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Abstrakt

Prace se zabyva reakci stievniho mikrobiomu na terapeutické intervence ve tfech
longitudinalnich studiich u chronickych onemocnéni gastrointestinalniho traktu: Crohnovy
choroby, celiakalni autoimunity a syndromu drazdivého tra¢niku. K tomu byly vyuzity ¢etné
metody mikrobiomové analyzy stolice (zejména masivné paralelni sekvenovani 16S rDNA ¢i
18S rDNA a metagenomické sekvenovani) s naslednou bionformatickou a statistickou
analyzou. U Crohnovy choroby jsme detekovali dosud nepopsanou sekundarni povahu zmén
sttevniho bakteriomu po 1é€bé anti-TNF. U celiakalni autoimunity, kde byl v pfedchozich
pracich popsan efekt intervence probiotik na serologické markery nemoci, stfevni bakteriom i
metabolom, jsme popsali absenci vyznamnych zmén na prospésné sttevni prvoky. U
syndromu drazdivého tra¢niku jsme po podani Ctyt davek transplantace smésné mikrobioty
pozorovali vyznamnou reakci bakteriomu, avSak bez odpovédi na redukci klinickych obtiZi.
Vysledky studii by mohly piispét k lepSimu poznéni role stievniho mikrobiomu v patogenezi

téchto zavaznych onemocnéni.

Klicova slova: mikrobiom, Crohnova choroba, celiakie, syndrom drazdivého tra¢niku

Abstract

This work examines the response of the gut microbiome to therapeutic interventions in three
longitudinal studies of chronic gastrointestinal diseases: Crohn's disease, celiac autoimmunity
and irritable bowel syndrome. Multiple methods of stool microbiome analysis (especially
massively parallel 16S rDNA or 18S rDNA sequencing and metagenomic sequencing)
followed by bioinformatic and statistical analysis were used. In Crohn's disease, we detected a
previously undescribed secondary nature of changes in the gut bacteriome after anti-TNF
treatment. In celiac disease autoimmunity, where previous works described an effect of
probiotic intervention on serological markers of the disease, the gut bacteriome and
metabolome, we described the absence of significant changes in beneficial gut protozoa. In
irritable bowel syndrome, we observed a significant response of the bacteriome after
administering four doses of mixed microbiota transplantation but no response in the reduction
of clinical symptoms. The results of these studies could contribute to a better understanding of

the gut microbiome’s role in the pathogenesis of these serious diseases.

Keywords: microbiome, Crohn's disease, celiac disease, irritable bowel syndrome
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Seznam zkratek

IBD

CD
SCFA

IL
Anti-TNF
IBS

FMT
CeD

CDA

Nespecifické sttevni zanéty (z ang. Inflammatory Bowel Diseases)
Crohnova nemoc (z ang. Crohn’s Disease)

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (z ang. short-chain fatty acids)
Interleukin

Protilatky proti cytokinu TNFa

Syndrom drazdivého tracniku (z ang. Irritable Bowel Syndrome)
Fekalni mikrobidlni transplantace

Celiakie (z ang. Celiac Disease)

Celiakalni autoimunita (z ang. Celiac Disease Autoimunity)
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1. Uvod

Jednou z nejvice zkoumanych oblasti soucasné mikrobiologie je studium lidského
mikrobiomu. Ten je tvofen mj. asi 40 biliony bakterii, pfi¢emz nejvice osidlenym organem je
tlusté stfevo, a tak neni divu, ze prave sttevni mikrobiom je nejvice zkoumanou slozkou
mikrobiomu ¢lovéka. Avsak kultivaéni metody, tvotici jinak zaklad klinicko-mikrobiologické
diagnostiky, selhdvaji v propor¢ni a kvantitativni charakteristice mikrobt ve stolici, jelikoz
vétSina stfevnich bakterii je obtizné kultivovatelna nebo nekultivovatelna. Nicméné diky
metodam sekvenovani nové generace jsme dnes schopni vySetfovat bakterialni slozku
mikrobiomu velmi efektivnimi metodikami profilovani 16S rDNA nebo metagenomického
sekvenovani. Takto byly v posledni dekadé ziskany nové a mnohdy prekvapujici znalosti
spojujici stievni mikrobiom s Cetnymi primarné neinfekénimi onemocnénimi, ¢imz se

1ékatska mikrobiologie zacala pomalu dostavat do nové dimenze své piisobnosti.

Stale vSak v této problematice zlistdva mnoho nejasnych aspektl. A¢ existuje mnoho
prufezovych studii popisujici rozdily mezi ptipady a kontrolami u jednotlivych nemoci, stale
malo studii se zamétuje na longitudinélni sledovani zmén mikrobiomu po terapeutické
intervenci. Ty mohou mnohem Iépe poslouzit k lepSimu pochopeni patogeneze nemoci a ev.
modulaci samotné terapie. Cilem této prace proto bylo zaméfit se na reakce stievniho
mikrobiomu na terapii pomoci longitudinalniho sledovani u celkem tii chronickych sttevnich

onemocnéni: Crohnovy choroby (CD), celiakie (CeD) a syndromu drazdivého trac¢niku (IBS).

1) U déti s CD byly studovany zmény bakteriomu asociované s biologickou 1écbou
inhibitory TNFa v multicentrické prospektivni observacni studii na péti détskych
gastroenterologickych oddéleni (FN Motol, Fakultni Thomayerova nemocnice, FN
Plzen, FN Olomouc, KN Zlin).

2) U déti s celiakalni autoimunitou byl vySetfovan jednobunécny stievni parazitom v
kontextu celého mikrobiomu. Délo se tak u pacientli zatazenych do randomizované
dvojité zaslepené klinické studie s intervenci probiotik organizované Centrem
klinickych studii Lundské univerzity ve Svédsku.

