1écba bezpec¢na a ti¢inna.
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Obr.c.2. Viiv starnuti mikrobiomu na imunosenescenci. Prevzato a upraveno z (Bosco and
Noti, 2021). Na obrazku je graficky zndzornén hypoteticky model viivu strevni mikrobioty na
imunosenescenci. Zmeny na urovni stievni tkané podnécuji zanétlivou reakci, ktera zpétné vede
k dalsim zménam stievni mikrobioty a vytvari pomysiny kruh vzdajemnych interakci. Chronicka
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stimulace imunitniho systéemu vede ke zvysenému riziku rozvoje zanétlivych procesii, tento stav
byva oznacovan jako nizky stupen zanétu. Spolu s pozmeénenym slozenim mikrobioty souvisi
izména jejich produktu, tedy strevniho metabolomu. Tyto podnéty prispivaji
k imunosenescenci. Ta spolu se snizenou imunitni repopulaci z ditvodu involuce thymu vede ke
zvySenému riziku infekce (Bosco and Noti, 2021).

2.5 Mikrobiota a jeji role v rozvoji neurodegeneratich chorob

Mezi stfevy a mozkem probihd bohatd oboustrannd komunikace pomoci osy stfevo-
mikrobiota-mozek. Jednou z chorob, ve které pravdépodobné hraje roli i stfevni dysbioza, je
Alzheimerova choroba (AD). ZvysSend propustnost stievni bariéry zplisobuje tnik metabolitd
véetné lipopolysacharidi a amyloidii do krevniho ftecisté. Nékteré z metabolith moduluji
signdlni drahy a spoustéji produkci prozanétlivych cytokinii, ¢imZz mohou piispét k patogenezi
AD. U pacient s AD bylo identifikovéano specifické slozeni mikrobialniho profilu se zvySenou
hladinou prozanétlivych druhti jako jsou Bacteriodetes a Tenericutes a naopak sniZzenou
hladinou protizanétlivych druhl Firmicutes, Bifidobacterium, Verrucomicrobia a Akkermansia
(Jiang et al. 2017, Harach et al. 2017, Dinan and Cryan 2017). Spojeni se stievni dysbiozou
prostfednictvim produkce chybné sbaleného a-synukleinu bylo nalezeno i u Parkinsonovy
choroby. Tuto hypotézu podporuje i fakt, Ze gastrointestindlni potize, zejména zacpa, Casto
predchazi rozvoji motorickych dysfunkci u Parkinsonovy choroby. Mikrobialni profil je opét
posunut smérem k prozanétlivému stavu (Scheperjans et al., 2015). Rovnéz deprese je
doprovazena zménou mikrobidlniho profilu s vyraznym ubytkem laktobacili (Dinan and

Cryan, 2017).

2.6 Role zanétu ve vztahu k mikrobioté

S vys$§im vékem dochazi k naruseni rovnovahy mezi pro- a protizdnétlivym stavem
organismu. To vede z takzvanému chronicky prozanétlivému stavu, takzvany inflammaging.
Prozanétlivy stav mlzZe byt zpiisoben vys$Sim vyskytem infekci, mensi fyzickou aktivitou,
zménou stravy, psychickou nepohodou, nedostatkem kvalitniho spanku, a prave stievni
dysbidzou. U starSich osob je Casto zvySend hladina prozanétlivych faktori interleukinu 6
(IL-6), faktoru nadorové nekrozy o (TNFa) a C-reaktivniho proteinu (CRP) (Chambers and
Akbar, 2020). Chronicky prozanétlivy stav podporuje vznik metabolického syndromu,
kardiovaskularnich onemocnéni a neurodegenerativnich onemocnéni (Goldberg and Dixit,

2015).
Podle dostupnych studii souvisi rozmanitéj$i slozeni stfevni mikrobioty s lepSim

zdravotnim stavem a také sniz§i zanctlivosti a menSim zhorSenim kognitivnich funkci
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(Franceschi et al., 2006). Prozanétlivé prostiedi, tedy projev imunosenescence, muze spustit
postupny rozpad mikrobioty. Starnouci mikrobiota obsahuje vétsi pocet patobiontli, pokud
dojde k zanétu stfeva, mohou se tyto organismy rozsifit a dale podporovat prozanétlivy stav.
U laboratornich mysi krmenych dietou bohatou na nasycené zivocisné tuky byl tento nartist
patobiontli experimentalné¢ prokazan (Devkota et al., 2012). Pozitivni vliv stravy bohaté na
vlakniny a s nizkym obsahem tuku ukazuje studie Cuervo a kol. ZvySeny pfijem vladkniny
u seniord vedl k vyssi produkci SCFA, které omezuji zanétlivost (Cuervo et al., 2013). Otazkou
stale zGstava, jestli jsou zmény mikrobiomu dusledkem fyziologickych zmén tkdni b&hem

starnuti, nebo jestli naopak stfevni dysbidza spousti ¢i podporuje starnuti organismu.

3 Moznosti ovlivnéni starnouci mikrobioty
Stfevni mikrobiom je udrzovan mnoha mechanismy. Pomoci vnitinich specifickych faktora

(miRNAs) a nespecifickych faktorti (IgA, mukus, antimikrobidlni peptidy), které podporuji ¢i
inhibuji rast konkrétnich bakterii. Mezi vnéjsi faktory ovliviiyjici slozeni stfevni mikrobioty
patii zivotni styl, potravinova intervence, farmaka ¢i terapeuticky vyuzivana fekalni
transplantace. Fekalni transplantace je ptenos stolice od vhodného déarce vyuzivany napiiklad
v 1é€bé na antibiotika resistentni recidivujici enterokolitidy zplsobené Clostridiem difficile
(Hasan and Yang, 2019).

Strevni mikrobiom je posledni dobou stile slibngjSim terapeutickym cilem v 1é€bé mnoha
poruch. At uZ se jedna o onemocnéni gastrointestinalniho traktu, metabolické poruchy nebo
neurologickd a psychiatrickd onemocnéni (Cryan and Dinan 2012, Duboc et al. 2013). Existuje
mnoho zplsobi, jakymi lze ovlivnit sloZeni stfevni mikrobioty, a to jak negativng, tak
pozitivné. Konkrétni zmény mikrobioty lze dokonce piifadit k jednotlivym patologickym
staviim (The integrative HPM, 2014). U&innou moznost alterace stievni mikrobioty predstavuji
probiotika, prebiotika, pfipadn¢ synbiotika a psychobiotika, na které bude zamétfena dalsi
kapitola.

Podle studie publikované v asopise mSphere koreluje specifické slozeni mikrobidlniho
profilu s takzvanym zdravym starnutim. Studie byla provedena na 1000 dobrovolnicich z Ciny
ve vékovych kategoriich od 3 do vice nez 100 let, vSichni dobrovolnici spliiovali kritéria
zdravého jedince bez rodinné anamnézy vaznych onemocnéni. Zdravi seniofi méli velmi
podobné slozeni mikrobioty jako mladsi dobrovolnici (Bian et al., 2017). Podle vyzkumu
publikovaného v ¢asopise Nature Metabolism je stfevni mikrobiom spojeny se zdravym nebo

nezdravym starnutim odliSny. Podle dat sesbiranych na vice nez 9 000 dobrovolnicich je

vewr
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Klesa mnozstvi zdkladnich bakteridlnich rod napt. Bacteroides. Ackoliv bylo slozeni zna¢né
individualni, metabolické funkce mikrobiomu dobrovolnika se zdravym starnutim vykazovaly
spole¢né rysy. V krevni plazmé téchto dobrovolnikii byla nalezena zvysend hladina indolu
odvozeného od tryptofanu, u n¢hoz byl pozorovan pozitivni efekt na délku zivota v mysSim
modelu. Dalsi metabolit, ktery se vyskytoval ve zvySeném mnozstvi, byl fenylacetylglutamin.
Tato zjisténi by mohla pomoci predpovédét doziti pacienti nebo napovédét, jakym smérem je
vhodné klinicky upravovat stfevni mikrobiom. Pokud by se podafilo prokazat piimou
souvislost, bylo mozné omladit mikrobiom star§ich jedinct a podpofit tak jejich vitalitu. Stale
ale neni jasné, co je pfi¢ina a co nasledek. Tedy jestli zdrava mikrobiota ptedurcuje zdravé

starnuti, nebo naopak (Wilmanski et al., 2021).

3.1 Dieta

Kvalita stravovani mnohdy s v€kem znaéné klesd, a to z mnoha divodii. Dochézi ke
zméndm v dutiné Gstni a prechodu na lépe kousatelné potraviny. Starsi lidé Casto ztraceji
schopnost vnimat chut’, nebo nejsou schopni si vafit, ¢asto prechazeji na takzvanou bilou
stravu, ktera je snadno zvykatelna, jako je bilé pecivo ¢i brambory. Podle vyzkumu maji lidé,
jejichz dieta se skladd z potravin bohatych na vlédkninu, vétSi rozmanitost stfevnich bakterii
aobecné lepSi zdravi. Pravé vlaknina je casto u starSich lidi pfijimand v nedostatecném
mnoZzstvi. Nejlepsi stravou pro stfevni mikrobiom je stfedomoiskd strava bohatd na ovoce,
zeleninu, celozrnné vyrobky, luSténiny a zdravé tuky. Naopak strava zédpadniho stylu bohatd na
cervené maso, smazené potraviny, mlécné vyrobky s vysokym obsahem tuku, brambory
aslazené napoje zvysSuje riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni, depresi a osteopordzy
(Claesson et al., 2012; Kim et al., 2018).
Nastaveni diety je spojeno 1 s vysSim rizikem onemocnéni. Nizky pifijem vldkniny negativné
ovlivilyje riist bakterii produkujicich mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), ty pfestavuji
vyZzivu pro stfevni epitelialni buiiky a indukuji vznik regulacnich T bunék, které chrani stfevo
pfed lokalnim zanétem. Regulaéni T builky maji zasadni roli v fizeni stfevniho zanétu pomoci
exprese transkripniho faktoru Foxp3 (Smith et al., 2013). Podle nedavnych studii bylo
potvrzeno, Ze niz8i piijem vldkniny koreluje s vétSim vyskytem travicich a metabolickych
poruch (Marchesi et al.,, 2016). Naopak pii piijmu potravy s vysokym obsahem vlakniny,
nizkym obsahem sacharidi, nasycenych mastnych kyselin, karagenani a sulfiti byla
zaznamenana zvySena mikrobidlni diverzita a snizena hladina fekalniho kalprotektinu, ktery je

hojné vyuzivanym markerem pro akutni a chronické zanéty stfev (Sabino et al., 2017).
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3.2 Fyzicka aktivita

Starnuti doprovazi snizena fyzicka zdatnost a omezena mobilita, cozZ ma negativni vliv
na stfevni mikrobiotu. Cvieni prokazateln¢ zvySuje rozmanitost stfevniho mikrobiomu
je aktivace osy hypothalamus-hypofyza-nadledviny (HPA) fyzickym stresem (Codella et al.,
2018). Ve studii Clarka a kol. vykazovali elitni sportovci vétsi rozmanitost mikrobiomu, oproti
kontrolni skupiné méli signifikantné vyss$i hladinu Faecalibacterium prausnitzii, kterd je
povazovana za hlavniho producenta butyratu ve stievé a Akkermansia muciniphila, ktera
negativné koreluje s obezitou a metabolickymi poruchami. Dale méli sportovci nizsi hladinu
zanétlivych a vyssi hladinu protizanétlivych cytokina (Clarke et al., 2014). Obdobné vysledky
pfinesla studie zaméfena na ucinek aerobniho cviceni na slozeni mikrobioty
postmenopauzalnich zen (Liu et al.,, 2014). Diskutabilnim tématem je intenzita cviceni,
dlouhodobé namahavé cviceni mize ovlivnit propustnost stfev a vyvolat prijem (Peters et al.,
2001). Podle vyzkumu provedeného na starSich dobrovolnicich bylo zjisténo, Ze jedinci, kteti
pravidelné cvi¢i, maji vétsi mnozstvi prospésnych bakterii produkujicich vitaminy a SCFA jako
napiiklad butyrat, propionat a acetat. Predpoklada se, ze zmény v mikrobidlnim profilu
zprostiedkované fyzickou aktivitu by mohly ovlivnit vyvoj a progresi Alzheimerovy demence

alteraci osy sval-stfevo-mozek (Schlegel et al., 2019).

3.3 Farmaka

Stari doprovazi také zvySeny piijem léCiv, ktery znacné€ interaguje se slozenim stfevni
mikrobioty. Vedle chemoterapeutik a dalSich se nejvice hovoii o antibiotické 1é¢be. Antibiotika
nici jak patologicke, tak symbiotické bakterie. Antibiotickd 1écba byva spojovana i s rozvojem
infekce Clostridium difficile. Naopak maji antibiotika pozitivni vliv maji na 1é€bu syndromu
drazdivého tracniku (Menees et al., 2012). Studie provadéné na mysich prokazaly negativni
vliv antibiotik nejen na druhovou rozmanitost stfevni mikrobioty, ale i metabolismus Zlu¢ovych
kyselin a serotoninu v tlustém stievé. Mysi 1é€ené antibiotiky mély také zhorSenou stievni
motilitu (Ge et al., 2017). Mnoho druh@i antibiotik zpisobuje negativni zmény mikrobidlniho
profilu trvajici né&kolik let. Klindamycin, pouzZivany na lécbu infekci zplsobenych
grampozitivnimi a anaerobnimi bakteriemi, vyvoladva zmény trvajici az 2 roky (Jernberg et al.,
2007). V ptipad¢ 1écby infekce zpusobené Helicobakter pylori antibiotiky klarithromycin

a metronidazol trvalo u nékterych pacientti obnoveni mikrobioty Ctyfi roky (Jakobsson et al.,
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2010). Dopad na slozeni lidské stfevni mikrobioty maji i antibiotika pouzivana v zeméd¢lstvi

pii chovu hospodaiskych zvitat (Blaser, 2016).

