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Abstrakt

Primarnim ucelem této pilotni studie bylo dlouhodobé sledovat slozeni stfevniho mikrobiomu a
fekalnich markerti metabolismu u potkanii po ukonceni desetidenniho intraperitonealniho podavani
stoupajicich ddvek morfinu (od 10 do 50 mg/kg/den) a u odpovidajicich kontrolnich skupin potkand,
kterym morfin podavan nebyl. S tim bylo spjato zavedeni novych metod pro vyzkum mikrobiomu a
metabolomu, statistické vyhodnoceni vysledki a interpretace dat, popt. vytvoreni hypotézy vysvétlujici
nasledky ptsobeni morfinu na slozeni sttevniho mikrobiomu a fekalniho metabolomu v porovnani s
vyslednymi daty podobn¢ orientovanych studii. Vlastni experiment byl proveden na samcich potkanti z

kmene Wistar ve staii dvou mésicli a hmotnosti cca 300 g, ktefi byli chovani na standardni krmné dieté.

Z provedené analyzy a vyhodnoceni vyslednych dat vyplyva, Ze ve sledovaném obdobi doslo ke
zméndm ve slozeni stfevniho mikrobiomu a fekalniho metabolomu u pokusné skupiny oproti kontrolni
skuping, avSak vyvolané zmény mély spiSe doCasny charakter. Dalsi studie by mély byt provedeny za

pouziti podstatné rozsahlejsi pokusné i kontrolni skupiny a také vyssi granularité ¢asové tady.

Kli¢ova slova: morfin, opioidy, abstinen¢ni syndrom, stievni mikrobiom, fekalni metabolom

Abstract

The primary purpose of this pilot study was a long-term monitoring of the gut microbiome composition
and fecal markers of metabolism in rats following the completion of 10-day intraperitoneal
administration of increasing morphine doses (from 10 to 50 mg/kg/day) and in the corresponding control
groups of rats that didn't administrate morphine. This study involved the introduction of new methods
for microbiome and metabolome research, statistical evaluation of results and interpretation of data, or
hypothesis to explain the effects of morphine on the gut microbiome and fecal metabolome composition
compared to the resulting data of similarly oriented studies. The actual experiment was conducted on
male Wistar rats aged 2 months and weighing approximately 300 g, which were maintained on a

standard chow diet.

The analysis and evaluation of the resulting data showed that there were changes in the composition of
the gut microbiome and fecal metabolome in the experimental group compared to the control group
during the reporting period but the induced changes were rather temporary. Further studies should be
performed using a significantly larger experimental and control group as well as higher time series

granularity.
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Priloha 1 — Tabulka s po¢ty readt identifikovanych taxonomickych jednotek ve vzorcich trusu potkani



1. Seznam zkratek

5-HT — 5-hydroxytryptamin, serotonin

16S rRNA — 16S ribozomalni ribonukleova kyselina
AhR — aryl uhlovodikovy receptor (aryl hydrocarbon receptor)
ANOVA - analyza rozptylu (analysis of variance)
ANS — autonomni nervovy systém

BDNF — mozkovy neurotroficky faktor (brain-derived neurotrophic factor)
cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

CGRP - calcitonin gene-related peptide

CNS — centralni nervovy systém

CREB - cAMP response element-binding protein
CYP — cytochrom

DADLE — delta-alanin-delta-leucin-enkefalin

DC — dendriticka bunka

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DOR — delta opioidni receptory

EB — promyvaci pufr (elution buffer)

EC — enterochromafinni buiika

ENS — entericky nervovy systém

HDAC -histondeacetylaza

GABA — kyselina y-aminomaselna

GCxGC-TOF/MS — komprehensivni dvourozmérna plynova chromatografie s time-of-flight hmotnostni
detekei

GDP — guanosindifosfat
Gi proteiny — rodina inhibi¢nich G proteint

GIRK kanal — G proteiny aktivovany dovniti usmériiujici K+ kanal (G protein-activated inwardly
rectifying K+ channel)

GIT - gastrointestinalni trakt
GRK - kinaza receptort sprazenych s G proteiny (G protein-coupled receptor kinase)

GTP — guanosintrifosfat



HMP — Human Microbiome Project

IL — interleukin

KOR — kappa opioidni receptory

M3G — morfin-3-glukuronid

M6G — morfin-6-glukuronid

MAPK — mitogenem aktivované proteinkinazy

MOR — morfinové opioidni receptory

MS — hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

NGS — sekvenovani nové generace (next generation sequencing)
NK buiiky — pfirozeni zabijeci (natural killer cells)

NMDA receptor — N-metyl-D-aspartatovy receptor

NMDS — nemetrické multidimenzionalni Skalovani (non-metric multi-dimensional scaling)
NMR — nuklearni magneticka rezonance

OR - opioidni receptor

OTU — operacni taxonomicka jednotka (operational taxonomic unit)
PCR — polymerazova feté¢zova reakce (polymerase chain reaction)

PERMANOVA — permuta¢ni vicerozmérnéd analyza rozptylu (permutational multivariate analysis of

variance)

pKa — disocia¢ni konstanta

PCA — analyza hlavnich komponent (principal component analysis)
PLC — fosfolipaza C

RNA — ribonukleova kyselina

SCFA — mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short-chain fatty acids)

sPLS-DA — ¢aste¢na diskriminacni analyza nejmensich ¢tvercu (sparse partial least squares regression

discriminant analysis)

TBDMS - tertbutyl-dimethyl-silylové-¢inidlo

TLR4/MD-2 — heterodimer Toll-like receptor 4/myeloidni diferencia¢ni protein-2
TMSIL — trimethyl-silylové-¢inidlo

TNF-a — tumor nekrotizujici faktor a

UGT - uridindifosfat-glukuronyltransferaza



2. Uvod

Analgetické a anestetické u¢inky morfinu na organismus jsou lidstvu odeddvna znamy. Dnes je morfin
povaZovan za zlaty standard pro lécbu bolesti. Je vyuzivan zejména v klinické mediciné pro tiSeni
chronickych stiedné silnych a velmi intenzivnich bolesti. Cim dal ¢ast&ji jsou opioidni latky, véetnd
morfinu, zneuzivany jako drogy, protoze jejich uziti vyvolava mimo jiné narkotické a euforické ucinky.
Popularitu zneuzivani opioidti podporuje jejich snadna dostupnost. S uzivanim morfinu jsou ovsem
spojeny mén¢ vazné, ale i velice zavazné vedlejsi tiCinky, jako jsou napf. nevolnost, zacpa, inava, utlum
dechového centra, postupny vznik tolerance a fyzické i psychické zavislosti. Po vysazeni uzivani

morfinu dochazi k rozvoji neptijemnych prozitkl spojenych s abstinen¢nim syndromem.

V relativné neddvné dobé bylo u zvifat objeveno, ze je uzivani morfinu spojeno s narusenim slozeni
sttevniho mikrobiomu a fekalniho metabolomu (Banerjee et al., 2016; Wang et al., 2018). Stievni
mikrobiom pfimo ovlivitluje metabolické procesy ve stieve, jeho propustnost a interaguje s imunitnim,
endokrinnim a centralnim nervovym systémem svého hostitele (Bello ef al., 2018). Dysbidza ve
sttevnim mikrobiomu vede k naruseni stfevni bariéry a bakteridlni translokaci, coZ iniciuje lokalni zanét
sttev (Zhang et al., 2019) a v neposledni fadé je mikrobialni dysbidza spojena se vznikem mnoha
onemocnéni zahrnujici obezitu, diabetes, astma, alergie, idiopatické stfevni zanéty a mnoho dalSich
(Bello et al., 2018). Fekalni metabolom piimo reflektuje funk¢ni stav stfevniho mikrobiomu (Zierer et
al., 2018) a posun v jeho slozeni po uziti morfinu mize prispét k systémovému zanétu (Banerjee et al.,

2016; Wang et al., 2018).

Doposud studie, zabyvajici se vlivem uzivani morfinu na stfevni mikrobiom a fekéalni metabolom,
sledovaly zmény ve slozeni stfevniho mikrobiomu a fekalniho metabolomu pouze kratkodob€, proto
byly v této studii vzniklé zmény monitorovany v dlouhodobém horizontu, a to zhruba béhem desetiny

zivota laboratorniho potkana po ukonceni aplikace morfinu.



3. Literarni piehled

3.1. Morfin

Morfin je ptirodni alkaloid, ktery se vyskytuje v mlééné mize nezralych makovic maku seté¢ho (Papaver
somniferum). Tato mlé€na miza se nazyva opium a spole¢né s morfinem obsahuje alkaloidy kodein,
tebain, papaverin, noskapin (diive nazyvany narkotin) a dalSi. Opiové alkaloidy a latky, které jsou

schopné vazat se na opioidni receptory (OR), se oznacuji jako opioidy

Morfin, kodein a tebain plisobi na centralni nervovy systém (CNS). Vykazuji analgeticky a narkoticky
ucinek a jsou to potencialné navykové latky. Papaverin a noscapin spolu s vétSinou dalSich opiovych

alkaloidi piisobi pouze na uvolnéni hladkého svalstva (Schiff, 2002).

3.1.1. Struéna historie vyuziti morfinu a dalSich opioidi

Mak sety je jednou z nejstarsSich rostlin vyuzivanych v 1ékarstvi. Predpoklada se, Ze rostlina ma svij
puvod v Malé Asii, protoze prvni pisemna zminka o péstovani maku setého a pouzivani opia pochazi z
obdobi okolo 3000 pted nasim letopoctem z Mezopotamie. Zaznamy jsou psané v sumersting klinovym
pismem a dochovaly se na hlinénych desti¢kach, které byly nalezeny ve mésté Nippur, kde se nachazelo
duchovni centrum tehdy velmi vyspé€lé sumerské civilizace. Na desti¢kach je popsano péstovani a sbér
maku, ale také brzky ranni sbér mlécné makové mizy s naslednou vyrobou opia. Sumerové oznacovali
opium terminem ,,gil“, coz znamena $tésti. Termin se v urCitych kulturach ve svété dochoval dodnes,
mak sety je oznacovan ,,gil hul“ —rostlina $tésti. Podobn¢ jako Sumerové, tak i Asyfané sbirali mlécnou
makovou mizu brzy rano a nazyvali ji ,,atrapa pal®, coz je pravdépodobné zaklad pro latinské oznaceni
rodu méku ,,Papaver “. Poté, co Asyrii a Babylonii dobyli Per§ané, se zminka o péstovani maku a vyrob¢

opia objevuje jeste v 6. stoleti pfed nasim letopoctem (Schiff, 2002).

Slovo ,,opium‘ je ovsem feckého piivodu. Je odvozené od slov ,,opos* — §t'ava a ,,opion* — makovy dzus.
Opium se pravdépodobné dostalo do Recka z Malé Asie. Rekové si s opiem spojovali riizna bozstva a
Casto bylo zminovano v fecké mytologii. Opium povaZovali za symbol Gtéchy, zapomnéni a v§echny
své no¢ni bohy korunovali véncem z makovych kvétl, protoze véfili, Ze spanek je nejlepsi 1ékar a
ut&Sovatel lidstva. Rekové pouzivali opium k utiSeni plagicich déti, ale v kombinaci s bolehlavem
plamatym (Conium maculatum) se pouzivalo jako prudky jed k popravam odsouzenych. Homér
pocatkem 8. stoleti pfed nasSim letopoctem popisuje v eposech Ilias a Odysseia opium jako opojnou,
bolest potlacujici a spanek navozujici latku. O makové $§taveé v opiovém viné se ve svych spisech zminil

také Hippokrates (460-377 pt. n. 1.) (Brownstein, 1993; Schiff, 2002).



Rimané uzivali opium v 1ékaistvi a jako jed, napf. cisaf Nero v 1. stoleti nadeho letopoétu hojné vyuzival
rostlinné jedy vcetné opia k likvidaci svych neptatel a Dioscorides popisuje ucinky opia ve své

encyklopedii (Schiff, 2002).

Arabové nazyvali opium slovnim spojenim ,,Abou-el-noum* — otec spanku. Znamy arabsky l¢kai a
filozof Avicenna sepsal o opiu slavnou tezi, ale pozd€ji zemfel na predavkovani opiem. Arabsti

obchodnici rozsitili opium do celého svéta (Schiff, 2002).

Lidé nejéast&ji inhalovali pary opia anebo opium koufili spoleéné s tabdkem. Zejména v Cing bylo
popularni koufeni ¢istého opia ve specidlnich dymkéch k dosazeni euforickych stavii. V Evropé se ve
sttedov€ku opium tolik nevyuzivalo kvili jeho toxicité, ale Svycarsky alchymista Paracelsus vyuzivani
opia, zejména pro jeho analgeticky efekt, v 16. stoleti opét zpopularizoval. Rozpustil opium v alkoholu,
a vytvoril tak napoj zvany ,,laudanum®. V Britanii v 17. stoleti bylo ,,laudanum® uzite¢né pii [écbé

morové epidemie (Schiff, 2002).

Zacatkem 19. stoleti némecky 1ékarnik Friedrich Wilhelm Sertiirn izoloval z opia latku z vétSiny
odpovédnou za jeho U¢inky a nazval ji morfin podle feckého boha snti Morfea (Schmitz, 1985). Poté,
co roku 1953 vynalezl Charles Gabriel Pravaz podkozni injek¢ni jehlu (Schmitz, 1985), zacal se morfin
aplikovat pfi drobnych chirurgickych vykonech, pro utieni pooperacni nebo chronické bolesti a jako

doplngk k celkovym anestetikiim (Brownstein, 1993).

Dnes je morfin nejpouzivanéj§im lékem pro tlumeni stiedné tézkych a tézkych akutnich nebo
chronickych bolesti (Murphy et al., 2022). Vzhledem k rychlému vzniku zavislosti a moznostem

zneuziti existuji snahy vyvinout vice u¢inny a nenavykovy opioid.

Od roku 1898 zacala farmaceuticka spole¢nost Bayer komercné prodavat heroin, ktery vykazoval vyssi
ucinnost v potlaceni bolesti nezZ morfin a byl efektivnéjsi pii 1éCbé respiracnich chorob nez kodein, ale
pacienti se na heroinu stali velmi rychle zavisli. Od pouZzivani heroinu se v klinické mediciné velmi

rychle upustilo (Brownstein, 1993; Hosztafi, 2001).

V roce 1939 poprvé syntetizovala némecka farmaceuticka spole¢nost 1.G. Farben metadon. Metadon
v klinické medicin¢ a béhem II. svétové valky rychle nahradil morfin, jeho vyroba je také levnéjsi.
Metadon mé podobné 1écivé ucinky jako morfin, ale odliSnou strukturu (obrazek 1). Je prokézano, ze
podavani metadonu namisto morfinu ma pro pacienty vyhody: mé vyssi analgeticky ucinek, je efektivni
pfi oralnim podani. Jeho ucinek trva déle a plsobi také proti kasli, ale pfedev§im k metadonu nevznika
tak intenzivni rychla zavislost a tolerance, jako na jiné opioidy. LéEbu metadonem je mozné jednoduse
ukoncit, metadonovy abstinenéni syndrom je mén¢ intenzivni na rozdil od morfinového abstinen¢niho

syndromu (Defalque & Wright, 2007).



HEROIN METADON

Obrazek 1. Srovnani struktury morfinu, heroinu a metadonu. Modfe jsou zvyraznény alkoholové
skupiny (OH-) morfinu a jejich pfeména na acetylové skupiny (CH3CO-) heroinu. Heroin je
chemicky 3,6-diacetyl ester morfinu. Oranzovée jsou zvyraznény tercidrni aminy v kazdé molekule,
protoze pravé ony jsou zodpoveédné za afinitu t€chto molekul v biologickych systémech. Molekula
metadonu je na rozdil od morfinu a heroinu odli$na, ale dobie se vstiebava z gastrointestinalniho
traktu (GIT), proto mize byt metadon podan peroralné. Poté se hromadi ve vSech tké&nich, nejen
v mozku. Kdykoliv poklesne hladina metadonu v plazmé, uvoliuje se ztkani a udrzuje svou
konstantni hladinu v plazmé po delsi dobu. Pravé proto jsou abstinencni ptiznaky po vysazeni
metadonu mirné. Upraveno podle Lugo et al., 2005.

3.1.2. Chemické vlastnosti morfinu

Morfin je morfinanovy alkaloid, jehoz kostra je odvozena od fenantrenu a skladd se z péti
kondenzovanych kruhti (obrazek 2). Tato kostra je spiSe rigidni struktura, ale fenolova skupina na C3
uhliku, sekundarni alkoholova skupina na C6 uhliku a terciarni dusik v piperidinovém kruhu mohou byt

chemicky aktivni (Benyhe, 1994; Trescot et al., 2008). Cisty morfin vypada jako bily krystalicky prasek.

Obrazek 2. Detailni pohled na
strukturu morfinu skladajici se z péti
kondenzovanych cyklid: A) fenol, B)
cyklohexan, C) cyklohexenol, D) N-
metyl-piperidin, E) ¢aste¢né nasyceny
furanovy kruh. Pievzato z Benyhe,
1994.

V disledku toho, ze je morfin tvofen piperidinovym kruhem, ma charakter slabé baze. Obecny nazev
»alkaloid®, ktery oznacuje pfirodni rostlinné slouceniny majici atom dusiku ve své struktufe, odrazi tuto
vlastnost (Benyhe, 1994). Disociacni konstanta (pK,) morfinu ma hodnotu 7,9 a pti fyziologickém pH
je 76 % molekul ionizovanych. Morfin je, kvili pfitomnosti dvou hydrofilnich hydroxylovych skupin
na uhlicich C3 a C6, relativné dobie rozpustny ve vodé a Spatné rozpustny v tucich (Andersen et al.,

2003).

Hydroxylové skupiny na C3 a C6 mohou byt konvertovany na ethery nebo estery, napt. kodein je O-

metylovany morfin na pozici C3 (metylmorfin) a heroin je O-acetylovany morfin na pozici C3 a C6



(diacetylmorfin). Terciarni dusik v piperidinovém kruhu je stéZejni pro morfinovy analgeticky ucinek.
Pokud by byl dusik kvartérni, doslo by ke sniZeni analgezie, protoze by morfin nemohl projit pies
hematoencefalickou bariéru a pisobit v CNS. Zmény na metylové skupiné na tercidrnim dusiku také

snizuji analgeticky efekt vytvafenim antagonistii, jako je nalorfin (Trescot et al., 2008).

Molekula morfinu je opticky aktivni, pouze levotoCivy izomer vykazuje analgeticky ucinek. Ptirodni
morfin je levotociva molekula, jeho synteticky pravotocivy protéjsek vykazuje zcela odlisné biologické
ucinky (Benyhe, 1994; Trescot et al., 2008). Molekula morfinu obsahuje Sest chiralnich center véetné
jednoho na atomu dusiku. Absolutni konfigurace asymetrickych atomi uhliku pfirodniho morfinu je
SR6S9R13S14R. Pocetné farmakologické ucinky morfinu jsou piipisovany pouze této stereochemické

struktufe pfirodniho morfinu (Benyhe, 1994).

3.1.3. Farmakokinetika a metabolismus morfinu

Morfin se nejcastéji podavd ve formé sulfatové nebo hydrochloridové soli oraln€, intravenozné,
intramuskularné nebo subkutanné, ale ordlni podani opioidd neni u pacienti vzdy mozné provést.
Zejména u pacientll s nevolnosti, zvracenim, dysfagii nebo neprichodnosti stfev je mozné vyuzit i
alternativni cesty podavani, a to sublingualni, bukalni nebo rektalni (Lugo & Kern, 2002). Pro docileni
optimalniho uvolnovani a tlumeni bolesti se obvykle aplikuje v pfedem danych pomérech dvéma

cestami, napf. oraln¢ a intravenozng.

Rychlé vstfebavani morfinu bylo pozorovano po intramuskuldrnim a subkutdnnim podani, spole¢n¢ s
vyrazné vysSim vzrustem plazmatické koncentrace morfinu po dobu 15 minut az 3 hodin nez u
intraven6zniho podani. Pfi intravendznim podavani morfinu je jeho koncentrace v plazmé zpocatku

vy$$i, ale zaroven je rychleji distribuovan do tkani, metabolizovén a vylucovéan (Brunk & Delle, 1974).

Po oralnim podani je morfin téméf zcela absorbovan z GIT, ale je rychle glukuronidovan bunkami
stievni sliznice a jater, a proto v plazmé nebo moci nenalezneme vysoké hladiny volného morfinu oproti
hladinam glukuronidovaného morfinu (Brunk & Delle, 1974). Studie na potkanech prokazaly, ze se
morfin nejrychleji vstfebava v tenkém stievu v alkalickém prostfedi jejuna a duodena, kde je vétSina
morfinu v neionizované forme. V kyselém prostredi zaludku se morfin nachazi v ionizované forme¢ a
vstfebava se omezené (Tan et al., 1989). Morfin je substrat pro membranovy efluxni transportér P-
glykoprotein, ktery je exprimovan v epitelu tenkého stieva a v endotelu hematoencefalické bariéry

(Sverrisdottir et al., 2015).

Kvili vyznamnému efektu prvniho prichodu jatry (,.first-pass effect”) se po oralnim podani do
systémového ob¢hu dostane pouze zlomek morfinu. Zhruba 20 az 50 % podané davky dosdhne CNS a
zacina Gc¢inkovat od 30 do 90 minut. Polocas eliminace morfinu je pfiblizné 120 minut (Andersen et al.,

2003; Trescot et al., 2008; Sverrisdottir et al., 2015).



Dtivodd, pro€ se dostane do CNS pouze ¢ast podaného morfinu, je n€kolik: $patné€ se rozpousti v tucich,
vaze se na proteiny, rychle konjuguje s kyselinou glukuronovou a ionizuje ve fyziologickém pH.
Neionizovany morfin 1épe prochdzi skrze hematoencefalickou bariéru. Béhem alkalozy se zvySuje
pomér neionizovaného morfinu v krvi. Je zajimavé poznamenat, Ze respiratni acidéza zvySuje
koncentraci morfinu v mozku, protoze krev zasobujici mozek obsahuje vice oxidu uhli¢itého a tehdy se
v ni morfin vyskytuje v neionizované formé, takze 1épe piekondva hematoencefalickou bariéru (Trescot

et al., 2008).

Dale se morfin rychle vsttebava do bohaté prokrvenych tkani, jako jsou plice, ledviny a jatra. Pfiblizné
15 az 35 % morfinu je v krvi navazano na plazmatické proteiny. Dominantné se vaze k albuminu a v
mensi mife k au-kyselému glykoproteinu (Leow et al., 1993; Sverrisdottir et al., 2015). Krom¢ vazby na
P-glykoprotein se morfin vaze na transportéry spojené s mnohocetnou 1ékovou rezistenci (,,multidrug
resistance proteins®), které jsou exprimovany také v hematoencefalické bariéfe. Spolecné s P-
glykoproteinem se podileji na vylu¢ovani morfinu z mozku (Tunblad et al., 2003; Sverrisdottir et al.,

2015).

Priblizn€ z 90 % je morfin metabolizovan v jatrech. Obecné se uvazuje, Ze metabolity jsou latky
priméarné urcené k eliminaci z organismu, ale nékteré metabolity mohou byt také biologicky aktivni.
V ptipadé morfinu se nékteré jeho metabolity podili na analgezii. Morfin je primarné metabolizovan
glukuronidaci. Je konjugovan s kyselinou glukuronovou na morfin-3-glukuronid (M3G) a morfin-6-
glukuronid (M6G) vykazujici analgeticky efekt. Z morfinu vznika z 45 az 55 % M3G a z 10 az 15 %
M6G (Benyhe, 1994; Sverrisdottir et al., 2015). Tyto reakce katalyzuji enzymy zvané uridindifosfat-
glukuronyltransferazy (UGT). Enzym UGT2B7 katalyzujici tvorbu M6G a UGT13A se podili na tvorbé
M3G (obrazek 3) (Coffman et al., 1997; Green ef al., 1998).

HO

Obrazek 3. Struktura morfinu a
jeho hlavnich metabolith M3G a
M6G. Upraveno podle
Sverrisdottir et al., 2015.

Ho"
Morfin-3-glukuronid
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Zhruba 5 % morfinu je N-demetylovano na piperidinovém kruhu enzymy CYP3A4 a CYP2C8 z rodiny
cytochromu P450 (CYP) na normorfin. (Benyhe, 1994; Trescot et al., 2008). V mensSim mnozstvi je
morfin O-metylovan na fenolové hydroxylové skupin€é na kodein. Normorfin vykazuje silngjsi
antinociceptivni u€inek nez morfin a kodein je vyuzivan jako stfedné silné analgetikum a silné
antitusikum. Mezi dal$i minoritni metabolity patfi morfin-3,6-diglukuronid, morfin-3-ether sulfat,
normorfin-6-glukuronid a normorfin-3-glukuronid (obrazek 4) (Hoskin & Hanks, 1990; Benyhe, 1994;
Sverrisdottir ef al., 2015).

Morfin-3,6-diglukuronid

Morfin-3-glukuronid Morfin-6-glukuronid

\ / / Normorfin-3-glukuronid

Mortin-3-ether sulfat «+—— Morfin —— Normorfin
l Normorfin-6-glukuronid
Kodein

Obrazek 4. Schéma morfinovych metabolitd. Upraveno podle Andersen et al., 2003.

Interakce morfinu s dal$imi 1é¢ivy jsou povazovany za vzacné, nicmén¢ byly provedeny studie, které

ukazuji, Ze 1é¢iva inhibujici UGT mohou ovliviiovat produkci M3G a M6G (Armstrong & Cozza, 2003).

Co se tyce exkrece, tak je pfiblizné 10 % z davky morfinu vylucovano z t€la v nezménéné formé, 45 az
55 % jako M3G, 10 az 15 % jako M6G a 5 % prosttednictvim minoritnich metaboliti. Mo¢i je vylucovan
M3G, M6G a normorfin se svymi glukuronidovanymi metabolity a v malé mife i morfin. Zbylé
metabolity se vylucuji Zluci spolecné s vykaly a do Zluce se dostava velka cast nezménéného morfinu,
ktery mtze cirkulovat prostfednictvim enterohepatdlniho cyklu zpét do krevniho fecisté (Hoskin &

Hanks, 1990; Andersen et al., 2003; Sverrisdottir et al., 2015).

3.1.4. Opioidni receptory

Opioidni latky, v€etné morfinu, pisobi analgeticky diky interakcim s OR. Tyto receptory, souvisejici
s antinociceptivni kontrolou, jsou rozsifené¢ v CNS i v perifernich tkanich a délime je do tii hlavnich
tfid: mu (p) — agonista morfin, kappa (k) — agonista ketocyklazocin a delta (5) — agonista delta-alanin-
delta-leucin-enkefalin (DADLE). Nazvy tfid OR jsou odvozeny od jejich hlavnich agonisti a
pojmenovany podle pismen fecké abecedy. Obvykle jsou OR stimulovany endogennimi peptidy
(endorfiny, enkefaliny a dynorfiny) produkovanymi béhem reakci na Skodlivé situace v téle (Andersen
et al., 2003; Trescot et al., 2008). Schéma distribuce OR v lidském mozku je zobrazeno na obrazku 5 a

prehled latek interagujicich s OR je uveden v tabulce 1.
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Mu receptory, jinak nazyvané morfinové opioidni receptory (MOR) nebo OP3, najdeme prevazné
v mozkovém kmeni a thalamu. Jsou odpovédné za supraspinalni analgezii, utlum dychani, euforii,
sedaci, sniZzenou motilitu GIT a fyzickou zavislost. Dale se déli na podtypy mul souvisejici s analgezii,
euforii, uklidnénim a mu2 vztahujici se k Gitlumu dychani, pocitu svédéni, uvoliiovani prolaktinu, sedaci,

zavislosti a anorexii (Trescot et al., 2008).