3) U nemocnych s IBS jsme podobnym zpiisobem sledovali fekalni mikrobiom pted a po
fekalni mikrobialni terapii (FMT), kterd byla testovana jako 1écebna strategie v
randomizované dvojité¢ zaslepené intervencni klinické studii feSené ve spolupraci

s Internim oddélenim a Centrem vyzivy Fakultni Thomayerovy nemocnice.



2. Literarni prehled

2.1 Uvod do problematiky mikrobiomu

2.1.1 Mikrobiom a holobiont

Na spojeni mikroorganismu a ¢lovéka bylo jest¢ donedévna nahlizeno Cisté z pohledu
patogenii zptisobujicich infek¢ni nemoci. Diky vyssi dostupnosti metod nezéavislych na
kultivaci, zejména sekvenovani nové generace, jsme zacali byt schopni objevovat novou
dimenzi vztahu ¢lovéka a mikroorganismi, a objevovat nejen pivodce infekci, ale i mikroby
obyvajici lidsky habitat, které tvoti lidsky mikrobiom. Spole¢né s lidskymi buiitkami,
tkanémi a organy pak mikrobiom kazdého clovéka vytvari lidsky holobiont, nebo také

superorganismus, kde se vSechny sloZzky vzajemné ovliviiuji.

Nejvice osidlenym mikrobiomem lidského holobiontu je v tlustém stfevé. Jeho dysbioza, tedy
nerovnovaha ve slozeni a funkci stievnich mikrobi, je spojovana s celou fadou onemocnéni
od gastroenterologickych az po neurologicka, respiracni, metabolicka, jaterni a
kardiovaskularni. V soucasné dobé¢ se velke usili soustfed’'uje na zkoumani potencialni
pric¢inné souvislosti onemocnéni se zménami mikrobiomu za realizace novych terapeutickych
a preventivnich strategii. To bylo i pfedmétem této dizertacni prace, kterd, jak zminéno

v ivodu, se zamétila na zmény stievniho mikrobiomu pfi terapeutickych intervencich u tfech

chronickych, primarné neinfek¢énich onemocnéni gastrointestinalniho traktu.

2.1.2 Definice a terminologie

Mikrobiom je dnes chapan zejména ve svém holistickém, tedy ekologickém i1 genomickém
vyznamu, jako charakteristickd mikrobidlni komunita, ktera obyva urcity racionalné
vymezeny habitat s typickymi fyzikalnimi a chemickymi podminkami (Berg et al., 2020);
predstavuje dynamicky a interaktivni mikro-ekosystém podléhajici zménam v Case, je
propojen s makro-ekosystémy véetné eukaryotickych hostiteld, pro jejichz télesné funkce a
zdravi je potfebny nebo dokonce nezbytny. Viibec prvni definici slova mikrobiom pouZzili jiz
v roce 1988 Whipps a kol., kteti se zabyvali ekologii rhizosférickych mikroorganismii.
Mikrobiom popsali jako kombinaci slov "mikro" a "biom" a oznacili ho jako "charakteristické
mikrobialni spolecenstvi v pfiméfené dobife definovaném prostiedi, které ma definované
fyzikéalné-chemické vlastnosti a své pole plisobnosti (Whipps, 1988)." To zahrnuje celé
spektrum molekul produkovanych mikroorganismy, véetné jejich strukturnich prvki

(nukleové kyseliny, proteiny, lipidy, polysacharidy), metabolitl (signalni molekuly, toxiny,



organické a anorganické molekuly) a molekul produkovanych koexistujicimi hostiteli a
strukturované okolnimi podminkami prostiedi. Proto by mély vSechny mobilni genetické
elementy, jako jsou fagy, viry, "reliktni" a extracelularni DNA, byt zahrnuty do pojmu
mikrobiom zaroven vSak nejsou soucasti mikrobioty. Definice zakladnich termint jsou

shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1. Zakladni terminologie mikrobiomové védy (Berg et al., 2020)

Charakteristickd mikrobialni komunita, kterd obyva urcity racionalné

vymezeny habitat s typickymi fyzikalnimi a chemickymi podminkami;

Mikrobiom ) ) ) ) i
o ) predstavuje dynamicky a interaktivni ekosystém podléhajici zménam
(holisticka definice) . . . .
v Case, je propojen s makro-ekosystémy vcetné eukaryotickych hostiteld,
pro jejichz télesné funkce a zdravi je potfebny nebo dokonce nezbytny.
Mikrobiota Soubor jednotlivych zivych mikroorganismi tvoticich mikrobiom.
Metagenom Kolektivni genom, tj. soubor mikrobialnich genomii daného mikrobiomu.

Souhrn vsech v ur¢itém okamziku pfitomnych RNA vzniklych transkripci

Metatranskriptom | z funkénich, aktualné transkribovanych genti mikrobioty daného

mikrobiomu.
Metaproteom Soubor proteind, pfitomnych v ramci daného mikrobiomu.
Mikrobialni ' ) _ _
Soubor metabolitli, nachazejicich se v daném mikrobiomu.
metabolom

Jeste nedavno se vSak mikrobiom definoval, a Casto se stale definuje, dvojim zplisobem:
ekologicky a geneticky. Ekologicka definice ho chapala jako spoleCenstvi komenzalnich,
symbiotickych a patologickych mikroorganismt a jejich piisobkii v rameci lidského téla nebo
jiného ekosystému (Lederberg, 2001); podobné genetickéa definice ho chéapala jako kolektivni
genom vSech mikroorganismli v daném prostiedi, tedy lidského téla nebo jiného ekosystému.
Dnes se vSak kolektivni genom mikrobiomu oznacuje terminem metagenom (Marchesi &

Ravel, 2015).