4 Probiotické vlivy

MozZnost piimé alterace stfevni mikrobioty ptedstavuji probiotika. Jsou to Zzivé
mikroorganismy, které maji v adekvatnim mnozstvi ptiznivy vliv na zdravi. Prokazané piiznivé
probiotické ucinky maji bakterie mlééného kvasSeni Lactobacillus a Bifidobacterium, ale
i n¢které kmeny Escheirchia coli a nékteré druhy kvasinek (Dinleyici et al., 2015; Spinler et
al., 2014). Prebiotika jsou latky, které maji ptiznivy vliv na rast a aktivitu stfevni mikrobioty.
Mnohdy se pouziva jejich kombinace, synbiotika. V poslednich letech se rozliSuje také pojem
psychobiotika, rodina probiotik, kterd podavana ve vhodnych davkach ma pozitivni ucinek na
duSevni zdravi (Dinan et al., 2013). Fermentaci prebiotik vznikaji SCFA jako acetat, propionat
a butyrat. SCFA podporuji rGst a integritu stfevniho epitelu, ptes krevni feciSt¢ mayji
1 systémové ucinky, napft. indukci vzniku regula¢nich T bunék (Smith et al., 2013). Probiotika
mohou vykazovat prospé$ny efekt pravé ovlivnénim imunitniho systému, posilenim stievni
bariéry, modulaci metabolické odpovédi nebo plisobenim na neuroendokrinni systém (Shrnuto
v (Quigley, 2019)). Pocet studii provedenych na seniorech je limitovany a nelze pfedpokladat,
ze probiotika budou mit stejny efekt jako na mladsi jedince. Seniofi tvoii znacné specifickou
skupinu s rozli¢nymi komorbiditami.

Mnohé¢ studie provedené na animalnich modelech potvrdily pozitivni vliv probiotik na
kognitivni funkce. Cilem studie E. Akbari a jeho tymu bylo potvrdit tuto tezi na pacientech
trpicich AD. Randomizovana, dvojité zaslepend, kontrolovana studie zkoumala efekt probiotik
na kognitivni a metabolické funkce 60 pacientii s AD. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin,
30 pacienti patiicich do kontrolni skupiny dostdvalo mléény napoj, 30 probioticky népoj.
Probioticky napoj obsahoval bakteridlni kmeny Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Bifidobacterium bifidum a Lactobacillus fermentum po dobu 12 tydnl. Dobrovolnici uZivali
200 ml napoje dennég. Jejich kognitivni funkce byly méfeny pomoci kratkého testu kognitivnich
funkci (MMSE) pted nasazenim lécby a po jejim ukonceni. Déle byly méteny vybrané markery
v krevnich vzorcich. Skupinu dobrovolnikt tvofili lidé ve véku 60-95 let s diagnostikovanou
AD. Podle vstupnich kritérii nesméli trpét metabolickymi poruchami, chronickymi infekcemi
nebo dal§imi klinicky relevantnimi chorobami. Déale nesméli uZivat probiotické suplementy ani
napoje ¢i jiné potraviny obsahujici vybrané bakterialni kmeny po dobu Sesti tydnti pied
zahdjenim ucasti na studii. U skupiny wuzivajici probiotika doslo po 12 tydnech

k signifikantnimu zlepSeni kognitivnich funkci (+27.90 % =+ 8.07) ve srovnani s kontrolni
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skupinou (—5.03% + 3.00). Z biochemickych markerti byla signifikantné sniZzend koncentrace
malondialdehydu (MDA), C-reaktivniho proteinu s vysokou citlivosti (hs-CRP), zvySena
koncentrace triglyceridi, zlepSena funkénost B-lymfocytt. Studie tedy potvrdila primérni tezi,
ze probiotika zlepSuji kognitivni a metabolické funkce u pacientl trpicich AD (Akbari et al.,
2016). Dalsi ze studii potvrzujici ptiznivy Gcinek probiotik na kognitivni funkce se zabyvala
vlivem probiotik sloZzenych z bakterialnich kment Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum a Bifidobacterium longum v kombinaci se selenem. Oproti kontrolnim skupindm
uzivajicim samotny selen nebo placebo dosahovala probioticka skupina lepSich vysledkl
VMMSE (+1.5 £ 1.3 vs. +0.5 £ 1.2 and -0.2 = 1.1, P <0.001). Signifikantni byla i redukce
hs-CRP, nartst celkové antioxidacni kapacity a snizené hladiny inzulinu v krvi (Tamtaji et al.,
2019a).

Dalsi dvé studie se zabyvaly jednim konkrétnim bakteridlnim kmenem, a to
Bifidobacterium breve Al. Skupina uZzivajici probiotika méla signifikantné lepsi vysledky
MMSE, zmény metabolickych funkci zde nebyly zaznamenany (Kobayashi et al.,
2018)(Kobayashi et al., 2019). V jiné studii zamétené na pokrocily stupenn AD uZivali pacienti
probiotika po dobu 12 tydnl. Kognitivni testy a biomarkery v séru byly hodnoceny pted a po
skonceni suplementace. Studie nezaznamenala signifikantni zmény ani v hladinach biomarkert
v séru, ani v testech kognitivnich funkci (Agahi et al., 2018). Studie zkoumajici efekt
probiotické suplementace na pohybové a metabolické poruchy u pacientii s Parkinsonovou
chorobou (PD) zaznamenala zlepSeni na hodnotici Skale pro PD (MDS-UPDRS). U skupiny
uZzivajici probiotika byla rovnéZ snizenid hladina C-reaktivniho proteinu, malondialdehydu,
inzulinu a zvySené hladiny glutathionu ve srovnani s placebo skupinou (Tamtaji et al., 2019b).
Vysledky studii ukazuji potencial probiotickych doplikd stravy pro zlepSeni kognitivnich
funkci a metabolického profilu u starSich jedinct.

Metaanalyza zamétfena na studie vyuzivajici probiotika, prebiotika ¢i synbiotika na
stimulaci imunitniho systému zjistila, ze takto zaloZené terapie maji velice slibné vysledky na
snizeni chronického zé&nétu na animdalnich modelech. V klinické praxi ale neprokéazala
signifikantni pozitivni efekt (Qu et al., 2019). Studie posuzujici uinky Bacillus subtillis na
stimulaci imunitniho systému se zucastnilo sto dobrovolnikl, ti dostavali placebo, nebo
probiotikum v periodickych cyklech. Konzumace probiotika signifikantné zvysila hladinu
imunoglobulinu A (IgA) ve stolici a slindch, na sniZzenou frekvenci béznych onemocnéni to ale
nemélo vliv. Post-hoc analyza prokdzala snizenou frekvenci respiracnich onemocnéni
podskupiny jedinct uZivajicich probiotika (Lefevre et al, 2015). Uinek probiotické

suplementace na posileni imunitnich funkci ve staii prokazal zvySeni fagocytarni funkce
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polymorfonukledrnich bun¢k a zvySenou aktivitu NK bunék po kratké suplementaci (3 az 12
tydnit) probiotiky. Hlavnim nedostatkem studii je méfeni pouze kratkodobého u¢inku a nejasny
klinicky piinos téchto imunitnich zmén (Miller et al., 2019).

Jeden znov¢jSich pfistupti vyuziva rekombinantnich kmenti bakterii produkujicich
bakterie jsou ucinnym ptistupem pro lokalni dodavani imunomodula¢nich proteinli a umoziuji
dlouhodobou 1écbu chronickych onemocnéni. Studie tymu pod vedenim Henriho Bratta se
zaméftila na pacienty s Crohnovou chorobou. Pacientim podavali geneticky modifikovany druh
Lactococcus lactis (LL-Thy12), ve kterém byl gen pro thymidylat syntazu nahrazen sekvenci
kodujici lidsky interleukin 10 (IL-10). U pacientl nebyly pozorovany vedlejsi ucinky, tato
metoda predstavuje GCinny terapeuticky nastroj v boji proti chronickému stievnimu zanétu

(Braat et al., 2006).

4.1 Utinky jednotlivych bakterialnich druhii pouZitych ve studii
4.1.1 Lactobacillus plantarum
Lactobacillus plantarum je bakterie mlé€ného kvaseni. Obecné mechanismy, kterymi
zprostiedkovava své pozitivni Uc€inky, jsou modulace komenzéalni mikrobioty, inhibice rlstu
patogentl, udrzovani stievni bariéry, modulace imunitniho systému a produkce bioaktivnich
molekul. L. Plantarum produkuje bakteriociny, coz jsou antimikrobidlni peptidy, které brani
expanzi patogenl. Diky produkci SCFA snizuje pH tlustého stfeva a vytvafi neptiznivé
prostiedi pro rlst patogend. Ma vyznamny efekt na snizeni hladiny cholesterolu. Pomaha
predchazet zazivacim potizim. Pozitivni efekt byl zaznamendm 1 v 1é€be uzkosti, ekzému,
vysokého krevniho tlaku, syndromu drazdivého tracniku, zanétlivych onemocnénich strev jako
je Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida. Pozitivni vliv ma i na zlepSeni paméti. Kmen
L. plantarum PS128 je pro své ucinky vyuZivan jako psychobiotikum. U animélnich modeli
byl prokézan vliv na sniZeni chovani podobné depresi. U mysi byly naméfeny sniZzené hladiny
kortikosteronu, coZ naznacuje, Ze byla normalizovana funkce HPA osy. L. plantarum PS128
moduluje expresi IL-6, obnovuje hladinu dopaminu a serotoninu a zvySuje produkci
mozkového neurotrofniho faktoru (BDNF) (Garcia-Gonzalez et al., 2021; Liu et al., 2018).
4.1.2 Pediococcus pentosaceus
P. pentosaceus prokazatelné posiluje imunitni systém a posiluje protizanétlivou odpovéd'.
Vykazuje antikarcinogenni vlastnosti, slibné vysledky vykazuje v 1é€bé kolorektalniho

karcinomu. Jeho potencidlni vyuZiti naznaCuji experimenty provadéné na bunéfnych liniich
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1 pti 1écbeé rakoviny délozniho Cipku a rakoviny tlustého stfeva. Prostiednictvim vychytavani
volnych radikalt ptisobi antioxidacné, inhibuje peroxidaci lipida a snizuje hladinu cholesterolu.
Kmeny P. pentosaceus pusobi jako antidota pro vychytavani toxickych latek v téle. Ovliviiuje
absorpci, vylucovani ale 1 detoxifikaéni schopnost jater. Napomahd vstfebavani zivin
a mineralti z potravin (Jiang et al., 2021). P. pentosaceus HLJG0702 zlepsil mozkovou funkci
mysi mechanismem inhibice acetylcholinesterazy (An et al., 2019).
4.1.3 Streptococcus thermophilus

S. thermophilus je jednim z pivodnich bakteridlnich kmenl pouzivanych k vyrobé
jogurti, a to kvili odolnosti vici kyselému prosttedi zaludku. Podle studie na bezmikrobnich
potkanech doséahl S. thermophilus stabilni populace za 30 dni. Hlavni odpovédi kolonizace GIT
potkana touto bakterii byla masivni indukce glykolyzy vedouci k tvorbé laktatu (Rul et al.,
2011). Je jednim znejuzivangjSich imunomodula¢nich druhi. Na mySim modelu byla
dokazéna jeho schopnost potlacit prozanétlivou odpoveéd zprostiedkovanou pomocnymi
T bunikkami produkujicimi IL-17. Mechanismem je pravdépodobné zvySeni exprese mRNA
a nasledna produkce interferonu gamma (IFN-y) (Tanabe, 2011). M4 schopnost vazat se na
buiiky stfevniho epithelu a zabranovat tak vazbé patogent. S. thermophilus napomaha traveni
u jedinct s intoleranci laktozy, protoze mé schopnost §tépit laktozu a slouzit jako nahrada
laktazy (Rul et al., 2011). S. thermophilus mé protizanétlivé ucinky a schopnost stimulovat
makrofagy. Jedna ze studii naznacuje schopnost stimulovat regeneraci epitelidlnich bun¢k
(Marcial et al., 2013).

4.1.4 Streptococcus salivarius

Neékteré kmeny S. salivarius, jako jsou K12 a M18, patii mezi probiotické kmeny
produkujici bakteriociny zvané lantibiotika. To jsou malé molekuly s terapeutickym
potencidlem pfti 1é€bé infekénich chorob. Produkuji salivaricin A, salivaricin B, salivaricin 9
a salivaricin G32, které puisobi proti patogennim bakteriim. Uspé&$né inhibuje Streptococus
pyogenes a predchazi tak streptokokové infekci, miize mit také antivirovy ucinek. Mezi dalsi
prospéSné metabolity patii fruktosyltransferaza, ktera polymerizuje sacharézu na fruktany,
které maji strukturu levanu. Levan stimuluje rist a aktivitu vybranych probiotickych bakterii
a ma protinadorové a antidiabetické u¢inky. Je majoritnim druhem v dutin€ Ustni, napomaha
produkci enzymt sniZujici akumulaci a acidifikaci zubniho plaku. (Vesty et al. 2020, Barbour

and Philip 2014).
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5 Cile prace

e Stanovit vliv probiotik na kognitivni funkce u star$i populace pomoci testovaci baterie
Prokog

e Zhodnotit, zda doslo k celkovému zlepSeni zdravotniho stavu na zékladé subjektivniho
hodnoceni

e Zhodnotit, zda doslo ke zlepSeni dusevniho stavu, konkrétné miry tizkosti, depresivity
a celkové nalady pomoci sady dotaznikii

e Zmapovat metabolické drahy a metabolity, ve kterych dochdzi ke zménam po piijmu

probiotik, pomoci hmotnostni spektrometrie
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6 Materialy a metody
6.1 Vyzkumny soubor

Vyzkumny soubor cital 35 dobrovolnikii. Dobrovolnici byli vybirani na zakladé
vstupnich a  vylucujicich  kritérii  projektu  CleverAge Bioty dostupnych na
https://abadeco.cz/kogbionta/. Hlavnimi kritérii byl dosazeny vék 55-80 let. Matetsky jazyk
Cesky. Absence onemocnéni GIT, onkologického onemocnéni, neurologickych obtizi,
psychiatrického onemocnéni, selhavani vnitinich organd, podstoupeni radioterapie C¢i
chemoterapie v poslednich péti letech, podstoupeni operace v celkové narkdze v poslednich
péti letech. Dilezitou podminkou bylo neuzivani probiotik ¢i antibiotik tfi mésice pred
vstupem do projektu. Soucasti vstupnich kritérii byl i kratky inovativni test paméti eALBAV,
ktery trval asi osm minut. Test spocival v zapamatovani a nasledném vybaveni 10 obrazkd,
véty o 10 slovech a 10 prfedvedenych gest. Pamétové vysledky slouzily i1 k identifikaci
potencidlnich kandidath do studie, jejimz cilem je mimo jiné stanovit zlepSeni paméti.