Kappa receptory, oznacované jako kappa opioidni receptory (KOR) nebo OP2, se nachazeji
v limbickych a dalsich oblastech mezimozku, v mozkovém kmeni a miSe. Aktivace téchto receptori

zplisobuje spinalni analgezii, sedaci, dusnost, utlum dychani, dysforii a zavislost (Trescot et al., 2008).

Delta receptory, pojmenované také jako delta opioidni receptory (DOR) nebo OP1, se vyskytuji
pfevazné v mozku a jsou pravdépodobné odpovédné za psychomimetické a dysforické t€inky (Trescot

et al., 2008).

Mu receotory

Delta receptory

Obrazek 5. Distribuce OR v mozku 55 letého muze. V prvnim a druhém sloupci je znazornén vnéjsi
a vnitini povrch levé mozkové hemisféry, ve tietim sloupci jsou z celniho pohledu vyobrazeny
subkortikalni struktury a ve ¢tvrtém sloupci jsou z bo¢niho pohledu zobrazeny struktury mozkového
kmene. Barevné spektrum znazoriiuje expresi danych OR pomoci standardizovanych hodnot z-
skore. AMG (amygdala); BF (bazalni ptedni mozek); BG (bazalni ganglia); ET (epithalamus); FL
(frontalni lalok); HF (hipokampalni formace); HY (hypotalamus); MES (mezencefalon — stiedni
mozek); MET (metencefalon — zadni mozek); MY (myelencefalon — prodlouzena micha); OL
(okcipitalni lalok); PL (parietalni lalok); TH (talamus); TL (temporalni lalok). Upraveno
podle Valentino & Volkow, 2018.
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Tabulka 1. Souhrnny piehled opioidu interagujicich s OR. Pfevzato z Trescot et al., 2008.

Mu () Delta (0) Kappa (x)
* Mu 1 — Analgezie * Mu 2 — ) Analgevz ie, sedace,
. dusnost,
Sedace, zvraceni, Gtlum . o, RS
L i * Analgezie, spinalni | psychomimetické
dychani, pocit svédéni, . e .
. . . iy analgezie ucinky, mioza,
euforie, anorexie, zadrzovani , s 1a s
o N utlum dychéni,
moci, fyzicka zavislost . .
euforie, dysforie
Endogenni peptidy
Enkefaliny Agonista Agonista
B-Endorphin Agonista Agonista
Dynorfin A Agonista Agonista
Agonisté
Morfin Agonista Slaby agonista
Kodein Slaby agonista Slaby agonista
Fentanyl Agonista
Meperidin Agonista Agonista
Metadon Agonista
Antagonisté
Naloxon Antagonista Slaby agonista Antagonista
Naltrexon Antagonista Slaby agonista Antagonista

Kazdy OR se sklada z extracelularniho N-konce, intracelularniho C-konce, sedmi transmembranovych

helixii, tfi extraceluldrnich a tii intracelularnich smycek (,,loops*) (obrazek 6) (Waldhoer et al., 2004).

Obrizek 6. Struktura OR. Rimskymi ¢&islicemi
e ——— @ jsou oznaceny transmembranové helixy, IL jsou
L ' intracelularni smycky a EL extracelularni. Bilé
prazdné krouzky znac¢i unikatni aminokyseliny
jednotlivych OR. Bilé krouzky s pismenem
reprezentuji  identické aminokyseliny pro
vSechny tii typy OR. Fialové krouzky
predstavuji podobné aminokyseliny mezi OR.
Zelené krouzky zvyraziuji vysoce
konzervované motivy napii¢ OR. Zluté jsou
vybarveny dva konzervované cysteiny ve
smyckach EL1 a EL2, které pravdépodobné
o 2 tvofi disulfidicky mastek. Pievzato z Waldhoer
Ae 08000000000 00000800000000960000
et al.,2004).
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Opioidni receptory jsou lokalizovany na presynaptickych zakoncenich nociceptivnich C a Ad vlaken a
asociuji primarné s ptisluSnymi trimernimi G;j proteiny (rodina inhibi¢nich G proteini). Aktivace OR
vyvolava konformacni zmény v inhibi¢nim G;j proteinu. Vede k vyméné GDP (guanosindifosfatu) za
GTP (guanosintrifosfat) na a podjednotce, kterd se uvolni od komplexu podjednotek B a y. Podjednotka
a inhibi¢niho G;i proteinu muze aktivovat ¢i inhibovat rizné iontové kanaly nebo enzymy. V tomto
pfipadé dochéazi k inhibici adenylatcykldzy, coz vede ke snizeni produkce druhého posla cAMP
(cyklického adenosinmonofosfatu), ktery obvykle aktivuje proteinovou kindzu PKA. Dale podjednotka
a vyvola otevieni draslikovych GIRK kanali (G proteiny aktivovanych dovniti usmérnujicich K*
kandll) vedouci k hyperpolarizaci bunék a nésledné inhibici tonické neurdlni aktivity. Dimer
podjednotek B a y inhibi¢niho G; proteinu aktivuje PLC (fosfolipazu C), vlivem které se zvysi volna
koncentrace vapenatych iontll v cytosolu. Vysledkem téchto déji je aktivace riznych proteinkinaz, napf.
MAPK (mitogenem aktivovanych proteinkindz) s naslednou fosforylaci a zménou funkce cilovych
proteind, tedy kratkodoby efekt nebo aktivace transkripce rtiiznych gend pies vazebny protein CREB
(cAMP response element-binding protein), tedy dlouhodoby efekt (Waldhoer et al., 2004; Trescot et al.,
2008; Listos et al., 2019).

Komplex utvoreny z § a y G proteinovych podjednotek se navazuje na napetoveé zavislé vapnikoveé
kandly, které zneprichodni a vapenaté ionty se nemohou dostdvat do bun€k, coz inhibuje vylev
neurotransmiterti (glutamat, substance P a CGRP (calcitonin gene-related peptide)) dulezitych pro
zprostiedkovani bolestivych vjemil. Opioidni latky, praveé diky blokaci napétove zavislych vapnikovych
kanall, zastavuji nebo zmiriuji vedeni bolesti (Jordan & Devi, 1998; Waldhoer ef al., 2004; McCleane,

2009).

Naopak chronicka expozice morfinu indukuje fosforylaci OR pomoci serin/threoninové kinazy GRK
(kinazy receptort sptazenych s G proteiny). Tato fosforylace pfipravuje OR pro vazbu -arestinu. Vazba
B-arrestinu blokuje dalsi signalizaci zprostfedkovanou G; proteinem, a tim vyvolava desenzitizaci OR.
Vysledkem dlouhodobého adapta¢niho procesu miize byt také zvyseni exprese a funkce adenylatcyklazy

(Allouche et al., 2014; Listos et al., 2019).

Exogenni i endogenni opioidy aktivuji presynaptické OR na GABAergnich neuronech (jejich primarni
neurotransmiter je kyselina y-aminomaselna) ve ventralni tegmentélni oblasti. Inhibice GABAergnich
neuronll umoznuje vyssi aktivitu dopaminergni drahy odmény a vys$s§i mnozstvi dopaminu v nucleu
accumbens vyvolava pfijemné pocity. Opioidni latky mohou v riizné mife antagonizovat také NMDA
receptory, coz opét vede k utlumu neuropatické bolesti a rozvoji tolerance. Endogenni opioidy, napft.
enkefaliny a endorfiny, se ucastni neurotransmise, termoregulace, regulace sekrece hormoni a

kardiovaskularniho systému (Trescot et al., 2008).
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3.1.5. Molekularni mechanismus pisobeni morfinu a jeho metaboliti

Morfin je Uplny agonista MOR. Vazebna afinita morfinu k MOR u lidi dosahla hodnoty 14 nM a zda
se, Ze je tato hodnota podobna napti¢ organismy. Vazba k mu receptoru je 3,4 krat silnéjsi oproti vazbe
na KOR a 10 krat siln€jsi na rozdil od vazby na DOR (Kilpatrick & Smith, 2005). V ramci vazby na
MOR ma morfin vyssi afinitu k receptoru mul spojeném s analgezii nez k receptoru mu2, ktery se podili

na utlumu dychani (Kristensen et al., 1994).

Nejcetnéjsi metabolit morfinu M3G vykazuje velmi nizkou afinitu k OR, a proto nevyvolava analgezii
(Pasternak et al., 1987). ZvySené mnozstvi M3G nebo zvySeny pomér M3G/M6G vyvolava
hyperalgezii, alodynii, hyperaktivitu, rozvoj svalovych spasmi a potlacuje Gtlum dychani vyvolany
morfinem (Smith, 2000). Bolest v CNS je vyvolana prostiednictvim vazby M3G k heterodimeru Toll-
like receptor 4 (TLR4)/myeloidni diferenciacni protein-2 (MD-2) a biofyzikalnimi vlastnostmi napét'oveé
ovladanych sodnych kanali citlivych a rezistentnich k tetrodotoxinu (Due et al., 2012). Pro vyvolani
hyperalgezii je nutna vazba M3G na MOR, piicemz M3G se k tomuto receptoru vaze slab¢ a je jeho
parcialnim agonistou. Bylo zjisténo, Ze opakované podavani morfinu vedlo k analgetické toleranci a
hyperalgezii u normalnich (wild-type) mysi, ale ne u mysi s knockoutovanym MOR (Roeckel et al.,

2017).

Na rozdil od M3G je M6G aktivni morfinovy metabolit. K lidskému MOR se véaze s afinitou 23 nM a
jeho vazebna selektivita je 177 krat siln€jsi ke KOR a 7 krat silngjsi k DOR. Oproti morfinu ma M6G 6
krat niz$i afinitu k MOR, 86 krat nizsi afinitu ke KOR a zhruba stejnou afinitu k DOR. Co se tyce
podtypit MOR, morfin a M6G vykazuji stejnou afinitu k mul receptoru, ale M6G vykazuje nizsi afinitu
k mu2 receptoru (Kilpatrick & Smith, 2005). Podtyp mu?2 receptori tvori vétsinu populace MOR, proto
je celkova afinita M6G k mu receptorim definovana afinitou k mu2 (Chang & Cuatrecasas, 1979).
Pokud porovnavame analgeticky uc¢inek morfinu a M6G, tak analgeticky u¢inek vyvolan davkou 0,1 pg
M6G je srovnatelny s 20 krat vyssi davkou morfinu (Pasternak et al., 1987). Pokud podavame M6G do
CNS nebo systémové, analgeticky ucCinek trva déle nez ptfi podani morfinu. Dale byly
elektrofyziologicky méteny Skodlivé reakce po intratektalnim podani M6G a prokazalo se, ze M6G je

22 krat a vice nez 90 krat u¢inn¢jsi na Grovni patete a thalamu oproti morfinu (Jurna et al., 1996).

3.1.6. Terapeutické vyuziti morfinu

Dnes je morfin nejvyuzivanéj$im lé¢ivem ze skupiny narkotickych analgetik a povazujeme ho za zlaty
standard pro porovnani u€¢inkt jinych latek s analgetickymi u€inky. Praveé pro své analgetické ti¢inky se
Casto pouziva v klinické medicing, velmi casto pti tlumeni bolesti béhem onkologické 1écby, pfi

chronickych bolestech pohybového aparatu nebo v paliativni medicing.
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Opioidni analgetika obecné plisobi lépe na zmirnéni tézké chronické bolesti a jejich analgeticky uc¢inek
je selektivni, nedochazi tedy k oslabeni jinych senzitivnich podnéti (Lincova et al., 2007). Vyhodou
pouziti opioidnich analgetik je skutecnost, ze informaci o bolestivém vjemu tlumi na tfech urovnich —
na urovni perifernich nervli, patefe a mozku, kde ovliviiuji limbicky systém. Samotny bolestivy vjem je

méné intenzivni a vstupuje pacientovi do zivota s mnohem mensi razanci. Pro potlaceni bolesti

Vv

ledviny, jatra a zptisobuji zalude¢ni potize (Pasternak, 2014).

Opioidy snizuji pfenos bolesti a jeji dalsi zpracovani v mozku, proto analgezii vyvolanou aplikaci
morfinu provazi sedace, odstranéni napéti a strachu, emocni zklidnéni, pacienti dosahuji pocitu
spokojenosti a dobré nalady, ktera miiZze vyustit az v euforii, ale nékdy miize dojit naopak k vyvolani
dysforie. Se zvysenym davkovanim morfinu nastupuje ospalost az obluzeni, velmi vysoké davky plisobi
hypnoticky a pokud dojde k pfedavkovani, tak narkoticky nebo muze dojit i ke smrti vlivem Gtlumu
dychaciho centra. Utlum dychaciho centra se klinicky uplatiiuje pfi zmirnéni dusnosti pacientt s plicnim

edémem a srde¢nim astmatem (Lincova et al., 2007).

Terapeuticka davka pfi subkutanni nebo intramuskularni aplikaci je 10 mg sulfatu nebo hydrochloridu
morfinu, pficemZ ptisobi zhruba 4 az 5 hodin. Pacienti s velmi intenzivnimi bolestmi dobfe toleruji vyssi
nez terapeutické davky opioidnich analgetik, aniz by se u nich objevily vyrazné nezadouci ucinky, které
se ovSem mohou projevit az po odeznéni bolesti (Lincova et al., 2007). Pii peroralnim podavani se
uvodni davka hydrochloridu morfinu pohybuje mezi 30 az 600 mg v ¢asovych intervalech 4 az 72 hodin.
Lékafi mnozstvi a metody davkovani individualné upravuji. Pacienti v domacim prostiedi a pacienti,
kteti nemohou morfin pfijmout peroralné€, aplikuji morfin transdermalné prostiednictvim morfinovych
naplasti s pomalym uvolnovanim po del$i dobu, idealné v kombinaci s jinym opioidem, coZ je vyhodné

napft. ke zmirnéni no¢nich bolesti (Gregorova & Holeckova, 2016).

V Cesku je pro predepsani opioidii potieba recept s modrym pruhem, ktery musi 1ékai vyzvednout na
meéstském urad€ a uchovat v uzamykatelném trezoru. Pokud I€kat aplikuje opioidy injekéné, musi vést

opioidovou knihu. U nas mize opioidy pfedepsat nejen onkolog a specialista, ale 1 prakticky 1ékat (I).

3.1.7 Vedlejsi Gcinky pii morfinové 1é¢bé

Z pocatku lécby byva u pacientl Casta nevolnost a dale je nejvice obtéZuji zdanlive trividlni komplikace,
jako je zacpa. Oba negativni ucinky se fesi predepsanim 1é¢iv proti zacp€ a nevolnosti soubézné k 1écbé
opioidy. Spolecné s tlevou od bolesti miize ¢ast pacientil pocit'ovat unavu a ospalost. Pro pacienty, kteii

potiebuji intelektualné pracovat, 1ékati hledaji kompromis mezi mirou snaSené bolesti a mirou ttlumu.
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Utlum dechového centra je povazovan za hlavni nezddouci ucinek a upozoriuje na néj vétSina

ptibalovych letakd, ale v praxi béhem [éEby chronické bolesti je velice vzacny (Rosenblum ef al., 2008).

Utlum dychani zptisobuje navazani morfinu na mu2 receptory, KOR a DOR. Dochézi ke sniZeni
citlivosti pneumotaktického a dechového centra na tenzi oxidu uhli¢itého a vyvolani davkové zavislé
dechové deprese. Pti toxickych davkach klesa dechova frekvence na nékolik dechti za minutu a
predavkovani muze zptsobit smrt paralyzou dechového centra s edémem mozku a plic. Morfin dobfte
pronika skrze placentu, proto je nebezpeéné podavat morfin v pritbéhu porodu, novorozené by mohlo
umiit na zastavu dechu. Podavani morfinu je rizikové i béhem téhotenstvi, novorozené¢ muze pak

vykazovat ptiznaky abstinen¢niho syndromu (Lincova et al., 2007; Trescot et al., 2008).

Castou nevolnost a zvraceni zplsobuje stimulace chemorecepcni spoustéci zony v area postrema
mozkového kmene. Zvraceni je casté u ambulantnich pacientl, protoZe se na ném ziejmé podili také
vestibularni slozka. Pti dlouhodobém podavani miize zvraceni vymizet, opioidy plsobi inhibi¢né na

centrum zvraceni (Lincova et al., 2007).

Intoxikace morfinem vyvolava midzu, ktera vznika drazdénim parasympatické c¢asti nervus
oculomotorius a projevuje se zuzenim zornic. Morfin a pfibuzné opioidy inhibuji v hypotalamu
uvoliiovani gonadoliberinu a Kkortikotropin uvolilujictho hormonu, ¢imz snizuji koncentraci
cirkulyjiciho folikulstimula¢niho, luteiniza¢niho, adrenokortikotropniho hormonu, testosteronu a
kortizolu. Morfin zvysuje koncentraci prolaktinu a antidiuretického hormonu, jenz snizuje diurézu

(Lincova et al., 2007).

Na periferii zvySuje morfin tonus hladkého svalstva a snizuje motilitu GIT, a tim vznika silna zacpa.
Morfin vykazuje také spazmogenni UCinky. Vyvolava spasmy zlu¢nikového a Oppiho svérace a
mnohonasobné zvySeny tlak mtize zptisobit rupturu zlu¢niku. Dal§i nezadouci G¢inky zahrnuji tinik moci
diky zvyseni tonu hladkého svalstva moc¢ového méchyie a potlaceni pocitu plného moc¢ového méchyie,
prodlouzeni porodu snizenim délozni motility nebo vazodilataci, posturalni hypotenzi a

bronchokonstrikei vyvolanou vyplavenim histaminu (Lincova et al., 2007; Trescot et al., 2008).

Morfinova 1écba je v neposledni fadé spojovana s moznymi modula¢nimi a supresivnimi ucinky na
imunitni systém. Morfin asociuje s OR exprimovanymi na povrchu imunitnich bun¢k a mé negativni
vlivy na stimulaci, proliferaci, nasledné déleni a funkci T i B lymfocyti, razantné snizuje aktivitu NK
bunék (pfirozenych zabijecit), makrofagy zprosttedkovanou fagocytozu a produkci protilatek (Chang et

al., 2011).

Pro svij narkoticky ucinek a pocit euforie jsou opioidy zneuzivany jako drogy, jejichz uzivani vede ke

vzniku psychické i fyzické zavislosti a k rozvoji abstinenéniho syndromu po vysazeni.
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3.2. Tolerance a zavislost k opioidnim latkam

Rozvoj tolerance, zavislosti a abstinen¢niho syndromu neodmyslitelné patfi k rizikiim 1é¢by opioidy.

3.2.1. Tolerance

Tolerance je stav, kdy dochazi ke snizovani odpovédi na podavané 1éCivo a pro dosazeni ptivodniho
ucinku, vyzaduje podavani vyssi davky u¢inné latky. Lze ji rozd€lit na vrozenou nebo ziskanou. Vrozena
tolerance je predispozice k projeviim citlivosti nebo necitlivosti k 1é¢ivu v dusledku individualniho
farmakogenetického nastaveni. Ve vétSin€ situaci je vrozena tolerance stanovena po podani pocatecni
davky. Naproti tomu ziskana tolerance je disledkem opakované expozice 1é¢ivu a miizeme ji rozdélovat
do tfi obecnych typl, na zékladé pifevazujiciho mechanismu tolerance: farmakokineticka,

farmakodynamicka nebo nauc¢ena (Dumas & Pollack, 2008).

Farmakokineticka tolerance vznika, kdyz se dostupnost nebo metabolismus 1é¢iva méni s Casem, ¢asto
v dusledku toho, Ze 1é¢ivo indukuje nebo inhibuje specificky metabolicky enzym nebo transportniho
systém, coz ma za nasledek Casoveé zavislé snizeni prezentace aktivni Casti receptorti v cilovych
strukturach. Farmakodynamicka tolerance nastava, kdyz se Casem snizuje vnitini citlivost receptorového
systému. Naucena tolerance je navozena behavioralné nebo podminéné. Behavioralni tolerance se
rozviji, pokud se jedinec nauc¢i fungovat navzdory opakované expozici latky, napf. u chronickych
alkoholikli nepozorujeme ptiznaky opilosti po davkach alkoholu, které by bézného jedince znacné
intoxikovaly. Podminéna tolerance se fidi Pavlovovymi principy, kdy jsou situa¢ni podnéty spojeny
s podanim latky. Odstranéni téchto environmentalnich podnétt vede ke zvySeni farmakologického
efektu (Dumas & Pollack, 2008). Toto mlzeme pozorovat pravé u morfinové tolerance. Potkani, ktefi
vykazovali toleranci k morfinu, byli umisténi do nového prostiedi a kdyz jim byl v novém prostredi

podan morfin, sniZzila se u nich antinociceptivni tolerance (Siegel, 1976).

Chronické a opakované uzivani opioidt vede k rychlému rozvoji analgetické tolerance, ale pomalejSimu
nastupu farmakokinetické tolerance na perifernich receptorech. Se zvySujicim davkovanim opioidi
pomalejsi periferni tolerance zpiisobuje pacientim ve vyssi mife negativni vedlejsi ucinky, jako je
zacpa, utlum dychani, nevolnost a modulace imunity (Dumas & Pollack, 2008). Pfesny mechanismus
vzniku morfinové tolerance dodnes neni zcela znam, ale pravdépodobné tolerance vznika na nékolika
urovnich. Jednd se napf. o desenzitizaci MOR zptisobenou zvySenou aktivitou adenylatcyklazy,
zvysenou hladinou cAMP a -arrestinu (Allouche e al., 2014; Listos et al., 2019), o genetickou
rozmanitost a s ni spojenou rychlost biotransformace morfinu a jeho metabolitii danou polymorfismy
CYP450 a UDT (Desmeules et al., 1991), dale o uvolnéni a navazani glutamatu na NMDA receptory
aktivujici syntézu oxidu dusnatého, ktery zvySuje aktivitu cyklooxygenaz a ndslednou produkci

prostaglandinti, coz také vede k vyvoji tolerance (Powell, ef al., 1999), aj.

Nicmén¢ nedavné studie prokézaly, Ze na navozeni opioidové tolerance se podili i stfevni mikrobiota.

Chronické uzivani opioidd u zvirat i zavislych lidi je spojeno se zménou stievniho mikrobiomu oproti
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zdravym kontrolam, a proto se predpoklada, Ze se osa stfevo-mozek-stievni mikrobiom podili na

morfinové toleranci (Banerjee et al., 2016; Wang et al., 2018; Zhang et al., 2019).

Ukazalo se, ze morfinova analgetickd tolerance byla zeslabena u bezmikrobnich nebo mysi 1é¢enych
antibiotiky. Pokud byl u mysi 1é€enych morfinem obnoven pfirozeny stfevni mikrobiom, tolerance se
znovu navodila. Dale bylo prokazéano, ze deplece bakterii z rodl Bifidobacteria a Lactobacillaeae
snizila morfinovou analgetickou toleranci (Zhang et al., 2019), ale infekce E. faecalis naopak
analgetickou toleranci k morfinu zvysila (Wang et al., 2018). Predpoklada se, Ze stfevni mikrobidlni
dysbidza vede k naruseni stfevni bariéry a bakteridlni translokaci, ktera iniciuje lokalni zanét stfev
prostiednictvim aktivace heterodimeru TLR4/MD-2, coz vede k aktivaci prozanétlivych cytokint, které
ovliviiuji morfinovou toleranci. (Zhang et al., 2019). Skutecn¢ bylo prokazano, Ze zanét ve stieve
podporuje vznik morfinové analgetické tolerance béhem jeho dlouhodobého uzivani (Komla et al.,

2019).

3.2.2. Zavislost

Zavislost Ize charakterizovat jako trvaly vztah k né¢emu, vychazejici z pocitu silné touhy nebo potieby
uspokojeni. Takovyto stav ovliviiuje jednani a svobodu zavislého jedince, ktery postupné ztraci
schopnost rozumné zvazovat prinosy a rizika uzivani drogy nebo jiné zavislosti, coz je spjato
s vyraznymi Skodami na zdravi a spoleCenskych vztazich. Obecné rozliSujeme zavislosti na latkové a
nelatkové. Lidé mohou byt tedy zavisli na latkach (léCiva, drogy, alkohol, aj.), ¢innostech (prace —
workoholismus, hry — gamblerstvi, traveni Casu na internetu — netolismus, aj.), ur¢itych osobach, vécech

nebo chovani ptinasejicim uspokojeni (II).

Navykoveé latky rozliSujeme podle ptisobeni na psychiku na stimula¢ni, tlumivé a halucinogenni. Morfin
a dalsi opioidy zafazujeme do skupiny tlumivych nadvykovych latek (II). Za navykové latky nebo drogy
povazujeme latky, u kterych je jejich uziti spojené s rizikem vzniku zéavislosti, ale je tfeba si uvédomit,
ze za urcitych okolnosti mtize zavislost vzniknout na kazdou farmakologicky uc¢innou latku, dokonce i
na placebo. V Cesku se navykovou latkou pravné rozumi alkohol, omamné latky, psychotropni latky a
ostatni latky zpusobilé nepfiznivé ovlivnit psychiku ¢lovéka, jeho ovladaci a rozpoznavaci schopnosti

nebo socialni chovani (Lincova et al., 2007).

Opioidova zavislost je chronické dlouhotrvajici onemocnéni, které muze zpusobit vazné zdravotni,
socialni a ekonomické problémy. Projevuje se silnym nutkanim uzit opioidy opakované, ptestoze nejsou
indikovany lékatfem. Ne kazdy ¢lovek, ktery opioidy uzije, se stane siln€ zavislym, pouze malé procento
lidi pocituje nutkavou trvalou potfebu podani dalsi davky opioidt (III). Celosvetove v roce 2019 uzilo
drogy alespon jednou ptiblizné 275 miliont lidi (5,5 % svétové populace ve véku 15 az 64 let), z toho

62 miliond lidi uzilo opioidy (IV).
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Velkym rizikem spojenym se zavislosti a toleranci je pfedavkovani, k némuz dochézi tehdy, kdyz
vysoké davky opioidit utlumi dychani vedouci k bezvédomi, a pokud neni pfedavkovani okamzité
1éceno podanim opioidniho antagonisty naloxonu, tak mize dojit k umrti ptedavkovaného. Nebezpecné
je obzvlasté nelegalni uziti opioidi v kombinaci s dalS$imi léky, zejména zklidilujicimi trankvilizéry,
mezi které patii zejména benzodiazepiny (II1). Mezi lety 1999 a 2019 zemfelo v USA na predavkovani
opioidy skoro 247 000 lidi (V). V roce 2017 zemftelo celosvétove diky piredavkovani opioidy 115 000
lidi (IV).