Soubor jednotlivych Zivych mikroorganismu (bakterii, archea, hub a jednobunéénych prvoki)
obyvajici urcité prostfedi, tedy naptiklad lidsky mikrobiom, se oznacuje jako mikrobiota
(Marchesi & Ravel, 2015). Tento termin slouzi jako obecné oznaceni pro celkovy soucet

jednotlivych mikroorganismll v mikrobiomu, bez ohledu na jejich vzdjemné vztahy a vlivy



prostfedi. Pojem mikrobiota explicitné nahrazuje zastaraly, avSak stale bézné uzivany vyraz
,mikroflora.” Ten vznikl historicky jako opozice k pojmu ,,makrofauna“ v dobé¢, kdy bylo
potieba symbolicky odd¢lit Zivocichy, vcetné ¢loveka, od mikrobt, ktefi kolem né&j ziji. S
ohledem na rostouci dilezitost ekologicky orientovaného vyzkumu v oblasti mikrobiomi se
povazuji konotace spojené s terminem ,,flora”, ktery ma botanicky ptivod, za nevhodné a
neodborné (Marchesi & Ravel, 2015). Protoze fagy, viry, plazmidy, priony, viroidy a volna
DNA obvykle nejsou povazovany za zivé mikroorganismy, nepatii tedy do mikrobioty, avSak

spoluvytvaii mikrobiom.

Budeme-li se drzet centralniho dogmatu molekuldrni biologie (DNA — RNA — proteiny) po
metagenomu ndasleduje metatranskriptom, ktery predstavuje "souhrn vSech v ur€itém
okamziku ptfitomnych RNA vzniklych transkripci z funkénich, aktualné transkribovanych
genti mikrobioty. Jeho vysledkem je pak metaproteom, tedy soubor proteint pfitomnych v
ramci daného mikrobiomu. Na zavér této sekvence je metabolom, ktery zkoumé mikrobidlni
metabolity. Nevyhodou studia metabolitt je, ze v prostiedi sdileném riznymi
mikroorganismy a ovlivnéném metabolickou ¢innosti makroorganismu nelze, na rozdil od
analyzy proteinti a nukleovych kyselin, a¢inné nebo dokonce viibec stanovit konkrétniho

producenta metabolitii s nizkou molekulovou hmotnosti.

Termin mikrobiom tedy dnes chapeme jako termin nadiazeny, ktery zahrnuje nejen v ném
zapojené mikroorganismy, ale také jejich pole plisobnosti, ve kterém se formuji specifické
ekologické niky (Berg et al., 2020). Tyto niky pak ptedstavuji mikrobiomy jednotlivych
organovych systémi — tedy mikrobiom stfevni, kozni, vaginalni ¢i plicni. Vzhledem k tématu

dizertacni prace se dalsi text zabyva pouze mikrobiomem stfevnim.
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Microbiome

" Microbiota ' 4 “Theatre of activity”

‘ Bacteria ‘ Archaea Microbial structural elements
- : 2 Proteins/ i ‘ Poly- ‘
Fungi ‘ Protists | peptides Lipids _ sacharides §
Algae " Nucleic acids
! structural DNA/RNA
.................................................... |"""Hiél':ii'l'é'ééhéii'&'é'léi'héh'f:é""'"'"'""m""”"”m"
Internal/external structural elements . . .
_incl. viruses/phages relic DNA
Microbial metabolites
Environmental ( Signalling . [ (An)organic |
conditions Toxins
on _ molecules | | | | molecules |

Biome: a reasonably well defined habitat which has distinct bio-physio-chemical properties

Obr. 1 Shrnuti termini tvofici mikrobiom podle holistické definice, s laskavym svolenim

autorky (Berg et al., 2020)

2.1.3. Metody studia mikrobiomu

Mikrobiom lze popsat v jeho celkovém holistickém piistupu. Metody, které tak Cini
odpovidaji na tii zakladni otazky: 1) ,,Kdo je v daném mikrobiomu pfitomen?* (mikrobiota,
analyzovana bud’ konvenc¢né kultivaénimi metodami, profilovanim 16S rDNA i
metagenomicky); 2) ,,Co umi d€lat?* (metagenomika) a 3) ,,Co déla prave ted’?"

(metatranskriptom, metaproteom a mikrobialni metabolom).

Kultivaéni techniky
V bézné praxi klinicko-mikrobiologické laboratoie spoléha analyza vzorki stolice na

kultiva¢ni techniky. Ty maji zasadni omezeni, jelikoz aZ 80 % bakterialnich druhti nalezenych
molekularnimi metodami v lidském stfevé nebylo kultivovano nebo dokonce ani nelze
kultivovat (Turnbaugh et al., 2007). Dnes se vSak objevuji metody spojujici obohacenou
kultivaci doplnénou profilovanim 16S rDNA, které umoziuji vyznamné zvysit podil

zachycenych agens s pfesnou identifikaci (Lau et al., 2016).
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Soubor mikrobi, které 1ze prokéazat kultivacnimi technikami, pak oznacujeme jako kulturom.
Normalni kulturom stolice pak, v bézné praxi stale oznacovan jako “bézna sttevni flora®,
muze zahrnovat pfi standardni kultivaci pti 37°C v aerobnich podminkach nélezy
enterobakterii (zejm. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) ¢i enterokoki (Enterococcus
faecalis ¢i E. avium a dal$i). Vysetfeni v anaerobnich podminkach nabizi jiz vétsi paletu
detekovatelnych agens zahrnujici grampozitivni koky (Peptococcus, Peptostreptococcus,
Finegoldia magna), grampozitivni ty¢inky (Eubacterium, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Clostridium), gramnegativni koky (Veilonella) a zejména gramnegativni ty¢inky

(Bacteroides, Prevotella).