U vétsiny dobrovolnikti nebyla pied vstupem do projektu diagnostikovana kognitivni ¢i
psychicka porucha. Podle Beckova inventaie tizkosti (BAI) trpélo uzkosti 11 vySetfovanych.
Na zéklad¢ Beckovy sebeposuzovaci skély depresivity pro dosp€lé (BDI-II) trpélo depresi 6
dobrovolniki. Pfi dotazu na vyskyt chorob depresi neuvedl Zadny z nich, jeden z dobrovolnikii
byl sdepresi 1éCen v minulosti. Mezi uzivanymi léky se pouze u jednoho z tazanych
vyskytovala antidepresiva. Po vstupni kategorizaci na zéklad¢ prvniho vySetfeni byli 3
dobrovolnici zafazeni do kategorie mirnych vykyvi a deficitu pozornosti, devét do kategorie
mirné kognitivni poruchy a u dvou byl zaznamenan zavazny pokles kognitivnich funkci.
Nootropika ale mezi uzivanymi léky uvedl pouze jeden z vySetiovanych.

Vyzkumu se ztc¢astnilo 23 Zen a 12 muzd. Primérny vék dobrovolniki byl 70,26+6,51
(minimum 56, maximum 79, medidn 72). Primérny pocet let vzdélani byl 17,31+3,28
(minimum 11, maximum 24, median 17,5). Pfevazovali vysokoskolsky vzd¢€lani lidé. Vse je

shrnuto v tabulce ¢.1.
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Pohlavi (muzi:zeny) 12:23

Vek (pramér + sd) 70,26+6,51
Roky vzdélani (pramér =+ sd) 17,31+3,28
FAQ (0-100 %, priamér = sd) 96,15+4,326
GDS (0-15 bodt, pramér + sd) 2,714+1,964
DNU (0-26 bodt, primér + sd) 2,943+2.425
BDI-II (0-63 bodt, pramér + sd) 7,829+4,712
BAI (0-63 bodt, primér + sd) 5,0+£3,941

Tabulka ¢.1. Sociodemografické charakteristiky dobrovolnikii. Primeérny dosaZeny vék je
70,26%6,51 let, v souboru prevazuji zeny. Priimeérné roky vzdeélani jsou 17,31+3,28 let, coz
odpovida vysokoskolskému vzdelani. V dotazniku funkcniho stavu (FAQ-CZ) byla zjisténa plna
sobestacnost dobrovolnikii. Priimérné dosazené skore ve Skale na zhodnoceni ndlady u starsi
populace cini 2,714+1,964, tedy bez pritomnosti deprese. Z vysledkii dotazniku nezddoucich
Prumeérné skore Beckovy sebeposuzovaci skaly depresivity pro dospele (BDI-II) je
7,829+4,712, tedy bez deprese. Primérna hodnota Beckova inventare uzkosti (BAI) je

5,0+£3,941, bez pritomnosti uzkosti. Sd. = smérodatna odchylka.

Pocet osob
N

[ERN

56 57 60 61 64 65 67 68 69 70 72 74 75 76 77 78 79

Veék
Graf ¢.1. Vekové rozlozeni dobrovolnikii. Vekové rozlozeni je rovnomeérné s mirné vyssim

zastoupeni jedincit od 70 do 79 let. Nejvyssi zastoupeni je ve véku 64 let, konkrétné 3 osoby a

75 let, tohoto véku dosdhly 4 osoby.
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Pocet rokd vzdélani

Graf ¢.2. Rozlozeni let vzdelani dobrovolnikii. Mezi dobrovolniky zcela chybi jedinci
s maximalnim dosazenym vzdélanim zakladnim. V mensi mire jsou zastoupeni jedinci se
stredoskolskym vzdelam s maturitou a bez maturity. Vétsina dobrovolnikii uvedla pocet let
odpovidajici vysokoskolskému vzdelani. Zastoupeni jsou i probandi s postgradualnim
vzdelanim.

V dotazniku FAQ doséhla vétSina dobrovolnikd témér 100 %, coz znaci naprostou
samostatnost. Minimum bylo 86,67 %, coz je stale v norm¢ normalniho starnuti a maximum
100 %, kterého dosdhla vétsSina. V dotazniku GDS byla primérna hodnota 2,7, coz je podle
normy bez ptitomnosti deprese. V DNU bylo dosazeno primérné necelych 3 bodli, median ale
¢inil pouze 2 body. Maximum bylo 8 dosazenych bodd. Pouze 6 z 35 testovanych neuvedlo
zadnou negativni udalost. V BDI-II bylo dosazeno prumérného skére 7,8 coz podle ¢eskych
norem zna¢i nepfitomnost deprese. Dosazené maximum bylo 18 bodi, tedy mirna deprese.
V BAI bylo dosazeno primérného skore 5 bodi, coz je podle norem bez ptitomnosti uzkosti.
Maximum bylo 15 bodt, tedy mirna uzkost. Celkem 20 z 35 testovanych vyjadrilo subjektivni
nespokojenost se svou paméti. U zadné z osob nedoslo béhem testovani ke zméné medikace,

nebo zdravotniho stavu ktery by mohl vyzkum ovlivnit.

6.2 Pouzita probiotika/placebo

Pouzitd originalni probiotika jsou humanniho pivodu z databanky od spolecnosti
NAXARS s imunomodula¢nim uc¢inkem, dokdzanym prostfednictvim snizeni CD4-IFNy ve
slezin¢ testovanych mysi. Obsahuji bakteridlni kmeny Streptococcus thermophilus GH,

Stresptococcus salivarius GH NEXARS, Lactobacilus plantarum GH a Pediococcus
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pentosaceus GH, jejichz G¢inky jsou popsané v teoretické Casti prace. NEXARS u vsech
vybranych probiotickych kmenti provedl celogenomové sekvenovani k vylouceni pienosu
bakteridlni rezistence, coz je z pohledu bezpecnosti nezbytné.

V Ceské sbirce mikroorganismi je zanesen Streptococcus salivarius GH NEXARS pod
kédem CCM 8797. Streptococcus salivarius GH NEXARS ¢.j. PATB 11/18 je originalni
biotechnologicky produkcéni kmen mezinarodné chranény podle patentového fizeni podle
Budapestské smlouvy. Osekvenovany genom je k dispozici v databdzi GenBank na

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/670337. Druha sada tablet obsahovala

mikronizovanou jable¢nou vlakninu.
Placebo k probiotikiim bylo sloZzené z polohrubé pseni¢éné mouky, Skrobu, maltodextrinu
a stearanu hotecnatého. Placebo k vlakniné bylo slozené z celul6zy, maltodextrinu a stearanu

hotec¢natého. Placebo tablety byly vizualné i chut'ové identické se zkoumanymi tabletami.

6.3 Kognitivni testy
Dobrovolnici byli testovani pomoci testovaci baterie PROKOG. Baterie obsahuje
standardni 1 inovativni psychodiagnostické testy pamétovych a exekutivnich funkci. Dale
dobrovolnici vypliovali sadu dotaznikd na rtizné oblasti Zivota. Mnohé z dotazniktl a testl jsou

volné k dispozici na https://www.nudz.cz/adcentrum/index.html.

Test kresleni hodin (TKH)

TKH je jednou znejcastéjSich neuropsychologickych zkousSek. Jedna se
o screeningovou zkousku na zjiSténi postizeni exekutivnich funkci a zrakové-prostorovych
schopnosti. Maximum bodu je pét, tohoto skore by méela dosdhnout kognitivné zdrava osoba.

Obecné hrani¢ni skore pro ¢asnou AD je méné nebo rovno ¢tyfem bodim.

Rychly test paméti, Amnesia Light and Brief Assessment (ALBA)

Test ALBA se sklada z testu vStipeni a vybaveni véty a testu epizodické paméti na gesta
(TEGEST). Smyslem TEGESTu je provéteni kratkodobé epizodické paméti a neptimo kvality
porozuméni, ze které je mozné zjistit senzorickou afazii. Maximum bodi je Sest, normalni je
vybaveni 4-6 gest v libovolném potradi. Maximum bodi ALBA testu je 12, 4-5 boda znaci

mirnou poruchu, 0-3 poruchu zavaznou.
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Kategorialni slovni produkce na skupinu ,,zvirata*

Tento test je zaméfen na kvalitu vybavnosti z dlouhodobé sémantické paméti. Test je
ohrani¢en Casovym limitem jedné minuty. Existuje mnoho orienta¢nich norem, norma
stanovend na vzorku 1500 osob v AD Centru Praha byla stanovena na 22+6, u osob

s podpriimérnou funkci dlouhodobé sémantické paméti klesa pocet pod 15 zvirat za minutu.

Pamétovy test uceni, Rey Auditory Verbal Learning Test (RAVLT)

RAVLT je vhodny pro diagnostiku pamétovych poruch a deficiti. Test ovéfuje
bezprostifedni a kratkodobou verbalné-sluchovou pamét’, kapacitu kratkodobé paméti, kvalitu
verbalniho uceni a miru udrzitelnosti nebo zapominani nové ziskanych verbalnich informaci.
Test je rozdélen na nékolik fazi. Fazi uceni (sada A) s distrakei (sada B) a s okamzitym
spontannim vybavenim a oddalenym vybavenim po 25-30 minutach. Kapacita kratkodobé
paméti je 7+2 slova, pokles zapamatovani na 4 slova a méné poukazuje na snizenou kapacitu
kratkodobé paméti. Vice nez 9 slov znac¢i naopak kapacitu nadprimérnou. Kratkodoba pamét
se testuje prvnim pokusem ve fazi uceni sady A a uceni sady B. Dale test provéiuje celkovou
schopnost uceni, vysledek se porovnava s vékoveé odpovidajicim normativnim vzorkem. Diky
porovnani vykonu v bezprostfednim vybaveni a odddleném vybaveni je mozné rozeznat AD
a fronto-temporalni lobarni degeneraci. Pacienti s AD obvykle dosahuji minimalniho poctu

bodl v oddaleném vybaveni.

Test cesty, Trail Making Test (TMT A, TMT B)

Tento test plvodné slouzil ke screeningové diagnostice mozkovych dysfunkei
u zranénych vojakd. Provétuje schopnost integrace mnoha funkci, zrakového vyhledavani,
zamefené a rozdélené pozornosti, mentdlni flexibility, vizuomotorickych dovednosti
a psychomotorického tempa. TMT-B je zaméfen predevSim na exekutivni funkce, schopnost

pfepinat mezi dvéma paralelnimi ¢innostmi a mentalni flexibilitu.

Subtest ,,kédovani symbolu*“ z Wechslerovy inteligen¢ni $kaly pro dospélé (SYMBOLY)
Subtest je zaméfen na rychlost psychomotorického tempa, pozornost a castecné

kratkodobou pamét’. Zkouska trva 2 minuty a kolem je ptepisovat ¢isla do znak.
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Baterie hodnoceni kognice, Assessment Batery of Cogniton (ABACO)

Baterie ABACO se sklada z nékolika zkousek. Cteni Sifrovanych vét, tedy test ovéiujici
vizualni pozornost. Test spoCivd v rozlusténi tii zaSifrovanych vét. DalSi Cast, test vStipeni
a vybaveni véty, provéifuje epizodickou slozku paméti. Vstipeni véty je preruSeno kratkou
distrakci v podobé¢ testu produkce slov. Po provedeni dalSich dvou testti nasleduje oddalené
vybaveni této véty. Dalsi ¢asti baterie je pisemné pojmenovani obrazkl a jejich vybaveni
(POBAV) zaméfeny na dlouhodobou sémantickou a kratkodobou vizualni pamét. Rovnéz
provétuje schopnost psaného jazyka. Zkouska ma dvé faze, pojmenovéani a vybaveni. Faze
vybaveni nasleduje neprodlené po fazi pojmenovani a je Casové ohrani¢end dvéma minutami.
Poslednim testem v baterii je test ¢arové obrazové produkce (CAPR), tikolem vysetiovaného je

nakreslit co nejvice obrazct z urcitého postu rovnych car. Test je Casové omezen.

6.4 Dotazniky psychickych funkei
Skala ke zhodnoceni nalady u star$i populace (GDS)

Geriatricka Skala deprese je nejpouzivanéjSim dotaznikem zjistujicim pfitomnost
depresivnich symptomu u seniorské populace. GDS je screeningovy nastroj pro mefeni deprese
u seniorské populace, vhodny i pro jedince s mirnou kognitivni poruchou ¢i mirnym stupném
demence. Neni vhodna pro pacienty s pokrocilejsi fazi demence. Podle Ceské standardizace
Bahbouha a Tosnerové zisk 0-7 bodl znaci, ze pacient netrpi depresi, 8-12 bodii znamena

vyskyt mirné deprese a 13 bodu a vice znaci té€zkou depresi.