Navykové latky primarné pusobi na nervové okruhy v mozku, které jsou zodpoveédné za aktivaci
motivovaného adaptivniho chovani. Z téchto drah je velmi dilezita mezolimbicka dopaminergni draha,
nazyvana také draha odmény, vétvici se z dopaminergnich neuronii do perfrontalniho kortexu, amygdaly
a nucleus accumbens. Bézn¢ draha odmény slouzi k udrzovani evolu¢né prospésnych déjt, jako je napft.
vyhledavani potravy. Perfrontdlni kira je hlavnim regulatorem motivace a pfi zavislosti urcuje
motivacni hodnotu a intenzitu chovani ve prospéch zisku dalsi davky navykové latky vyvolavajici
odmeénujici viem. (Mistry ef al., 2014). Odménujici t¢inek morfinu a opioidil je spojen se stimulaci
MOR na GABAergnich nervovych zakoncenich ve ventralni tegmentalni oblasti, coz ma za nasledek
inhibici uvoliiovani GABA a disinhibici uvoliiovani dopaminu dopaminergnimi neurony v nuccleus
accumbens, ktery podporuje euforii a rozvoj zavislosti (obrazek 7) (Johnson & North, 1992; Listos et
al., 2019). Casem se dopaminergni drahy spojené s chovanim pii vyhledavani a uzivani drog dostavaji
pod kontrolu dorzalniho striata, coZ se projevuje konecnou ztratou kontroly zavislého ¢loveka (Everitt
et al., 2008). Zavisli se haie rozhoduji a jsou impulzivni, coz je spojeno také s aktivaci glutamatového
systému v mezolimbické draze. V kone¢ném dlsledku uzivani opioidi méni neuroplasticitu mozku
podilejici se na u¢eni podminénych reakcei, ¢imz vyvolava u zavislého posedlost nebo touhu po droze a

po vysazeni nastupuji nepfijemné abstinen¢ni priznaky (Guillin et al., 2001; Mistry ef al., 2014).
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Morfin

PFC

Disinhibice

VTA

Obrazek 7. Mechanismus morfinem indukovaného odménovaciho efektu. Morfinovy odménovaci
efekt je spojen se stimulaci MOR lokalizovanych na GABAergnich nervovych zakoncenich ve VTA
(ventralni tegmentalni oblasti). Dochazi k inhibici uvoliiovani GABA (kyseliny y-aminomaseln¢) a
disinhibici dopaminergnich neuronii v NAc (nucleu accumbens). Amy (amygdala); DA (dopamin);
HP (hypotalamus); PFC (perfrontalni kortex). Upraveno podle Listos et al., 2019.

Zavislost, ktera je nejprve spojend s naruzivosti po dalsi davce, nazyvame psychickou zavislosti. Pozd¢ji
se rozviji tzv. fyzicka zavislost spojena s neuroadaptacnimi zménami v mozku a celou fadou zmén mimo

CNS, napt. poskozeni srdce, parenchymatickych organti a dalsich (Lincova et al., 2007).

3.2.3. Abstinence a abstinen¢ni syndrom

Pravé fyzicka zavislost na morfinu se projevuje charakteristickymi abstinen¢nimi piiznaky, které se
mohou rozvinout po nahlém ukonceni podavani morfinu. U lidi se abstinen¢ni pfiznaky projevuji
kychanim, rymou, kaSlem, bolestmi bficha, priijmem, anorexii, uzkosti, atd. a u zvifat zahrnuji
abstinenc¢ni ptiznaky skékani, tfes tlapek, drkotani zubi, chvéni a prijem. V experimentalnich studiich
jsou abstinen¢ni ptiznaky vyvolany pterusenim chronického podavani morfinu nebo jeho antagonistd,

zejména naloxonem (Listos et al., 2013; Listos et al., 2019).

Nékteti védci se domnivaji, ze kritickou roli v projevech abstinen¢niho syndromu pii morfinové
abstinenci hraje snizeni koncentrace dopaminu v mezolimbické draze odmény (Acquas & Di Chiara,
1992; Diana et al., 1995). Abstinenci provazi i zmény koncentraci neurotransmiterd a neuropeptidu,
jako je adrenalin (Fox et al., 2017), glutamat (Sepulveda et al., 1998), serotonin (Zhang et al., 2016),
orexin (Zhou et al., 2006) a kortizol (Matinfar et al., 2013). Tyto zmény jsou nasledovany zménami
v bunécnych signalizacnich drahach, napf. vyraznym navySenim hladiny cAMP a deregulaci MAPK

drahy (Bilecki et al., 2005; Meye et al., 2012; Listos et al., 2019).

Nedavna studie se zabyvala sloZzenim stfevniho mikrobiomu v souvislosti s abstinenénim syndromem.

Zavislé mysi, kterym byl morfin podavéan opakované intraperitonealn€, obdrzely fekalni transplantat od
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mysi léCenych morfinem nebo od mysi, jimz byl podavan fyziologicky roztok. Abstinen¢ni syndrom byl
vyvolan aplikaci naloxonu. Mysi, které dostdvaly fekdlni transplantdt od mysi ovlivnénych morfinem,
vykazovaly mensi abstinen¢ni ptiznaky, ve srovndni se zvifaty, kterd dostala transplantit od mysi,
kterym byl podan fyziologicky roztok. Mikrobiom slepého stfeva mysi byl zménén piisobenim morfinu,
ale nebyl rozdilné¢ ovlivnén provedenim fekalni transplantace. U mysi, kterym byla aplikovana
Sirokospektra antibiotika, se pocet bakterii ve stievé razantn€¢ zmensil a tato intervence také zmirnila
morfinové abstinenéni piiznaky vyvolané naloxonem u mysi zavislych na morfinu, zatimco aplikace

probiotik abstinen¢ni pfiznaky spolehlivé nepozménila (Thomaz et al., 2021).

Autofi jiné studie sledovali, jak prerusované intraperitonealni nebo kontinualni subkutanni uzivani
morfinu a morfinova abstinence u mys$i ovliviiuje sloZzeni stfevniho mikrobiomu. Nasledné byla
zkoumana souvislost ve zménach stfevniho mikrobiomu spojenych s neurozanétem a maladaptivnim
chovanim spojenym se zavislosti nebo abstinenénim syndromem (Lee et al., 2018). Diive bylo zjisténo,
ze morfin a dalsi opioidy aktivuji mikroglie ve ventralni tegmentalni oblasti prostfednictvim zvysené
exprese mozkového nerotrofického faktoru (BDNF) a ve vysledku dochézi k utlumu dopaminové drahy
odmeény (Taylor et al., 2016). Béhem aplikace morfinu mySim doslo ke zpomaleni stfevni motility a k
narus$eni slozeni stfevniho mikrobiomu, coz vyustilo v neurozanét mediovany mikrogliemi a v inhibici
aktivity dopaminergni drahy. Takto zpiisobeny deficit dopaminergni signalizace ptispiva ke zhorSeni
odmeénovaného chovani a miize byt klicovy pro proziti anhedonické nalady béhem abstinence.
Opakovand prerusovand aplikace morfinu zhors$ila anhedonické a hyperalgetické ucinky pravdépodobné
v disledku zmén stfevni mikroflory (Lee et al., 2018). Mechanismus, kterym narusena stievni
mikroflora ovliviiuje neurozanét a chovani, neni zcela objasnén. Mezi mozné mechanismy ovlivnéni
patii signalizace pfes nervus vagus, hormonalni signalizace a zmény v propustnosti stiev, kdy muze

dojit k translokaci bakterii pies stievni sténu a k rozvoji zanétu (Foster et al., 2017).

Béhem vyzkumu doslo také ke zménam stfevniho mikrobiomu v ramei rozdilnych rezima aplikace.
Ukazalo se, ze chronické podavani morfinu zpomaluje stievni motilitu vedouci k zacpé€, zatimco
vysazeni opioidd vede ke zvySené motilité stieva a prijmu (Listos et al., 2013). Intermitentni podavani
morfinu vyznamné snizilo relativni mnozstvi bakterii rodu Lactobacillus a zvysilo mnozstvi rodu
Ruminococcus, ale tyto taxony nebyly po dlouhodobé aplikaci morfinu ovlivnény. Naproti tomu
permanentni aplikace morfinu vedla k vyznamnému nértstu bakterii rodu Clostridium a celedi

Rikenellaceae a takova zména nebyla pozorovany pii intermitentni aplikaci (Lee ef al., 2018).
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3.3. Mikrobiom

Nejprve je nutné definovat, co je to mikrobiom, ale pfesné vymezeni definice mikrobiomu je dodnes
problematické a v literatufe neni jednotné. V prvnim ptipade se mikrobiomem rozumi cely biotop vcetné
mikroorganismi (bakterie, archea, viry, nizsi a vyssi eukaryota), jejich genomi (tj. genli) a podminek
okolniho prosttedi. Tato definice je zaloZena na pojmu ,biom* — prostfedi charakterizované urcitymi
biotickymi a abiotickymi faktory. V druhém piipad¢ je termin mikrobiom omezen na soubor genl a
genomi vSech mikroorganismi pfitomnych v urcitém vymezeném prostfedi. Podle této definice je tedy
mikrobiom definovan metagenomem (souborem genomtl a gend spolecenstvi mikrobioty), ktery
v kombinaci s prostiedim tvofi mikrobiom a Casto je zaménovan nebo splyva s pojmem mikrobiota
(diive mikroflora), coz je soubor vSech mikroorganismti v daném vymezeném prostiedi (Marchesi &

Ravel, 2015; Berg et al., 2020; (V])).

Mikrobiom je charakterizovin pomoci jedné nebo kombinaci metod vyuzivajicich prostredkil
metagenomiky (studium a sekvenovani genomti mikroorganisml), metabonomiky (varianta
metabolomického pfistupu zamétujici se na méteni metabolitd piimo souvisejicich s aktivitou celého
systému, metabolomické profily jsou urovany geneticky i environmentaln¢), metatranskriptomiky
(analyza exprimovanych RNA (ribonukleovych kyselin)) a metaproteomiky (charakterizace a
identifikace proteinli vytvarenych hostitelem a mikroorganismy v konkrétnim prostfedi) spole¢né

s klinickymi nebo environmentalnimi metadaty prostiedi (Marchesi & Ravel, 2015).

Slozeni mikrobiomu se li§i mezidruhové, mezi jedinci jednoho druhu, ale i v ramci jednotlivych télnich
nik jednoho jedince (Benson ef al., 2010). Co se tyce lidského mikrobiomu, tak mé kazdy ¢lovek svij
unikatni mikrobiom, ktery se oviem v ¢ase méni v disledku mnoha faktori, jako je napt. vek, genotyp,
fyziologicky stav, Zzivotni styl, onemocnéni, strava, uzivani lékii a mnoho dalSich. Podle
charakteristického slozeni mikrobiomu v riznych télnich biotopech rozliSujeme mikrobiom na kozni,
vlasovy, nosni, ustni dutiny, jicnovy, zaludec¢ni, stievni, vaginalni, aj. (obrazek 8). Krom toho mtzeme
rozliSovat mikrobiomy konkrétniho télniho biotopu, napt. u mikrobiomu ustni dutiny a hltanu Ize rozlisit
mikrobiom slin, bukalni sliznice, dasné, patra, mandli, zubniho plaku, mékkych tkani krku a jazyka

(Turnbaugh et al., 2007; Huttenhower et al., 2012).
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Obrazek 8. Rozdily v distribuci Sesti nejhojnéjsich bakteridlnich kmenti v riznych nikéch lidského
téla. Legenda je umisténa v levé dolni ¢asti obrazku. Rozdilné sloZeni mikrobiomu mezi lidskymi
hostiteli a mistné specifické rozdily poskytuji dilezity nahled na biologicky nebo patologicky vyznam
jednotlivych mikrobiomt. Pfitomnost nebo nepfitomnost urcitych mikroorganismil v tomto ptipadé
Helicobacter pylori mize vést k trvalym a vyraznym porucham ve slozeni mikrobidlni komunity
(Andersson et al., 2008). Upraveno podle Cho & Blaser, 2012.

Vzhledem k vysoké citlivosti mikroorganismt na rizné podnéty, komplexicité mikrobiomu a naro¢nosti
molekularné-biochemickych metod, je slozité analyzovat, popsat a definovat pfirozeny lidsky
mikrobiom. Proto byl vroce 2007 spustén interdisciplindrni projekt, na kterém se podili mnoho
védeckych tymi ze Spojenych statt americkych, Evropy a Asie, s cilem charakterizovat diverzitu
zdravého lidského mikrobiomu a déale zkoumat faktory ovliviiujici distribuci a evoluci mikroorganismd,
které mikrobiom c¢lovéka tvori. Tento projekt se nazyvd Human Microbiome Project (HMP) a stale
pokracuje. Data ziskana z HMP také poskytuji pohled na soucasnou lidskou evoluci, zejména na vliv
rychlého technologického rozvoje, nasledovaného transformaci Zivotniho stylu a biosféry, jez ovliviiuje
»~mikroevoluci® lidi, a tim i jejich zdravi a predispozici k riiznym nemocem. V dnesni dobé vsak stale
nejsme schopni prokazat kauzalni vztah ur¢itého mikroorganismu, skupiny mikroorganismi nebo jejich

absence ke konkrétnimu onemocnéni (Turnbaugh et al., 2007; Proctor et al., 2019).

Dnes je znamo, ze naruseni nebo ztrata mikrobialni diverzity a nasledné zménéné slozeni mikrobioty —

mikrobialni dysbidza, mize zapficinit vznik riznych onemocnéni, od metabolickych pfes autoimunitni

onemocnéni a onemocnéni spojena s naru$enim kognitivnich funkci, zahrnujici napf. obezitu, diabetes,
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astma, alergie, idiopatické stfevni zanéty nebo autismus. Mikrobiom, zejména stievni, ovliviiuje
metabolické procesy a propustnost stfeva hostitele, také vzdjemné interaguje sjeho imunitnim
systémem, endokrinnim systémem a CNS (Bello er al., 2018). Mikrobiom obecné se z velké casti
predava z generace na generaci, matky mikrobiom ptedévaji svym détem v raném véku (Yassour et al.,

2018).

3.3.1. Stievni mikrobiom

Lidsky GIT predstavuje nejvetsi rozhrani mezi naSim télem a okolnim prostredim. Velikost povrchu
GIT se pohybuje mezi 250 az 400 m? a je srovnatelna s rozlohou tenisového kurtu. Bé&hem Zivota tudy
projde ptiblizné 60 tun potravy, spolu s velkym mnozstvim cizorodych a potencialné Skodlivych latek
nebo mikroorganismi, které mohou poskodit integritu stfeva. Proto se povrchové buiikky GIT rychle

obnovuji, jsou na povrchu kryté hlenem a osidleny prospé€snymi mikroorganismy (Bengmark, 1998).

Diive se uvazovalo, Ze se stfevni mikrobiota sklada z 10" az 10'* mikroorganismu, coZ je zhruba 10
krat vice nez je pocet lidskych bun€k a dale se uvadélo, ze genom stievniho mikrobiomu obsahuje
minimalné 100 krat vice gend nez nas vlastni genom (Gill et al., 2006). Nov¢jsi studie naznacila, ze
pocet lidskych a bakterialnich bunék je ve skute¢nosti stejného fadu, ale hmotnost bakterialnich bun¢k
je asi 0,2 kg. Celkovy pocet bakterialnich bunék je u 70 kg vaziciho, 170 cm vysokého muze ve véku
20 az 30 let odhadovéan na 3,8-10'% a celkovy pocet lidskych bunék na 3,0-10' (Sender et al., 2016).
Naprosta vétsina z celkového poctu bakterii osidluje stievo (Gill et al., 2006), nasleduje kiize, ktera je
GtoCistém asi pro 10'? bakterii (Sender et al., 2016). VétSina mikrobidlniho genomu (99,1 %) je
bakterialniho plivodu, zbytek tvoii archea a pouze 0,1 % genomu je eukaryotického a virového pivodu

(Qin et al., 2010).

Nejhojnéji jsou v lidském GIT zastoupeny bakterialni kmeny Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria, a Verrucomicrobia, které spolecné s dal§imi minoritnimi kmeny
prispivaji kudrzeni zdravého stfevniho mikrobiomu. Kmeny Firmicutes a Bacteroidetes jsou
zastoupeny nejhojnéji (obrazek 9), utvareji zhruba 90 % stfevni mikroflory (Schroeder & Bickhed,
2016; Rinninella et al., 2019). Firmicutes se sklada z vice nez 200 rodi, jako jsou Lactobacillus,
Bacillus, Clostridium, Enterococcus a Ruminicoccus. Rod Clostridium piedstavuje 95 % kmene
Firmicutes. Kmen Bacteroidetes sestava prevazné z rodi Bacteroides a Prevotella. Rod Bifidobacterium
je nejzastoupenéjsi v kmeni Actinobacteria (Arumugam et al., 2011; Rinninella et al., 2019). Pomér
Firmicutes ku Bacteroidetes se ¢asto pouziva jako indikator zmén ve slozeni lidské mikroflory (Mariat

et al., 2009).
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Obrazek 9. Ptiklady a taxonomické zafazeni baktern z ne]hOJnejl Zastoupenych kmenu Firmicutes
a Bacteroidetes v lidském stfev€. Upraveno podle Rinninella et al., 2019.

Potkani maji podobny mikrobiom GIT jako lidé. Pro blizkou podobnost slozeni potkaniho mikrobiomu
s lidskym jsou potkani vhodna zvifata pro studium mikrobiomt a s nimi spojenych patologii. V trusu
potkant byly nejhojnéji identifikovany kmeny Bacteroidetes (53,9 %), nasledovany kmeny Firmicutes
(39,8 %) a Proteobacteria (4 %) (Ferrario et al., 2017). Pii zkoumani mikrobialni diverzity napti¢ GIT
potkana bylo zjisténo, Ze druhova bohatost a fylogeneticka diverzita se postupné€ zvysuje od pocatecnich
segmentll GIT ke kone¢nym segmentiim. Nejvyssi bohatost a rozmanitost vykazaly vzorky hlenu
tlustého stfeva. U potkanii bylo na urovni kmene identifikovdno 21 taxonomickych skupin, ale
intraindividudlni variabilita byla u nich mnohem mensi nez u lidi, coz bylo pfipisovano podobnému
genetickému profilu laboratornich potkant, jednotné stravé, prostredi a koprofagii (Li ef al., 2017). Jina
studie poukézala na rozdilné slozeni stievni mikroflory béhem zivota potkant. V kazdém véku bylo
pritomno jadrovych 46 bakterialnich druht, ale jejich relativni cetnost se s vékem snizovala, coz bylo
doprovazeno zvySenim alfa diverzity mikrobioty (poétu riznych druhti ve vzorku), pravdépodobné

v disledku setkavani se s novymi mikroorganismy béhem zivota (Flemer ef al., 2017).
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3.3.2. Zmény ve sloZeni stievniho mikrobiomu v pribéhu Zivota

Slozeni stfevniho mikrobiomu se méni nejenom s vékem také u ¢lovéka. Rany vyvoj mikrobiomu je
ovlivnén maternalnimi faktory, které zahrnuji zptisob porodu, slozeni mikrobiomu matky a pitipadné
uzivani antibiotik, zptisob vyzivy (pfirozené kojeni nebo kojenecka vyziva) a gestani veék narozeni
ditéte. Mikrobiom novorozence vykazuje nizkou alfa diverzitu a vysokou interindividualni variabilitu.
S ptechodem od kojeni k pevné stravé se obohacuje mikrobialni diverzita a mikrobialni profil se vice

podoba jadrovému mikrobiomu dospélych (Schroeder & Béckhed, 2016; Piggott & Tuddenham, 2020).

V dospélosti je jadro stfevniho mikrobiomu zdravého clovéka relativné stabilni, zména nastava az
v pozdnim véku, dochazi ke snizeni alfa diverzity a zvySeni interindividualni variability. Pravdépodobné
chut’ k jidlu, sniZzenou produkei slin, zmény ve sloZeni chrupu, snizenou schopnost dobie rozzvykat
potravu, dochazi ke zménam v produkci stfevnich enzymi a zpomaluje se priichod potravy stievem (An
et al., 2018). Celkove se u starSich lidi posunuje mikrobialni fenotyp k prozanétlivému typu. V GIT se
zmensuje pocet komenzalnich mikroorganisml, u kterych se predpoklada, ze se podileji na udrzeni
integrity slizni¢ni bariéry. Soucasné byl ale pozorovan zvyseny vyskyt potencialné patogennich bakterii,
jez jsou za normalnich okolnosti symbiotické, ale mohou zmnozit pii dysbioze, kdy se stanou
patogennimi, a urychli tak vznik chronického systémového zanétu (Piggott & Tuddenham, 2020). U
dlouhovékych stoletych lidi byl ovSem pozorovan prospésny rozmanity mikrobiom podporujici
protizanétlivou aktivitu a udrzujici metabolickou homeostadzu. Také bylo zjisténo, Ze jejich sourozenci
jsou méné nachylni k onemocnénim spojenym s vysokym veékem, mezi néz patii kardiovaskularni

choroby, cukrovka nebo rakovina (Terry et al., 2003; Dato et al., 2017).

Stfevni mikrobiom je vyrazné€ ovlivnén i genetickymi predispozicemi hostitele a Ize v jeho kompozici
pozorovat dédi¢né vlohy. Vramci c¢lent rodiny je mikrobiom podobnéj$i nez v porovnani
s nepiibuznymi jedinci a jednovaje¢na dvojcata maji podobné;jsi mikrobiom nez dvojvajeéna (Goodrich
et al., 2014). Predpoklada se, ze geny podilejici se na vyvoji vrozené a ziskané imunity ovliviuji také
skladbu stfevniho mikrobiomu (Dato et al., 2017; Piggott & Tuddenham, 2020). Dale je stfevni
mikrobiom modifikovan prostfedim, kde se narodime a Zijeme. Nejde jen o to, zda-li ¢lovék pochazi
z mésta nebo z vesnice, rozdily byly pozorovany i mezi lidmi z riznych stath a kontinentd. Deti
z afrického venkova se stravuji podobné, jako lidé v dobé zrodu zemédglstvi a jejich strava obsahuje
vysoky obsah vlakniny. Oproti tomu evropské déti maji ve své stravé hodné masa, cukri, tukd,
pochézejicich pfevazné z prumyslové zpracovanych vyrobkt a nevyhledavaji tolik potfebné ovoce a
zeleninu. Tento styl stravovani se nazyva tzv. ,,moderni zépadni strava“. U déti z Afriky se stfevni
mikroflora vyvijela v koevoluci se stravou bohatou na polysacharidy, coz jim umozituje maximalizovat
energeticky pfijem z vlakniny a zaroven je ochranit pfed zanéty a neinfekénimi onemocnénimi tlustého
stteva. Africké déti mély signifikantné snizenou diverzitu mikrobiomu v rdmci kmene Firmicutes, ale

vyrazn¢ obohacenou u Bacteroidetes s unikatnimi bakteriemi z rod Prevotella a Xylanibacter, které
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hydrolyzuji celulozu, xylany a u evropskych déti zcela chybi. Zaroven bylo ve stievé déti z Afriky

nalezeno vyznamné vice SCFA (mastnych kyselin s kratkym fetézcem) (De Fillipo, 2010).

Podle rozdilnych stravovacich navykt a genetickych predispozic pozorujeme v lidské populaci tii
enterotypy s odlisnou skladbou stfevniho mikrobiomu. Jednotlivé enterotypy nejsou v populaci ostie
ohraniceny, jako napft. krevni skupiny, a vyznamn¢ nekoreluji s narodnosti, pohlavim, vékem nebo BMI
(indexem télesné hmotnosti) hostitele. Jsou vétSinou uréeny druhovym slozenim a zda se, Ze se nelisi ve
funkéni bohatosti, ale urcit¢é molekularni funkce nejsou nezbytné poskytovany hojnymi druhy
(Arumugam et al., 2011). V enterotypu 1 (B) se vyznacuje nadmérnym zastoupenim rod Bacteroides
z kmene Bacteroidetes. Tento enterotyp je asociovan s dietou obohacenou o Zivocisné bilkoviny a
nasycené tuky. Dale bakterie zrodu Bacteroides produkuji specializované enzymy na S§tépeni
zivocisnych sacharidt a celkové jsou zde sacharolytické enzymy nadmérné zastoupeny. U enterotypu 2
(P) ptevazuje rod Prevotella taktéz zkmene Bacteroidetes, jehoz Cetnost nepiimo koreluje s
rodem Bacteroides a vyskytuje se u jedincti nestravujici se tzv. ,,moderni zapadni stravou*, ale stravou
bohatou na vlékninu (Costea ef al., 2018). Bakterie z rodu Prevotella produkuji hydrolazy degradujici
rostlinna vladkna a celkove je v ramci tohoto enterotypu snizen lipolyticky a fermentacni potencial (De
Fillipo, 2010; Vieira-Silva et al., 2016). Pro enterotyp 3 (F) je dominantni kmen Firmicutes, ve kterém
je nejvyraznéji zastoupen rod Ruminococcus. Tento enterotyp ma nejvyssi taxonomickou a funkéni
bohatost. Vyzkum byl proveden na skupiné probandi, kterym byly odebrany vzorky trusu v pribéhu
vice nez 6 mésicii. U vétSiny byly jejich pivodné identifikované enterotypy stabilni, ale 16 % jedinci
zménilo domnélé enterotypy. To naznacuje, Ze enterotypy nemaji striktni hranice a méni se (Costea et
al., 2018). Posun k jinému typu enterotypu mohou zpusobit dietni intervence. Enterotypizace ma
potencial pro kliniku, Ize ji vyuzit napf. pfi diagnostice chorobného stavu ¢lovéka. Jednotlivé enterotypy
jsou asociovany s vy$$im rizikem propuknuti urcitych chorob a bakterie v ramci enterotypi mohou

odlisn¢€ metabolizovat 1é¢iva (Arumugam et al., 2011; Liang et al., 2015; Costea et al., 2018).

Prestoze jadro stfevniho mikrobiomu dospélého ¢lovéka je vétSinou pomérné stabilni, mize dojit
ke zménam v jeho skladbé, které mohou mit razantni dopad na kvalitu Zivota. V poslednich letech jsou
v souvislosti s razantnimi zménami mikrobiomu diskutovéana antibiotika, antiseptika, nadmérna Cistota
a celkové procesy spojené s industrializaci spoleCnosti. Strmy nartist modernich civilizacnich,
autoimunitnich a dusevnich onemocnéni je davan do souvislosti s upadkem mikrobialni diverzity a je
signifikantni od dob 2. svétové valky, kdy zacalo dochézet k velmi rychlému technologickému rozvoji
spolecnosti (Bello et al., 2018). Obzvlaste pouzivani Sirokospektrych antibiotik, kterd jsou
nenahraditelna v 1écbé bakterialnich infekci, ma zdvazné vedlejsi uc€inky, jmenovité vznik antibiotické
rezistence, jeji rozsifeni napfi¢ bakteridlnimi druhy a déle skodlivy uc¢inek na hostitelsky mikrobiom.
Jestlize bude rezistence k antibiotiklim nadale stoupat sou¢asnym tempem, odhaduje se, Ze do roku 2050
budou rezistentni patogenni bakterie zplsobovat vice nez 10 miliond umrti za rok a ro¢ni naklady

spojené s 1éEbou nemocnych se vySplhaji az k 100 bilioniim dolart. Klinicky vyznamné multirezistentni
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patogeny zpusobujici tmrti jsou napt. Clostridium difficile, Staphylococcus aureus a Mycobacterium
tuberculosis (Goff et al.,2017). Ve vztahu ke sttevnimu mikrobiomu bylo prokdzano, ze skodlivy uc¢inek
nezavisi na trvani antibiotické 1écby. Kratkodoba (sedmidenni) expozice antibiotikim vede ke ztraté
mikrobidlni diverzity, zejména snizeni druhové diverzity v kmeni Bacteroidetes, az dva roky po 1écbe
(Jernberg et al., 2007). Obézni lidé maji ve stfevech vice Firmicutes pravé na tikor Bacteroidetes a jejich
mikrobiom dokéaze ve zvysSené mife ziskavat energii ze stravy (Ley et al., 2006). Stfevni mikroflora je,
co se tyCe vyZzivy, zcela zavisla na svém hostiteli a pfes produkci bioaktivnich metaboliti v GIT, které
maji vliv nejen na stfevo, ale i na periferni organy véetné mozku, piisobi pozitivné nebo negativné na

fyziologii hostitele (Boscaini et al., 2021).