Sekvenac¢ni metody
Obecnym problémem vyse zminénych kultivacnich technik je niz§i senzitivita oproti

metodam sekvenace DNA. Ta vznik4 v rdmci preanalyticke faze (zejm. preristani aerobnimi
bakteriemi po odbéru), i1 analytické faze (detekéni moznosti omezené na kultivovatelné
agens). Tim jsou moznosti detekce vSech mikrobt ze stolice z pochopitelnych divodii

omezené, avSak pro potieby diagnostiky ptivodct stfevnich infekci dostacujici.

Oproti tomu u metod vyuzivajici sekvenovani DNA jsou odbér vzorku, jeho transport i
samotna analyza navrZeny tak, aby se docililo detekce idealné vSech mikrobu ve vzorku.
Nejvice vyuzivanymi piistupy jsou profilovani 16S rDNA a metagenomika. Masivné¢ paralelni
sekvenovani amplikont 16S rDNA poskytuje informace o taxonomickém slozeni rychle a za
relativné nizkou cenu,— mnohdy vSak s omezenou piesnosti a hloubkou identifikace. Oproti
tomu metagenomické sekvenovani nas informuje nejen o pritomnosti jednotlivych taxont, ale
také o metabolickém potencialu mikrobiomu. Nevyhodou jsou vyssi ndklady a pozadavky na

pokrocilé vypocetni analyzy (Wensel et al., 2022).

Profilovani 16S rDNA. Tento piistup pouZziva primery zacilené na specifickou oblast genu
pro bakteridlni 16S rRNA. Tento gen je dlouhy okolo 1550 bazi a stfidaji se v ném jak
konzervativni useky, tak devét hypervariabilnich tsekll (V1-V9). Pro profilovani bakteriomu
z lidskych stolic se nejvice vyuzivaji useky V3, V4 ¢i cely Gsek oblasti V3-V4. Konzervativni
useky slouZi jako vazebna mista pro primery, kdeZto unikatni sekvence hypervariabilnich
usekd umoziuji identifikaci bakterie. Jedna se o dnes osvédcenou, rychlou a ndkladove

efektivni metodu pro ziskani pohledu na mikrobiom. Tento ptistup se dobie osvéd¢il u vzorkt
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kontaminovanych lidskou DNA, jako jsou napt. vzorky tkani, a vzorky s nizkym obsahem
mikrobl. Mezi mozné zdroje zkresleni pii sekvenovani 16S rDNA patii vybér variabilnich
oblasti, velikost amplikonti (Walker et al., 2015) a pocet cyklti PCR (Bonnet et al., 2002).
Vzorky s nizkym obsahem mikrobll jsou obzvlasté nachylné ke zkresleni zpiisobenému
nadmérnou amplifikaci — s rostoucim poc¢tem cykli PCR dochdazi ke stale vétsSimu
nadmérnému zastoupeni kontaminujicich mikroorganismti (Walters et al., 2011).
Optimalizace primerti mize pomoci zmirnit zkresleni, ale to vyzaduje znalost slozeni
mikrobiomu jiz pfedem, aby bylo moZné posoudit taxonomické rozliSeni a pokryti cilového
studovaného mikrobiomu (Walters et al., 2011). Nicméné 1 s dobfe optimalizovanymi

primery je taxonomické rozliSeni Casto omezeno na uroven rodu (Knight et al., 2018).

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

unspecific applications
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Obr. 2 Gen pro 16S rRNA (Yarza et al., 2014)

Metagenomika je metoda sekvenovani vSech genomt ve vzorku a poskytuje podrobné&;jsi
genomické informace a taxonomické rozliSeni nez samotné sekvenovani PCR amplikonu 16S
zachycuje veSkerou DNA pfitomnou ve vzorku, véetné virové a eukaryotické DNA. Pfi
odpovidajici hloubce sekvenovani (pocet sekvenacnich ¢teni na vzorek) Ize dosahnout
taxonomického rozliSeni na urovni druhii nebo az kment bakterii (Scholz et al., 2016) a
sestaveni celych mikrobidlnich genomi z kratkych ¢teni sekvenci DNA (Mukherjee et al.,
2017), avsak anotace funk¢nich genti de novo neni v téchto podminkach mozna.
Metagenomické sekvenovani profiluje funkéni kapacitu celého mikrobiomu na irovni genti
(Abubucker et al., 2012). Zkresleni, ktera jsou vnasena konstrukei knihovny, sestavovanim a
referencnimi databazemi pro anotaci, jsou vSak méné pochopena nez zkresleni, ktera existuji

v dobfte charakterizovanych ptistupech k profilovani 16S rDNA (Knight et al., 2018).

Metatranskriptomika vyuZiva sekvenovani RNA k profilovani transkriptomu v
mikrobiomech a poskytuje informace o genové expresi a aktivnim funkénim vystupu
mikrobiomu. Sekvenovani RNA identifikuje pouze geny, které jsou v dobé odbéru vzorku

aktivng transkribovany, tj. informuje o jejich funkénim profilu (Wensel et al., 2022).
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Dulezitym aspektem této metody je moznéa kontaminace hostitelskou RNA, zejména vysoce
hojnou rRNA, navic RNA je nachylnéjsi k degradaci, coz vyzaduje specialni zachazeni
preanalyticky i pfi zpracovani vzorku. Navzdory technickym obtizim mohou
metatranskriptomicka data nabidnout jedine¢né poznatky; transkriptomy se na irovni jedince
1isi vice nez metagenomy (Franzosa et al., 2014) a metatranskriptomika maze odhalit reakci

mikrobiomu na externi faktory jako tfeba expozici xenobiotiklim (Maurice et al., 2013).