Beckova sebeposuzovaci Skala depresivity pro dospélé (BDI-II)

BDI-II je dotaznik pro zjisténi zavaznosti deprese u jiz diagnostikovanych pacienti
s depresi, ale mize slouzit 1 k detekci depresivnich syndromti a deprese u zdravé populace.
Obsahuje 21 tvrzeni, ktera piedstavuji charakteristické symptomy deprese, napfi. pocity smutku,
pesimistické vyhledy do budoucnosti apod. BDI-II byl adaptovan na ¢eskou populaci a pocita
s cut-off skore 0-13 bodu bez deprese, 14-19 bodl znaci mirnou depresi, 20-28 bodu stfedni
depresi a 29-63 bodu tézkou depresi (Gottfried, 2015). Kvalitativné pak lze hodnotit, které

symptomy dominuji.

Beckuv inventar uzkosti (BAI)
BAI je rychly screeningovy néstroj pro zhodnoceni miry celkové tizkosti u pacienti

s tzkostnymi poruchami nebo depresi. Zkouma symptomy jak v oblasti psychické, tak fyzické.

32



Lze podle n¢j urcit dominujici symptomy deprese a sledovat zmény v intenzit€¢ a zavaznosti
uzkosti. BAI nema standardizaci na ¢eskou populaci, normy pro hodnoceni jsou piejaty ze
zahraniCi. 0-7 bodu znadi absenci tzkosti, 8-15 bodli mirna uzkost, 16-25 bodu stfedni uzkost,

26-63 bodu tézka tizkost.

Vizualni analogové Skaly (VAS)

VAS jsou psychometrickym nastrojem, ktery se nejcastéji pouziva pro méteni bolesti
a pro psychologickou diagnostiku pacientii s chronickou bolesti. Lze pouzit i pro subjektivni
zhodnoceni jakéhokoliv duSevniho stavu. Pro nase ucely byla vyuzila numericka VAS, kde

posuzovana osoba vyjadfuje intenzitu posuzovaného stavu na stupnici od 0-10. Nula znaci

cvwr

tedy, vyskytuje se maximalni bolest.

Subjektivni dotaznik funkéniho stavu (FAQ-CZ)

FAQ-CZ slouzi ke zhodnoceni sobéstac¢nosti osoby. Slouzi k detekci ¢asnych poruch
v instrumentalnich aktivitach ve staii a ve stadiu mirné kognitivni poruchy. Maximalni mozné
skore ¢ini 30 bodl, to odpovida nejvysSimu postizeni v instrumentéalnich dennich aktivitach

a vyrazn¢ omezenou sobéstacnost. Nulova hodnota naopak znaci plnou sobéstacnost.

Dotaznik nezadoucich udalosti (DNU)

DNU je sebeposuzovaci nastroj ke zjiSténi poctu a charakteru vyznamnych negativnich
zivotnich udalosti v obdobi jednoho roku. Autorem metody je doc. Marek Preiss. Test vychazi
z teorie psychosomatiky, kterd uvadi, ze pokud se u jedince vyskytnou tii a vice vyznamné
negativni udalosti, muze dojit k dekompenzaci s psychickymi, fyzickymi a nésledné
1 zdravotnimi dopady. Maximalni skore €ini 26 bodl, ¢im vys$si je dosaZené skore, tim vice

negativnich udélosti osobu zaséhlo.

6.5 Stievni metabolom
6.5.1 Materialy

Pro pfipravu vzorkii stolice a naslednou analyzu vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii s tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS) byly pouzity nasledujici
chemikalie a materialy:

e Vzorky stolice jednotlivych participantt
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e miliQ, metanol pro HPLC, kyselina mravenci, standardy vybranych latek (L-alanin,
L- glycine, L-serin, L-treonin, L-tryptofan, L-leucin, L-izoleucin, L-valine,
L-proline, L-metionine, L-citruline, L-aspartova Kkyselina, L-asparagin,
L-glutamova kyselina, L-glutamin, L-fenylalanin, L-cystein, L-histidin, L-tyrosin,
L-kynurenine, L-kynureninovd kyselina, L- hydroxyindoloctovda kyselina,
pikolinova kyselina, chinolinovd kyselina, homovanilova kyselina, tryptamin,
adenine, guanin, cytosine, ornitin, 5-hydroxy-L-tryptofan, oleova kyselina, stearova
kyselina, palmitova kyselina, arachidonova kyselina). VSechny pouzité chemikalie

jsou od vyrobce Sigma-Aldrich.

6.5.2 Priprava vzorkiu a analyza vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s
tandemovou hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS)

Od kazdého dobrovolnika bylo vramci jedné navstévy ziskano nekolik vzorkd —
pacientovi byla odebrana krev, kterd byla nasledné okamzité zpracovana a ziskané sérum
a plazma byly rozdéleny na alikvoty a hluboce zamrazeny (-84 °C). Déle si sebou pacient
ptinesl vzorek stolice, ktery odebral v intervalu 3 dni od vizity a nasledné uschoval ve svém
mrazaku do doby odevzdani vzorku. Vzorek moci pacient odebral nala¢no v den vizity a také
piinesl spolu se vzorkem stolice v polystyrenovém boxu s mrazici vlozkou tak, aby bylo
dosazeno co nejvétsi homogenity transportu vzorkll. Vzorek stolice 1 moci byl okamzité po
pfineseni bez dals$i manipulace se vzorkem uloZen a hluboce zamrazen pii -84°C.

V den zpracovani vzorkl byly vzorky nejprve vybrany z hlubokomraziciho boxu (-84 °C)
a umistény na cca hodinu do ledové tfisté, kde byly uchovéany v originalnim transportnim obalu
pii cca -5°C. Z kazd¢ transportni zkumavky bylo odebrano cca 200-500 mg vzorku stolice do
oznacené, predvazené, 2ml eppendorfky. Nasledné byl vzorek zvazen a bylo pfidano extrakéni
¢inidlo (metanol (MeOH): voda s 0,1 objemovym procentem kyseliny mravenc¢i v poméru 1:1)
vpoméru 1:4 (hmotnost: objem extrakéniho ¢inidla). Kazdy vzorek byl nésledné 2 minuty
vortexovan, nasledné¢ umistén na 10 minut do ultrazvukové lazné pii 10 °C a nasledné
inkubovén 2 h pii teploté 5°C. Po ukonceni inkubace byly vzorky centrifugovany pti 5 °C po
dobu 20 minut a 13.000 g. Odebrany supernatant byl ptefiltrovan pifes polytetrafluorethylenovy
(PTFE) filtr (0,22 pm) a nésledné podroben analyze pomoci kapalinové chromatografie

s hmotnostni spektrometrii (LC-MS).
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Analyza na kapalinovém chromatografu (Thermo Ultimate 3000) s hmotnostnim
detektorem s vysokym rozliSenim (AB Sciex TripleTOF 5600) probéhla v elektrosprejové
ionizaci (ESI) plus médu, v kazdém ve dvou detekénich oknech (50-500 Da, 500-1200 Da).
Ziskana data byla nasledné zpracovana nejprve pomoci softwarové aplikace Markerview (AB
Sciex), aby néasledn¢ byla porovnana s daty vlozenymi do volné pfistupné metabolické

databaze Metaboanalyst (www.metaboanalyst.ca).

Pro separaci byla zvolena chromatografickd kolona od spolecnosti Phenomenex,
konkrétn¢ Kinetex C18 2,6 um 50x3 mm. Byla zvolena 20minutova gradientova metoda
s mobilni fazi A (mili Q + 0,1% kyseliny octové) a mobilni fazi B (MeOH + 0,1% kyseliny

mravenci) s nasledujicim gradientem:

cas prutok

(min) (ml/min) %A %B
0 0.5 95 5
0.3 0.5 95 5
0.5 0.5 90 10
1 0.5 85 15
12 0.5 0 100
16 0.5 0 100
17.5 0.5 85 15
18 0.5 95 5

20.5 0.5 95 5

Tabulka ¢. 2. Profil gradientu mobilnich fazi pro zvolenou HPLC metodu. Pritok stanoveny

v mililitrech za minutu a pomeér mobilni faze A a B v procentech.

6.6 Metodické postupy

Testovani probihalo v prostorach Narodniho ustavu duSevniho zdravi (NUDZ)
a neurologické kliniky Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady (FNKV). Kazdy
z dobrovolnikt, ktery proSel vyfazovacimi a vstupnimi kritérii, byl zafazen do skupiny A nebo
B. Skupina A uzivala probiotika a vldkninu, skupina B placebo. Dobrovolnici brali kazdy den
jednu tobolku probiotika/placeba a tii tobolky vlédkniny/placeba po dobu tii mésict. Vzdy
v kombinaci probiotika + vldknina nebo placebo + placebo. Probiotika jsou potravinovy
doplnék stravy, nikoli 1éCivy ptipravek. Studie CleverAge Biota byla schvalena etickou komisi

NUDZ a FNKYV. Studie je randomizovand dvojit¢ zaslepena cross studie. Dobrovolnik ani
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vySetiujici nevi, jakou latku podava/uzivd. Kazdy byl sezndmen s pribé¢hem a podminkami

vyzkumu a podepsal informovany souhlas o testovani a odbéru vzorkti moci, stolice a krve.

den 1 otyden FAZE . o 3 mésice [FAZE I1. o 3 mésice
en e i " vina B .
pozdiji _ pikupima A pozddji shupina B poadeji
I .
! | — :
EHLIDINA &S
pial tebo SgHH:I‘I!'IE“-"'L 1
1. navitdva 2, navitdva 3. navitéva 4. navitéva

Obr.c.3. Design projektu CleverAgeBiota. Cely projekt je rozdeélen do dvou fazi. V praci je
uvedena faze 1. Cely projekt trva 6 mésicii a obnasi ctyri navstevy pracoviste.

Z diivodu odsunuti projektu béhem pandemie COVID-19 se tato prace zabyva pouze
fazi 1. celého projektu. Finalni studie bude doplnéna o data z faze II., analyzu vybranych
parametri ze vzorkll krve a moci, zjisténi dlouhodobych stravovacich zvyklosti a nutricni
vySetfeni, posouzeni fyzické kondice pomoci sady testil a dat z aktigrafh.

Kazdy z dobrovolnikli byl testovan dvakrat baterii PROKOG. U prvniho vySetfovani
byly pouzity prvni verze testl. Pii opakovaném vysetfovani byly u vybranych testli pouzity tzv.
paralelni verze, pokud existuji. Tim by mélo byt zabranéno, aby doslo k tzv. efektu nacviku,
kdy se pfi dalSim testovani vykon zlepsuje tim, Ze doty¢na osoba jiZ zn4 test z minulosti. Druhé
vySetieni prob&hlo pro tfech mésicich uZivani probiotik/placeba. Testovani probihalo vzdy
v samostatné mistnosti za pritomnosti testovaného, testujicitho ptipadn€ supervizora, aby
nedochdzelo z rusivych vliviim, které by testovani mohli ovlivnit.

Interval mezi jednotlivymi navStévami byl stanoven na zaklad¢é dostupné literatury, hlavné na
zakladé vhodné doby uZzivani probiotik. Studie s nejkrat§im intervalem méfeni byly na Ctyfi
tydny. Nejdelsi trvala 20 tydnt, nejvice uzivany a osvédCeny model ale byl pravé 12 tydnda.
Mensi Casovy odstup by mohl mit za nasledek neprojeveni efektu probiotik. Delsi interval by
mohl znamenat i men$i ochotu a moznost dobrovolniki vzhledem k pokrocilému véku se
dostavit k druhému testovani (Akbari et al. 2016, Santocchi et al. 2016, Tillisch et al. 2013, R.
Huang, Wang, and Hu 2016).

Osobni vySetteni se skladalo z dotazniki a testi uvedenych vyse, které jsou zaméteny na hlavni
cil projektu — ovlivnéni paméti a ndlady. Celé vySetiovani trvalo vzdy ptiblizn¢ 60 minut. Testy
byly administrovany v nasledujicim potadi:

A. Kontrola vstupnich kritérii do vyzkumu
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-dotaznik se vstupnimi a vylucujicimi kritérii do vyzkumu KogBionta

-podepsani informovaného souhlasu a vyplnéni anamnestického dotazniku prvni Cast

B. Testy
a.

b.

Test kresleni hodin (TKH)

Amnesia Light and Brief Assessment (ALBA)

Kategorialni slovni produkce na skupinu ,,Zvirata“

Reytiv pamétovy test uceni s oddalenym vybavenim a znovupoznanim (RAVLT)
(do okamzitého vybaveni A6)

Test cesty s verzi A a B (TMT A a TMT B)

Subtest ,,Kodovani symbola* z WAIS 111

C. Dotazniky

Anamnesticky dotaznik druhd ¢ast

Vlastni zhodnoceni nalady podle dotazniku Skala ke zhodnoceni nalady u starsi
populace (GDS)

Beckova sebeposuzovaci Skala depresivity pro dospélé (BDI-II)

Beckiv inventar uzkosti (BAI)

nékolik vizualnich $kal na zhodnoceni paméti, dusevni pohody, celkového pocitu
zdravi, uzkosti, spanku, fyzické unavy a bolesti (VAS)

Vlastni zhodnoceni sobéstacnosti podle dotazniku funkéniho stavu (FAQ)

Dotaznik nezéddoucich udélosti (DNU)

Reylv pamétovy test uceni s oddalenym vybavenim a znovupoznanim (RAVLT)

(oddélené vybaveni slov po cca 25-30 minutach)

. Assessment Batery of Cogniton ABACO

Dotaznik s privodnimi projevy uzivani probiotik

Stravovaci dotaznik

6.6.1 Statistické vyhodnoceni

Vysledky jednotlivych testli a dotaznikii byly vyhodnoceny podle norem a zapsany do

souhrnné elektronické tabulky MS Excel. Pfevody hodnot na percentily byly stanoveny za

pomoci psychologii.