Na skladbu sttevniho mikrobiomu maji také vliv navykové latky nevyjimaje téch opioidnich, coz
prispiva k negativnim dusledkim jejich uziti. Morfinova terapie vyvolava snizeni diverzity stievni
mikrobioty, vede k vyraznému shlukovani a profilovani stfevniho mikrobiomu a metabolomu ve
srovnani s kontrolami. Takto vyvolanad dysbidza piispiva k dysfunkci stfev a nachylnosti ke stfevnim
infekcim (Wang et al., 2018). Prokazalo se, ze pacienti uzivajici morfin v nizkych nebo vysokych
davkach, jsou vystaveni vyss§imu riziku infekce Clostridium difficile (Mora et al., 2012). Se zvySenou
nachylnosti k infekci Clostridium difficile je spojena také porucha metabolismu zlu¢ovych kyselin

vyvolana zménou mikrobiomu (Buffie et al., 2015).

3.3.3. Komunikace stifevniho mikrobiomu s hostitelskym organismem

Mikrobiom ve stfevé, hostitelské organy a systémy vzajemné oboustranné komunikuji. Nedavné
vyzkumy prokazaly oboustranné interakce stfevniho mikrobiomu a stfeva s mozkem, jatry a plicemi,
diky ¢emuz je stfevo povazovano za centralni organ pro lidské zdravi. V soucasnosti se hojné diskutuje
a zkouma reciproky vztah stfevni mikrobioty, stfeva a mozku, ktery nazyvame osa mikrobiom — stievo

—mozek (obrazek 10) (Berg et al., 2020).
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Obrazek 10. Schématické znazornéni komunikace osy mikrobiom — stievo — mozek. Stfevni
mikrobiom komunikuje s neuronalnimi, gliovymi, endokrinimi a imunitnimi bunikami ve stfeve,
které interaguji s CNS nebo prostiednictvim bioaktivnich molekul ptisobicich na aferentni vagova a
mi$ni nervova zakonceni. Naopak mozek reguluje autonomni nervovy systém, ktery moduluje stievni
prostfedi, ¢imz ma nepfimy vliv na slozeni a funkci mikrobiomu. Upraveno podle Osadchiy et al.,
2019).

VétSina GIT je pod nervovou kontrolou rozsahlé sité vnitinich sttevnich neuronti a glii rozprostirajicich
se po celém ENS (enterickém nervovém systému), hladkém svalstvu GIT a slizni¢nim vazivu, ale je
také inervovana z vnéjSku prostfednictvim primarnich aferentnich a autonomnich vlaken, jez propojuji
GIT s michou a mozkem. Prestoze ENS miize regulovat peristaltiku GIT pon€kud nezavisle na CNS, je
regulace modulovana dals$imi systémy, jako je ANS (autonomni nervovy systém), imunitni systém a
sttevni mikrobiom. Zaroven jsou vSechny tyto systémy ovlivitovany slozitymi drahami vedoucimi z GIT
(obrazek 11). Spravna funkce stfev je nezbytna pro dlouhodobé prezivani a rovné€Z pro udrzeni

homeostazy ve stfevé a mozku (Margolis et al., 2021).
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Obrazek 11. Detailnéjsi pohled na komunikaci mezi mikrobiomem a mozkem ve vztahu k porucham
nalady a stfevni motility. Existuje mnoho piimych a nepfimych (prostiednictvim systémové
cirkulace) cest, kterymi mtize byt komunikace modulovana. Zahrnuji endokrinni (kortizol), imunitni
(cytokiny: interleukiny (IL), tumor nekrotizujici faktor a (TNF-a)) a nervové (nervus vagus, ENS,
misni nervy) drahy. Nektefi stievni mikrobi dokazi lokalné syntetizovat neurotransmitery (GABA,
noradrenalin a dopamin), jenZ mohou pusobit na cilové bunky ve stfevé a byt diillezitou soucasti
komunikacéni cesty. Neuroaktivni mikrobialni metabolity mohou ovlivnit mozek a chovani fadou
zpusobi, které se stale objasnuji. Patfi mezi n€ ovlivnéni epitelidlnich bunék spojenych s funkci
sttevni bariéry, enteroendokrinnich bunék spjatych s uvoliiovanim gastrointestindlnich hormont a
dendritickych bunék (DC) modulyjicich imunitni funkce. Specializované struktury
enteroendokrinnich bun€k, zvané neuropody, pifenaseji senzorické signaly ze stieva do mozku
prostiednictvim tvorby spojeni podobnych synapsim s aferentnimi nervy, v€etné nervu vagu. Stievni
bakterie produkuji SCFA piimo stimulujici tryptofan hydroxylazu 1, coz vede k syntéze a sekreci
serotoninu (5-HT) ze stfevnich enterochromafinnich bunék (EC). Serotonin uvolfiovany z bazalni
membrany EC buné€k interaguje s neurony ENS, moduluje tak stfevni motilitu, vyvoj a diferenciaci
neuronti béhem vyvoje nebo naladu prostfednictvim aferentnich vlaken nervu vagu vedoucich do
nucleus solitarius a nuclei raphe, které interaguji s mozkovymi strukturami zpracovavajicimi emoce.
Dale mohou motilitu, sekreci a komunikaci osy regulovat ptitomné SCFA.

Entericky nervovy systém je integralnim centrem pro mikrobidlni signaly a komunikaci s mozkem
prostiednictvim vagovych a miSnich drah. Zbyva vSak pfesné definovat vSechny zahrnuté signalni
drahy na molekularni rovni. Upraveno podle Margolis et al., 2021.
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Procesy v komunikaci osy mikrobiom — stfevo —mozek jsou dnes aktivné zkoumany. Tyto komunikacni
dréhy se vyvijeji béhem prvnich tfech let Zivota a dale zlstavaji relativné stabilni, navzdory riznym
naruSenim, po cely zivot. Stfevni mikroby komunikuji s CNS pomoci neuronalnich, endokrinnich a
imunitnich signalnich drah. Naopak CNS ma vliv na slozeni a funkci stfevni mikrobioty pfimo pftes
produkci katecholamini pod vlivem stresu, spojenou s naslednym zvySenym rGstem bakterii, popf.
zvysenim exprese virulentnich genil nebo neptfimo pfes ANS prostiednictvim regulace stfevni motility,
sekrece a imunitnich interakei. S CNS sdili mnoho podobnosti ENS, ktery je casto nazyvan ,,druhym
mozkem®, ENS pfimo piisobi na stfevni mikrobiom zménou motility, sekrece, permeability a imunitni
ochrany. Regulace komunikace osy mikrobiom — stievo — mozek probihé na urovni kritickych bariér,
mezi které patii stfevni epitel a hematoencefalick4 bariéra. Komplexni propojeni stfevnich neurond a
glii se nékdy oznacuje terminem stfevni konektom, analogicky k mozkovému konektomu (Osadchiy et

al., 2019; Margolis et al., 2021).

Vzristajici mnozstvi studii u lidi poukazuje na rozdily ve sloZeni stievniho mikrobiomu zdravych
jedinct a lidi, ktefi trpi nemocemi, jako jsou napft. deprese, Parkinsonova choroba, obezita nebo syndrom
drazdivého tra¢niku. U zvifecich modelt prokazana korelace stfevniho mikrobiomu s rozvojem
fenotypl souvisejicich s onemocnénimi CNS nebyla prozatim piesvédcivé prokdzana u lidskych
organismu. Hlubsi poznani vzdjemnych vztahti mozku, stfeva a mikrobiomu a exaktni pfic¢inny popis
definovanych cilenych mechanismi omezeni translacniho dopadu jsou navzdory jejich velkému

terapeutickému potencidlu stale nedostatecné prozkoumany (Osadchiy et al., 2019).
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3.4. Metabolom

Metabolity jsou malé molekuly, které jsou chemicky preménovany béhem metabolismu, a poskytuji tak
informace o buné¢ném stavu. Na rozdil od genti a proteint, jejichZ funkce podléha epigenetické regulaci
a posttranslacnim modifikacim, metabolity slouZzi jako piimi ukazatelé biochemické aktivity, a proto je
1ze snaze spojit s danym fenotypem. Samostatna védni disciplina zabyvajici se profilovanim metabolitii

se nazyva metabolomika a je Siroce uplatnovana v klinické diagnostice (Patti et al., 2012).

Pojmem metabolom je oznaCovan soubor malych molekul (metabolitit) produkovanych danymi
buitkami (vlastnimi, ale i napt. mikrobialnimi), ktery nabizi moznosti zkoumat propojeni bunécného,
télesného nebo mikrobidlnitho metabolismu ve vztahu k danému fenotypu. Metabolom je mozné
analyzovat pomoci metod nuklearni magnetické rezonance (NMR), hmotnostni spektrometrie (MS)
nebo novéji vyuzivanou kapalinovou ¢i plynovou chromatografii s nadslednou hmotnostni spektrometrii.
Provadi se cilené nebo necilené analyzy metabolomu. Pfi cilené analyze se sleduji specifické metabolity
se zaméfenim na konkrétni biochemickou drahu nebo hypotézu, napt. sledovani metabolismu 1é¢iv ve
farmakokinetickych studiich. Oproti tomu cilem necilené metabolomické analyzy je detekovat co
nejvice metabolitd. V obou piipadech je nejvhodnéjsi vyuzit kapalinovou nebo plynovou chromatografii

s hmotnostni detekci. (Want et al., 2006; Patti et al., 2012, Tranchida et al., 2016).

3.4.1. Fekalni metabolom

Fekalni metabolom poskytuje funkéni tidaje o aktivité¢ stfevniho mikrobiomu a mtze byt pouzit jako
mezistupen fenotypu zprostiedkujiciho interakce mezi hostitelem a stfevnim mikrobiomem (Marcobal
et al., 2013; Zierer et al., 2018). Metabolom je uzce spjat se stfevnim mikrobiomem, protoze stievni
mikrobiota produkuje mnoho chemickych latek a pomaha udrzovat homeostazu metabolismu hostitele

(Zierer et al., 2018; Margolis et al., 2021).

Samotna analyza mikrobiomu poskytuje primarné informace o moznych mikrobialnich entitach nez o
jejich skutecné aktivité, protoze nedokaze indikovat transkripéni aktivitu genll v ramci bakterialniho
genomu ani rozliSit Zivé a mrtvé mikroby (Zierer ef al., 2018). Fekalni metabolomika podava souhrnné
informace o propojeni mezi hostitelem, stravou a jeho stfevnim mikrobiomem, a dopliuje tak

sekvenacni udaje poskytnutim funkénich udaji o mikrobiomu (Marcobal ef al., 2013).

U lidi bylo zjisténo, ze fekalni metabolom do urcité miry odrazi slozeni stfevniho mikrobiomu, je silné
spjat s vékem, pohlavim nebo obezitou, ale je pouze mirné ovlivnén genetickymi vlivy hostitele (Zierer

et al., 2018).

V souvislosti se sttevnim mikrobiomem je Casto diskutovana produkce SCFA a jeji vliv na hostitelsky
organismus. V tlustém stfevé vznikaji SCFA, zejména acetat, butyrat a propoinat, jako vedlejsi produkt

mikrobialni fermentace potravy (Sun & Chang, 2014; Meckel & Kiraly, 2019). Vétsina SCFA je vyuzita
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kolonocyty jako zdroj energie, ale také pfispivaji ke stabilité¢ a bariérové funkci stfevniho epitelu.
Nékteré SCFA jsou transportovany portalni Zilou do jater a odtud uvoliiovany do obéhu. (Sun & Chang,
2014; Joseph et al., 2017; Meckel & Kiraly, 2019). Zejména butyrat, v mensi mife acetat a propionat,
prostupuji skrz hematoencefalickou bariéru, mohou meénit jeji propustnost, zrani i funkci mikroglii a
vykazuji rozséhlé u€inky na funkci mozku (Braniste ef al., 2014; Erny et al., 2015; Joseph et al., 2017).
Pravdépodobné SCFA funguji v organismu také jako inhibitory histondeacetylazy (HDAC), ktera
odebird acetylovy zbytek z lysinu na histonech a tim ¢ini DNA (kyselinu deoxyribonukleovou) 1épe
kondenzovanou, tudiz transkripéné neaktivni. Inhibitory HDAC mohou potencidlné zvysit transkripci
neaktivnich genid (Koh et al., 2016). Mysim, kterym byl po dobu 3 dnti ordln€ podavan butyrat sodny,
se zvysil pocet tésnych spoji v mozku a probihala zde také vyssi mira acetylace histonti (Sun ef al.,
2016). Ve spojitosti s podavanim navykovych latek a zménou exprese urcitych genti byly také

pozorovany behavioralni zmény u zkoumanych zvirat (Meckel & Kiraly, 2019).

Klicovymi metabolity ve stfevé jsou také zlucové kyseliny vznikajici oxidaci cholesterolu. Jsou
obsazeny ve zluci a slouzi ke zlu¢ové sekreci lipidl, toxickych metaboliti a xenobiotik, ptisobi jako
dulezité signalni molekuly, maji vliv na imunitu, vstiebavani a metabolismus Zivin ve stievé. Zlutové
kyseliny rozliSujeme na primarni a sekundarni. Primarni (kyselina cholové a chenodeoxycholova) jsou
produkovany hepatocyty v jatrech, skladovany ve zlu¢niku a vylu¢ovany do duodena po jidle (Chiang,
2013; Meckel & Kiraly, 2019). V tenkém stfevu jsou primarni zlucové kyseliny dekonjugovany
mikroorganismy, ¢imz se zabrani jejich zpétnému vstiebavani a vstupuji do tlustého stteva. Zde jsou
mikrobiomem metabolizovany na sekundarni Zluc¢ové kyseliny (deoxycholova a lithocholova) (Staels &
Fonseca, 2009). Mikrobiom se se Zlucovymi kyselinami vzdjemné oboustranné ovliviiuje. SloZeni
mikrobiomu a metaboliti miize mit vliv na syntézu primarnich zlucovych kyselin v jatrech, jejich
reabsorpci z tenkého stieva a konverzi na sekundarni zlu¢ové kyseliny v tlustém stfevé. Oproti tomu
signalizace Zlucovych kyselin mize ovlivnit sloZeni mikrobiomu (Meckel & Kiraly, 2019; Boscaini et

al., 2021).

Dulezitym metabolitem ve stfeveé je tryptofan a jeho metabolity, vCetné jiz zminiovaného serotoninu
(Meckel & Kiraly, 2019). Tryptofan je esencidlni aminokyselina, ktera se ziskava pfedevsim z bilkovin
obsazenych v potravé. Poté, co se vstieba ze stfeva do obéhu, mlize projit hematoencefalickou bariérou
do mozku, kde slouzi jako prekurzor pro syntézu serotoninu. Metabolismus tryptofanu probiha ve stfeve
ttemi hlavnimi metabolickymi drahami (Agus et al., 2018), jejichz rovnovaha fidi biologickou
dostupnost cirkulujiciho tryptofanu v obéhu i jeho metabolitli, které reguluji imunitni funkce a
zanétlivou odpoved’ ve stievé a CNS (Waclawikova & El Aidy 2018; Meckel & Kiraly, 2019). VétSina
ptijatého tryptofanu (90-95 %) je metabolizovana hostitelskymi buitkami ve stfevé na kynurenin, ktery
muze projit hematoencefalickou bariérou (Waclawikova & El Aidy 2018). Ve stievé a CNS dochazi
dale k metabolismu kynureninu na dva hlavni metabolity: kyselinu kynurenovou s neuroprotektivnimi

ucinky a kyselinu chinolinovou s excititoxickymi u¢inky (Agus et al., 2018; Meckel & Kiraly, 2019).
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Ptiblizné 4-6 % tryptofanu metabolizuje stfevni mikrobiom na nékolik metabolitli, napf. tryptamin a
indol, které jsou ligandy pro aryl uhlovodikovy receptor (AhR) (Agus ef al., 2018). U mysi ligandy AhR
snizily jaterni i stfevni zanét a zlepSily funkce sttevni bariéry (Krishnan ef al., 2018, Meckel & Kiraly,
2019). V CNS ligandy aktivuji AhR na astrocytech, ¢imz reguluji jejich aktivitu a potlacuji zanét pii
autoimunitnich encefalomyelitidach (Rothhammer et al., 2016). Zbylé 1-3 % piijatého tryptofanu jsou
konvertovany EC na serotonin, jehoZ syntéza je ovlivnéna mikrobialni a vadgovou aktivitou (Agus et al.,

2018; Waclawikova & El Aidy 2018; Margolis ef al., 2021).

Ve studiich zabyvajicich se vlivem morfinu na metabolom u mysi byly pozorovany vyrazné zmény v
metabolomickém profilu po kratkodobém podani morfinovych pelet. To miiZe narusit stfevni bariéru a
vyvolat systémovy zanét. Fekalni metabolom pokusnych mysi obsahoval méné primarnich i
sekundarnich zlucovych kyselin, naopak vice nasycenych mastnych kyselin a fosfatidylethanolamint
oproti kontrolam. Spolecné s tim bylo zjisténo, Ze fekalni transplantace od zdravého jedince zvratila
negativni efekt morfinové 1écby na mikrobiom a metabolom, coz by potencialn¢ mohlo byt vyuzito

v klinické praxi (Banerjee et al., 2016; Wang et al., 2018).
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4.
L.

Cile diplomové prace

Zavést metody pro vyzkum stievniho mikrobiomu a fekalniho metabolomu potkana.

Sledovat slozeni stfevniho mikrobiomu a fekalnich markerti metabolismu potkant ve vybranych
casovych intervalech po ukonceni 10 denniho podavani morfinu.

Sledovat slozeni stievniho mikrobiomu a fekdlnich markerd metabolismu v odpovidajicich
kontrolnich skupindch potkanti, kterym morfin podavan nebyl.

Analyzovat data a porovnat hodnoty z obou skupin.
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Experimentalni model

Experimenty byly provedeny na samcich potkanti z kmene Wistar, kteti byli staifi 2 mésice a vazili cca
300 g a byly chovani na standardni krmné dieté. Celkem byl odebran trus od 6 potkani po desetidennim
intraperitonedlnim podavani stoupajicich davek morfinu (od 10 do 50 mg/kg/den) a od 6 potkanil z
kontrolni skupiny, kterym byl aplikovan fyziologicky roztok. U téchto 6 pokusnych a 6 kontrolnich
potkanii probihal odbér vzorkl trusu v ¢asovém intervalu: 1, 5, 15, 35, 60 dni po ukonceni aplikace
morfinu nebo fyziologického roztoku. Poté byly vzorky zmrazeny pii - 80 °C. Nasledné byly tyto vzorky

zpracovany pro analyzu mikrobiomu a metabolomickou analyzu.

K dal§imu zpracovani vzorkd pro analyzu mikrobiomu byly pouzity vzorky trusu od 4 pokusnych a 4
kontrolnich zvifat z Casovych intervalt 1, 5, 15, 35, 60 dni po vysazeni morfinu nebo ukonceni aplikace
fyziologického roztoku (40 vzorkd). Pro metabolomickou analyzu byly pouzity vzorky trusu od 5
pokusnych a 5 kontrolnich zvifat z ¢asovych intervali 1 a 60 dnii po ukonceni aplikace morfinu nebo

fyziologického roztoku (20 vzork).

5.2. Analyza stievniho mikrobiomu

Stfevni mikrobiom byl analyzovan z trusu potkanti. Odebrany trus byl vlozen do 1,5 ml mikrozkumavky
auchovan v mrazicim boxu o teplot¢ - 80 °C, dokud nebyly odebrany v§echny vzorky potiebné pro dalsi

zpracovani.

5.2.1. Chemikalie a pristrojové vybaveni

Odebrany potkani trus byl uchovan v nezménéné podobé pii teploté - 80 °C v 1,5 ml mikrozkumavkach.
Nésledna izolace mikrobialni DNA z trusu byla provedena pomoci QIAGEN QIAamp Fast DNA Stool
Mini kitu. K roztokiim AW1 a AW2 z kitu byl pfidan 96 % ethanol Penta Chemicals. Pfi izolaci DNA
byl pouzit led, laboratorni vaha Scaltec, vortex Ika Vortex 1, centrifuga Hettich mikro 200R, termoblok
Techne Dri-Block DB-2A a automatické pipety Finnpipette. Izolovana DNA byla skladovana v EB
pufru (promyvacim pufru), k jehoz pripravé byl pouzit tris-Cl Sigma-Aldrich a jeho pH bylo méfeno pH
metrem Mettler Toledo. Koncentrace izolované DNA byla méfena na DeNovix QFX fluorometru
s vyuzitim DeNovix dsDNA High Sensitivity Assay kitu. Nafedéna izolovana DNA byla uskladnéna
v 1,5 ml mikrozkumavkach a pfi transportu do firmy SEQme v 0,5 ml zkumavkach pro PCR

(polymerazovou fetézovou reakci) na suchém ledu v polystyrénové krabic¢ce. Pipetovaci $picky, 1,5 ml

35



mikrozkumavky, alobal a skalpel, které nebyly originalné vysterilizované a neprodysné uzaviené, byly

vysterilizovany v autoklavu (Classic Prestige Medical).

5.2.2. Priprava vzorki

Ve vyse zminénych Casovych intervalech (kapotola 8.1. Experimentalni model) byly od pokusnych a
kontrolnich zvitat odebrany vzorky trusu do 1,5 ml mikrozkumavek, které byly oznaceny a zmrazeny
na teplotu - 80 °C. Jakmile byly vSechny vzorky odebrdny, byla zahajena izolace DNA pomoci kitu
QIAGEN QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit. Nasledn¢ byla méfena koncentrace izolované DNA
pomoci kitu DeNovix dsDNA High Sensitivity Assay a poté byla koncentrace DNA upravena pro

potieby mikrobiomové analyzy.
Pied samotnou izolaci DNA:

1. Byly vysterilizovany (pfi teploté 125 °C po dobu 15 minut) vSechny nevysterilizované neoriginalné
zabalené pipetovaci Spicky a 1,5 ml mikrozkumavky + alobal a skalpel, které byly pouzity pfi
odvaZovani trusu.

2. Byl ptipraven EB puftr pro promyti a skladovani izolované DNA.

3. Byl vytemperovan termoblok na teplotu 70 °C.

4. Centrifuga byla nastavena na 20 000 g (14 000 rpm) a teplotu v rozmezi 15-25 °C.

5. Bylo jednorazové pridano 19 ml ethanolu k pufru AW1 a 30 ml ethanolu k pufru AW2 pied prvni
izolaci.

6. Bezprostiedné pred izolaci byly vSechny pufry protiepany pro zajisténi homogenity.

7. 'V poslednim kroku byla ptipravena ledova lazen nutna pro chlazeni vzorkt v prvnich fazich izolace
a béhem prodlevy pied méfenim koncentrace izolované DNA.

Postup ptipravy EB pufru:

EB pufr se sklada z 10 mM tris-Cl, destilované vody, jeho pH je 8,5 a celkem stacilo pfipravit 0,5 1

pufru. Mnozstvi tris-Cl bylo vypocteno podle rovnice:

Mepis—ct =C. m. v =0,01M. 121,14% .0,51=0,6057 g

Poté bylo pH pufru zméfeno a upraveno na hodnotu 8,5. Pufr byl skladovan v lednici v teploté (7 °C).
Postup izolace DNA z potkaniho trusu:

1. Byly provedeny vSechny ukony nutné pred izolaci a zkontrolovana kvalita pouzivanych chemikalii
1 nastaveni pfistroji.
180-220 mg trusu bylo vlozeno do 1,5 ml mikrozkumavky a ulozeno na led.

3. K trusu bylo ptidano 1 ml Inhibit EX Buffer, suspenze se vortexovala 1 min nebo do homogenni
konzistence.

4. Suspenze se zahtivala v termobloku pfi teploté 70 °C po dobu 5 min. Pokud se material hiie lyzoval,
bylo mozné zvysit teplotu na 95 °C, a poté se suspenze vortexovala 15 s.

5. Suspenze se centrifugovala 1 min, aby doslo k usazeni ¢astic trusu.

6. Do nové 1,5 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 15 ul proteinazy K.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

Do nové 1,5 ml mikrozkumavky s proteinazou K bylo napipetovano 200 pl supernatantu, ktery
vznikl v kroku 5.

Do 1,5 ml mikrozkumavky s proteinazou K a supernatantem bylo napipetovano 200 pl Buffer AL a
lyzat byl 15 s vortexovan.

Lyzat byl vlozen do termobloku o teploté 70 °C na 10 min.

K lyzatu bylo pfidano 200 pl 96 % ethanolu a byl vortexovan.

Opatrné bylo pfidano 600 ul lyzatu z kroku 9 do centrifugacni kolonky (spin column), kolonka se
uzaviela a lyzat byl 1 min centrifugovan. Pak byla vlozena centrifugacni kolonka do nové sbérné
zkumavky (collecting tube) a filtrat se vylil.

Opatrné byla oteviena centrifugacni kolonka a ptidalo se do ni 500 pl roztoku AW1, lyzat byl
centrifugovan 1 min, sbérnd zkumavka s filtratem se vyhodila a centrifugacni kolonka byla vloZzena
do nové sbérmé zkumavky.

Opatrné byla oteviena centrifugacni kolonka a ptidalo se do ni 500 pl roztoku AW2, lyzat byl
centrifugovan 3 min, sbérna zkumavka s filtratem se vyhodila, centrifuga¢ni kolonka byla vloZzena
do nové sbérné zkumavky a opét centrifugovana 3 min.

Centrifugacni kolonka byla vlozena do nové 1,5 ml mikrozkumavky, pfimo na membranu
v centrifuga¢ni kolonce bylo napipetovano 200 ul EB pufru a lyzat byl ponechan 1 min odstat
v pokojové teploté. Poté byl centrifugovan 1 min na promyti DNA.

Izolovana DNA se promyla do 1,5 ml mikrozkumavky a byla métfena jeji koncentrace. Takto
izolovana byla DNA vhodna pro skladovani pfi teploté -80 °C.

Postup méteni koncentrace DNA:

Pted pouzitim se vSechny roztoky vytemperovaly na pokojovou teplotu.

Roztoky byly vortexovany, zkumavky s barvivem a standardy kratce centrifugovany, aby neziistala
¢ast ve vicku.

Byl pfipraven pracovni roztok smichanim Assay Buffer a Dye v poméru 100:1 v dostate¢ném
objemu potfebném pro méfeni koncentrace daného poctu vzorkl. Pro jeden vzorek nebo standard
bylo tfeba 190 ul pracovniho roztoku. Pracovni roztok byl dikladné promichan.

Pro kazdy vzorek nebo standard bylo do 0,5 ml mikrozkumavky pteneseno 190 ul pracovniho
roztoku.

Do kazdé 0,5 ml mikrozkumavky bylo k pracovnimu roztoku pfidano 10 pl nezndmého vzorku DNA
nebo 10 pl 0 ng/ul standardu dsDNA nebo 10 pl 25 ng/pl standardu dsDNA.

Vzorky a standardy byly opatrné promichany a nechany odstat 5 min v pokojové teplote.

Na fluorometru byl vybran program pro meéfeni koncentrace dsDNA. Nejprve byly méteny
koncentrace standardid a byla tak stanovena standardni kiivka. Dale byly métfeny a zapsany
koncentrace vzorki.