Metabolomika
Metabolom stolice podava specifické informace o metabolické souhie mezi ¢lovékem, jeho

stravou a stfevni mikrobiotou (Marcobal et al., 2013) a dopliluje pfistupy zaloZené na
sekvenovani tim, ze poskytuje funk¢ni idaje o mikrobiomu — tedy nejen informace o slozeni,

funk¢ni kapacité, ale 1 skutecnych produktech studovaného ekosystému.

V oblasti studia stitevniho metabolomu se vyuziva nuklearni magnetické rezonance (MRI) €1
plynové chromatografie spojené s hmotnosti spektrometrii. Metody se 1i$i zpracovani vzorku
(MRI nevyzaduje derivatizaci, tedy umoziiuje analyzu molekul bez ptedchozich uprav), a

schopnosti pracovat s nekonvencnimi vzorky dané svym slozenim, jako je prave stolice.
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2.1.4 Stievni mikrobiom se zamérenim na bakteriom

Jak jiz bylo zminéno, vétSina mikroorganismii lidského holobiontu se nachazi ve sttevech a
vytvaii tak sttevni mikrobiom (Lynch & Pedersen, 2016). Jeho zdaleka nejprobadané;si
sloZkou je bakterialni kompartment nazyvany jako bakteriom. Tvofi ho asi 38 bilionti
bakterii, jejichZ spole¢na geneticka vybava ¢itd 2 miliony gend, tedy 1,3 vice bun¢k a az 100x
vice genil nez predstavuje samotny lidsky organismus (Sender et al., 2016). Nutno dodat, ze
ohromujici ¢isla nevypovidaji o vSem: 1) 83% lidskych bunék jsou bezjaderné erytrocyty
specializované jen na transport kysliku a 2) geny bakterii jsou sice velmi odlisné a
kumulativné tak nasobné prevysuji pocet téch lidskych, av§ak funkéné jsou produkty jejich

exprese varianty s velmi podobnou funkei.

human cells bacteria

1 |
) . A

cells
b - B s
T.fgsfﬂ = I-

0.2 MW erythrocytes [Clothers M bacteria
M adipocytes H muscle cells

Obr. 3 Kvantitativni rozdily mezi lidskymi a bakteridlnimi buiikami (Sender et al., 2016)

Kli¢ové funkce stifevniho mikrobiomu
Funkci mikrobiomu je mnoho, vzhledem k tématu dizertacni préce je prostor vénovan

zejména metabolickym funkcim a poté pfimé a nepiimé obrané pied stievnimi patogeny.
Jednou z nejvyznamné;jSich funkci je bohata metabolicka vybava, ktera je srovnatelna s jatry a
sttevni sliznici. Vyznamné se tak podili na traveni Zivin (Nicholson et al., 2012), a to diky
enzymum, které nejsou kodovany lidskym genomem, jako jsou ty slouzici k rozkladu
polysacharidii, polyfenoll a syntéze vitamintl (K, B1, B5, B6 a B9). Stievni mikrobi také
fermentuji vlakninu za vzniku mastnych kyselin s kratkym fetézcem (ang. short-chain fatty
acids, SCFA), zahrnujici acetat, propionat a zejména pak butyrat. SCFA hraji klicovou roli v
udrzovani stfevniho zdravi tim, Ze vyzivuji enterocyty, ptes tight-junctions udrzuji integritu
stievni stény a vykazuji protizanétlivé u¢inky (Ramakrishna, 2013). Vyznam hraje stievni

mikrobiota i v metabolismu xenobiotik (Buffie & Pamer, 2013).

Dale se stfevni mikrobiota podili na pfimé ochrané pted stfevnimi patogeny pomoci nékolika

mechanismi, které shrnuji ve svém nyni jiz devét let starém piehledu Sassone-Corsi a
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Raffatellu (Sassone-Corsi & Raffatellu, 2015). Jsou snizeni moznosti adheze patogentl,
omezeni zdrojl uhliku a Zeleza pfed patogeny, sekrece antimikrobidlnich latek (bakteriociny a

mikrociny) a pfimy pfenos toxind ptes sekrecni systémy typu 6 (T6SS).

Dalsi funkci mikrobioty je i nepfimy podil na obrané proti patogeniim (Sassone-Corsi &
Raffatellu, 2015). (1) Prvnim z nich je bariérova funkce dana Cistou ptitomnosti bakterii. (2)
Vyznamna je i produkce SCFA stfevnimi anaeroby, kterd pomaha udrzet integritu stfevni
stény a tim sekundarné brani pfed exogennimi mikroby. (3) Komenzalni bakterie stimuluji
zpracovani a sekreci IL-1P, coz vede k atrahovani neutrofilii do mista infekce. (4) Nekteré
komenzaly (napt. Lactobacillus reuteri) indukuji sekreci IL-22 vrozenymi lymfoidnimi
bunikami (ILC), které mohou nésledné chranit pred nékterymi patogeny prostfednictvim
indukce uvoliiovani antimikrobidlnich latek epitelidlnimi bunkami. (5) Sekrece
antimikrobidlnich proteinii (AMP), v€etné a-defensinii a REG3y, je kli¢ovou soucasti
kontroly riistu patogent a je ¢astecné zprostiedkovana mechanismy zavislymi na
komenzalech. (6) Komenzaly mohou podporovat adaptivni imunitu indukci diferenciace T
bunék, naptiklad stimulaci diferenciace a aktivace Th17 a Treg bunék. (7) Komenzaly mohou
usnadnit spravné fungovani slizni¢ni bariéry tim, ze indukuji B buniky a reguluji sekreci IgA.