Data byla zpracovani pomoci programu GraphPad Prism 8.0.1. Z metod deskriptivni

statistiky byl vzdy spo€itdn primér, smérodatné odchylky, minimum, maximum a median.
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U vSech testii a dotaznikii byla nejprve ovéfena normalita dat pomoci souboru testi pro
normalni distribuci, Anderson-Darling test, D'Agostino & Pearson test, Shapiro-Wilk test
a Kolmogorov-Smirnov test. Podle sInéni ¢i nesplnéni testli normality byl pouZit parovy t-test,
pfipadné neparametricky parovy Wilcoxonluv test. Tyto testy porovndvaly pruméry mezi
prvnim a druhym méfenim a jejich odchylky od stanovené hodnoty. Tedy, jestli se testovani
béhem uzivani placeba/probiotik zlepsili, piipadné zhorsili a jestli je tato zména statisticky
vyznamna. Kalkulace statistické sily byla provedena pomoci programu G*Power 3.1.9.7.

Pro vlastni identifikaci jednotlivych analytii ze vzorki stolice byla vyuzita knihovna
spekter vybranych analyt, ktera vznikala v prabéhu poslednich let v analytickém tymu
Nérodniho tstavu duSevniho zdravi. Porovnanim hmotnostnich spekter s vysledky bylo zatim
identifikovano nékolik desitek biologicky vyznamnych metabolitl. VSechna vyhodnoceni,
verifikace jednotlivych analyti pomoci knihoven atd. byla provedena v softwaru SCIEX OS —

verze 1.5, dodavaném spolu s hmotnostnimi spektrometry spolec¢nosti AB Sciex.
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7 Vysledky
7.1 Kognitivni testy

Nasledujici tabulky a grafy shrnuji vysledky dosazené v testech kognitivnich funkci.
Data jsou vyhodnocovana horizontalni analyzou, jsou porovnany vysledky stejnych osob ve
dvou testovacich Casech. Data jsou vyhodnocena pomoci programu GraphPad Prism 8.
Na analyzu bylo vyuzito parového t-testu, ptipadné neparametrického parového Wilcoxonova
testu. Tabulka ¢.2. shrnuje vysledky skupiny A, tedy skupiny uzivajici probiotika. V tabulce
¢.3. jsou shrnuty vysledky skupiny B, skupiny uzivajici placebo. Kazdy vysledek obsahuje
prumérny pocet dosazenych bodii, smérodatnou odchylku a maximalni a minimalni dosazeny
pocet bodli. VSechna data jsou uvedena jak z prvniho testovani, tak z druhého. Dosazend
hladina signifikance je v jednotlivych grafech oznacena nasledovné: *=P < 0.05, **=P <0.01,
*#% =p < 0.001. Tabulka ¢.4. obsahuje vyhodnoceni jednotlivych subtestii baterie ALBA
skupiny A. Tabulky ¢.5. a ¢.6. obsahuji vysledky vyhodnoceni jednotlivych subtestii baterie
ABACO. Signifikantni vysledky jsou znazornény graficky a podrobné rozebrany na
nasledujicich strandch. Porovnavany jsou vysledky prvniho testovani (Cas 1) a druhého

testovani (Cas 2).
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Test Skupina A

Prvni testovani Min/max Druhé testovani Min/max
TKH (0-5) 4,824+0,39 4/5 4,765+0,56 3/5
ABACO (0-| 27,29+3,33 20/32 25,82+4,08 16/31
35)
RAVLT 1| 40,29+26,60 10/90 53,82+24,40 10/90
(0-100 %) **
RAVLT 2| 39,41+23,31 10/100 49,12+27,85 5/100
(0-100 %)
TMT A (0-| 48,82+32,43 0/95 55,00+26,16 15/90
100 %)
TMT B (0-| 57,65+21,51 15/90 70,88+19,06 35/95
100 %) **
Symboly (0-| 56,41+£24,25 16/100 54,62+23,37 25/100
100 %)
ALBA  (0-| 9,35+1,37 6/12 7,9442,22 4/11
12) **
Zvirata 23,47+4,85 16/33 23,42+5,49 12/34

Tabulka ¢.2. Vysledky kognitivnich testii skupiny A, v tabulce je uveden priimer £ smerodatna
odchylka, v dalsim sloupci je wuvedeno minimum a maximum dosazené dobrovolniky

v jednotlivych testech. **= P <0.01
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Test Skupina B
Prvni Min/max Druhé testovani Min/max
testovani
TKH (0-5) 4,5+0,7 3/5 4,389+0,77 3/5
ABACO (0-| 25,50+6,93 4/33 25,06+7,36 4/33
35)
RAVLT 1 (0-| 50,33+29,66 | 10/90 52,33+29,66 5/85
100 %)
RAVLT 2 (0-| 37,83+£25,57 | 0/90 48,06+32,09 0/95
100 %)
TMT A (0-100 | 38,67+49,17 | 10/90 49,17+26,53 10/90
%) *
TMT B (0-100 | 51,39+19,61 | 10/80 53,334+21,9 5/80
%)
Symboly  (0- | 53,44+27,53 | 16/95 57,2423,22 25/99
100 %)
ALBA (0-12) 8,78+2,67 2/11 7,89+2,63 1/12
Zvirata 23,89+6,49 13/39 24,17+5,61 14/33

Tabulka ¢.3. Vysledky kognitivnich testu skupiny B, v tabulce je uveden prumeér £ smérodatna
odchylka, v dalsim sloupci je wuvedeno minimum a maximum dosazené dobrovolniky

v jednotlivych testech. *= P <0.05

Ze souhrnnych dat v tabulce ¢.1. a vtabulce ¢.2. lze vyCist signifikantni vysledek
u vétsiny pamét'ovych testll skupiny A. Konkrétné se jedna o pamétovy test u¢eni RAVLT 1
do okamzitého vybaveni, P=0,0088 (n=17, velikost efektu 0,95). Rychly test paméti ALBA A,
P=0,0027 (n=17, velikost efektu 0,95). Test cesty B (TMT B) t (16)=3,665, P=0021 (n=17,
velikost efektu 0,84). VSechny signifikantni vysledky jsou graficky zndzornény a rozepsany

nize.
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ALBA Skupina A

Prvni testovani | Min/max Druhé Min/max

testovani

Véttest 5,82+0,39 5/6 5,77+0,44 5/6
vstipeni (0-6)
Véttest 5,06+1,03 2/6 3,24+1,86 0/6
vybaveni (0-6)
ko
Tegest 6+0 6/6 6+0 6/6
predvedeni (0-
6)
Tegest 4,29+0,77 3/6 4,71+0,99 3/6
vybaveni (0-6)

Tabulka ¢.4. Vysledky jednotlivych subtestii baterie ALBA skupiny A, v tabulce je uveden

primeér £ smerodatna odchylka, v dalsim sloupci je uvedeno minimum a maximum dosazZené

dobrovolniky v jednotlivych testech. *** P <0.001

Pro vétsi nazornost a pochopenti, ktery z testli, tedy kterda pamétova slozka byla nejvice
ovlivnéna, byly na zaklad¢ signifikance celkového dosazeného skore v baterii ALBA
vyhodnoceny a uvedeny v tabulce ¢.4. vysledky zjednotlivych subtesti. Signifikantniho
vysledku bylo dosazeno pouze v subtestu Véttest vybaveni, ktery je graficky znazornén

a popsan nize.
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ABACO Skupina A

Prvni testovani Min/max Druhé Min/max

testovani

Okamzité 8,18+1,88 4/10 8,06+1,3 5/10
vybaveni véty
Oddalené 6,47+1,77 2/9 5,82+1,51 4/9
vybaveni véty
POBAV 8,82+2,1 2/10 8,24+2,39 2/10

Tabulka ¢.5. Vysledky jednotlivych subtestit baterie ABACO skupiny A, v tabulce je uveden
prumer £ smeérodatna odchylka, v dalsim sloupci je uvedeno minimum a maximum dosazené

dobrovolniky v jednotlivych testech.

ABACO Skupina B
Prvni testovani | Min/max Druh¢é Min/max
testovani

Okamzité 8,44+1,54 5/10 7,334+2,89 0/10
vybaveni véty

Oddalené 6,39+2,64 0/10 5,72+2,89 0/10
vybaveni véty

POBAV 8,28+3,01 1/10 8,33+£2,98 1/10

Tabulka ¢.6. Vysledky jednotlivych subtestii baterie ABACO skupiny B, v tabulce je uveden
primer £ smerodatna odchylka, v dalsim sloupci je uvedeno minimum a maximum dosazZené

dobrovolniky v jednotlivych testech.

Baterie PROKOG obsahuje nékolik pamétovych testd, u vétSiny znich byly
zaznamenany signifikantni zmény, z tohoto diivodu jsou zde podrobnéji vyhodnoceny subtesty
baterie ABACO v tabulce ¢.5. a tabulce €.6. zaméfené na pamét. U Zadného z nich nebyl

zaznamenan signifikantni vysledek.
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Graf ¢.1. Percentilové rozlozeni testu RAVLT  Graf.c.2. Percentilové rozlozeni testu RAVLT
1 skupiny A. Vyhodnoceno Wilcoxonovym 1 skupiny B. Vyhodnoceno Wilcoxonovym
parovym testem, P=0,0088, n=17. Velikost  pdrovym testem, P=0,6436, n=18. Velikost
efektu=0,95. efektu=0,72.

Signifikantnich vysledki bylo dosazeno v testu RAVLT 1 u skupiny A, P=0,0088.
Velikost efektu pro skupinu ¢itajici 17 dobrovolnikd je 0,95, tato hodnota znaci nejmensi
Cohenovo D, které je pfi zvoleném nastaveni testu mozné detekovat jako signifikantni. Podle
Cohenovy stupnice byl detekovan velky efekt (>0.8). Z grafu ¢.1. je ziejmé vyrazné zlepSeni
vétSiny dobrovolnikii kromé tii, u kterych propad nebyl vyrazny. U jednoho z dobrovolnikl
skupiny A nebyla zaznamenina Zadna zména. Test RAVLT 1 obsahuje souhrnny vysledek
1. — 5. pokusu uceni prvni sady patnacti slov, sady A. Percentilové hodnota odpovida celkove
schopnosti verbalniho uceni a verbalni paméti. Percentilové normy jsou pro tento test pomérné
Siroké, norma je mezi 16. — 84. percentilem. Nad percentil 84 je povaZzovan podle norem za
nadstandardni. Pokud vysledky klesnou pod 16. percentil, d4 se verbalni pamét’ testovaného
oznacit jako znacné oslabend. Ve skupiné A, tedy skupin€ uzivajici probiotika, byli
identifikovani tfi testovani s podprimérnym vysledkem béhem prvniho testovani. Po
tiimési¢nim uzivani probiotik a vldkniny se u dvou z nich vykony v testu RAVLT 1 zlepsily
nakolik, ze se posunuli do normy. Konkrétné z 15. percentilu na 40., v druhém ptipadé¢ z 15.
percentilu na 30., coz piedstavuje velky pokrok. Tteti z dobrovolnikii se nezlepsil ani nezhorsil

a v obou testovani dosahl percentilu 15. Z grafu je nazorné, ze u tiech dobrovolniki doslo ke
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zhorSeni, konkrétné se jednalo o pokles z percentilu 90, coz je zna¢n¢€ nadpramérny vysledek
na percentil 70, ktery je stdle v horni ¢asti normy. U dalSiho z dobrovolnikti byl zaznamenan
pokles z percentilu 20 na percentil 10, coz odpovida nedostate¢nému vysledku pro splnéni
norem. U tfetiho z dobrovolnikid doslo k propadu z percentilu 35 a percentil 25, ob¢é hodnoty
jsou v normach. V souboru 17 testovanych byly zaznamenany tii vysledky piekracujici horni
normu, tedy nadprimérné vytecné vysledky, konkrétné se jednalo o percentil 90 pii prvnim
1 druhém testovani. Druhy z nadprimérnych vysledki byl percentil 75, ktery se pti druhém
testovani zlepsil na percentil 85 a jiz zminovany pokles z percentilu 90 na percentil 70.
U skupiny B, skupiny uzivajici probiotika, bylo zaznamenano pét zhorSenych vysledkl
vzhledem k vykonu pii prvnim testovani. Dva testovani nedosahovali normy ani pfi prvnim,
ani pii druhém testovani. Percentil pod normou byva typickym pro mirnou kognitivni poruchu,
kterd se pozd¢ji mize rozvinout do AD. Ze skupiny B dosahovali Ctyfi dobrovolnici
nadprimérnych hodnot, jejich vysledek byl ale podobny jak pfi prvnim testovani, tak pfi
druhém. Celkové tedy zaznamendvame potencialni vliv probiotické suplementace na funkénost
verbalni slozky paméti. RAVLT 1 umoziiuje kvantitativné zhodnotit kiivku uceni, u kognitivné
zdravych osob je kiivka wuceni linedrni. Konstrukce kiivky uceni byla provedena
u dobrovolnika s celkovym skérem pod normou. U dvou z nich se objevila nelinedrni, plocha
kiivka uceni pfi prvnim i druhém testovani, coz naznacuje kognitivni postizeni. Kontrola
ktivky uceni byla provedena z divodu vylouceni ovlivnéni vysledku momentéalni naladou nebo
nepozornosti, v téchto pfipadech byva kiivka uceni kolisavd. Poruchu funk¢nosti mozku
naznacuji 1 zvySené opakovani stejnych slov, tento ukazatel miize byt rovnéZ ve velké mife
ovlivnén nepozornosti, unavou ¢i jinymi emoc¢nimi vlivy. Nadmérné opakovéani slov se
vyskytovalo u jednoho z dobrovolnikil, ktery dosahoval vysokého percentilu v obou métenich,

pravdépodobné $lo o vné&jsi vliv.

45



3 10- 3 10-

o o

Q2 2

k) k)

Q 0

- - <
0 T T 0 I I

cas1 cas?2 cas1 cas?2
c¢as cas

Graf.c.3. Bodové rozlozeni testu ALBA  Graf.c.4. Bodové rozloZeni testu ALBA
skupiny A. Vyhodnoceno Wilcoxonovym  skupiny B. Vyhodnoceno Wilcoxonovym
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Graf.c.5. Bodové rozlozeni testu ALBA skupiny A, subtest odddlené vybaveni veéty.