Uprava koncentrace izolované DNA pro analyzu mikrobiomu:

Izolované vzorky obsahovaly koncentraci DNA okolo 20 ng/ul. Ovsem pro analyzu mikrobiomu bylo

nutné koncentraci DNA snizit zhruba na 5-6 ng/ul. Vysledna koncentrace DNA ve vSech vzorcich

pripravenych na sekvenaci je v tabulce 2, koncentrace byla opét méfena na fluorometru.
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Tabulka 2. Prehled vzorki pro sekvenacni analyzu mikrobiomu.

finalni koncentrace - finalni koncentrace

vzorek vzorek

ng/ul ng/ul
Cl 1 5,73 MI 1 5,51
Cl 2 5,55 MI 2 5,42
CI 3 5,91 MI 3 5,42
Cl 4 5,58 MI 4 5,34
CIl 1 5,63 MII 1 5,58
CII 2 5,82 MII 2 5,07
CIl 3 6,04 MII 3 5,36
CII 4 5,96 MII 4 5,22
CII 1 5,81 MIII 1 5,51
CIII 2 5,93 MIII 2 5,36
CIII 3 5,95 MIII 3 5,11
CIII 4 5,86 MIII 4 5,97
CIV 1 6,01 MIV 1 5,18
CIV 2 6,33 MIV 2 5,43
CIV 3 6,01 MIV 3 5,39
CIV 4 5,74 MIV 4 5,22
CV 1 5,41 MV 1 5,47
CV 2 5,49 MV 2 5,39
CV 3 5,41 MV 3 5,33
CV 4 5,43 MV 4 5,25

Vzorky znacené pocateCnim pismenem C jsou kontrolni vzorky a M pokusné. Nésledujici
fimska Cislice I-V znazoriiuje 1.-5. ¢asovy interval odbéru. Posledni ¢islice 1-4 za podtrzitkem
oznacuje konkrétniho potkana.

Poté bylo 25 pl roztoku s izolovanou DNA o pfesné koncentraci piesunuto do 0,5 ml PCR zkumavky.
Celkem 48 vzorkt bylo pfipraveno na transport do sekvenacni firmy SEQme. Do transportu byly
vSechny vzorky uchovany v teploté -80 °C a béhem transportu byly uloZeny v polystyrénové krabicce

na suchém ledu.

5.2.3. Sekvenovani nové generace

Sekvenacni metody umoziuji urcit pfesné¢ potadi nukleotidi v daném Useku DNA nebo RNA.
Technologie NGS (sekvenovani nové generace) velice obohatila dosavadni znalosti o mikrobiomech,
protoze dokaze objevit a charakterizovat nekultivovatelné mikroorganismy a predpovédét jejich funkci.
Mezi klicové metody NGS patii 16S rRNA (16S ribozomalni ribonukleova kyselina) genomové
sekvenovani, shotgun metagenomové sekvenovani a RNA sekvenovani. Velkou vyhodou NGS je pravé
schopnost identifikace vétsiho mnozstvi unikatnich druhti nez za pouziti tradi¢nich kultivacnich metod

a schopnost provadét paralelni sekvenovani vice vzork, coz u diivéjsiho Sangerova sekvenovani nebylo
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mozné provést. Mikrobialni DNA urcenou pro analyzu ziskavame napf. ze vzorku trusu, krve nebo tkané

(Wensel et al., 2022).

Nejbeznéjsi metodou NGS pro identifikaci a charakterizaci bakterii je sekvenovani amplikonti, kdy se
nejprve amplifikuji oblasti DNA pomoci PCR a vysledny produkt je nasledné osekvenovan. Nejcastéji
je PCR amplifikovan bakterialni gen pro 16S rRNA, proto se sekvenovani amplikont jinak nazyva také
sekvenovani 16S rRNA (Wensel ef al., 2022). Poprvé byl gen pro 16S rRNA popsan k charakterizaci
nekultivovatelnych mikrobil jiz v roce 1985. Tento gen je pro amplifikaci ideédlni, protoze je mezi
bakteriemi vSudypfitomny a vysoce konzervovany (Lane et al, 1985). Dale obsahuje 9
hypervariabilnich oblasti (V1-V9), které se 1isi mezi bakterialnimi rody a druhy. Béhem analyz se
vétSinou zamétuje na vybrané podmnoziny variabilnich oblasti, coz Setii Cas a naklady na sekvenovani,
ale miZze prinést rozdilnou interpretaci dat nebo zkreslit vysledky (Chakravorty et al., 2007; Wensel et
al., 2022).

Z izolované DNA ze vzorkl je vytvotrena dvojite indexovana sekvena¢ni knihovna amplifikaci vybrané
hypervariabilni oblasti metodou PCR a déle se vysledné amplikony sekvenuji. Poté néasleduje Cisténi
dat, které zahrnuje nékolik krokti v€etné ofezani sekvenci adaptéru a primeru, odstranéni nekvalitnich
bazi, sekvenci z readil a sekvenci odpovidajicich kontrolni knihovné, chimerickych sekvenci a lidskych,
potazmo chloroplastovych a mikrochondrialnich kontaminantt (Wensel et al., 2022). Nasledné se
sekvenacni data usporadavaji do OTU (operacnich taxonomickych jednotek) pouzivajicich se ke
klasifikaci skupin blizce pifibuznych jedinct. Sekvenac¢ni identita OTU vyssi nez 97 % (nebo
s nepodobnosti do 3 %) definuje druh, zatimco OTU s podobnosti sekvenci 95 % a 80 % se pouzivaji k
definici rodu (Xia et al., 2018). Taxonomicka identifikace se odvozuje na zakladé¢ vypocetniho
alignmentu podle sekvence 16S rRNA v referencnich databazich (Wensel et al., 2022).

Nejcastéji vyuzivany piistup sekvenovani amplikond pouzila také firma SEQme, kde byly tyto vzorky

analyzovany.
Postup zpracovani vzorkli v SEQme:

1. Amplifikovaly se vybrané hypervariabilni oblasti. Pro amplifikaci byly pouzity ur¢ité primerové
kombinace uvedené v tabulce 3, jejichz vybér reflektuje mimo jiné i kompatibilitu s projekty typu
Earth Microbiome project apod.

Probéhla kontrola produktl na agar6zovém gelu.

3. Zizolované DNA ze vzorkd trusu se vytvofila dvojit¢ indexovana sekvenacni knihovna amplifikaci
vybrané hypervariabilni oblasti metodou PCR (Nextera technology).

4. Knihovny se kvantifikovaly pomoci qPCR pro dosazeni maximaln€é vyrovnaného sekvenacniho
vytézku.

5. Sekvenovalo se na systémech MiSeq (Ilumina) a chemii v2 (tj. 2 x 250-bp parovych ¢teni.

6. Sekvenacni data byla zpracovana do formatu FASTQ (VID).
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Tabulka 3. Primery pouzité pro taxonomickou analyzu (VII).

.. Cilova Oﬁ’c idlni Produkt
RiSe Gen nazev Sekvence
oblast . (bp)
primeru
Bakterie 16S V4 V4 515F GTGYCAGCMGCCGCGGTAA 259
rRNA V4 806R GGACTACNVGGGTWTCTAAT

5.2.4. Zpracovani dat

Sekvenacni data byla vyhodnocena pomoci FastQC (v0.11.9) a MultiQC. (v1.10.1). Trimming adaptéra
a nekvalitnich bazi (phred skore < 25, délka readd > 34 nt) bylo provedeno programem TrimGalore
(v0.6.4_dev), ktery je obalovacim nastrojem programu Cutadapt (v2.8). Metataxonomicka analyza byla
provedena pomoci Qiime2 (v2021.8.0) pipeline s vyuzitim databaze RDP. Denoising byl proveden
pomoci Dada2 v Qiime2 s kodujicim (forward) a antikodujicim (reverse) primerovym trimming
faktorem 13 a s truncation faktorem 0. Klastrovani jednotlivych prvka bylo provedeno pomoci Vsearch
v Qiime2 s identitou 0,99 (v rozmezi 0-1). Data s taxonomickymi ¢etnostmi jednotlivych kategorii pro
kazdy vzorek byla zpracovana do formatu Excel a specifickych formatt pro Qiime2 s ptiponou .qza a

.qzv.

Sloupcovy grafrelativniho zastoupeni jednotlivych bakterialnich rodl ve sttevnim mikrobiomu ve vSech
vzorcich byl zhotoven v programu Qiime2. Kolacové grafy zobrazujici rozdily ve slozeni stievniho
mikrobiomu mezi sledovanymi skupinami byly vytvofeny v programu Krona. Zmény v procentualnim
zastoupeni kment Firmicutes, Bacteroidetes a jejich vzajemném poméru mezi studovanymi skupinami
byly analyzovdny prostfednictvim two-way repeated measures ANOVA (analyzy rozptylu) a
Bonferroniho testu nebo Tukeyho testu v programu GraphPad Prism. Parametry alfa diverzity (Chaol,
Shannon-Wiener a Pielou's evenness) byly spocitany v programu Qiime2, statisticky byly jednotlivé
parametry analyzovany pomoci one-way ordinary ANOVA s Tukeyho testem a one-way repeated
measures ANOVA s Tukeyho testem v programu GraphPad Prism. Beta diverzita byla vizualizovana
prostednictvim NMDS (nemetrického multidimenzionalniho Skalovani) a vypoctena za pouziti Bray-
Curtis a Jaccard indexii odliSnosti v programu Past. Statistické porovnani beta diverzity mezi
studovanymi skupinami bylo provedeno taktéz v programu Past pomoci one-way PERMANOVA
(permutacni vicerozmérné analyzy rozptylu) s Bonferroni korekci na zakladé hodnot Bray-Curtis a
Jaccard indexu. Vizualizace rozdilii ve slozeni stfevniho mikrobiomu byla provedena metodou sPLS-

DA (Caste¢nou diskrimina¢ni analyzou nejmensich ¢tverctl) v aplikaci MetaboAnalyst 5.0.
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5.3. Analyza fekalniho metabolomu

Fekalni metabolom byl analyzovan v trusu potkanti. Odebrany trus byl vloZzen do 1,5 ml
mikrozkumavky, zamrazen v tekutém dusiku a uchovan v mrazicim boxu o teploté - 80 °C. Vsechny
pokusné vzorky, v¢etné n¢kolika cviénych vzorkd, na kterych se pfedem stanovil presny postup analyzy,
byly transportovany na suchém ledu do laboratote OMICS Proteomika v Biocevu, kde byly vzorky pted

provedenim metabolomické analyzy uschovany v mrazicim boxu pfi teploté - 80 °C.

5.3.1. Chemikalie a pristrojové vybaveni

Odebrany potkani trus jsem uchovadvala v nezménéné podobé€ pfiteploté - 80 °C v 1,5 ml
mikrozkumavkach. Béhem transportu vzork byl vyuzit suchy led a polystyrénova krabicka. Pro
ptipravu vzorki v Biocevu byly pouzity tyto chemikalie: led, 300 pl vychlazené destilované vody, cca
0,5 1 destilované vody na omyvani sonikacni tyce, pyridin Sigma-Aldrich, oximacni ¢inidlo — roztok
methoxyaminu hydrochloridu Sigma-Aldrich v bezvodém pyridinu Sigma-Aldrich o koncentraci 25
mg/ml, interni standardy adonitol a norvalin Sigma-Aldrich, silyla¢ni ¢inidla trimethyl-silylové ¢inidlo
(TMSIL): N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoro-acetamid + 1 % trimethylchlorosilan Sigma-Aldrich a
tertbutyl-dimethyl-silylové ¢inidlo (TBDMS): N-tert-butyldimethylsilyl-N-methyl-trifluoroacetamid
Sigma-Aldrich. Z laboratorniho vybaveni byly pii pfipravé vyuzity: 1,5 ml mikrozkumavky,
automatické pipety Labnet, sklenéna stfikacka Hamilton, skalpel, teflonova paska, papirové ubrousky,
vortex Labnet, vaha A&D Company, vakuova odparka Hanil Modul 4080C, ty¢ovy sonikator Bandelin
Sonoplus, termomixér Eppendorf ThermiMixer C, centrifuga Beckman Coulter Microcentrifuge 20R,
120 malych sklenénych vialek oznacenych cislem vzorku + jednim z oznaceni: TBDMS, TMSIL,
ZBYTEK, QC MIX, QC SAMPLE TBDMS nebo QC SAMPLE TMSIL. Zpracované vzorky byly
analyzované komprehensivnim dvourozmérnym plynovym chromatografem s hmotnostni detekci
Pegasus 4D od firmy Leco Corporation vybavenym kryomodulatorem na kapalny dusik a robotickym

autosamplerem MPS od firmy Gerstel.

5.3.2. Priprava vzorki
Ve vySe zminénych ¢asovych intervalech (kapotola 8.1. Experimentalni model) byly od pokusnych a
kontrolnich zvitat odebrany vzorky trusu do 1,5 ml mikrozkumavek, ktery byly oznaceny, zmraZeny

v tekutém dusiku a uchovany v mrazicim boxu o teploté - 80 °C.
Postup pfipravy vzorku pro metabolomickou analyzu:

1. Bylo odvazeno 60 mg trusu do oznacené 1,5 ml mikrozkumavky a ta byla umisténa do ledové lazné.
2. Do kazdé 1,5 ml mikrozkumavky se vzorkem trusu bylo automatickou pipetou piidano 300 pl
vychlazené destilované vody.
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10.

11.

Automatickou pipetou byly do kazdé 1,5 ml mikrozkumavky pfidany interni standardy: 10 pl
adonitolu (0,5 mg/ml) a 10 ul norvalinu (0,5 mg/ml). Zkumavka se kratce vortexovala pii vysokych
otackach a nasledné kratce centrifugovala na vakuové odparce.

Poté byly vSechny vzorky uskladnény do ledové lazné¢ a jeden po druhém sonikovan tyCovym
sonikatorem (intenzita 80 %, 20 s). Sonikacni trn byl po kazdém vzorku oplachnut destilovanou
vodou a otfen papirovym ubrouskem.

Sonikované vzorky byly vloZeny a protfepavany po dobu 15 min v termomixéru pii teploté 4 °C a
otackach 2000 rpm, pak byly centrifugovany po dobu 20 min pfi teploté 4 °C a otackach 16 000 g.
Bylo odebrano 2 x 50 ul supernatantu do dvou samostatnych malych sklenénych vialek oznacenych
danym c¢islem vzorku s napisy TBDMS a TMSIL. Poté bylo odebrano 100 pl supernatantu do
sklenéné vialky oznacené danym ¢islem vzorku a ZBYTEK. Po manipulaci se vialky skladovaly na
ledu, ale nebyly uzavieny vickem.

Z kazdé vialky oznacené jako ZBYTEK bylo odebrano a pfeneseno 10 pl supernatantu do sklenéné
vialky oznacené odpovidajicim ¢islem vzorku s napisem QC MIX. Potom byla vialka uzaviena,
vortexovana. Nasledné¢ se zni odebralo 2 x 50 pl supernatantu a vlozilo do vialek s
odpovidajicimi ¢isly vzorku a napisy QC SAMPLE TBDMS a QC SAMPLE TMSIL.

Vsechny vialky byly naskladany do zasobniku vakuové odparky a ponechaly se odpatovat 1 hod pii
laboratorni teploté. Nasledn€ bylo do vSech odpatrenych vialek piidano sklenénou stiikackou 50 pl
pyridinu, obsah byl lehce v rukou promichan a vialky byly opét vlozeny do vakuové odparky na 15
min.

Do odpatenych vialek bylo opét pfidano sklenénou stiikackou 50 pl pyridinu a néasledné 30 pl
oximacniho ¢inidla. Vicka vialek byla dikladné zasroubovana, zatésnéna teflonovou paskou, a pak
byly vialky kratce, ale silné vortexovany a inkubovany v termomixéru na 2 h, pfi teploté 40 °C a
otackach 1500 rpm. Po inkubaci byly na noc vzorky uloZeny do mraziciho boxu pfi teploté - 20 °C.
Druhy den byly vialky kratce centrifugovany na vakuové odparce. Nasledné byly odSroubovany a
bylo ptfiddno 40 pul TMSIL dcinidla do pfislusnych vzorkii oznacenych napisem TMSIL a do
ptislusnych vzorkl ozna¢enych TBDMS bylo ptidano 30 pl TBDMS cinidla. Vicka vialek byla
dikladné zasroubovana, zatésnéna teflonovou paskou, a pak byly vialky kratce, ale silné
vortexovany a inkubovany 30 min v termomixéru pfi teploté 100 °C a otackach 1500 rpm.

Vialky byly vyjmuty z termomixéru a kratce centrifugovany na vakuové odparce. Poté byly
odSroubovany, do kazdého vzorku s napisem TMSIL bylo sklenénou sttikackou ptiddno 400 pl
hexanu a do kazdého vzorku s napisem TBDMS 500 ul hexanu. Vzorky byly kratce, ale siln¢
vortexovany a centrifugovany na vakuové odparce na 10 min. Takto pfipravené vzorky byly opatrné
vyjmuty, aby se nerozvifila sraZzenina na dné€, naskladany do zasobniku a pieslo se k samotnému
mefeni, které bylo provedeno na komprehensivnim dvourozmérném plynovém chromatografu
s hmotnostni detekci.

5.3.3. Komprehensivni dvourozmérna plynova chromatografie s hmotnostni detekei

Kompletni analyza nejen fekalniho metabolomu se provadi pomoci necilenych metabolomickych metod

zalozenych na plynové nebo kapalinové chromatografii s hmotnostni spektrometrii, kdy je mozné

z biologickych vzorkid rutinné detekovat tisice chromatografickych peakt (signall) a kazdy z téchto

peakt oznacuje urcity metabolit (Want et al., 2006; Patti et al., 2012; Tranchida et al., 2016).

Na rozdil od cilenych metabolomickych vysledkli jsou necilené metabolomické datové soubory

mimotadné slozité a u n€kterych novych pfistrojii s vysokym rozliSenim dosahuji velikosti soubort v
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radu gigabajth na vzorek (Patti et al., 2012). Proto, abychom dokazali v neznamém vzorku stanovit
konkrétni metabolit, je nutné zméfit jeho standard. Pravé dokonald shoda retencniho chovani
analyzované latky a jejiho hmotnostniho spektra se standardem umoziuje jeho identifikaci a stanoveni
koncentrace (Want et al., 2006). Moderni analytické metody jsou schopné detekovat v biologickych
vzorcich obrovské mnozstvi metabolitt. Velka cast jich vSak zistdva nepopsanych z hlediska jejich

struktury. Nejista identifikace metabolitil zté¢zuje nasledné biologické interpretace (Patti et al., 2012).

V Biocevu byla provedena necilend metabolomickd analyza malych polarnich molekul s vyuzitim
komprehensivni dvourozmérné plynové chromatografie s time-of-flight hmotnostnim spektrometrem
(GCxGC-TOF/MS). Pii tomto postupu byly metabolity nejprve extrahovany ze vzorki trusu a prosly

dvoustupiiovym derivatiza¢nim postupem (obrazek 12):

1. Krok oximace — cilem této reakce byla ochrana keto skupiny. Zabranila cyklizaci sacharidu a také
dekarboxylaci a-keto skupin molekul. Tato derivatizace zvysila stabilitu metaboliti a méla za
nasledek mensi pocet chromatografickych peakti pro stejnou slouceninu.

Derivatiza¢ni ¢inidlo: roztok methoxyaminu hydrochloridu v bezvodém pyridinu o koncentraci
25mg/ml.

2. Krok silylace — cilem této reakce bylo zamaskovat -OH skupiny karboxylovych a hydroxylovych
skupin. Tato derivatizace zvysila tékavost, termostabilitu a snizila nezadouci interakce se separac¢ni
kolonou.

Derivatiza¢ni €inidla: N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoro-acetamid + 1% trimethylchlorosilan; N-tert-
butyldimethylsilyl-N-methyl-trifluoroacetamid
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Obrazek 12. Grafické znazornéni dvoustupniového derivatizacniho postupu na ptikladu molekuly
pyrohroznové a glukdzy.

Mezi obéma derivatiza¢nimi ¢inidly jsou rozdily zejména v pouziti pro analyzu jednotlivych metaboliti
(obrazek 13). Trimethyl-silylové Cinidlo umoziuje analyzu cukri nebo polyolii a sloucenin s vice
sousednimi -OH skupinami obecné. Neni vhodny pro velmi malé analyty (mravencany, acetat, aj.) z
divodu koeluce s rozpoustédlem a zaroven jsou derivatizované latky méné stabilni vic¢i vlhkosti.
Tertbutyl-dimethyl-silylové ¢inidlo je vhodné pro velmi malé analyty (mravencany, acetat, aj.), ale ne

pro slouceniny s blizkymi -OH skupinami z dGvodi sterického branéni. Derivatizované latky jsou

stabilngjsi vuci vlhkosti.
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Obrazek 13. Rozdé¢leni analytd pti GCxGC-TOF/MS podle derivatizac¢niho ¢inidla umoziujiciho
jejich detekci. Prevaznou vétSinu jich 1ze analyzovat pomoci obou silylacnich ¢inidel.
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Vybrané metabolity byly poté analyzovany metodou GCxGC-TOF/MS. Byl pouZzit pfistroj Pegasus 4D
vybaveny kryomodulatorem na kapalny dusik a robotickym autosamplerem MPS. Separace probihala
v rezimu dvourozmérné separace na kolonach Rxi-5Sil o délce 27,7 m, (primarni kolona, Restek) a
BPX-50 o délce 1,57m (sekundéarni kolona, SGE). Analyza probihala za nasledujicich podminek: teplota
nastfikového prostoru 290 °C, nastfikovy mod — splitless, rychlost nosného plynu (helium) 1 ml/min.
Obé kolony byly umisténé kazda v nezavisle vyhtivané peci (primarni a sekundarni). Teplotni program
na primdrni peci byl nastaven nasledovné: 50 °C (1 min) — 8 °C/min do 320 °C (5 min). Teplota na
sekundarni peci byla nastavena tak, aby byla po celou dobu analyzy o 5 °C vyssi nez teplota na primarni
peci. Teplota na modulatoru byla nastavena o 15 °C vySe nez teplota na sekundarni peci. Modula¢ni

perioda trvala 3 s, pfi¢emz horky pulz byl nastaven na 1 a chladny pulz na 0,5 s.

Teplota transferline do hmotnostniho detektoru byla nastavena na teplotu 280 °C. Hmotnostni detektor
byl vybaven elektronovou ionizaci a time-of-flight hmotnostnim analyzatorem. Pfistroj byl ovladan
programem ChromaTOF 4.52 a stejny program byl pouzity i pro vyhodnoceni namétenych dat. Latky
byly detekované jako oximované a silylované (TMSIL a TBDMS) derivaty a identifikované srovndnim

hmotnostniho spektra analytl s knihovnou hmotnostnich spekter NIST 2.2 2014.

5.3.4. Zpracovani dat

Vystupem necilené metabolomické analyzy byly dva datové soubory ve formétu Excel s metabolity
detekovanymi pomoci TBDMS nebo TMSIL. Data byla normalizovana vii¢i internim standardm a
Skalovana pomoci Pareto scaling. Nasledna datova analyza byla zpracovana v aplikaci MetaboAnalyst
5.0., kde byla provedena sPLS-DA. Heat mapa odrazejici koncentraci SCFA byla taktéz vytvotrena
v aplikaci MetaboAnalyst. Grafy sumace sily signalu detekovanych SCFA v jednotlivych skupinach
byly vytvofeny v programu GraphPad Prism.
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6. Vysledky

V nasledujicich kapitolach jsou nejdiive uvedeny vysledky prvni ¢asti studie, kdy byl sledovan vliv
desetidenniho podavani morfinu na slozeni stitevniho mikrobiomu potkana. V dalsich kapitolach jsou
uvedeny vysledky druhé casti studie, ktera byla zaméfena na sledovani dlouhodobych zmén
v metabolomickém profilu potkana po desetidennim podavani morfinu. V pfiloze 1 jsou uvedena
vychozi data z NGS pro analyzu mikrobiomu. Vychozi data pro analyzu metabolomu na zakladé
necilené metabolomické analyzy jsou zna¢né rozsahla, a proto jsou v ptiloze 2 uvedena alespon data pro

analyzu SCFA.

6.1. Grafické znazornéni relativniho zastoupeni jednotlivych bakterialnich

rodu ve stirevnim mikrobiomu ve vSech vzorcich

Sloupcovy graf na obrazku 14 schematicky zobrazuje rozdily ve slozeni stfevniho mikrobiomu v ramci

vSech 40 zkoumanych vzorkt trusu. Legenda s oznaCenim identifikovanych bakterialnich rodd je

vyobrazena na dalsi strance.