Viz Obr. 4.
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Obr. 4 Nepiimé mechanismy obrany proti patogentim (Sassone-Corsi & Raffatellu, 2015)

Komplexni funkce mikrobioty zahrnuji 1 ovliviiovani vzdalenych orgdni, mimo stfevni trakt;
chova se totiz jako endokrinni organ, ovliviiuje regulaci sytosti, naladu ¢lovéka a jeho chovani

- vz4jemna interakce mezi sttevnim mikrobiomem a mozkem se pak nazyva "osa stfevo-

mozek" (Lynch & Pedersen, 2016).

Ontogeneticky vyvoj stfevniho mikrobiomu
Zda jsou lidsky plod a prostiedi in utero ve zdravém téhotenstvi sterilni ¢i osidlené mikroby,

zlstava stale pfedmétem diskusi. Existuji studie, které popisuji pfitomné bakterie v
placentach zdravych matek (Aagaard et al., 2014), plodové vodé ptedcasné narozenych déti
(DiGiulio et al., 2010), 1 ve smolce (Gosalbes et al., 2013). Nicméné, zjiSténé nalezy jsou
velmi pravdépodobné diisledkem kontaminace béhem odbéru vzorkl plodu nebo béhem
extrakce DNA a sekvenovani DNA, jelikoZ se v téchto studiich pracovalo se vzorky s velmi
nizkou mikrobidlni nalozi (Kennedy et al., 2023). Krom¢ toho existence zivych a replikujicich

se mikrobidlnich populaci ve zdravych tkanich plodu neni slucitelna se zakladnimi koncepty
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imunologie a klinické mikrobiologie. To vede védeckou komunitu k zavéru, Ze normalni

lidsky plod by se stdle mél povazovat za sterilni.

Zpusob porodu vyznamné ovliviiuje Casnou postnatalni mikrobidlni expozici a tim i prvni
kolonizaci stfeva (Backhed et al., 2015; Dominguez-Bello et al., 2010). Novorozenci rozeni
per vias naturales tak maji stfevni mikrobiom podobny tomu vaginalnimu, tedy tvofeny
prevazné laktobacily, ti rozeni cestou sectio caesarea maji sttevni mikrobiom podobny tomu
koznimu (Backhed et al., 2015). V kojeneckém véku se pak slozeni stfevni mikrobiomu
meéni, zacina se podobat dospélému, a to v souvislosti s ukon¢enim kojeni a nikoli se
zavedenim tuhé stravy, jak by se nabizelo (Backhed et al., 2015). Béhem prvnich
postnatalnich let se zvySuje bakteridlni diverzita a funk¢ni kapacita mikrobiomu (Martens et

al., 2008).

Rychlé tempo zvySovani bakterialni diverzity, které je pozorovano v kojeneckém véku, se v
raném détstvi zpomaluje (Cheng et al., 2016) a diverzita zGstava u déti nizsi nez u dospélych
(Cheng et al., 2016). V détstvi se sloZeni stievniho bakteriomu stava stabilnéjSim, pficemz se
v ném prosazuje vice zastupci kmene Bacteroidetes, v€etné téch produkujici butyrat (Cheng
et al., 2016). Détsky mikrobiom postupné dozrava do struktury podobné dospélému do véku 3
let (Yatsunenko et al., 2012), nicmén¢ teprve v mladsim Skolnim véku (7 az 12 let) je pocet
bakterialnich taxont a funk¢nich genii podobny jako v dospélosti (Hollister et al., 2015), a¢
veékove diferencované mikrobiomy jsou taxonomicky a funkéné€ odlisné. U starSich skolnich
déti a dorostu (13-18 let) je stievni mikrobiom oproti dospélému jesté obohacen o
Bifidobacterium, Faecalibacterium a Lachnospiraceae a o drahy podilejici se na tvorbé

vitaminu B12 a biosyntéze folatu (Hollister et al., 2015).

U zdravého dospélého Eloveéka se pak stfevni bakteriom sklada z péti prevazujicich kmenti
(phyl) bakterii: (1) Firmicutes (60 az 80 % celkové slozeni), zahrnujici tfidy jako Clostridia,
Bacilli a Negativicutes, (2) Bacteroidetes (20 az 40 %) zahrnujici Flavobacteria, Bacteroidia,
Sphingobacteria a Cytophagia, (3) Verrucomicrobia zahrnujici zejména rod Akkermansia, (4)
Actinobacteria zahrnujici zejm. rod Bifidobacterium a (5) v mensi mife Proteobacteria
zahrnujici ¢eled’ Enterobacteriaceae (Donaldson et al., 2016). Z dalSich organismil pak
nachazime metanogenni archea (pfedev§im Methanobrevibacter smithii), z eukaryot pfevazné

kvasinky a stfevni prvoky (viz 2.1.5). Na taxonomické tirovni kmene je stfevni mikrobiom u
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dospélych stabilni (pokud se nepodavaji antibiotika), ale konkrétni mikrobialni druhy a jejich
zastoupeni se u jednotlivych zdravych osob velmi lisi, ¢imz se vytvari jedine¢né slozeni
sttevniho mikrobiomu kazdého ¢loveka (Yatsunenko et al., 2012). Navzdory této
taxonomické inter-individudlni variabilité je funk¢ni kapacita stievniho mikrobiomu
dospélého cloveka u zdravych osob relativné konzistentni (Human Microbiome Project, 2012;

Qin et al., 2010).