Vyhodnoceno Wilcoxonovym testem, P=0,0002, n=17. Velikost efektu=1,24.

Signifikantnich zmén bylo dosaZeno v rychlém testu paméti ALBA. U skupiny A doslo
k signifikantnimu zhorSeni; P=0027. Velikost efektu pro skupinu ¢itajici 17 dobrovolnikl je

0,95. Nasledné byly vyhodnoceny jednotlivé subtesty pro ziskani podrobnéjsich informaci.
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Signifikantni zména nastala u testu véty, konkrétné naslednému vybaveni. Véta se sklada
z Sesti slov, prvni ¢asti testu je jeji vStipeni (Véttest vStipeni), tedy piecteni administratorem
a nasledné okamzité zopakovani testovanym. Kazdé slovo musi byt zcela shodné, jiny pad ¢i
tvar je hodnocen jako chyba. Naslednym testem je test epizodické paméti (Tegest), ktery se
opét skladd ze dvou fazi, faze predvedeni a faze vybaveni. Zkouska testuje kratkodobou
epizodickou pamét’ a kvalitu porozuméni zadanému tkolu. ZkouSka ma za kol simulovat
bézné zivotni situace, obsahuje tii skrytych principti. Prvnim z nich je druh gest, vSechna se
tykaji lidskych smysll, druhym principem je uspofadani do pomyslné kruznice, chut’, hmat,
sluch, zrak, Cich. Pocet gest odpovida kapacité kratkodobé paméti, tedy 6 gest. Norma pro
vybaveni gest je 4 az 6, coz bylo splnéno u vsech dobrovolnikii kromé péti napiic obéma
zkouska ztohoto souboru, vybaveni véty administrované na zaCatku testu. Normalni je
vybaveni 3 az 6 spravnych slov. Ackoliv doslo v této zkousce k signifikantnimu zhorSeni, stale
dosazeny primér spliiuje normy zdravého seniora. Celkové skore baterie ALBA by m¢él
dosahovat 6 az 12 bodt, pokud jedinec nema Zadné kognitivni postiZzeni, ¢ehoz bylo v priméru

dosazeno jak pti prvnim, tak pii druhém testovani.
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Graf.c.6. Percentilové rozlozeni testu  Graf.c.7. Percentilové rozlozeni testu
cesty A skupina A. Vyhodnoceno  cesty A skupina B. Vyhodnoceno parovym
Wilcoxonovym testem, P=0,3543, n=17. t-testem, t(17)=2,231, P=0,0394, n=18.
Velikost efektu=0,74. Velikost efektu=0,72.
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Graf.¢.6. a Graf ¢.7. obsahuji grafické znazornéni dosazeného percentilového skore
v testu cesty varianta A. U skupiny B, tedy skupiny uzivajici placebo doslo k mirnému zlepSeni
t(17)=2,231, P=0,0394. Test cesty je screeningovou zkouskou zalozenou na citlivé detekci
poskozeni mozku. Testuje komplexni zapojeni vice psychickych funkci. Zrakové vyhledavani,
schopnost zaméfeni pozornosti a rychlost. Dalsi dilezitou slozkou, kterou test cesty testuje, je
psychomotorické tempo. Pro provedeni zkousky je nutnd znalost Cisel. V testu cesty A je
tikolem probanda spojit ¢isla od jedné do 25 v co nejrychlej§im mozném &ase. Ceské normy
TMT A lezi mezi 16. — 84. percentilem. Tyto normy v primérném vysledku splnila jak skupina

A tak skupina B, vyjimky jsou uvedeny v diskusi.
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Graf.c.8 Bodové rozloZeni testu cesty B
skupina A. Vyhodnoceno parovym t-testem,
t(16)=3,665, P=0,0021, n=17. Velikost
efektu=0,84.

Graf.c.9. Bodové rozlozZeni testu cesty B
skupina B. Vyhodnoceno Wilcoxonovym
p=0,7450, n=1I8.
efektu=0,72.

testem, Velikost

Test cesty B zaznamenal signifikantni vysledek u skupiny A, t(16)=3,665, P=0,0021. Test
cesty varianta B je zaméfen na exekutivni funkce, jedna se o vyrazné t&€z$i zkousku oproti
varianté¢ A. Testuje schopnost flexibilng stfidat paralelni ¢innosti. Oproti testu cesty A je vice
zaméfena na mentalni flexibilitu a schopnost rozlozit pozornost. Velmi dobie je schopen odhalit
deterioraci kognitivnich funkci. Pro provedeni zkouSky je nutna znalost Cisel a abecedy. V testu
cesty B je ukolem probanda spojit ¢isla od jedné do 25 a pismena od A do L. Numericka fada se

sttida s alfabetickou, proband tedy spojuje Cislo 1 s pismenem A, takto az do ¢isla 13. vco
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nejrychlej$§im mozném &ase. Ceské normy TMT A lezi mezi 16. — 84. percentilem. Tyto normy

v prumérném vysledku splnila jak skupina A tak skupina B, vyjimky jsou uvedeny v diskusi.

7.2 Dotazniky psychickych funkei
Tabulka €. 7. a ¢€.8. shrnuji vysledky dotaznikti psychickych funkci skupina A a nasledné

skupiny B. Dotazniky ovéfuji vliv probiotik na naladu. VSechny dotazniky jsou subjektivnim
hodnocenim stavu testované osoby. Pro zhodnoceni sobéstacnosti byl pouzit dotaznik
funkéniho stavu (FAQ-CZ). Nalada byla hodnocena na zékladé dotazniku Skala ke zhodnoceni
nalady u starSi populace (GDS). Vyznamné negativni udalosti, které by mohli ovlivnit naladu
doty¢né osoby, byly posuzovany pomoci dotaznikli nezZadoucich udalosti (DNU). Nasledné¢ byl
zhodnocen duSevni stav dobrovolnikti pomoci vizualnich $kal na zhodnoceni paméti (VASI),
zazivani (VAS2), celkového pocitu zdravi (VAS3), kvality spanku (VAS4), pocity tuzkosti
(VAS)S), fyzické tinavy (VAS6) a celkové bolesti (VAS7).
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Dotaznik Skupina A

Prvni testovani Min/max Druhé testovani Min/max
GDS (0-15) 3,06+£2,30 0/9 2,41+2,03 0/7
BDI-II (0-64) | 8,18+4,72 0/16 6,94+6,05 0/20
BAI (0-63) 5,06+4,45 0/15 5,244+4,56 0/16
FAQ (0-100 | 96,08+4,89 86,67/100 96,47+5,94 80/100
%)
DNU ** 3,88+2,45 0/8 2,3542,12 0/7
VASI1 4,59+2.48 1/9 4,77+1,95 2/8
VAS2 7,53+2,21 3/10 7,65+1,73 4/10
VAS3 6,41+1,91 3/10 6,59+1,66 4/10
VAS4 6,71£2,34 2/10 6,59+2,55 2/9
VASS 1,18+1,43 0/6 1,0£1,17 0/5
VAS6 3,18+1,78 0/6 3,71+1,8 0/6
VAS7 3,0+£2,69 0/8 3,41+2,9 0/9

Tabulka ¢.7. Vysledky dotaznikii skupiny A, v tabulce je uveden priimer + smérodatna odchylka,

vdalsim sloupci je uvedeno minumum a maximum dosazZené dobrovnolniky v jednotlivych

dotaznicich. **= P < 0.01.
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Dotaznik Skupina B
Prvni Min/max Druhé testovani Min/max
testovani
GDS (0-15) 2,39+1,56 | 0/5 2,06+1,77 0/6
BDI-II  (0-| 7,50+4,82 | 0/18 6,89+5,28 0/20
64)
BAI (0-63) 4,94+£3,52 | 0/12 5,44+4,11 0/15
FAQ (0-100 | 96,85+3,7 | 86,67/100 96,11+6,59 73,33/100
%)
DNU 2,06+2,1 0/8 1,94+2.29 0/8
VASI1 4,61£2,06 | 1/10 4,89+1,49 2/9
VAS2 7,5€2,07 3/10 6,5+£2,75 1/10
VAS3 7,5+€1,95 2/10 7,44+1,65 5/10
VAS4 6,11£2,52 | 1/10 6,06+2,16 3/10
VASS 1,67£1,72 | 0/5 1,67+2,0 0/8
VAS6 2,67£1,82 | 0/6 2,94+1,83 0/5
VAS7 1,39+1,88 | 0/6 2,2842,35 0/7

Tabulka ¢.8. Vysledky dotaznikii skupiny B, v tabulce je uveden prumeér + smerodatnd odchylka,

vdalsim sloupci je uvedeno minumum a maximum dosazené dobrovolniky v jednotlivych

dotaznicich
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Graf.c.10. Bodové rozlozeni dotazniku  Graf.c.11. Bodové rozlozeni dotazniku
nezadoucich udalosti (DNU) skupina A.  neZadoucich udalosti (DNU) skupina B.
Vyhodnoceno parovym t-testem,  Vyhodnoceno  Wilcoxonovym  testem,
1((16)=3,099, P=0,0069, n=17. Velikost p=0,7759, n=18. Velikost efektu=0,72.
efektu=0,84.

Signifikantniho vysledku bylo dosaZeno v dotazniku neZadoucich udélosti u skupiny A,
t(16)=3,099, P=0,0069. Doslo ke =zlepSeni, tedy méné nepiijemnych udalosti v zivoté
dobrovolnikti ze skupiny A. Dotaznik obsahuje 22 otdazek na rtizné oblasti Zivota. Tii a vice
nezadoucich udalosti mohou vyznamné ovlivnit psychické a néasledné i zdravotni ukazatele. Ve
skupiné A zaznamenalo vice nez tii negativni udalosti v poslednim roce 12 testovanych pfti

prvnim testovani, 7 pfi druhém. Ve skupiné B 5 pfi prvnim testovani a 4 pfi druhém.

7.3 Stfevni metabolom
Byla provedena necilend metabolomick4 analyza 35x2 vzorkl stolice. Tedy 35 vzorki
odebranych pii zahdjeni studie a 35 vzorki od stejnych probandi po 3meésicni
probiotické/placebo intervenci. Bylo nalezeno 15 000 potencidlnich metabolitdi, z toho 3 500
s hodnotou P mensi nez 0,05. Z této skupiny bylo vybrano na zéklad¢ dikladné literarni reSerse

10 metabolitl, na které byla zamétena pozornost.
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Metabolit m/z RT T-value P-value prameér pramér

skupiny B skupiny A

DL-Tyrosin 182.0813 0.74 8.59239904 9.15E- 4380.353 1186.268
11

kyselina cholova 409.294 12.5 5.94185466 9.77E- 466.241 203.551
07

kynurenin 209.0928 1.39 4.08784314 0.00017 66.614 20.6625

kyselina palmitova 257.2483 12.2 3.6947303 0.00054 50.778 86.505

kyselina glutamova 148.0597 0.6 3.70226085 0.0007 192.542 36.095

prostaglandin A2 335.2211 9.63 3.19447239 0.00254 | 488.925 228.837

leukotrien B4 337.2377 9.92 3.12023998 0.00282 1055.924 569.203

kyselina 339.2526 10.4 2.8257309 0.00666 624.650 339.178

dihydroxyeicosatrienova

(DHETE)
prostaglandin K2 351.2158 9.16 | 2.51572038 | 0.01438 | 339.343545 | 207.914159
tryptofan 205.0978 2.02 | 248662103 | 0.01556 | 3668.46439 | 2422.77838

Tabulka ¢.9. Vybrané fekadlni metabolity. V tabulce je uvedena intenzita signdlu a presna hmota
(pomér m/z), retencni cas v minutach (RT), T-value, P-value a prumérnd plocha pod piky.
U prostaglandinii, leukotrienit a DHETE se s malou pravdepodobnosti miize jednat o izomery

se stejnou hodnotou m/z.

Z hodnoty ploch pik je zfetelny rozdil v intenzit¢ metabolitd. VyS$si intenzita je
u skupiny B (skupiny uZivajici placebo) zaznamenidna u vSech vybranych metabolitl
s vyjimkou kyseliny palmitové. Ctyfnasobny rozdil byl zaznamenan u tyrosinu, jehoZ derivaty
jsou biologicky vyznamné latky katecholaminy nebo hormony S§titné Zlazy. RovnéZz je
u tyrosinu tento rozdil nejvice signifikantni. Kyselina cholovd, zakladni zlu¢ova kyselina, méla
ve skupiné€ B (placebo skupin€) naméfenou vice nez dvojnasobnou plochu a rovnéz je vysledek
vysoce signifikantni. Vyrazny rozdil byl zaznamendn u kynureninu a tryptofanu, oba
metabolity patii do metabolismu tryptofanu. Leukotrieny a prostaglandiny, u nichz je rovnéz
pozorovana zvySend intenzita u skupiny B, se G€astni metabolismu kyseliny arachidonové.

ZvySena intenzita byla zaznamenana 1 u glutamové kyseliny a DHETE.
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Metabolicka draha Celkem Hity P-value

Tyrozinovy metabolismum 86 46 1.0771E-4
Tryptofanovy metabolismus 64 29 0,041
Metabolismus biopterinu 9 6 0,049
Metabolismus mastnych 14 8 0,067
kyselin

Metabolismus 43 18 0,188

k.arachidonové-

prostaglandinova cesta

Metabolismus vitaminu B6 7 5 0,051

Tabulka ¢.10. Vysledky analyzy metabolickych cest. Celkovy pocet oznacuje pocet intermediatii
metabolické drahy. Hity oznacuji naruseni metabolické drahy. P-hodnota je vypocitina na

zakladé enrichment analyzy.