100% II | I
70% ‘ | ‘|‘|

I
=
=

Relativni zastoupeni bakteridlnich druhd v procentech
)
=]
ES

Obrazek 14. Sloupcovy graf ilustrujici distribuci jednotlivych bakteridlnich rodii stfevniho
mikrobiomu ve vSech 40 zkoumanych vzorku trusu potkanti. Vzorky znacené poc¢ate¢nim pismenem
C jsou kontrolni vzorky a M pokusné. Nasledujici fimska Cislice I-V znazoriiuje interval odbéru: I —
1. den, IT — 5. den, III — 15. den, IV — 35. den, V — 60. den. Posledni cislice 1-4 za podtrzitkem
oznacuje konkrétniho potkana.
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Oznaceni identifikovanych bakterialnich rodi a jejich taxonomické zatazeni. Anglické slovo domain v ptekladu znamena doména, phylum kmen, class tfida,
order fad, family Celed’ a genus rod. Bohuzel nebyly vSechny bakterialni ¢eledi nebo rody ptesné identifikovany, v tomto piipad¢ je v legend€ uveden vyraz

phylum_Eacteroidetes, class_Bactercidia, order_Bacteroidales, family_Porphyr genus_|

phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Cl . family_L . Qenus_L

phylum_Bacterocidetes, class_Bactercidia. order_Bacteroidales. family_Prevotellaceae, genus_Prevotella

phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Cl idi family_Ru genus_ur

phylum_Bactercidetes, class_Bactercidia, order_Bacteroidales, family_Porphyromonadaceae, genus_Barnesiella

phylum_Bactercidetes, class_Bactercidia. order_Bacteroidales. family_Bacter . genus_B

phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Clostridiales, family_Ru genus_Oscillibach
phylum_Firmicutes, class_Clostridia. order_C idi . family_u i genus_ur

phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Cl . family_L. . genus_Roseburia
phylum_Firmicutes. class_Bacilli, order_L . family_L . genus_L

phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Clostridiales, family_Peptostrepts genus_Romboutsia
phylum_Bactercidetes, class_Bactercidia, order_Bacteroidales, family_P . genus_Allop
phylum_Protecbacteria, class_Betapr ia, order_Burkholderiales, family_Sutterellaceae, genus_Parasutterella
phylum_F . class_Ery , order_En family_Erysipelotrichaceae, genus_Turnicibacter
phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Clostridiales, family_Ru genus_Rumir

phylum_Bactercidetes, class_Bactercidia, order_Bacteroidales, family_Rikenellaceae. genus_Alistipes

phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Cl idi . family_L. i . genus_Blautia
phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Cl . family_L. , genus_Lact _incertae_sedis
phylum_Protecbacteria, class_Deltapr bacteria, order_Bdellovibrionales, family_Bdellovibrionaceae, genus_Vampirovibrio

phylum_Proteobacteria, class_Betaproteobacteria, order_Burkholderiales, family_unclassified genus_unclassified

domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria

domain_Bacteria

domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria

domain_Bacteria

domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria
domain_Bacteria

domain_Bacteria

|
phylum_Bacteroidetes, class_Bactercidia, order_Bacteroidales, family_Porphyr genus_Par . domain_Bacteria
phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Cl . family_Cl . genus_L . domain_Eacteria
phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Clostridiales, family_Pept genus_uncl fied . domain_Bacteria
phylum_Firmicutes. class_Clostridia, order_Clostridiales, family_Ru genus_Clostrid domain_Bacteria
phylum_P ia, class_| p ia, order_E| iales, family_Enterobacteriaceae, genus_Escherichia/Shigella domain_Eacteria
phylum_Bacterocidetes, class_Bactercidia, order_Bacteroidales, family_P . genus_Parapl domain_Bacteria
phylum_Firmi . class_unclassified. order_unclassified, family_unclassified, genus_unclassified domain_Bacteria
phylum_Firmicutes. class_Clostridia, order_Clostridiales, family_Lach i genus_Fi tenibact . domain_Bacteria
phylum_Firmicutes, class_Clostridia. order_Cl idi . family_L. pi . genus_Cl . domain_Eacteria
phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Cl idi . family_Ru . genus_F ium . domain_Eacteria
phylum_Firmicutes, class_Clostridia. order_Clostridiales, family_Ru . genus_Butyri . domain_Bacteria
phylum_Proteobacteria, class_Deltapr bacteria, order_unclassified, family_u i genus_L domain_Bacteria
phylum_P ia, class_Epsilonp ia, order_Camp' ales, family_F aceae, genus_Helicobacter domain_Bacteria
phylum_Verrucomicrobia, class_Verrucomicrobiae. order_Vern i . family_Verruc i . genus_Akl domain_Eacteria
phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Clostridiales. family_Ru . genus_Subd domain_EBacteria
phylum_Protecbacteria, class_Alphaprotesbacteria, order_Rhadospiri family_Rhodaspirillaceae, genus_Aestuariispira domain_Bacteria

phylum_Eactercidetes, class_Bactercidia, order_Bacteroidales, family_unclassified. genus_unclassified

phylum_Acti ia, class_Acti ia, order_Bi i family_Bif iaceae, genus_Bifidobacterium

phylum_Fimmicutes. class_Clostridia. order_Clostridiales. family_Lach . genus_Eisenbergiell

domain_Bacteria

domain_Bacteria

domain_Bacteria

domain_Bacteria

phylum_Praoteobacteria, class_Deltapr bacteria, order_Desulfovibrionales, family_Desulfovibri genus_Desulfovibrio
phylum_Firmi . class_Erysip i order_Erysip i , family_Erysipelotrichaceae, genus_Allobaculum
phylum_P ia, class_Deltapr ia, order_D» ibrionales, family_Di ibri , genus_L
phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Clostridiales. family_Eubact . genus_Eubacterium

phylum_Proteobacteria, class_Alph teobach order_unclassified, family_uncl. fied, genus_unclassified
phylum_Firmicutes, class_Clestridia. arder_C . family_L. pi . genus_Cop

phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_C . family_L. i . QENUS_

phylum_Elusimicrobia, class_Elusimicrobia, order_Elusimicrobiales, family_Elusi i . genus_Elusimi
phylum_Actinobacieria, class_Actinoback order_Actinor tales, family_Corynebach genus_Corynebact:
phylum_P; ia, class_| p ia, erder_Pasteurellales, family_P: . genus_P;

phylum_Deferribacteres. class_Deferribacteres, order_Deferribacterales, family_Deferribacteraceae, genus_Mucispirillum

phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Clesiridiales, family_Lach . gENUS_A il

phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Clostridiales. family_Rumi genus_Pseudofl ifract

phylum_Firmi . class_Erysip i order_Erysip i , family_Erysipelotrichaceae, genus_Clostridium

phylum_ 13, class_Acti ia, order_Coriobacteriales, family_Cori i . genus_Collinsella
phylum_Tenericutes, class_| . order_Anaeropl tales. family_Anaer . genus_Anaeroplasma
phylum_Protecbacteria, class_| teobacteria, order_Pseudomonadales, family_Moraxellaceas, genus_Psychrobacter
phylum_P: ia, class_Alphap ia, order_RF iri , family_Rhodospirillaceae, genus_unclassified

phylum_Firmicutes. class_Clostridia. order_Clostridiales. family_Cleostridiales, genus_incertae_sedis

phylum_P ia. class_L order_L . family_ur , gENUS_Ur

phylum_Firmicutes. class_Megafivicutes, order_Selenomonadales, family_Acid . genus_Ph larctobach m
phylum_Firmicutes, class_Bacilli, order_Bacil . family_ur ified, genus_ur

phylum_Firmicutes, class_Bacilli, order_L i . family_ p genus_L I

phylum_Proteobactena, class_Betaproteobacteria, order_Burkholderiales, family_ genus_P

phylum_Firmi . class_Er lotrichia, order_Ery lotrichales, family_Erysipelotrichaceae, genus_incertae_sedis
phylum_Firmi . class_Erysip i order_Erysip i , family_Erysipelotrichaceae, genus_unclassified
phylum_Firmicutes, class_Clestridia. arder_C . family_Rumi . genus_Anaer ium

phylum_Firmicutes. class_Bacilli, erder_Lactebacillales, family_Aerococcaceas, genus_Aerococcus
phylum_Firmicutes. class_Bacilli, order_Lactobacillales, family_Aerococcaceae, genus_Facklamia

phylum_Firmicutes, class_Clestridia. order_C . family_L. pi . genus_Dorea

phylum_Eactercidetes, class_Baclercidia, order_Bacteroidales, family_Rikenellaceae. genus_Rikenella
phylum_Proteobactenia, class_Betaproteobacteria, order_Burkholderiales, family_Oxalobacteraceae. genus_Oxalcbhacter

phylum_Firmicutes. class_Bacilli, order_L . family_! genus_Str

phylum_Proteobacteria, class_Betaproteobacteria, order_Burkholderiales, family_Alcaligenaceae. genus_Oligella

phylum_Firmi . class_Erysip i order_Erysip i , family_Erysipelotrichaceae, genus_Coprobacillus

phylum_Bacteroidetes, class_Bactercidia, order_Bacteroidales, family_Porphyr . genus_0O

phylum_Bactercidetes, class_Bactercidia. order_Bacteroidales, family_Porphyromonadaceae. genus_Bufyricimenas

phylum_Firmicutes. class_Bacilli, order_Bacil family_Plar genus_

phylum_Firmi . class_Erysip i order_Erysip i , family_Erysipelotrichaceae, genus_Holdemania
phylum_P ia, class_Alph . order_Rhizobiales, family_Bradyrhizobiaceae, genus_Bradyrhizobium
phylum_Firmicutes. class_Bacilli, erder_B . family_B L ITER

unclassified (neklasifikovano). Sekvence, které se nepodarilo ptifadit, jsou ozna¢eny vyrazem unassigned (nepfifazeno).
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Celkem bylo napfic¢ vSemi vzorky piesné identifikovano 80 unikatnich bakterialnich rodt, ale bohuzel
nékteré se nepodafilo piesné taxonomicky zaradit. Z ¢eledi patiici do kmene Firmicutes byly nejhojnéji
zastoupeny Celedi Lachnospiraceae a Ruminococcaceae pattici do tfidy Clostridia. Z kmene
Bacteroidetes byly relativné nejvice zastoupeny druhy patfici do tfidy Bacteroidia a do celedi
Porphyromonadaceae, Porphyromonadaceae, Prevotellaceae a Bacteroidaceae. Rozdily v pocetnosti
jednotlivych bakterialnich rodti mezi skupinami byly analyzovany na zédkladé OTU tabulky s pouzitim
two-way ANOVA s Tukeyho testem, ale nebyl detekovan zadny rozdil, coz je zptisobeno piedevsim

malym poctem vzorkl na skupinu.

6.2. Grafické znazornéni rozdilu ve sloZeni strevniho mikrobiomu mezi

sledovanymi skupinami

V nasledujicich kolaCovych grafech na obrazcich 15-24 je ilustrovdno slozeni stievniho mikrobiomu
potkanil v ramci 10 sledovanych skupin. U tohoto zobrazeni je kladen diraz zejména na procentualni
zastoupeni bakteridlnich kment, které jsou popsany v okruzi uprostted grafu, dale jsou smérem od
sttedu grafu popsany ttidy, fady, ¢eledi a rody, pokud doslo ke spravnému zatazeni bakterii. U nékterych

hojné&ji zastoupenych rodi jsou k dispozici také jejich procentualni zastoupeni ve skuping.

Bacteria

salaplola1oeg
sojeploseineg

Gastranaerophilales

Akkermansiaceae

Desulfovibrionaceae 0.4% .
Actinobacteriota 0.3% .
Deferribacteraceae 0.2% .
Helicobacteraceae 0% .

Elusimicrobiaceae 0% .
Obrazek 15. Kolacovy graf ilustruje slozeni stfevniho mikrobiomu potkani ze skupiny CI —

kontrolni skupiny 1. den po ukonéeni aplikace morfinu u pokusné skupiny. Kmen Firmicutes je
zastoupen z 55 %, kmen Bacteroidetes z 39 % a kmen Proteobacteria tvoti 4 %.
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Obrazek 16. Kolacovy graf ilustruje slozeni stfevniho mikrobiomu potkani ze skupiny CII —
kontrolni skupiny 5. den po ukonceni aplikace morfinu u pokusné skupiny. Kmen Firmicutes je
zastoupen z 48 %, kmen Bacteroidetes z 48 % a kmen Proteobacteria tvoti 3 %.
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D 0.2% .
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Obrazek 17. Kolacovy graf ilustruje sloZeni stfevniho mikrobiomu potkant ze skupiny CIII —
kontrolni skupiny 15. den po ukonceni aplikace morfinu u pokusné skupiny. Kmen Firmicutes je
zastoupen z 42 %, kmen Bacteroidetes z 52 % a kmen Proteobacteria tvoii 5 %.
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Obriazek 18. Kolacovy graf ilustruje slozeni stievniho mikrobiomu potkant ze skupiny CIV —
kontrolni skupiny 35. den po ukonceni aplikace morfinu u pokusné skupiny. Kmen Firmicutes je
zastoupen z 35 %, kmen Bacteroidetes z 59 % a kmen Proteobacteria tvoti 2 %.

o [l
Desulfovibri oz [l

Actinobacteriota 0.2% .

Deferribacteraceae  0.02% .

02% .

Obrazek 19. Kolacovy graf ilustruje slozeni stfevniho mikrobiomu potkanti ze skupiny CV —
kontrolni skupiny 60. den po ukonceni aplikace morfinu u pokusné skupiny. Kmen Firmicutes je
zastoupen z 53 %, kmen Bacteroidetes z 39 % a kmen Proteobacteria tvoii 2 %.
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Obriazek 20. Kolacovy graf ilustruje sloZeni stfevniho mikrobiomu potkani ze skupiny MI —
pokusné skupiny 1. den po ukonéeni aplikace morfinu. Kmen Firmicutes je zastoupen z 53 %, kmen

Bacteroidetes z 39 % a kmen Proteobacteria tvori 4 %.
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Obrazek 21. Kolacovy graf ilustruje sloZeni stfevniho mikrobiomu potkani ze skupiny MII —
pokusné skupiny 5. den po ukonceni aplikace morfinu. Kmen Firmicutes je zastoupen z 36 %, kmen

Bacteroidetes z 57 % a kmen Proteobacteria tvoii 5 %.
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Obrazek 22. Kolacovy graf ilustruje sloZeni stievniho mikrobiomu potkant ze skupiny MIII —
pokusné skupiny 15. den po ukonéeni aplikace morfinu. Kmen Firmicutes je zastoupen z 44 %, kmen

Bacteroidetes z 52 % a kmen Proteobacteria tvori 3 %.
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Obrazek 23. Kolacovy graf ilustruje slozeni stfevniho mikrobiomu potkant ze skupiny MIV —
pokusné skupiny 35. den po ukonceni aplikace morfinu. Kmen Firmicutes je zastoupen z 42 %,

kmen Bacteroidetes z 50 % a kmen Proteobacteria tvori 5 %.
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Obrazek 24. KolaCovy graf ilustruje sloZeni stfevniho mikrobiomu potkant ze skupiny MV —
pokusné skupiny 60. den po ukonc¢eni aplikace morfinu. Kmen Firmicutes je zastoupen z 49 %, kmen
Bacteroidetes z 47 % a kmen Proteobacteria tvoti 2 %.

6.3 Stanoveni poméru Firmicutes ku Bacteroidetes u sledovanych skupin

Z dat z vySe uvedenych grafii je ziejmé, Zze kmeny Firmicutes a Bacteroidetes jsou zastoupeny nejhojnéji
a utvareji vétsinu stfevni mikrofléry potkant. Pomér Firmicutes ku Bacteroidetes se Casto pouziva jako
indikator zmén slozeni stfevni mikroflory (Mariat e al., 2009). Zmény v procentualnim zastoupeni obou

kment ve vzorcich a jejich pomér jsou zaznamenany v tabulce 4 a obrazku 25.

Tabulka 4. Vyneseni procentudlniho zastoupeni kmenti Firmicutes a Bacteroides ve sledovanych
skupinach a median jejich pocetnosti pro kontrolni a pokusné skupiny. Dale je v tabulce vypoéten
pomér Firmicutes ku Bacteroides pro kazdou skupinu a také median pro kontrolni a pokusné
skupiny.

ClI | CII |[CII | CIV | CV | Median | MI | MII | MIII | MIV | MV | Median

Firmicutes |55% |48 % [42% |35% |53% | 48% [53% |36% |44% |42% |49% | 44 %
Bacteroidetes |39 % |48 % |52 % |59 % |39% | 48% [39% |57 % |52% |50% |47 % | 50%

Pomér
Firmicutes/ 1,4 1 0,8 | 0,6 1,4 1 1,4 | 0,6 | 0,8 0,8 1 0,88
Bacteroidetes
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Statisticka analyza zmén v procentudlnim zastoupeni kmenti Firmicutes, Bacteroidetes a jejich

vzajemném pomeéru byla provedena pomoci two-way repeated measures ANOVA a Bonferroniho testu

vicenasobného porovnani v pfipadé¢ porovnani hodnot u kontrolni a pokusné skupiny ve stejném

intervalu. Pro srovnani hodnot v ¢ase zvlast’ mezi kontrolni a zvlast mezi pokusnou skupinou byla

pouzita two-way repeated measures ANOVA s Tukeyho testem.

A Firmicutes B Bacteroidetes
80 * 80 *k
— p=0,0375 — P=0,0018
60 i 60
Y =0,1354*X + 41,48
% 40 i Y =.0,1688°% + 5323 Yo 40 ;
204 204
-8~ Kontrola -8~ Kontrola
0 ’ ’ ’ ’ . - Morfin 0 T T : . . -3 Morfin
0.0 1 5 15 35 60 0.0 1 5 15 35 60
Dny Dny
C Pomér Firmicutes ku Bacteriodetes
4
-8~ Kontrola
% Morfin
]
* -
Pomeér 2- . — p=0,0438
n L ]
1+ = M v = .0,01388°X + 1,773
! L I :
0 I 1 1 1 1
0.0 1 5 15 35 60
Dny

Obrazek 25. Grafické znazornéni zmén A) v procentudlnim zastoupeni

Firmicutes, B)

v procentualnim zastoupeni Bacteroidetes a C) jejich poméru u kontrol a pokusnych potkand
v ¢asovych intervalech 1, 5, 15, 35, 60 dnti. Hodnoty pro kontrolni skupinu jsou vyzna¢eny modre,
pro pokusnou oranzove a na zakladé té€chto hodnot je v grafech pro ob€ skupiny sestrojena regresni
pfimka. Rovnice regresni pifimky je spolecné s P-hodnotami pro signifikantni rozdily uvedena

v pravé cCasti grafu, * p < 0,05; ** p <0,01.

Z tohoto porovnani je viditelné, Ze se procentualni zastoupeni kmenl Firmicutes a Bacteroidetes ani

poméru Firmicutes ku Bacteroidetes u pokusné skupiny, ve sledovaném casovém intervalu,

signifikantn€ neménilo. Stejné tak pii srovnani kontrol a pokusné skupiny ve stejném asovém intervalu

nebyly zaznamenany signifikantni zmény. Signifikantni zmény ve vSech tfech parametrech byly zjistény

pouze u kontrolni skupiny mezi intervaly 35 a 60 dni po ukonceni aplikace morfinu pokusnym zvitatim.

Nejvetsi rozdil byl detekovan v procentudlnim zastoupeni kmene Bacteroidetes. Co se tyce pomeéru

Firmicutes ku Bacteroidetes, 1ze vypozorovat jeho mirn¢ snizujici se tendenci s ¢asem u obou

zkoumanych skupin.

55



6.4. Stanoveni alfa diverzity v ramci jednotlivych skupin

Alfa diverzita udava variabilitu mikrobt v jednom vzorku, tedy druhové bohatstvi a méla by zodpovedet
otazku: ,,Kolik mikrobtl je v pritomném vzorku?*“ Alfa diverzita jednotlivych skupin je hodnocena
pomoci indexti: Chaol, Shannon-Wiener a Pielou's evenness. Jejich hodnoty pro dané skupiny jsou
interpretovany formou houslovych grafii (violin plots), kdy Sife housli je pfimo timérna Cetnosti dané
hodnoty v datovém souboru. Srafovana &ara uvniti housli zna¢i median, dolni te€kované &ara zna&i prvni

kvartil a horni teCkovana ¢ara oznacuje tieti kvartil hodnot.

6.4.1. Chaol index

Chaol index je odhad zaloZeny na pocetnosti, stanovuje tedy celkovou bohatost druhti v rdmci vzorku.
Cim vys3i je hodnota Chaol, tim je vzorek druhové bohatsi. Nejprve bylo provedeno srovnani hodnot
Chaol kontrolnich a pokusnych skupin najednou pomoci one-way ordinary ANOVA s Tukeyho testem
(obrazek 26) a nasledné srovnani hodnot Chaol v ramci kontrolni a morfinové skupiny zv1ast’ pomoci

one-way repeated measures ANOVA s Tukeyho testem (obrazek 27).
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Obrazek 26. Houslovy graf zobrazujici alfa diverzitu na zakladé indexu Chaol v rdmci vSech
sledovanych skupin. Na ose x jsou popsany sledované skupiny (CI-CV a MI-MV) a na ose y hodnoty
Chaol indexu. P-hodnoty pro signifikantni rozdily ve skupindch jsou uvedeny v pravé casti grafu, *
p <0,05; ** p<0,01.

Pii analyze kontrolnich a pokusnych skupin dohromady, byly podle Chaol signifikantni rozdily v alfa
diverzit¢ mezi skupinami CI a MV, MIl a MV, MIII a MV. Nejsignifikantnéj$i rozdil vykazovaly
skupiny MIV a MV. Mezi kontrolami nebyl signifikantni rozdil. Nejrozptylenéjsi hodnoty Chaol byly
namétfeny v ramci skupiny MIV, naopak nejméné rozptylené hodnoty vykazovala skupina CIII.

Nejvyssi druhoveé bohatosti v ramci skupin dosahla skupina MV a nejnizsi skupina MII.
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Obrazek 27. Houslové grafy zobrazujici alfa diverzitu na zakladé¢ indexu Chaol v ramci A)
kontrolni skupiny a B) pokusné skupiny zvlast. Na ose x jsou popsany sledované skupiny (CI-CV
a MI-MV) a na ose y hodnoty Chaol indexu. P-hodnoty pro signifikantni rozdily ve skupinéach jsou
uvedeny v pravé ¢asti grafu, * p <0,05.

Pfi analyze kontrolnich a pokusnych skupin zvlast, byly podle Chaol signifikantni rozdily v alfa
diverzit¢ pouze mezi pokusnymi skupinami MIII a MV. Mezi kontrolami nebyl shledan signifikantni

rozdil.

6.4.2. Shannon-Wiener index

Shannon-Wiener index kvantifikuje nejistotu (entropii) spojenou s touto predpovédi, tedy méfi, jak
pocet druhii (bohatost), tak nerovnost mezi jejich podetnosti (vyrovnanost). Cim vysii je hodnota
Shannon-Wiener, tim je vzorek druhové bohat$i. Nejprve bylo provedeno srovnani hodnot Shannon-
Wiener kontrolnich a pokusnych skupin najednou pomoci one-way ordinary ANOVA s Tukeyho testem
(obrazek 28) a nasledné srovnani hodnot Shannon-Wiener v rdmci kontrolni a morfinové skupiny zvlast

pomoci one-way repeated measures ANOVA s Tukeyho testem (obrazek 29).
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Obrazek 28. Houslovy graf zobrazujici alfa diverzitu na zaklad¢ indexu Shannon-Wiener v ramci v§ech
sledovanych skupin. Na ose x jsou popsany sledované skupiny (CI-CV a MI-MV) a na ose y hodnoty
Shannon-Wiener indexu. P-hodnoty pro signifikantni rozdily ve skupinach jsou uvedeny v pravé ¢asti
grafu, * p <0,05.

Pti analyze kontrolnich a pokusnych skupin dohromady byly, podle Shannon-Wiener signifikantni
rozdily v alfa diverzit¢ mezi skupinami MII a MV, MIIl a MV. Mezi kontrolami nebyl pozorovan
signifikantni rozdil. Nejrozptylen€jsi hodnoty Shannon-Wiener vykazovala skupina MIV a nejméné

rozptylené MIL. Nejvyssi alfa diverzity dle Shannon-Wiener dosdhla skupina MV a nejnizsi MIL.
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Obrazek 29. Houslové grafy zobrazujici alfa diverzitu na zaklad¢ indexu Shannon-Wiener v ramci
A) kontrolni skupiny a B) pokusné skupiny zvlast. Na ose x jsou popsany sledované skupiny (CI-
CV a MI-MV) a na ose y hodnoty Shannon-Wiener indexu. P-hodnoty pro signifikantni rozdily ve
skupinach jsou uvedeny v pravé ¢asti grafu, * p <0,05.
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Pii analyze kontrolnich a pokusnych skupin zvlast, byly podle Shannon-Wiener pozorovany
signifikantni rozdily v alfa diverzité pouze mezi pokusnymi skupinami MIII a MV. Mezi kontrolami

nebyl signifikantni rozdil.

6.4.2. Pielou's evenness index

Pielou's evenness index méfi diverzitu spolu s druhovou bohatosti. Zatimco druhové bohatstvi je pocet
riznych druhii v dané oblasti, vyrovnanost je pocet jedinct kazdého druhu v oblasti. Pielou's eveness se
pohybuje v hodnotach od 0 — zadné vyrovnanost" do 1 — Gplna vyrovnanost a nejvyssich hodnot tedy
dosahuje pii rovnomérmném zastoupeni vsech druhti v dané oblasti nebo vzorku. Nejprve bylo provedeno
srovnani hodnot Pielou's evenness kontrolnich a pokusnych skupin najednou pomoci one-way ordinary
ANOVA s Tukeyho testem (obrazek 30) a nasledné srovnani hodnot Pielou's evenness v rdmci kontrolni
a morfinové skupiny zvlast pomoci one-way repeated measures ANOVA s Tukeyho testem (obrazek

31).

Pielou's evenness

*
15 [ p=0,0185
0.95-
0.90 ' 8 ‘
0.85+ ¢ ‘
,b.\ N oD, bs\ c:\ u\ ».\ bl\
Q‘ \\0\ @\\\6‘\\ \S\
A ss FRRNDA A\g\

Obrazek 30. Houslovy graf zobrazujici alfa diverzitu na zaklad¢ indexu Pielou's evenness v ramci
vSech sledovanych skupin. Na ose x jsou popsany sledované skupiny (CI-CV a MI-MV) a na ose y
hodnoty Pielou's evenness indexu. P-hodnoty pro signifikantni rozdily ve skupinach jsou uvedeny
v pravé Casti grafu, * p < 0,05.

Pii analyze kontrolnich a pokusnych skupin dohromady, byly podle Pielou's evenness signifikantni
rozdily v alfa diverzité pouze mezi skupinami CV a MIII. Mezi kontrolami nebyl vidén signifikantni
rozdil. Nejvyssi rozptyl hodnot Pielou's evenness byl naméfen u skupiny MIV a nejmensi rozptyl u CIIL
Nejvyssi hodnoty vyrovnanosti dosahla skupina CV, kde byly pfitomné bakterie zastoupeny

nejrovnoméerneéji a nejnizsi MIIL
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Obrazek 31. Houslové grafy zobrazujici alfa diverzitu na zakladé¢ indexu Pielou's evenness v radmci
A) kontrolni skupiny a B) pokusné skupiny zvlast. Na ose x jsou popsany sledované skupiny (CI-
CV a MI-MV) a na ose y hodnoty Pielou's evenness.

Pfi analyze kontrolnich a pokusnych skupin zvlast, nebyly zaznamendny podle Pielou's evenness

signifikantni rozdily v alfa diverzite.

6.5. Rozdily v beta diverzité mezi jednotlivymi skupinami

Beta diverzita udava variabilitu mikrobialnich spoleCenstev mezi vzorky, ukazuje rozdilnost
mikrobialnich spolecenstev z riiznych prostiedi a odpovida tedy na otazku: ,,Jak moc se li§i mikrobialni
sloZeni v jednom prostfedi ve srovnani s jinym?“ Hlavni diiraz je v ramci beta diverzity kladen na
rozdily v profilech taxonomické pocetnosti z riznych vzorki. Rozdily ve skladbé mikrobiomu mezi
studovanymi skupinami byly vizualizovany pomoci NMDS (mnohorozmérné analyzy nemetrického
multidimenzionalniho $kédlovani) a porovnany na zékladé one-way PERMANOVA. Ob¢ analyzy byly
provedeny s vyuzitim odliSnosti zaloZenych na Bray-Curtis a Jaccard indexu, jez se pouzivaji pro

stanovovani kvalitativni miry rozdilnosti komunit.

Bray-Curtis index nepodobnosti se pouzivana ke kvantifikaci rozdilnosti sloZzeni mezi dvéma riznymi
skupinami na zakladé poc¢td druhd v kazdé skupiné. Nabyva vzdy hodnot mezi 0 a 1. Pokud je 0, ob¢
skupiny sdileji vSechny stejné druhy a pokud je 1, nesdileji zadny druh. Jaccard index podobnosti
porovnava druhy dvou skupin a zjist'uje, které jsou spole¢né a které odlisné. Jedna se o miru podobnosti
pro dvé skupiny dat s rozsahem hodnot od 0 % do 100 %. Cim vice se jeho hodnota blizi 100 %, tim
jsou si ob¢ skupiny podobné;jsi. Pies svou snadnou interpretaci je velice citlivy na malé velikosti vzorkt

nebo soubortl dat s chybé&jicimi pozorovanimi a mtize poskytovat chybné vysledky.
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6.5.1. Grafické znazornéni beta diverzity pomoci NMDS

Beta diverzita mezi jednotlivymi skupinami je graficky zobrazena prostfednictvim NMDS a vypoctena
za pouziti Bray-Curtis a Jaccard indexti odliSnosti (obrazek 32). Cilem NMDS je co nejpiesnéji
reprezentovat ptivodni polohu spolecenstev ve vicerozmérném prostoru pomoci redukovaného poctu

dimenzi, které lze snadno vizualizovat.
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Obrazek 32. Vizualizace pomoci NMDS ukazuje rozdily ve slozeni bakterialni mikrobioty mezi
kontrolnimi (CI-CV) a pokusnymi skupinami (MI-MV). Variabilita slozeni je hodnocena na zakladé
A) Bray-Curtis indexu a B) Jaccard indexu. Cim bliZe jsou barevné body k sobg, tim bliZe je sloZeni
mikrobiomu jednotlivych jedinct ve skupinach podobnéjsi.