Fylogeneticky vyvoj stfevniho mikrobiomu
Ve sloZeni sttevniho mikrobiomu je dlouhodobé pozorovan ubytek diverzity 1 zastoupeni

predkd dnesnich mikrobu (tzv. ancestralnich mikrobil), a to u velké ¢asti svétové populace
(Finlay et al., 2021). Dvody globalniho snizeni mikrobialni diverzity popisuji komplexnéjsi a
explicitngjsi hypotézy (Scudellari, 2017; Stiemsma et al., 2015) navazujici na ptivodni
hygienickou hypotézu D. P. Strachana (Strachan, 1989), které jako diivody uvadi zvySenou
urbanizaci, nadmérné uzivani antibiotik a dalSich 1€k, postupy a trendy v porodnictvi a péci o
kojence (vyssi podil cisafskych fezi, vyssi uzivani umélé kojenecké vyzivy), zintenzivnéni
hygienickych navyka, globalné snizenou pestrost stravy (zejména klesajici pfijem vldkniny a
zvysené konzumace zpracovanych potravin) a rozsifené uzivani tabaku, alkoholu a dalSich
drog (Bokulich et al., 2016; Le Bastard et al., 2018; Sessitsch et al., 2023; Sonnenburg &
Sonnenburg, 2019).

V pribéhu generaci se sniZzuje prenos mikrobti z prostiedi na ¢loveka, a naopak se zvysuji
ztraty mikrobt v lidském mikrobiomu. To miize vést az k vymirani ancestralnich mikrobti a
jejich trvalé ztraté z mikrobiomového fondu. Tento dlouhodoby tbytek, o kterém poprvé
referovali Blaser a Falkow (Blaser & Falkow, 2009) a nezéavisle na nich i Rook (Rook et al.,
2017), je znam jako hypotéza mizejici mikrobioty. SniZena mikrobialni expozice a s ni
spojeny nartist chronického zanétu jsou spojovany s rostoucim vyskytem chronickych
onemocnéni, véetné obezity, diabetu, astmatu a ¢etnych autoimunitnich a imunitné
podminénych onemocnéni (Buford, 2017). Podobné negativni efekt ma konzumace antibiotik
v raném détstvi (Stiemsma et al., 2015), pravdépodobné ovlivnénim rovnovahy ziskdvani a
ztraty mikrobil. Naopak, expozice venkovskému prostiedi a hospodarskym zvifatim byla

popséna jako protektivni pted rozvojem alergie (Illi et al., 2012).
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Ovlivnéni stfevniho mikrobiomu
Stfevni mikrobiom ovliviiuji mnohé faktory, jak endogenni tak exogenni (Falony et al., 2016;

Zhernakova et al., 2016). Vzhledem k zdméru dizertacni prace vSak budou shrnuty jen
zakladni informace, konkrétni vliv jednotlivych faktorti na slozeni stievniho mikrobiomu u
nemoci, které¢ jsou tématem dizertacni prace je pak detailné rozebran v pfislusnych

podkapitolach (2.2.-2.4.).

Mezi hlavni faktory ovliviiyjici slozeni stfevniho mikrobiomu ¢lovéka patii zptisob porodu
(Backhed et al., 2015), a€ postupné vyprchava se zranim mikrobioty (Roswall et al., 2021),
dale pak genetické predispozice (Goodrich et al., 2014), vlastnosti imunitniho systému jedince
(Wang et al., 2015), zptisob stravovani (véetn¢ doplnku stravy, kojeni a uzivani umelé
kojenecké vyzivy) (David et al., 2014), uzivani antibiotik a dalsich 1€ka (Cho et al., 2012;
Maurice et al., 2013), prodélané infekce (Hsiao et al., 2014), cirkadidlni rytmus (Thaiss et al.,
2014) a expozice environmentalnim mikrobtim (Fujimura et al., 2014), z nichZ nékteré jsou
prokézany jako rizikové faktory pro détské nemoci, jako jsou autoimunitni
onemocnéni(Belkaid & Hand, 2014), alergie (Johnson et al., 2005) ¢i obezita (Yallapragada et
al., 2015). Relativni vliv téchto faktorti na slozeni a funkci lidského stfevniho mikrobiomu a

pretrvavani téchto ucinka se vsak znacné lisi.

Dysbiéza stievniho mikrobiomu
Zékladni, avsak stale nezodpovézenou otdzkou v mikrobiomové véd¢ ziistava, jaké sloZeni

sttevniho mikrobiomu lze povaZzovat za zdravé ¢i alespont normalni. Zda se, ze odpovéd’ na
otazku ,,co je to zdravy mikrobiom* je stale prostd: nevime. Aktualni konsenzus
mikrobiomové védy proto zavadi termin eubidza, ktery se nejvice blize pojmu "zdravého
mikrobiomu". Eubiozu Ize povazovat za rovnovazné slozeni stievniho mikrobiomu majici
ptiznivé Ucinky pro cely lidsky holobiont. Celkové Ize predpokladat, ze eubioticky mikrobiom
se vyznacuje vysokou diverzitou bakteridlnich taxonil, vysokym genovym bohatstvim

mikrobil a stabilnim funkénim jadrem mikrobiomu.

Velké posuny v poméru mezi péti pfevladajicimi kmeny bakterii sttevni mikrobioty nebo
vzestup urcitych bakteridlnich skupin znamenaji nerovnovahu spojenou s onemocnénim,
oznacovanou jako dysbiéza. Hlavnimi znaky dysbidzy jsou sniZeni mikrobidlni diverzity a
narlst gramnegativnich proteobakterii (Weiss & Hennet, 2017). Dale je obvykle dysbidza

charakterizovéana zvysenou stfevni permeabilitou (Weiss & Hennet, 2017). Za fyziologickych
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podminek jsou produkty patogennich bakterii odstranény ptisobenim lymfocytt Thl a Th17,
avSak velké mnozstvi invadujicich bakterii piisobi nadmérnou aktivaci Toll-like receptorti
(TLR), coz vede k nadmérné expresi prozanétlivych cytokint s naslednym poskozenim
epitelu a chronickému zanétu (jako tieba u Crohnovy choroby, viz 2.2.1.) (Karczewski et al.,

2014).