Jak napovidaji data z piedchozi tabulky, nejvétsi zmény metabolické drahy byly pfitomny
u tyrozinového metabolismu a tryptofanového metabolismu. V piipad¢ tyrozinového
metabolismu bylo zaznamenéno 46 hitl. V ptipad¢ tryptofanového metabolismu 26 hitti. Dalsi
ze signifikantné zménénych drah byl metabolismus biopterinu. S mensi signifikanci byla
zaznamenana zména v metabolismu mastnych kyselin, metabolismu kyseliny arachidonové,

konkrétné cyklooxygenazova cesty smérem k prostaglandinim a metabolismu vitaminu B6.

54




® . Kontrola
L]
{:' Placebo
L
© . Probiotika
w
3
Ed
[
w
&
k1
&
a
15
i o
] 5
5
-in
-I5
E
.
.
<&
-4
&
40
5.
4@
K 1] E] E] [] E] [] ] [] E] 1] o ] ]

150w

Obr.¢.3 Analyza hlavnich komponent (PCA) interpolovanych dat tri skupin, probiotické
(Cerné), placebo (modre) a kontrol (fialove). Kontroly jsou vysledky z prvniho méreni pred
zacatkem uzivani probiotik/placeba.

PCA analyza potvrdila rozdily mezi skupinami a vytvofila tfi zieteln¢ oddélené klastry,

pficemz je zcela znatelné, Ze urcity efekt méla jak podana probiotika, tak placebo.
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8 Diskuse

Cilem diplomové prace bylo stanovit vliv probiotik sloZzenych z bakteridlnich kment
Streptococcus thermophilus GH, Streptococcus salivarius GH NEXARS, Lactobacillus
plantarum GH a Pediococcus pentosaceus GH na kognitivni funkce, zlepSeni zdravotniho
stavu a zlepSeni duSevniho zdravi u starsi populace. Dal§im cilem bylo pomoci metabolomické
analyzy stanovit a identifikovat metabolické drahy a metabolity vhodné z dalSimu zkoumani.
K posouzeni kognitivnich funkci bylo pouzito devét testdl, dva z nich obsahovaly vice dil¢ich
uloh testujici rizné kognitivni slozky. K posouzeni zlepSeni duSevniho zdravi byla pouzita sada
Sesti dotaznikl. Zmény v metabolomu byly méfeny pomoci hmotnostni spektrometrie.

Bylo posuzovano celkem 35 osob, 17 ve skupiné A, 18 ve skupin€ B. Skupina A uzivala
probiotika a vladkninu, skupina B placebo. Dobrovolnici byli ve véku 55-80 let. Pfevazovaly
star§i osoby, prumérny veék byl 70 let. Mezi dobrovolniky pievazovali vysokoskolsky vzdélani
lidé, 1ze tedy predpokladat vEtsi kognitivni trénovanost. Ve skupin€ zcela chybi jedinci pouze
se zdkladnim vzdélanim, stfedoskolsky vzdélani tvoii menSinu. Ve skupiné pievazovaly Zeny.
Z4dny z dobrovolnika nemél pred vstupem do projektu diagnostikovanou poruchu kognitivnich
funkci, jeden z dobrovolnikd byl v minulosti 1é¢en s depresi. Na zaklad¢ vysledkl z prvniho
testovani byla zaznamendna mirna kognitivni porucha u deviti probandi. U dvou byl
zaznamenan zavazny pokles kognitivnich funkeci.

RAVLT je celosvétové uzivany test, ktery byva témét bez vyjimky soucdsti
neuropsychologickych vysetieni seniorti (Nikolai et al., 2016). Je zamétfen na epizodickou
pamét, kterd je vyrazné naruSena u mnoha neurodegenerativnich onemocnéni vcetné
Alzheimerovy demence (Gainotti and Marra, 1994). Principem RAVLT je zapamatovani
delSiho seznamu slov, zahrnuje pét opakovani jedné sady slov, distrakci pomoci odlisné sady
slov. Poté okamzité vybaveni prvni sady slov a velmi diilezit¢ oddalené vybaveni a rekognici
prvni sady slov. UmoZiiuje zformulovat kiivku uceni a pomaha detekovat pamét'ové poruchy
(Griffin et al., 2017). V Ceské republice existuji dvé pouzivané verze, zde byla pouzita verze
prvni, tedy prvni Pamétovy test u€eni metodicky upraven doktorem Preissem (Preiss, 1999).
RAVLT je nejcastéji uzivanym testem verbalni paméti (Rabin et al., 2005). Vyznamny vliv
véku na vykon v testu je experimentalné potvrzen. Vliv pohlavi nebyl potvrzen, studie vénujici
se vlivu vzdélani nejsou konzistentni (Bezdicek et al., 2014; Cavaco et al., 2015; Van der Elst
et al., 2005; Messinis et al., 2007, 2016; Speer et al., 2014; Vakil et al., 2010). Pro Ceskou
republiku jsou normativni data v roku 1999, ziskand na skupiné 61 osob ve véku 65-85 let
(Preiss, 1999). Normativni data na vétSim vzorku populace (363 osob) byla vypracovana v roce

2018 (Frydrychova et al., 2018). Nase vysledky horizontdlni analyzy pomoci parového t-testu
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piipadn¢ parového Wilcoxonova testu (porovnani vysledki od stejnych osob s probiotikem
oproti placebové skupin€) ukazuji signifikantni zlepseni pii vykonu v testu RAVLT 1 (p=0088)
ve skupiné A uzivajici probiotika a vldkninu. RAVLT 1 je souhrnnym vysledkem 1. az 5.
pokusu uceni seznamu slov. Tato data ukazuji na potencidlni vliv ndmi vybranych bakteridlnich
kmenii na zlepSeni paméti, v tomto testu konkrétné¢ verbalniho uceni a verbalni paméti.
Zajimavym ukazatelem je, ze v testu RAVLT 2, tedy néasledném vybaveni seznamu tychz slov
po 30 minutach, nedoslo k signifikantni zmén¢ u zadné ze skupin (pro skupinu A, P=0,200, pro
skupinu B, P=0,057). To by mohlo znacit vyssi efekt retrogradni interference, kdy novée
nacerpané informace v Casové mezefe mezi RAVLT 1 a RAVLT 2 negativné ovliviuji
vysledek RAVLT 2. RAVLT 2 je senzitivni k rozpoznéni zdravych osob v porovnani
s pacienty trpici AD, ptipadné fronto-temporalni lobarni degeneraci. U zdravych jedinct by se
vysledek RAVLT 2 nemél vyrazné lisit od vykonu v 5. pokusu uceni v RAVLT 1. Pokles
ovice nez 3 slova je zardzejici a naznaCuje oslabeni mnestickych schopnosti a rychlejsi
zapominani novych informaci. K tomuto poklesu doslo u tii dobrovolnikd z probiotické
skupiny A a u sedmi dobrovolnikli z placebo skupiny B. Vzhledem k tomu, Ze se jedna
o horizontalni analyzu, I1ze vyloucit efekt rozd€leni skupin. Vstupni kategorizace po prvnim
vySetfeni odpovidala 10 dobrovolnikim bez kognitivniho deficitu, u dvou vysledky
naznacovaly nulovy kognitivni deficit s obCasnymi vykyvy ¢i deficitem pozornosti, pét spadalo
do kategorie mirné kognitivni poruchy (MKP) ve skupiné A. Ve skupin€ B bylo 11 ucastnikii
bez kognitivniho deficitu, jeden s obcasnymi vykyvy pozornosti, 4 u kterych se da
piedpokladat MKP a dva dobrovolnici se zavaznym poklesem kognitivnich funkci. RozlozZeni
je srovnatelné. U dvou dobrovolnikil se zdvaznym deficitem i u dobrovolnikti s MKP je mozné
predpokladat rychlejsi upadek kognitivnich funkeci. I u tfi dobrovolnikli ze skupiny A
vykazujicich zhorSeni v testu RAVLT 1 bylo zhorSeni pozvolnéj$i nez u skupiny B, coz
naznacuje zpomaleni progrese kognitivniho deficitu diky probiotické suplementaci i u jedinct
s MKP.

Dalsi signifikantni vysledek byl zaznamendm u baterie Amnesia Light and Brief
Assessment (ALBA). Pro vétsi informativni hodnotu a ptesnéj$i identifikaci vysledku byly
nasledné¢ vyhodnoceny jednotlivé subtesty baterie ALBA. Signifikance byla zaznamendna
u testu vybaveni véty (Véttest vybaveni), ktery testuje védomou a zadmérnou slovni pamét’.
ALBA je ptivodni ¢eskou zkouSkou pouzivanou pro detekci poruch paméti v klinické praxi.
Ke stejnému ucelu je pouzivany velmi znadmy test-Mini-Mental State Examination (MMSE).
Tento test ndmi nebyl zvolen pro jeho limitace, napt. neexistenci pfesnych ¢eskych norem.

Dalsi limitaci je sedmickovy test, ktery nahrazuje Tegest v bateriit ALBA. Sedmickovy test je
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test, pfi kterém administrovana osoba odecita ¢islo sedm pétkrat za sebou. Znevyhodnény jsou
tedy osoby, které od mladi maji problémy s pocitanim. Proto byl zvolen inovativni test ALBA.
Normalni skore z celé baterie je 6 az 12 bodu, zisk 4 az 5 bodii znaci mirnou poruchu paméti,
mén¢ pak naznacuje zavaznou poruchu paméti. Optimalni pocet bodu pro Véttest vybaveni je
tf1 az Sest spravnych slov. Hodnoceno je kazdé spravné slovo, tedy ve spravném padu, na
potadi vybavenych slov nezalezi. Ve studii prof. BartoSe z roku 2019 ziskaly zdravé kontrolni
star$i osoby vtomto testu 4,5+1,5 bodu. Pacienti s diagnostikovanou mirnou kognitivni
poruchou ziskali 1,4+1,7 bodu (Bartos, Diondet 2020). V nasi studii dosdhli dobrovolnici
v prvnim testovani 5,06+1,03 bodd, byli tedy vysoce nad normou (3 az 6 bodl). Pti druhém
testovani se sice primérné skore snizilo na 3,24+1,86. I toto skore je ale zcela v normé.
Vysledkli nesplitujicich normu dosdhl v probiotické skupiné A v prvnim testovani jeden
testovany, pii druhém testovani nespliiovalo normu Sest dobrovolnikd. Ve skupin¢ B, tedy
skupiné uzivajici placebo, pii prvnim testovani nedosahovaly norem dvé osoby, pii druhém
testovani také Sest osob. Da se tedy predpokladat, Ze pfi¢inou niz§iho skére pii druhém
testovani je pfirozeny Upadek pamétovych schopnosti osob ve vyssim veku.

Dalsi ze signifikantnich vysledkl byly zaznamendny u testu cesty (TMT A a TMT B).
Test cesty je psychodiagnosticky test pouzivany pivodné pro armadu k diagnostice mozkovych
funkci. Test ma vice alternativ, nékteré z nich nahrazuji pismena barvami, pfedevSim aby
nedoslo k ovlivnéni u pacientl s jinou pouZivanou abecedou, nez je latinskd. VSichni probandi
nasi studie byli ¢eské narodnosti, takze mohl byt zvolen test cesty A i B. Pro Ceskou republiku
existuji normy vzniklé na zdkladé¢ metaanalyzy zroku 2006 (Preiss and Preiss, 2006). Na
zakladé¢ mnoha studii byl prokdzan znaény efekt vzdélani, proto obsahuji normy i korekéni
tabulku na zakladé¢ dosazeného vzdé€lani. Studie z roku 2009 (Sanchez-Cubillo et al., 2009)
pozorovala korelace mezi TMT A a TMT B, naSe vysledky toto pozorovani nepotvrzuji. Podle
piedchozich studii je test cesty citlivy na psychicky stav jedince, momentalni naladu a 1éCiva, je
tedy velmi pravdépodobné, Ze rozdily zaznamenané u TMT A ve skupin¢ B byl efekt
nadhodnych proménnych, s nejvetsi pravdépodobnosti se ale jedna o statistickou chybu. U TMT
byl zaznamendm vliv nacviku na vykon v testu, proto byla ziskdna data korelovana s daty
z ptedchozich studii. Po tfech tydnech byl vlivem nacviku zlepSen ¢as o n€kolik sekund (Stuss
et al., 2001), po 14-24 tydnech bylo zaznamenano zlepSeni vlivem re-testu o 3 sekundy pouze
u TMT B (Bornstein, 1989). Primérné casové zlepseni skupiny A nasi studie je 12,06 s, vliv
nacviku Ize tedy zamitnout a je mozné predpokladat, ze probiotika maji pozitivni vliv na
exekutivni funkce. Norma pro zdravé osoby je mezi 16.-84. percentilem. Ve skupiné€ A, testu

TMT A v prvnim kole testovani nespliiovaly tfi osoby, u jedné znich doslo v druhém kole
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k signifikantnimu zlepSeni z percentilu 10 na percentil 20. V testu TMT B byla pod normou
jedna osoba, u které rovnéz doslo ke zlepSeni a zafazeni do normy. Ve skupiné B, testu TMT A
tii osoby nespliovaly normou, nedoslo zde ani ke zlepSeni, ani ke zhorSeni, stejné tak u testu
TMT B, kde normu nespliiovaly dvé osoby pfi prvnim i druhém testovani. Druhou zkouskou
zaméeienou na exekutivni slozku paméti je test symboly, vysledky by tedy mély korelovat,
u toho vsak nedoslo k zadné zméné, proto se neda efekt probiotik na exekutivni slozku paméti
touto studii zcela prokazat. Do budoucna je tfeba vénovat této slozce paméti veétsi pozornost na
vétsim vzorku dobrovolnik.