Podle NMDS za pouziti Bray-Curtis indexu méli nejpodobné¢;jsi slozeni mikrobiomu jedinci ze skupin

vvvvvv

CII. Pfi vizualizaci variability pomoci NMDS na zakladé Jaccard indexu vykazovali nejpodobnéjsi

slozeni mikrobiomu jedinci ze skupin CIV, MI a M1V, nejvice se odlisili jedinci ve skupinach CI a CII.

6.5.2. Statisticka analyza rozdili v beta diverzité pomoci PERMANOVA testu
Za Ucelem stanoveni rozdili ve slozeni stfevniho mikrobiomu mezi sledovanymi skupinami byla

provedena one-way PERMANOVA s Bonferroni korekci na zakladé hodnot Bray-Curtis a Jaccard
indexu (obrazek 33).
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A PERMANOVA - Bray-Curtis B PERMANOVA - Jaccard

Cl Cll Clll Clv CvV Cl ] cll clv cv
Cl 0.4091 0.1323 /0.0283 0.2321 Cl 0.6756 0.2017 |0.0258 0.0277
Cll 0.93410.0281 0.198 Cll 0.2696 0.0287 0.0296
Clll 0.0704 0.1987 cll 0.0646 0.0654
Clv 0.031 ClvV 0.0288
C PERMANOVA - Bray-Curtis D PERMANOVA - Jaccard

MI MII Ml MV MV MI MII Mitr MV MV
MI 0.0549 0.0274 0.0576 0.03 Ml 0.0858 0.0254 0.0291 0.0287
MII 0.0549 0.03 0.033 0.0247 Mil 0.0858 0.0284 0.028 0.0296
MIll 0.0274 0.03 0.4863 0.0565 MIlIl  0.0254 0.0284 0.199 0.1973
MIV_~ 0.0576 0.033 0.4863 0.0601 MIV__ 0.0291 0.028 0.199 0.3115
E PERMANOVA - Bray-Curtis F PERMANOVA - Jaccard

MI MII Ml MV MV Ml MII Ml MV MV
Cl 0.2583 Cl 0.2319
Cll 0.0819 Cl 0.0587
Clll 0.2646 cll 0.2588
CIv 0.055 CIv 0.0279
CvV 0.0311 cV 0.0259

Obriazek 33. Sest tabulek interpretujicich rozdily ve sloZeni stfevniho mikrobiomu mezi
sledovanymi skupinami podle one-way PERMANOVA s Bonferroni korekci provedené na zakladé
hodnot Bray-Curtis a Jaccard indexu. P-hodnoty pro signifikantni rozdily mezi skupinami jsou
v tabulk4ch vybarveny, * p < 0,05. Horni tabulky interpretuji rozdilnou skladbu mikrobiomu mezi
kontrolami A) podle PERMANOVA zalozenou na Bray-Curtis, B) podle PERMANOVA zaloZenou
na Jaccard. Tabulky uprostied interpretuji rozdilnou skladbu mikrobiomu mezi pokusnymi
skupinami C) podle PERMANOVA zaloZenou na Bray-Curtis, D) podle PERMANOVA zalozenou
na Jaccard. V dolnich tabulkach je srovnani mikrobiomového slozeni mezi kontrolni a pokusnou
skupinou ve stejném intervalu odbéru E) podle PERMANOVA zaloZzenou na Bray-Curtis, F) podle

PERMANOVA zalozenou na Jaccard.

V ptipadé€ srovnani kontrol se liilo slozeni stfevniho mikrobiomu skupiny CIV od skupin CI, CIll a CV

podle Bray-Curtis, slozeni skupiny CIV od skupin CI, CII, CV a skupina CV od skupin CI a CII podle

Jaccard. U pokusnych skupin bylo nalezeno vice signifikantnich odlisnosti, podle Bray-Curtis se lisilo

slozeni stfevniho mikrobiomu skupiny MII od skupin MIIL, MIV, MV a skupina MI od skupin MIII a

MYV, signifikantni rozdily podle Jaccard byly také mezi témito pokusnymi skupinami, ale navic byl

sledovan rozdil mezi skupinami MI a MIV. Pfi porovnavani kontroly s pokusnou skupinou ve stejném

intervalu byl zaznamenan rozdil mezi skupinou CV a MV u Bray-Curtis a u Jaccard byly rozdily mezi

skupinami CIV a MIV, CV a MV.
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6.6. Vizualizace rozdilid ve sloZeni stfevniho mikrobiomu kontrolni a

pokusné skupiny v prvnim a poslednim intervalu odbéru

Rozdily ve slozeni mikrobidlniho spolecenstvi kontrol a pokusné skupiny mezi 1. a 60. dnem po
vysazeni morfinu jsou vizualizovany, na zdklad¢ dat z OTU tabulky, prostfednictvim sPLS-DA (obrazek
34), coz je metoda, kterd hleda rozdily v ziskanych datech z jednotlivych skupin. Podobné, jako PCA
(analyza hlavnich komponent), pocitd vektory z jednotlivych proménnych dé jim urcitou vahu.

Principem metody sPLS-DA je, Ze maximalizuje kovarianci mezi naméfenymi daty a porovnavanymi

skupinami.
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Obrazek 34. Model analyzy hlavnich komponent porovnavajici slozeni stfevniho mikrobiomu mezi
¢tyfmi sledovanymi skupinami: CI (¢erveng), CV (zelené), MI (tmavé modie), MV (tyrkysove).
Mnozstvi vysvétlené variance je uvedeno v zavorkach na kazdé ose. Komponenta 1 vysvétluje 17,4
% variance mezi vzorky, komponenta 2 ptidava dalsich 10,6 %.

Analyza dvou hlavnich komponent ukazala zietelné oddéleni skupiny MI od zbylych skupin MV, CI a
CV, coz naznaCuje jeji odlisné slozeni stievniho mikrobiomu. Skladby stfevnich mikrobiomu
jednotlivych vzorktl v ramei skupiny klastrovaly spolu. Cim jsou si skupiny nebo jednotlivé vzorky

v ramci skupiny vzdalengjsi, tim vice se odliSuje jejich mikrobialni sloZeni.
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6.7. Vizualizace rozdili ve sloZeni metabolomu kontrolni a pokusné skupiny
v prvinim a poslednim intervalu odbéru na zakladé necilené metabolomické
analyzy

Napfic¢ vSemi analyzovanymi dvaceti vzorky bylo pfi derivatizaci TMSIL detekovano 587 metabolitti a
pti derivatizaci TBDMS detekovano 669 metabolitd. VétSinu z nich ovSem lze detekovat obéma
derivatizacnimi Cinidly (obrazek 13). Nékteré metabolity bylo mozné diky knihovné hmotnostnich
spekter NIST 2.2 2014 a retencnimu chovani pfesné identifikovat. Pomoci internich standardt byly
identifikovany nékteré SCFA a morfin. Morfin byl ovSem detekovan pouze po derivatizaci TMSIL v

metabolomu skupiny MI. Rozdily v metabolomickych profilech zkoumanych skupin po derivatizaci

TMSIL jsou zobrazeny pomoci sPLS-DA (obrazek 35).
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Obrazek 35. Model analyzy hlavnich komponent porovnavajici metabolomické profily mezi ¢tyimi
sledovanymi skupinami po derivatizaci TMSIL: CI (Cerven¢), CV (zelen¢), MI (tmaveé modie) MV
(tyrkysové). Kazda skupina se sklada ze vzorkl od péti potkanti. Velikost vysvétleného rozptylu je
uvedena v zavorkach na kazdé ose. Komponenta 1 vysvétluje 15,7 % variability mezi vzorky,
komponenta 2 ptidava dalSich 8 % variability.

Analyza dvou hlavnich komponent opét ukazala vyrazné oddéleni skupiny MI od zbylych skupin MV,
CI a CV, coz naznacuje jeji specificky metabolomicky profil. Metabolomické profily jednotlivych
vzork® v ramci skupiny klastrovaly spolu. Cim jsou si skupiny nebo jednotlivé vzorky v ramci skupiny

vzdalenéjsi, tim vice se odliSuje slozeni jejich metabolomu. Nejvice se od sebe lisila MI a CI skupina.
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6.8. Monitorovani vyskytu SCFA u sledovanych skupin

Béhem derivatizace TBDMS a néasledn¢ s pouZzitim internich standardii, bylo mezi analyty
identifikovano pét SCFA: kyselina propionova (propanova), maselna (butanova), isomaselna
(isobutanova), valerova (pentanova) a kapronova (hexanova). Nejprve je prostiednictvim heat mapy
vyobrazen vyskyt SCFA mezi jednotlivymi skupinami (obrazek 36) a na nasledujici strance jsou

graficky vyneseny sumy detekovaného signalu dil¢ich SCFA pro kazdou skupinu (obrazek 37).
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Obrazek 36. Heat mapa zobrazujici vyskyt vybranych péti SCFA ve ctyfech sledovanych
skupinach: CI (¢erveng), CV (zelen¢), MI (tmaveé modie) MV (tyrkysove). Kazda skupina se sklada
ze vzorkil od péti potkanid. Klastrovani SCFA podle korelace vyskytu ve skupinach je vyneseno
v levé cCasti heat mapy. Barevna skala v pravé Casti heat mapy odpovida relativnimu mnozstvi
signalu detekované SCFA.
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Z heat mapy je zfejmé, Ze spolu nejvice koreloval vyskyt isomaselné a valerové kyseliny mezi
sledovanymi skupinami, dale vyskyt propionové kyseliny koreloval s vyskytem maselné kyseliny.
Vyskyt kapronové kyseliny s ostatnimi SCFA koreloval nejméné, pfipojuje se az nakonec. Nejvyssi
pritomnost SCFA je v kontrolni skupiné CI nasledovanou skupinou CV. Nejméné SCFA obsahovaly
vzorky z pokusné MI skupiny.
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Obrazek 37. Grafické vyneseni priméru detekovaného signalu dil¢ich SCFA pro kazdou ze Ctyt
sledovanych skupin. A) propionova kyselina, B) maselnd kyselina, C) isomaselna kyselina, D)
valerova kyselina, E) kapronova kyselina. Na ose x jsou vyznaceny sledované skupiny a na ose y
mnozstvi detekovaného signalu odpovidajici plose peaku analytu ku plose peaku standardu.

Podle primérii detekovanych signalti bylo mnozstvi vSech SCFA niz$i u pokusné skupiny MI oproti jeji
kontrole ve stejném case CI. Prib¢h signalti u propionové a maselné kyseliny byl srovnatelny,
detekované hodnoty jejich signalt byly fadové stejné, ale maselné kyseliny bylo v kontrolni skupiné CI
oproti pokusné MI detekovano vyrazné vice. Nejslabsi signaly pro propionovou a maselnou kyselinu
byly zjistény u pokusné skupiny MV. Vzajemné podobny trend v pribéhu intenzity signalu vykazovaly
kyseliny isomaselnd, valerova a kapronova, kdy byl jejich nejmensi signdl méfen v pokusné skuping
MI. V ptipadé¢ kapronové kyseliny primémy signal u pokusné skupiny MV dorovnal hodnotu kontroly
CI, a dokonce ji mirn¢ prekonal. VSech pét SCFA dosahlo nejvyssiho signalu u kontroly CI.
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7. Diskuse

Skutecnost, Ze kratkodobé i chronické uzivani morfinu u zvirat i lidi méni sloZeni stfevniho mikrobiomu
i fekalniho metabolomu je jiz zndma (Banerjee et al., 2016; Wang et al., 2018; Barengolts et al., 2018;
Zhang et al., 2019). Tyto studie byly ovSem zaméfeny na sledovani zmén v mikrobiomu nebo
metabolomu jiz béhem uzivani morfinu a nebo v kratkodobém horizontu po jeho vysazeni. Proto bylo
v této studii hlavnim cilem sledovat zmény ve slozeni stievniho mikrobiomu dlouhodobé v intervalech
1, 5,15, 35 az 60 dnt a fekalniho metabolomu v intervalech 1 az 60 dnt po ukonceni aplikace morfinu
pokusnym potkantim, ktera probihala po dobu 10 dnd. Paraleln¢ byly ve stejnych ¢asovych intervalech
monitorovani vékove odpovidajici kontrolni potkani, kterym byl aplikovan fyziologicky roztok. Median
pramérné doby doziti samce laboratorniho potkana Wistar se pohybuje mezi 1,8-2,1 lety (Ghasemi et
al., 2021), 60 denni interval tedy monitoroval zmény ve zhruba desetiné¢ doby zivota laboratorniho

potkana.

Analyza sttevniho mikrobiomu ze vzorkti trusu byla provedena pomoci NGS, pfi kterém probéhlo cilené
sekvenovani variabilnich oblasti genu pro bakterialni 16S rRNA. Bohuzel dva vzorky z kontrolni
skupiny v intervalu odbéru 15 dni (vzorky CIII 2 a CII_3) obsahovaly nizky pocet readt z dGvodu jejich
poskozeni béhem transportu, a proto nebyly zaclenény do nékterych analyz. Jednalo se o analyzy
spojené se stanovenim alfa a beta diverzity. Celkem bylo nap#ic¢ vSemi vzorky piesné identifikovano 80
unikatnich bakterialnich rodt, ale nékteré se nepodarilo pfesné taxonomicky zatadit (obrazek 14). V
pocetnosti jednotlivych identifikovanych rodt nebyl detekovan mezi skupinami zadny rozdil. Divodem
pro nenalezeni signifikantnich rozdild mize byt pouziti pomérmné malého poctu vzorkil na skupinu.
V budoucich studiich by bylo zZadouci analyzovat pocetnéjsi skupiny jedincti, aby byly pripadné rozdily
v kompozici mikrobiomu patrnéj$i (statisticky prikazné) a zaméfit se na zmény konkrétnich
bakterialnich rodi, poptf. kmeni mezi kontrolami a pokusnou skupinou. Takovato detailni studie

presahuje rozsah této diplomové prace.

Co se tyCe sledovani procentudlnich zastoupeni kmenti Firmicutes a Bacteriodetes nebo jejich
vzajemného poméru ve studovanych skupinach, signifikantni zmény ve vSech tiech parametrech byly
objeveny pouze u kontrolni skupiny mezi intervaly 35 a 60 dni (CIV a CV) (obrazek 25). Ocekavali
jsme, Ze by se mohla objevit signifikantni zména spiSe mezi pokusnou skupinou a jeji kontrolou nebo
v pribéhu ¢asu u pokusné skupiny. Je obtizné spekulovat, pro¢ nastala zména jen u kontrol mezi 35. a
60. dnem. Vzorky v téchto intervalech byly odebrany na podzim roku 2020, v t¢ dobé probihaly
v budové stavebni prace (zvuk a otfesy mohly dolehnout do chovu laboratornich zvifat) a zaroven se
roz§ifovala vina nakaz Covid-19, pii které se mnoho lidi dostalo do karantény, a zménil se tak pohyb
lidi v chovech. Mozna né¢ktery z téchto potencialné stresujicich faktortt mohl mit vliv na potkany.
Median procentualniho zastoupeni Firmicutes u kontrol tvoril 48 %, Bacteriodetes 48 % a median jejich

poméru mél hodnotu 1. V ramci pokusné skupiny median Firmicutes tvotil 44 %, Bacteriodetes 50 % a
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median jejich poméru dosahoval hodnoty 0,88. Tyto hodnoty odpovidaji hodnotam u potkant se
standardni krmnou dietou podle Ferrario ef al., 2017. Kdezto u mys$i, kterym byly podavany morfinové
pelety po dobu 5-6 dni, doSlo po 72 hodinach od ukonceni aplikace morfinovych pelet k vyvolani
preferen¢ni expanze grampozitivnich Firmicutes a redukci gramnegativnich Bacteroidetes (Banerjee et
al.,2016). Bylo zjisténo, ze podobné zmény v poméru Firmicutes ku Bacteroidetes koreluji se zvySenym

systémovym zanétem a starnutim (Mariat et al., 2009; Banerjee ef al., 2016).

V piipadé stanovovani alfa diverzity byly analyzovany hodnoty tfi parametri popisujicich bakterialni
alfa diverzitu (Chaol index, Shannon-Wiener index a Pielou's evenness index) nejprve u kontrolnich i
pokusnych skupin najednou. Bylo zde zfejmych vice signifikantnich rozdilti, protoze byly hodnoty
daného indexu pro konkrétni vzorek prepocitdny neparovym testem. V tomto ptipadé€, pii analyze
kontrolnich i pokusnych skupin soucasné, kontrolni skupiny tvofili jini Ctyfi potkani nez pokusné
skupiny a vSechny hodnoty tedy neodpovidaly jednomu a tomu samému zviieti. Oproti tomu, pii
urcovani alfa diverzity u kontrolni a pokusné skupiny oddélené, byly hodnoty tfi indexti prepocitany
parovym testem. Kontrolni skupiny byly tvofeny stejnymi Ctyimi potkany v Case a pokusné skupiny

také. Vzhledem k této skutecnosti oba testy prepocitdvaly hodnoty trochu jinak a parovy test je piisnéjsi.

Pfi métfeni Chaol indexu u vSech sledovanych skupin (obrazek 26) se celkova bohatost druhd v ramci
pokusné skupiny v ¢ase ménila, kdezto u kontrolni skupiny ztstala stejna. Pokusna skupina v 60. dni
(MV) vykazovala signifikantné vyssi alfa diverzitu nez kontrolni skupina v 1. dni (CI). Po aplikaci
morfinu do§lo u pokusné skupiny k nesignifikantnimu snizeni alfa diverzity, poté se alfa diverzita
postupné zvySovala a byla vy$$i néz u kontrol. Vramci pokusné skupiny se alfa diverzita
nejsignifikantnéji menila mezi odbéry v 5. a 60. dni (MII vs. MV), nasledované odbéry v 35. a 60. dni
(MIV vs. MV) av 15. a 60. dni (MIII vs. MV). Nejrozptylenéjsi hodnoty Chaol byly naméfeny v ramci
pokusné skupiny 35. den (MIV), naopak nejméné rozptylené hodnoty vykazovala kontrolni skupina v 15
dni (CIII), ve které¢ byly analyzovany pouze dva vzorky, kvili poskozeni zbylych dvou vzorkd béhem
transportu. Nejvyssi druhové bohatosti v ramci vSech skupin dosahla pokusna skupina 60. den (MV) a
nejnizsi pokusna skupina 5. den (MII). Déle pfi méfeni Chaol indexu, zvlast’ mezi kontrolni skupinou
a zvlast’ mezi pokusnou skupinou (obrazek 27), nebyl mezi kontrolami naméten signifikantni rozdil. U
pokusné skupiny byl naméfen signifikantni rozdil pouze mezi odbéry z 15. a 60. dne (MIII vs. MV), coz
bylo pravdépodobné zplsobeno analyzou mensiho poctu vzorkli najednou a parametry piisné€jsiho

parového testu.

Podobn¢ jako pfi stanoveni alfa diverzity pomoci Chaol, tak i v ptipadé méfeni Shannon-Wiener indexu
u v8ech sledovanych skupin (obrazek 28), se v pripadé kontrolni skupiny alfa diverzita nemeénila a
v ptipad¢ pokusné skupiny se alfa diverzita signifikantné zvysila 60. den (MV) oproti odbériim z 15. a
35. dne (MII a MIII). Nejrozptylenéjsi hodnoty Shannon-Wiener vykazovala pokusna skupina v 35. dni
(MIV) anejméné rozptylené pokusna skupina béhem 15. dne (MII). Nejvyssi alfa diverzity dle Shannon-
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Wiener dosahla pokusna skupina 60. den (MV) a nejniz§i pokusna skupina v 5. dni (MII). KdyZz byl
meéfen Shannon-Wiener oddélené pro kontrolni a pokusnou skupinu (obrazek 29), mezi kontrolami
nebyl opét nameéten signifikantni rozdil, u pokusné skupiny doSlo k signifikantnimu vzristu alfa
diverzity v 60. dni (MV) oproti odbéru z 15. dne (MIII). Mensi signifikance v ¢ase u jednotlivych skupin
je pravdépodobné zplsobena analyzou mensiho poctu vzorkd najednou a parametry piisnéj$iho

parového testu.

V ptipadé méfeni indexu Pielou's evenness v ramci kontrolni i pokusné skupiny (obrazek 30) se jeho
hodnota mezi kontrolami v ¢ase neménila a doslo k signifikantnimu snizeni vyrovnanosti v pokusné
skupiné 15. den (MIII) oproti kontrolni skupiné z 60. dne (CV). Nejvyssi rozptyl hodnot Pielou's
evenness byl nameéten u pokusné skupiny v 35. dni (MIV) a nejmensi rozptyl u kontroly z 15. dne (CIII),
za coz byla pravdépodobné¢ odpovédna analyza pouze dvou vzorkid ve skuping, jelikoz zbylé dva byly
poskozeny béhem transportu a jejich hodnoty by zkreslily vysledek. Nejvyssi hodnoty vyrovnanosti

dosahla kontrolni skupina v 60. dni (CV), kde byly pfitomné bakterie zastoupeny nejrovnomernéji a

v

Mrwe

vzorkil najednou a pfisnéjSimi parametry parového testu.

Ze ziskanych dat hodnoceni alfa diverzity vyplyva, Ze se celkové mezi kontrolami alfa diverzita v Case
diverzity vykazovaly vzorky trusu potkanti v ¢asovém intervalu 5 a 15 dni od vysazeni morfinu (MII a
MIII), tedy v dobé, kdy se u potkan projevil abstinen¢ni syndrom. V nasledujicim intervalu 35 dni a
60 dni od ukonceni aplikace morfinu (MIV a MV) se alfa diverzita vratila na Groven srovnatelnou
s kontrolami. ZjiSténi, Ze nastup abstinen¢niho syndromu po uzivani morfinu snizuje alfa diverzitu,
spole¢n¢ se skuteCnosti, ze se v horizontu 7-10 tydnt po vysazeni morfinu alfa diverzita zvysila na
uroven kontrol, je uzitetné. Obecné sniZeni bakteridlni diverzity a nasledna reorganizace stievniho
mikrobiomu mtze korelovat s pozdé€j$§im vznikem riznych chorob (Bello et al., 2018). Wang et al.,
2018 ve své studii zabyvajici vlivem morfinu na sloZeni stfevniho mikrobiomu sledovali zmény ve
sloZeni mikrobioty v horizontu Sesti dnt po aplikaci morfinu a prokézali, ze béhem této doby také doslo
ke snizeni alfa diverzity bakterii ve stfevé mys$i. Nicméné nepodafilo se nalézt studii, kterd by se

vénovala dlouhodobému monitorovani alfa diverzity mikrobiomu po ukonceni morfinové aplikace.

Beta diverzita byla stanovovéana na zakladé indexti Bray-Curtis a Jaccard (obrazek 33). PriCemz pfi
hodnoceni beta diverzity, na zakladé obou téchto indexd zaroven, byly pozorovany rozdily u kontrol,
kdy se slozeni stievniho mikrobiomu z 35. dne odbéru (CIV), signifikantné odliSovalo od slozeni z 1.,

5. a 60. dne odbéru (CI, CII a CV). Rozdil v beta diverzité v prib&éhu ¢asu u kontrolni skupiny mohl byt

Mrwe
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bylo na zakladé hodnot obou indexii pozorovano v prubéhu casu mnohem vice odlisnosti. V obou
pfipadech zaroven, se statisticky vyznamné odliSovala beta diverzita v rdmci pokusné skupiny v Case.
Odbér z 1. dne (MI) vici odbériim z 15. a 60. dne (MIIl a MV) a odbér z 5. dne (MII) vici 15., 35. a 60.
dni (MIII, MIV a MV). Tyto signifikantni odliSnosti u pokusné skupiny v Case byly s vysokou
pravdépodobnosti zptisobeny aplikaci morfinu. Nicméné srovnani stejnych intervalit odbéru vzorku
z kontrolni a pokusné skupiny poskytlo, podle Bray-Curtis i Jaccard indexu, pouze jeden vyznamny
statisticky rozdil v poslednim intervalu po uplynuti 60 dnt od ukonceni aplikace morfinu pokusnym
zvitatim (CV vs. MV). V predchozi studii se Wang et al., 2018 také zaméfili na porovnani beta diverzity
a zjistili, Ze beta diverzita u mysi, kterym byly podany podkozni morfinové pelety, vyrazné klastrovala
hned od 1. dne po jednorazové aplikaci morfinu ve srovnani s beta diverzitou po podani placeba. Tento

trend byl pozorovan az do 6. dne, kdy pozorovani bylo ukonceno.

Podobna tendence byla pozorovana také s pouzitim sPLS-DA (obrazek 34) pii porovnani slozeni
sttevniho mikrobiomu kontrolni a pokusné skupiny v 1. a 60. dni. Taktéz doslo ke zietelnému oddéleni
pokusné skupiny z 1. dne (MI) po ukonceni aplikace morfinu oproti zbylym tfem skupinam (CI, CV a
MYV). V 60. dni se slozeni mikrobiomu pokusné skupiny (MV) jiz blize podobalo sloZeni mikrobiomu
kontrol (CI a CV). Z toho lze usoudit, ze posun ve sloZzeni mikrobiomu potkana vyvolany uzitim

morfinu, by nemusel byt dlouhodoby a pfirozené nevratny.

Fekalni metabolom byl zanalyzovan prostiednictvim necilené metabolomické analyzy malych polarnich
molekul s vyuzitim metody GCxGC-TOF/MS. Pti tomto postupu byly metabolity nejprve extrahovany
ze vzorku trusu a prosly dvoustupnovym derivatiza¢nim postupem: oximaci pomoci ¢inidla methoxamin
hydrochloridu a silylaci pomoci ¢inidel TBDMS a TMSIL. Co se ty¢e samotné derivatizace pii priprave
vzorkli pro metabolickou analyzu, tak pro komplexnéjsi detekci analyti bylo vhodnéjsi pouzit
derivatizaci TMSIL, jelikoz dokaze zahrnout cukry i velké molekuly, jako je napt. morfin. Morfin se
pomoci derivatizace TBDMS nepodatilo detekovat, protoze je jeho molekula sama o sob¢ velika a po
pridani vétsi silylové skupiny ho nebylo mozné zplynit. Zplynéni metaboliti je pfitom stézejni krok pro
uspésny vysledek GCxGC-TOF/MS. Celkem se pomoci derivatizace TMSIL podatilo detekovat 587
metabolitl a pfi derivatizaci TBDMS bylo detekovdno 669 metabolith napfic vSemi dvaceti
analyzovanymi vzorky potkaniho trusu. Neékteré metabolity byly identifikovany porovnanim
namétenych hmotnostnich spekter s komeréné dostupnou knihovnou hmotnostnich spekter NIST 2.2
2014 a retencnimu chovani. Podle internich standardd byl identifikovan morfin a pé&t SCFA: kyselina
propionova (propanova), maselna (butanova), isomaselna (isobutanova), valerova (pentanova) a

kapronova (hexanova).