Z dotaznikti psychickych funkci vysla signifikantni zména u dotazniku nezadoucich
udalosti (DNU). DNU posuzuje pocet a charakter vyznamnych negativnich udélosti za obdobi
jednoho roku. Tii a vice negativnich uddlosti mohou vyznamné ovlivnit psychicky, ale
i zdravotni stav. U skupiny doslo k poklesu negativnich udalosti t(16)=3,099, P=0,0069.
Vysledek ale nekoreluje ani se zlepSenim v Beckové inventaii tzkosti (BAI), Beckové
sebeposuzovaci skale depresivity pro dospélé (BDI-II) a Skale ke zhodnoceni ndlady u starsi
populace (GDS). Da se tedy usuzovat, Ze snizeni negativnich udalosti nemélo vliv na zlepSeni
nalady jedinct. Zaroven byly odpovédi pravdépodobné silné ovlivnény pandemii COVID-19,
coz znaci velmi vysoké bodové skore DNU u mnohych dobrovolnikd. Limit tfi negativnich
udalosti piekonalo ze skupiny A 12 osob pii prvnim testovani a 7 osob pii druhém testovani.
Ve skupiné B 5 osob pfi prvnim testovadni a 4 osoby pfi druhém testovani. Pozitivni vliv
probiotické suplementace na zlepSeni nalady nebyl potvrzen. Otazkou ale zlstava, jak velky
vliv v ziskanych vysledcich hraje pandemie COVID-19, kterd podle mnoha studii celkové
zvysila Gzkostnost a depresivitu obyvatel (Deng et al., 2021).

Na zékladé necilené analyzy fekalnich metaboliti pomoci HLPC-MS/MS se podatilo
najit 15 000 metabolitl, z toho 3 500 signifikantné rozdilnych. Prostfednictvim literarni reserse
bylo vybrano nékolik zasadnich metabolitii ucastnicich se kli¢ovych metabolickych drah.
Jednou z fokusovanych drah byl metabolismus kyseliny arachidonové z divodu uzké
souvislosti s pro- a protizanétlivym plisobenim. Naruseni metabolické drahy bylo zaznamenéno
pfedev§im v cyklooxygenazové draze smérem k prostaglandiniim, které plsobi pievazné
u skupiny uzivajici placebo. Leukotrieny vznikaji lipoxygendzovou drdhou metabolismu
kyseliny arachidonové a maji pfevazné prozanétlivy ucinek, zvySuji tvorbu cytokind
apfispivaji tak ksystémovému zanétu. Mirn€ zvySend je 1 intenzita metabolismu

7 w1

Z dat lze predpokladat, Ze zvySeni intenzity metabolismu prostaglandinli je kompenzac¢nim
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mechanismem ke zvySeni intenzity metabolismu leukotrient. Pti vyvoji probiotik byla jednim
z terapeutickych cili metabolicka drdha biosyntézy Zlucovych kyselin. Uprava metabolické
byla tedy ocekdvanym vysledkem. Podil volnych ZluCovych kyselin je zavisly na aktivité
hydrolazy zlucovych kyselin, ktera je zprosttedkovavana sttevnim mikrobiomem. Hydrolyza
auvolnéni glycinu a taurinu pfedchazi transformaci kyseliny cholové, ptisobenim vybranych
probiotickych kment, na sekundarni a tercialni zlucové kyseliny. Zluéové kyseliny pomahaji
traveni a vstiebavani lipidd ve stfevé. Jejich dalsim ucinkem je regulace homeostazy
cholesterolu (Hefmankova et al., 2018). Tato data naznacuji, ze probiotika pouzitd v této studii
maji pozitivni vliv na Upravu mnoha metabolickych drah vcetné metabolismu kyseliny
arachidonové, biosyntézy ZzluCovych kyselin, tryptofanového metabolismu a tyrozinového
metabolismu a pomahaji udrzet metabolismus smérem k protizanétlivému stavu. PCA analyza
rovnéz prokazala zmény v metabolomu jednotlivych skupin a poukédzala nejen na efekt
probiotik pouzitych pro studii, ale i na efekt placeba. Efekt placeba mize byt vlivem
ptirozeného zhorSeni stavu v pokrocilém v€ku dobrovolnikd, mezi prvnim, tedy kontrolnim
odbérem a druhym odbérem byly tfi mésice, béhem kterych mohlo dojit z pfirozenym zménam
metabolismu. Dal$im moznym vlivem je sezénni zhorSeni funkcnosti metabolismu, studie byla
provadéna od ledna do dubna, kdy dochazi u seniorii Casto k omezeni pohybu, sniZeni
rozmanitosti stravy a ubytku pi{jmu vldkniny vlivem roc¢niho obdobi. Na potvrzeni tohoto
zjisténi by bylo tfeba podrobnéjsi cilené analyzy na vétSim vzorku dobrovolnikt. Tato data lze
povaZovat za explorativni s velice slibnymi vysledky pro dalsi zkoumani.

Navzdory hromadicim se diikazim o vlivu mikrobioty na kognitivni funkce, tzkost
a depresivitu na animalnich modelech, studie na lidech jsou pomérné omezené. Studie Akbari
a kol., ktefi pro sviij vyzkum pouZzivali probioticky ndpoj obsahujici Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum a Lactobacillus fermentum po dobu 12 tydn,
také potvrdili vliv vybranych probiotickych kmenil na kognitivni funkce. Na rozdil od nasi
studie byl ve studii Akbari a kol. pouZit test k mé&feni kognitivnich funkci MMSE. MMSE je
nejcastéji pouzivanym testem pro zhodnoceni kognitivnich funkci. Neni ale tak citlivy
k odhaleni mirného kognitivniho deficitu a zcela chybi test orientujici se na exekutivni funkce,
proto byla pro nasi studii pouzita rozsahlejsi testovaci baterie. U probiotické skupiny doslo
v testu MMSE o zlepSeni kognitivnich funkci o 27,90 £+ 8,07 v porovnani s kontrolami, kteti
meéli skore -5,03 + 3,0, rozdil mezi skupinami byl statisticky vyznamny (P<0,001). Ze studie
bohuzel nelze presnéji urcit kterd ze slozek, kterou MMSE testuje, byla konkrétné zlepSena. Na

zakladé biochemické analyzy krve byly zaznamenany piiznivé U¢inky na hladinu MDA,
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hs-CRP, aktivitu inzulinového metabolismu a hladinu triglyceridi. Zmény biomarkert
oxida¢niho stresu a zanétu, napiiklad FPG a dalSich lipidovych profil, nebyly prokazatelné
signifikantni. Nutno podotknout, Ze studie byla provadéna na pacientech s jiz diagnostikovanou
AD (Akbari et al., 2016). Studie zkoumajici vliv Bifidobacterium longum NCC3001 na
depresitivu a uzkostnost, obdobné jako nase studie nepotvrdila vliv vybraného bakterialniho
kmenu na tuzkostnost. Depresivita byla snizena se signifikanci P=0,04. Nebyla nalezena
vyrazna zména ve slozeni fekalni mikrobioty. Analyza pomoci funk¢ni nuklearni magnetické
resonance prokdzala snizeni reakce na negativni emociondlni podnéty v riiznych oblastech
mozku véetné amygdaly a fronto-limbickych oblasti (Pinto-Sanchez et al., 2017). Dalsi dvé
huménni studie nenalezly zadny efekt probiotik na tzkost a depresi (Benton et al., 2007;
Messaoudi et al., 2011). P&t studii, vCetné zminované studie Akbari a kol., nalezlo vliv
probiotik na kognitivni funkce (pomoci MMSE, nebo ,,otestuj svoji pamét™ testu (TYM)),
redukci malondialdehydu a hs-CRP, pravdépodobné na zakladé mechanismu snizeni urovni
zanétlivych a oxidacnich biomarkert (Agahi et al., 2018; Akbari et al., 2016; Hwang et al.,
2019; Kobayashi et al., 2019; Tamtaji et al., 2019a). Studie zkoumajici vliv Lactobacillus
acidophilus LA-5 a Bifidobacterium lactis BB na stari, provedena na mysim modelu,
pozorovala rozdily v hladinach dimethylglycinu, sarkosinu, nikotinadtu a N-methylnikotinamid
vmoCi. Vzorky stolice vykazovaly zménéné hladiny o4-hyrdroxyfenylacetatu, xylozy
a valeratu. Probiotika modulovala metabolismus homocysteinu a NAD, které jsou zapojeny do
mnoha bunéénych procest, které se s vy$§im vékem méni (Brasili et al., 2013). Studie, stejné
jako naSe, potvrzuji, Ze probioticka suplementace je podle dosavadnich vysledkli vhodna pro
prevenci a redukci s vékem souvisejici metabolické dysfunkce, zlepSeni kognitivnich funkci,
pfipadné zpomaleni progrese kognitivnich funkei. V1iv na tizkost a depresivitu je nejasny.
Jednou z limitaci studie je nendhodny vybér, participanti se do studie hlasili na zakladé
zajmu. Hlavnim limitem této prace je nedostate¢ny pocet dobrovolniki, ktery umoznuje odhalit
pouze velky efekt signifikance. U malych ¢i stfednich efekt neni v této studii statistickd sila
efekt detekovat. U velkého efektu, ktery je zde detekovatelny, je zvySena pravdépodobnost
faleSn€ pozitivnich vysledkd. Z divodi ro¢niho odkladu studie kvili pandemii COVID-19
nebylo mozné zpracovat vétsi vzorek. V nasledujicich mésicich bude ptibyvat dobrovolnika
s ukonCenou jak fazi I. tak fazi II. projektu a bude mozné zatadit do analyzy zbyvajici pocet
dobrovolnikli, ktery umozni podrobnéji rozklicovat problematiku. Je tedy tfeba uvazovat
o vysledcich pouze explorativné. Dal$im k diskusi vhodnym faktem je, Ze vétSina testl
zamétenych na pamét’ bylo signifikantnich ve prospéch skupiny A, a to kromé testu ALBA

(taktéz zaméfeného na pamétovou slozku kognitivnich funkci) a pamétovych subtesti baterie
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ABACO. Tyto testy by pii predpokladu nahodného vybéru a absenci statistickych a jinych
chyb mély vyjit konzistentn¢, aby bylo mozné vysledek povazovat za naprosto konkluzivni.
Dalsi limitaci zptisobenou pandemii COVID-19 je absence dat z faze II., ve které dochazi
k vymén¢ administrovanych tablet u jednotlivych skupin. Po skonceni odbéri vSech
dobrovolnikti bude mozné provést i longitudindlni analyzu o pietrvavani efektu pouzitych
probiotik, coz se dd povazovat za jednu z nejzajimavéjSich a potencidlné nejvice terapeuticky
vyuzitelnou informaci. Zaroven bude mozné data z kognitivnich testd a psychologickych
dotaznikt korelovat s ndlezy progresi pohybové aktivity, s nastavenim diety, metabolomickym

a krevnim obrazem.
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9 Zavér

Zachovani fyzického a dusevniho zdravi zavisi na funk¢nosti homeostatickych systéma téla,
nervoveé, endokrinni a imunitni ¢innosti. VSechny tyto procesy jsou podle recentnich vyzkumt
spjaté se stievni mikrobiotou a jejimi metabolity. Béhem starnuti dochdzi ptirozené
k fyziologickym, piipadné patologickym zménam vedoucim ke snizeni funkcéni kapacity
organismu. Nejvétsim rizikovym faktorem vzniku chorob spojenych se stafim je posun
organismu do stavu nizkého stupné zanétu, tedy celkovy posun k prozanétlivému stavu. Zmény
nastavajici v imunitnim systému, tedy imunosenescence, mohou vést k naruSeni celkové
homeostazy, oxida¢nimu stresu a stfevni dysbioze. Stfevni dysbidéza je podle studii
z poslednich let spojena srozvojem neurodegenerativnich onemocnéni vcetné sniZeni
kognitivnich funkci. Cilem studie bylo zhodnotit, zda probiotika pouzitd v této studii maji
pozitivni vliv na celkovy zdravotni stav, kognitivni funkce a duSevni zdravi u 35 dobrovolnik.
Dalsim zcild bylo pomoci hmotnostni spektrometrie vytvofit panel biomarkera
doprovazejicich zmény ve slozeni fekalniho metabolomu po konzumaci probiotik. Ze
ziskanych vysledkl se da usuzovat, ze zvolené probiotické kmeny pozitivné ovlivituji pamét’,
predevsim jeji epizodickou slozku. Subjektivni pocit zlepSeni paméti ale u dobrovolnikli nebyl
zaznamenan. Déle byl zaznamenam pozitivni vliv na exekutivni funkce. Vliv vybranych
probiotik na duSevni zdravi, sniZeni Uzkosti ¢i depresivity nebyl ve studii potvrzen. Analyza
sttevnich metabolitli naznacila vliv pouzitych probiotik na napravu poruch mnoha
metabolickych cest a spradvné fungovani mikrobioty per se. Nejvétsi zména mezi jednotlivymi
skupinami byla pozorovdna u tyrosinového metabolismu, tryptofanového metabolismu,
metabolismu kyseliny arachidonové a metabolismu biosyntézy Zlucovych kyselin. Tato
pozorovani ale nebyla doprovéazena subjektivnim pocitem zlepSenim zazivani, pocitu zdravi,
zlepseni spanku ani fyzické unavy.

Studie pfindsi nejen zajimavé vysledky na poli védy, ma vSak pozitivni pifinos pro
jednotlivé dobrovolniky, a to nejen v podob& probiotické suplementace, ale predevSim
kompletniho vySetfeni kognitivnich funkci a zdravotniho stavu. Pro vétSi informaéni hodnotu
bude tfeba ve studii pokracovat s vétSim poctem dobrovolnikl s dostateénym mnoZstvim osob
jednotlivych seniorskych veékovych kategorii, rtiznym poctem let vzdélani a s riznym
pocateCnim stavem kognitivnich a zdravotnich funkci. Nicméné jedna se o jednu z prvnich

studii zkoumajici zcela komplexné dopad vybranych probiotik na fyzické a duSevni zdravi.
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Ptfedevsim metabolicka analyza ptfinasi velmi slibné vysledky, kterym je v budouci praci tfeba

vénovat veétsi pozornosti.
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