Zajimavé srovnani ve slozeni fekalnich metabolomickych profili mezi kontrolni a pokusnou skupinou
v rozmezi 1. a 60. dne po ukonéeni podavani morfinu poskytla stejn€ jako v ptipade slozeni mikrobiomu

sPLS-DA (obrazek 35). Srovnani bylo provedeno na zakladé dat z derivatizace TMSIL. A opét bylo i
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v ptipadé¢ metabolomu prokazéno vyrazné oddéleni pokusné skupiny z 1. dne (MI) po ukonceni
podavani morfinu od zbylych ttech zkoumanych skupin (CI, CV, MV). Metabolomy kontrolni a pokusné
skupiny v ¢asovém intervalu 60 dni se velmi podobaly. Piestoze slozeni metaboloml bylo velmi
variabilni i mezi potkany z jedné skupiny, tak jejich metabolomické profily v ramci konkrétni skupiny
klastrovaly spolu. Za vysokou miru interindividualni variability je pravdépodobné zodpovédny
jedine¢ny metabolismus kazdého potkana. Také je mozné, ze se jednotlivé exkrementy liSily obsahem
vody, coz by vedlo ke zkresleni koncentrace, kdy se metabolity v trusu s vét§Sim obsahem vody budou
jevit jako min koncentrované. Z tohoto diivodu se n€kdy trus analyzuje az po lyofilizaci. Morfin byl
detekovan pouze v metabolomu pokusné skupiny béhem 1. dne po vysazeni morfinu, kdy jesté nebyl
zcela eliminovan. Taktéz Wang et al., 2018 sledovali ve své studii rozdily v metabolomu potkant, ktefi
jednorazové dostali morfin nebo placebo. Monitorovani metabolomu probihalo tfi dny a vysledky
ukazaly, ze podani morfinu vyvolalo odlisny fekalni metabolomicky profil ve srovnani s profilem
pozorovanym u skupiny, ktera dostala placebo. Dale Banerjee et al., 2016 prokazali, ze chronické
uzivani morfinu, stfevni mikrobialni dysbidza, naruseni metabolismu cholesterolu a Zluc¢ovych kyselin
linearné koreluje se stievnim zanétem. Dalsi studie zabyvajici se vlivem morfinu na kompozici

metabolomu se nepodafilo v dostupné literatuie dohledat.

Detekce SCFA probéhla pomoci derivatizace TBDMS, protoze k SCFA a jinym malym molekulam
pridala vétsi silylovou skupinu a tyto velmi malé molekuly mohly byt detekovany. Nejvice SCFA bylo
detekovano u kontrolni skupiny v 1. dni (CI), nasledovala kontrolni skupina v 60. dni (CV) a pokusna
skupina v 60. dni (MV). Nejméné¢ SCFA obsahovaly vzorky z pokusné skupiny béhem 1. dne po
vysazeni morfinu (MI) (obrazek 36). Pokud jde o vz4jemnou korelaci vyskytu jednotlivych SCFA mezi
studovanymi skupinami, nejvyssi korelaci vykazovaly isomaselnd a valerovd kyselina, dale spolu
koreloval vyskyt propionové a maselné kyseliny. Vyskyt kapronové kyseliny s ostatnimi kyselinami

koreloval nejméng.

Nakonec byly porovnany pruméry sum detekovaného signalu pro studované SCFA v jednotlivych
skupinach (obrazek 37). V ptipadé vSech SCFA bylo jednozna¢né nejméné signdlu detekovano u
pokusné skupiny hned 1. den po ukonceni podavani morfinu (MI) oproti jeji kontrole (CI). Ve stfeveé
jsou SCFA zdrojem energie pro kolonocyty, ale ptedevsim pomahaji udrzovat jeho stabilitu a bariérovou
funkci. Zejména butyrat prostupuje hematoencefalickou bariérou a vykazuje rozsahlé Ucinky na
mozkové funkce (Braniste et al., 2014; Erny et al., 2015; Joseph et al., 2017). Srovnatelny pribeh
velikosti signalu v ¢ase vykazovaly propionova a maselna kyselina. Vz4jemnou podobnost v pribéhu
velikosti signalu vykazovaly také kyseliny isomaselna, valerova a kapronova. Mezi SCFA se obvykle
zacleniuji mastné kyseliny o velikosti do péti uhlikti véetné, ale jindy jsou mezi né zatazovany 1 mastné
kyseliny s vy$§im poctem uhlikii. Kapronova kyselina se tedy ne vzdy zatfazuje mezi SCFA a prab¢h

jejiho signalu vykazoval mirné odli§né chovani nez pribéh isomaselné a valorové kyseliny. VI1iv uzivani
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morfinu na hladinu SCFA nebyl dosud studovan, nebyly nalezeny zadné prace zabyvajici se touto

problematikou.

72



8. Zavér

Primarnim cilem této pilotni studie bylo monitorovat sloZzeni stfevniho mikrobiomu a fekélniho
metabolomu potkanti v dlouhodobém horizontu po desetidennim uzivani morfinu. Markantni zmény ve
sloZzeni mikrobiomu a v metabolickém profilu potkanti, kterym byl aplikovan morfin, se projevily ithned
1. den po vysazeni morfinu, ve srovnani s odpovidajicimi kontrolami. B€hem abstinen¢niho syndromu
doslo u potkanl zejména ke znaénému poklesu alfa diverzity a sniZzeni produkce SCFA ve stieve.
Nicméné ukazalo se, Ze zmény pozorované v dobé abstinen¢niho syndromu vyvolané vysazenim
morfinu mély spiSe charakter do¢asného trvani. Na toto téma je ovSem nutné provést dalsi potvrzujici a
roz§ifujici studie na vysSSim poctu zvifat v jednotlivych skupinach a se zaméfenim na konkrétni
mikrobialni druhy a metabolity. Bylo by vhodné napi. v case kontrolovat mnozstvi patogennich bakterii
nebo cilené¢ zaméfit metabolickou analyzu na urcité latky, jako jsou zlucové kyseliny a neuropeptidy.
V tvahu pfichazi také analyza metabolomu z krve. Nové informace by se v budoucnu mohly uplatnit
v klinické medicing pfi terapeutické indikaci uzivani opioidti nebo pii 1é¢bé opioidové zavislosti a jejich

moznych nasledk.

Slozeni mikrobiomu i metabolomické profily jednotlivych potkanti vykazovaly velké rozdily i v rdmci
zvitat ze stejné skupiny pravdépodobné kvili individualni jedinec¢nosti organismu kazdého potkana
nebo vzorkovani. Metoda vzorkovani by se do budoucna méla vyladit a optimalizovat, protoZe sloZeni
mikrobioty i metaboliti se méni s priichodem GIT, a také se mtize ménit i s aktivitou béhem dne. Kazdy
potkan ma sviij unikatni metabolismus, chovani nebo psychiku a jednotlivé odbéry trusu také nemusi
probéhnout stejnym zplsobem. Tyto faktory by bylo mozné eliminovat napt. invazivnim odbérem trusu
v ur¢eném segmentu GIT, ale na druhou stranu by nebylo mozné sledovat vyvoj slozeni mikrobiomu a
metabolomu v ¢ase u stejného jedince. Pro nadchazejici vyzkum bude potfeba samotné metody obou
analyz hloubéji prozkoumat a zdokonalit. Béhem analyzy mikrobiomu by bylo Zadouci 1épe provést
pripravu dvojité indexované knihovny, vybrat vice hypervariabilnich oblasti genu pro 16S rRNA pfii
sekvenovani, dikladné&ji sekvenovat, provést vice statistickych testd a v pfipad¢ analyzy metabolomu
zkusit pouzit jind rozpoustédla a chemikalie pii zpracovani vzorku, coz nelze provést na malém

mnozstvi vzorkd a za kratky cas.
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Priloha 1 — Tabulka s pocty readi identifikovanych taxonomickych jednotek ve vzorcich trusu potkant

Na zaklad¢ téchto dat byla provedena mikrobiomovéa analyza (kapitoly 6.1.-6.6.).

Klasifikace
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Porphyromonadaceae,unclassified
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Prevotellaceae,Prevotella
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Porphyromonadaceae,Barnesiella
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Bacteroidaceae,Bacteroides
Bacteria,Firmicutes,Erysipelotrichia,Erysipelotrichales,Erysipelotrichaceae, Turicibacter
Bacteria,Proteobacteria,Betaproteobacteria,Burkholderiales,Sutterellaceae,Parasutterella
Unassigned
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Ruminococcaceae,unclassified
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae,unclassified
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae,Roseburia
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Ruminococcaceae,Oscillibacter
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Prevotellaceae,Alloprevotella
Bacteria,Firmicutes,Bacilli,Lactobacillales,Lactobacillaceae,Lactobacillus
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Peptostreptococcaceae,Romboutsia
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae,Blautia
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,unclassified,unclassified
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Clostridiaceae,unclassified

Bacteria,Proteobacteria, Gammaproteobacteria,Enterobacteriales,Enterobacteriaceae,Escherichia/Shigella

Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Rikenellaceae, Alistipes
Bacteria,Proteobacteria,Betaproteobacteria,Burkholderiales,unclassified,unclassified
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Peptococcaceae,unclassified
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae,Fusicatenibacter
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Ruminococcaceae,Faecalibacterium
Bacteria,Proteobacteria, Deltaproteobacteria,Bdellovibrionales,Bdellovibrionaceae, Vampirovibrio
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Prevotellaceae,Paraprevotella
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae,Lachnospiracea_incertae sedis
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Porphyromonadaceae, Parabacteroides
Bacteria,Proteobacteria,Epsilonproteobacteria,Campylobacterales,Helicobacteraceae,Helicobacter
Bacteria,Proteobacteria,Deltaproteobacteria,unclassified,unclassified,unclassified
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Ruminococcaceae,Ruminococcus
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Ruminococcaceae,Clostridium

Bacteria,Verrucomicrobia, Verrucomicrobiae, Verrucomicrobiales, Verrucomicrobiaceae, Akkermansia

Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Ruminococcaceae,Butyricicoccus
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae,Clostridium
Bacteria,Firmicutes,unclassified,unclassified,unclassified,unclassified
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Ruminococcaceae,Subdoligranulum
Bacteria,Proteobacteria,Alphaproteobacteria,Rhodospirillales,Rhodospirillaceae, Aestuariispira
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,unclassified,unclassified
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Eubacteriaceae,Eubacterium
Bacteria,Proteobacteria,Alphaproteobacteria,unclassified,unclassified,unclassified

CIL1 CI.2 CIL3 CIL4 CIL1 CIH2 CIL3 CIL4 CIIL1 CHIL2 CHIL3 CIHl4 CIV_.1 CIV.2 CIV.3 CIV.4 CV_1 CV_.2 CV.3 CV 4
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Klasifikace

Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae,Eisenbergiella 0
Bacteria,Actinobacteria,Actinobacteria,Bifidobacteriales,Bifidobacteriaceae,Bifidobacterium 0
Bacteria,Proteobacteria,Deltaproteobacteria,Desulfovibrionales,Desulfovibrionaceae,unclassified 35
Bacteria,Elusimicrobia,Elusimicrobia,Elusimicrobiales,Elusimicrobiaceae, Elusimicrobium 0
Bacteria,Proteobacteria,Deltaproteobacteria,Desulfovibrionales,Desulfovibrionaceae,Desulfovibrio 79
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae,Coprococcus 0
Bacteria,Proteobacteria, Gammaproteobacteria,Pasteurellales,Pasteurellaceae,Pasteurella 0
Bacteria,Actinobacteria,Actinobacteria,Actinomycetales,Corynebacteriaceae,Corynebacterium 0
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Ruminococcaceae,Pseudoflavonifractor 0
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae,Anaerostipes 21
Bacteria,Firmicutes,Erysipelotrichia,Erysipelotrichales,Erysipelotrichaceae, Allobaculum 0
Bacteria,Actinobacteria,Actinobacteria,Coriobacteriales,Coriobacteriaceae,Collinsella 11
Bacteria,Deferribacteres,Deferribacteres,Deferribacterales,Deferribacteraceae,Mucispirillum 48
Bacteria,Proteobacteria, Gammaproteobacteria,Pseudomonadales,Moraxellaceae,Psychrobacter 0
Bacteria, Tenericutes,Mollicutes,Anaeroplasmatales,Anaeroplasmataceae,Anaeroplasma 0
Bacteria,Proteobacteria,Alphaproteobacteria,Rhodospirillales,Rhodospirillaceae,unclassified 0
Bacteria,Firmicutes,Erysipelotrichia,Erysipelotrichales,Erysipelotrichaceae,Clostridium 22
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae, Acetatifactor 0
Bacteria,Proteobacteria,unclassified,unclassified,unclassified,unclassified 0
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Ruminococcaceae, Anaerobacterium 0
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Clostridiales,incertae_sedis 36
Bacteria,Firmicutes,Negativicutes,Selenomonadales,Acidaminococcaceae,Phascolarctobacterium 0
Bacteria,Firmicutes,Bacilli,Lactobacillales,Streptococcaceae, Lactococcus 0
Bacteria,Firmicutes,Bacilli,Bacillales,unclassified,unclassified 0
Bacteria,Firmicutes,Clostridia,Clostridiales,Lachnospiraceae,Dorea 0
Bacteria,Proteobacteria,Betaproteobacteria,Burkholderiales,Alcaligenaceae,Oligella 0
Bacteria,Proteobacteria,Betaproteobacteria,Burkholderiales,Alcaligenaceae, Paenalcaligenes 0
Bacteria,Firmicutes,Erysipelotrichia,Erysipelotrichales,Erysipelotrichaceae,Coprobacillus 0
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Porphyromonadaceae,Odoribacter 0
Bacteria,Firmicutes,Bacilli,Lactobacillales,Streptococcaceae, Streptococcus 0
Bacteria,Firmicutes,Erysipelotrichia,Erysipelotrichales,Erysipelotrichaceae,unclassified 0
Bacteria,Firmicutes,Erysipelotrichia,Erysipelotrichales,Erysipelotrichaceae,incertae_sedis 21
Bacteria,Firmicutes,Bacilli,Lactobacillales,Aerococcaceae,Facklamia 0
Bacteria,Firmicutes,Bacilli,Lactobacillales,Aerococcaceae,Aerococcus 0
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Porphyromonadaceae,Butyricimonas 0
Bacteria,Proteobacteria,Betaproteobacteria,Burkholderiales,Oxalobacteraceae,Oxalobacter 0
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia,Bacteroidales,Rikenellaceae,Rikenella 0
Bacteria,Firmicutes,Erysipelotrichia,Erysipelotrichales,Erysipelotrichaceae, Holdemania 0
Bacteria,Firmicutes,Bacilli,Bacillales,Planococcaceae,Sporosarcina 0
Bacteria,Proteobacteria,Alphaproteobacteria,Rhizobiales,Bradyrhizobiaceae,Bradyrhizobium 0
Bacteria,Firmicutes,Bacilli,Bacillales,Bacillaceae,unclassified 0
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Vzorky

Klasifikace MI_1 MI_2 MI_3 MI_4 MII_1 MIT_2 MIT_3 MII_4 MIIT_1 MIII_2 MITI_3 MIII_4 MIV_1 MIV_2 MIV_ 3 MIV. 4 MV_1 MV 2 MV_3 MV _4
Bacteria, Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Porphyromonadaceae,unclassified 4542 2120 2216 2802 6180 2906 4466 5021 3821 4132 4210 4098 4737 4508 2907 4378 3386 3610 6229 2839
Bacteria, Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Prevotellaceae, Prevotella 858 517 595 519 611 483 2204 2425 1155 1239 1836 1226 968 887 788 1122 2110 2196 2309 2457
Bacteria, Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Porphyromonadaceae, Barnesiella 0 0 0 0 0 0 406 0 308 350 612 614 251 306 207 336 177 116 314 351
Bacteria,Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Bacteroidaceae, Bacteroides 596 678 508 314 1079 2096 1485 1581 113 216 197 318 131 192 161 356 144 115 110 142
Bacteria, Firmicutes, Erysipelotrichia, Erysipelotrichales, Erysipelotrichaceae, Turicibacter 13 196 44 62 20 139 41 76 960 41 281 236 545 1259 102 312 209 451 9% 372
Bacteria, Proteobacteria, Betaproteobacteria, Burkholderiales, Sutterellaceae, Parasutterella 86 50 122 86 88 311 137 89 164 238 267 166 312 516 163 727 245 127 232 328
Unassigned 1043 1162 1290 1258 821 1323 709 761 1245 908 591 746 710 911 801 847 1025 1287 923 1269
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales,Ruminococcaceae,unclassified 1304 1109 1820 1634 742 652 815 679 1745 1056 1155 811 1205 846 1578 1191 2953 2305 984 2557
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae, unclassified 720 469 1693 2729 821 1403 1173 774 2264 1672 1073 1064 335 940 1488 751 2811 3290 1278 2794
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae,Roseburia 50 0 335 62 0 269 113 335 1013 1376 0 38 0 297 176 104 55 138 239 834
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales,Ruminococcaceae,Oscillibacter 406 173 164 601 406 216 202 92 64 307 167 258 42 170 433 269 297 287 524 489
Bacteria, Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Prevotellaceae, Alloprevotella 9 0 34 26 68 15 77 280 7 40 795 78 74 0 0 34 37 844 902 1378
Bacteria, Firmicutes,Bacilli, Lactobacillales, Lactobacillaceae, Lactobacillus 428 374 985 370 471 63 102 57 361 139 248 317 303 520 81 383 347 362 157 381
Bacteria, Firmicutes,Clostridia, Clostridiales, Peptostreptococcaceae, Romboutsia 59 216 251 141 39 1170 129 0 894 143 162 239 282 862 176 224 558 1401 117 476
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae, Blautia 389 389 635 169 96 654 215 94 633 87 0 0 184 342 118 0 24 22 0 104
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales,unclassified,unclassified 382 389 483 213 55 94 327 213 342 215 279 719 237 246 442 739 561 387 181 579
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Clostridiaceae,unclassified 56 155 67 18 17 48 31 85 59 48 145 257 174 107 67 200 315 88 176 751
Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacteriales, Enterobacteriaceae, Escherichia/Shigella 58 53 36 72 0 0 0 14 176 9 17 206 0 16 0 99 0 50 25 259
Bacteria,Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Rikenellaceae, Alistipes 237 229 446 76 93 117 348 280 22 74 97 174 49 34 123 451 132 45 178 206
Bacteria, Proteobacteria, Betaproteobacteria, Burkholderiales, unclassified,unclassified 399 367 63 72 192 903 364 185 150 0 0 0 0 124 0 0 0 0 0 0
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Peptococcaceae, unclassified 61 41 139 68 22 95 44 65 205 72 43 55 78 106 82 193 260 128 71 453
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae, Fusicatenibacter 0 107 216 137 0 219 0 0 46 42 0 0 49 0 0 0 0 0 0 0
Bacteria,Firmicutes, Clostridia, Clostridiales,Ruminococcaceae,Faecalibacterium 221 186 0 0 138 378 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacteria, Proteobacteria, Deltaproteobacteria, Bdellovibrionales, Bdellovibrionaceae, Vampirovibrio 56 64 0 0 24 16 1187 341 18 0 76 21 153 55 196 204 223 119 341 181
Bacteria, Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Prevotellaceae, Paraprevotella 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae, Lachnospiracea_incertae_sedis 454 529 31 127 237 1254 74 42 242 22 0 122 37 125 89 143 212 0 293 365
Bacteria, Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Porphyromonadaceae, Parabacteroides 255 165 97 20 98 349 285 232 51 48 75 109 71 99 50 49 28 0 81 79
Bacteria, Proteobacteria, Epsilonproteobacteria, Campylobacterales, Helicobacteraceae, Helicobacter 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacteria, Proteobacteria, Deltaproteobacteria, unclassified, unclassified, unclassified 124 55 25 29 35 52 72 0 21 0 0 33 26 0 0 0 58 0 0 33
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales,Ruminococcaceae,Ruminococcus 0 39 230 172 0 142 0 72 218 65 119 297 45 199 286 283 457 1077 256 654
Bacteria, Firmicutes,Clostridia, Clostridiales,Ruminococcaceae, Clostridium 77 0 0 105 10 56 156 50 54 145 88 11 0 171 32 38 0 42 16 266
Bacteria, Verrucomicrobia, Verrucomicrobiae, Verrucomicrobiales, Verrucomicrobiaceae, Akkermansia 289 144 50 80 11 0 0 0 0 17 35 0 29 0 12 22 0 0 0 0
Bacteria,Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Ruminococcaceae, Butyricicoccus 145 176 70 77 24 71 0 52 19 20 0 0 0 93 0 0 30 0 0 0
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae, Clostridium 120 71 129 79 30 150 40 51 64 50 20 36 63 39 31 57 17 0 0 22
Bacteria, Firmicutes,unclassified,unclassified,unclassified,unclassified 6 7 10 25 48 27 8 0 74 29 0 84 7 169 152 75 40 83 89 197
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Ruminococcaceae,Subdoligranulum 0 0 0 19 0 0 0 0 49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacteria, Proteobacteria, Alphaproteobacteria,Rhodospirillales,Rhodospirillaceae, Aestuariispira 103 178 0 21 36 42 62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bacteria,Bacteroidetes,Bacteroidia, Bacteroidales,unclassified,unclassified 11 12 24 0 13 0 57 89 0 0 0 84 0 31 0 24 11 0 26 20
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Eubacteriac eae, Eubacterium 47 0 0 0 36 0 0 12 34 15 0 97 0 0 7 0 0 9 0 0
Bacteria, Proteobacteria, Alphaproteobacteria,unclassified, unclassified, unclassified 65 81 26 0 22 10 28 22 0 16 0 0 0 12 0 13 0 9 0 52

&3



Klasifikace
Bacteria,Firmicutes,Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae, Eisenbergiella
Bacteria, Actinobacteria, Actinobacteria, Bifidobacteriales, Bifidobacteriaceae, Bifidobacterium
Bacteria, Proteobacteria, Deltaproteobacteria, Desulfovibrionales, Desulfovibrionaceae, unclassified
Bacteria, Elusimicrobia, Elusimicrobia, Elusimicrobiales, Elusimicrobiaceae, Elusimicrobium
Bacteria, Proteobacteria, Deltaproteobacteria, Desulfovibrionales, Desulfovibrionaceae, Desulfovibrio
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae, Coprococcus
Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Pasteurellales, Pasteurellaceae, Pasteurella
Bacteria, Actinobacteria, Actinobacteria, Actinomycetales, Corynebacteriaceae, Corynebacterium
Bacteria, Firmicutes,Clostridia, Clostridiales,Ruminococcaceae, Pseudoflavonifractor
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae, Anaerostipes
Bacteria, Firmicutes, Erysipelotrichia, Erysipelotrichales, Erysipelotrichaceae, Allobaculum
Bacteria, Actinobacteria, Actinobacteria, Coriobacteriales, Coriobacteriaceae, Collinsella
Bacteria, Deferribacteres, Deferribacteres, Deferribacterales, Deferribacteraceae,Mucispirillum
Bacteria, Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Pseudomonadales, Moraxellaceae, Psychrobacter
Bacteria, Tenericutes, Mollicutes, Anaeroplasmatales, Anaeroplasmataceae, Anaeroplasma
Bacteria, Proteobacteria, Alphaproteobacteria, Rhodospirillales, Rhodospirillaceae, unclassified
Bacteria, Firmicutes, Erysipelotrichia, Erysipelotrichales, Erysipelotrichaceae, Clostridium
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae, Acetatifactor
Bacteria, Proteobacteria,unclassified,unclassified,unclassified,unclassified
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales,Ruminococcaceae, Anaerobacterium
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Clostridiales, incertae_sedis
Bacteria, Firmicutes, Negativicutes, Selenomonadales, Acidaminococcaceae, Phascolarctobacterium
Bacteria, Firmicutes,Bacilli, Lactobacillales, Streptococcaceae, Lactococcus
Bacteria, Firmicutes, Bacilli, Bacillales, unclassified,unclassified
Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostridiales, Lachnospiraceae, Dorea
Bacteria, Proteobacteria, Betaproteobacteria, Burkholderiales, Alcaligenaceae, Oligella
Bacteria, Proteobacteria, Betaproteobacteria, Burkholderiales, Alcaligenac eae, Paenalcaligenes
Bacteria, Firmicutes, Erysipelotrichia, Erysipelotrichales, Erysipelotrichaceae, Coprobacillus
Bacteria, Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Porphyromonadaceae,Odoribacter
Bacteria, Firmicutes, Bacilli, Lactobacillales, Streptococcaceae, Streptococcus
Bacteria, Firmicutes, Erysipelotrichia, Erysipelotrichales, Erysipelotrichaceae, unclassified
Bacteria,Firmicutes, Erysipelotrichia, Erysipelotrichales, Erysipelotrichaceae, incertae_sedis
Bacteria, Firmicutes, Bacilli, Lactobacillales, Aerococcaceae, Facklamia
Bacteria, Firmicutes, Bacilli, Lactobacillales, Aerococcaceae, Aerococcus
Bacteria, Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Porphyromonadaceae, Butyricimonas
Bacteria, Proteobacteria, Betaproteobacteria, Burkholderiales, Oxalobacteraceae,Oxalobacter
Bacteria, Bacteroidetes, Bacteroidia, Bacteroidales, Rikenellaceae, Rikenella
Bacteria, Firmicutes, Erysipelotrichia, Erysipelotrichales, Erysipelotrichaceae, Holdemania
Bacteria, Firmicutes,Bacilli, Bacillales, Planococcaceae, Sporosarcina
Bacteria, Proteobacteria, Alphaproteobacteria, Rhizobiales, Bradyrhizobiaceae, Bradyrhizobium
Bacteria, Firmicutes,Bacilli, Bacillales, Bacillaceae, unclassified
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Priloha 2 — tabulka s mnoZstvim detekovaného signalu jednotlivych SCFA ve vzorcich trusu potkant

Na zaklad¢ téchto dat byla provedena analyza SCFA v ramci metabolomické analyzy (kapitola 6.8.).

SCFA
Vzorky Propionova k. Isomaselndk. Maselna k. Valerovak. Kapronova k.
MV_1 57,52486447 2,642214363 50,47661251 1,060494055 5,977064574
MV_2 4538643508 2,330527049 55,61974844 1,001477376 7,187392963
MV_3 82,78436057 3,832074651 93,97297419 2,736207283 13,17457184
MV_4 89,12018579 2,643519249 55,08847596 0,651017817 1,372281117
MV_5 7648247367 3,300032628 80,93591285 1,467597478 8,623004728
MI_1 7724168378 2,039740694 57,52579559 0,33068693 2,314075997
ML 2 19,57530284 0,614770209 22,90423574 0,268801645 0,25683762
MI 3  69,70029015 2,507266066 90,86584349 1,025614106 3,765944402
MI_ 4 66,02839141 1,870863697 91,22584205 0,742528872 2,392125957
MIL 5 129,943464 5,017522739 139,2048666 2,389334376 1,048402104
CV_1 82,14627449 4,20877392 103,6800621 2,139552368 8,889699409
CV_2 1191467813 0,225385357 15,12138342 0,094094343 0,756929638
CV_3 72,77444546 2884365219 56,66743404 0,935566441 2,823058369
CV_4 109,4100308 3,126464055 88,19711826 0,515797142 2,032668812
CV_5 114,1370477 8393886446 121,9220075 3,870471599 9,679117097
CL1 79,80290222 4,407618774 69,02300833 2,181946988 5,58514239
CL2  84,59425543 3,080548985 117,9200951 1,065691864 2,572571692
CL3 111,1999051 8,482429751 186,6657528 5,195397789 13,17857176
CL4 1265166514 8,05083045 158,267033 4,035427299 7,940117941
CL5 73,8097917 4,38891967 115,744211 2,809864899 5,992718675
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