Zatimco dysbioticky stievni mikrobiom mtize byt charakteristickym znakem nékolika
zanétlivych onemocnéni, dysbioza sama o sobé mize byt spoustééem naruseni rovnovahy
sttevni homeostazy a rozvoje zanétu (Karczewski et al., 2014), jako tfeba u novorozenecké
nekrotizujici enterokolitidy, nebo infekéniho prijmu vyvolaného Clostridioides difficile
(Weiss & Hennet, 2017). Je tedy otazkou, zda 1 u dalSich onemocnéni spojenych s dysbiozou,
jako jsou zanétliva sttevni onemocnéni, autoimunitni onemocnéni (celiakie, diabetes mellitus
1. typu), alergie, obezita, metabolickd onemocnéni ¢i neurologické poruchy je dysbioza

pouhym piiznakem nebo naopak aktivnim spoustéem onemocnéni.

2.1.5 DalSsi slozky strevniho mikrobiomu mimo bakteriom

Nejen bakterie tvoii lidsky mikrobiom, dalsi slozkou tohoto pestrého ekosystému jsou i viry,

archea a eukaryota, jako jsou houby a prvoci.

Lidsky virom tvoii 10"3-10' tzv. virus-like particles (VLP) (Liang & Bushman, 2021;
Shkoporov & Hill, 2019), pficemz nejvice se jich nachazi v travicim traktu a vétSina z nich
jsou bakteriofagy (Shkoporov & Hill, 2019). VétSina znamych stievnich fagi v lidském strevé
jsou DNA viry, avSak pouze 56% stfevniho viromu bylo mozné anotovat na trovni ¢eledi a
nizsich taxonomickych trovni (Nayfach et al., 2021; Shkoporov & Hill, 2019), zbytek se
oznacuje jako tzv. ,temna hmota.* Prave studiem této temné hmoty byl objeven i vitbec
nejvice zastoupeny virus v lidském mikrobiomu, kterym je skupina dsDNA virli znama jako
crAssphage (z ang. Cross-Assembly odkazujici na zplisob jeho objevu (Yutin et al., 2021)).
CrAssphage je zastoupen ptiblizn€ v poloviné lidskych stfevnich metagenomt a v nékterych z
nich tvofi az 90 % sekvenacnich ¢teni (Yutin et al., 2021). Sekvence genomu crAssphage byly
zjistény v lidskych stfevnich metagenomech z riznych geografickych lokalit, coZ ukazuje, Ze
crAssphage je nejen nejhojnéj$im virem v lidskych stievnich mikrobiomech, ale je také Siroce
roz§iten napti¢ lidskou populaci (Dutilh et al., 2014; Edwards et al., 2019; Shkoporov & Hill,

2019). Podobné jako u bakteriomu, jsou i zmény stievniho viromu asociovany s pribéhem
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fady onemocnéni, véetné IBD, infekce Clostridioides difficile (CDI), obezity, diabetu 1.typu,
infekce SARS-CoV-2, jaternich onemocnéni, kolorektalniho karcinomu, a také podvyzivy
(Cao et al., 2022). Navic terapeuticka uprava stievniho viromu ukazala velky potencial

v podob¢ transplantace fekalniho viromu (FVT) a fagové terapie (Duan et al., 2019; Ott et al.,
2017; Zuo et al., 2018), které se ukazaly jako vysoce uc¢inné pii 1é¢b¢ stievni dysbidzy
vyvolan¢ antibiotiky (Draper et al., 2020), rekurentni klostridiové kolitidy (rCDI) (Ott et al.,
2017), obezity (Rasmussen et al., 2020) a bakteridlnich infekénich onemocnéni (Cepko et al.,
2020; Galtier et al., 2017).

Ackoli vétSina archaei je povaZovana za extrémofily Zijici v drsném prostiedi, byly
identifikovany 1 u lidi na kazi, v Gstni dutin€ a ve stieve a tvoii tak lidsky archeom. Jejich
zastoupeni se individualné vyznamné li§i — tzv. nosi¢i mohou mit az 2% mikrobiomu tvofené
archaei, nenosici pak jen 0,02% (Moissl-Eichinger et al., 2018). Ve stfeve se jedna predevSim
o metanogenni archaea, ze kterych nejvice zastoupenym druhem je Methanobrevibacter
smithii z fadu Methanobacteriales, tvotici az 96% stfevniho archeomu (Dridi et al., 2009). Ve
srovnani se zdravymi jedinci se metanogenni archea jevi jako nadmérné€ zastoupena u
pacientli s IBD (Blais Lecours et al., 2014), fenotypu IBS s pfevazujici zacpou (tzv. IBS-C)
(Ghoshal et al., 2016), parodontalnim onemocnénim (Lepp et al., 2004), obezitou,
nadorovymi onemocnénimi (Cai et al., 2022) a divertikul6zou (Guindo et al., 2020). Naopak
jiné studie naznacuji, ze metanogenni archea mohou mit 1 prospésnou roli tim, Ze snizuji
produkci pro lidsky organismus nebezpecnych kyslikovych radikala a trimetylaminoxidu

(Brugere et al., 2014).

Lidsky mykobiom ptedstavuje dalsi mensi slozku mikrobioty, a opét jeho nejvetsi Cast se
nachazi ve strevé, kde tvoii asi 1 % sloZeni stievni mikrobioty (Nash et al., 2017). I dysbioza
v jeho sloZeni byla asociovéana s celou fadou nemoct, jak autoimunitnich, metabolickych,
neurologickych ¢i nddorovych (Zhang et al., 2022). Zejména kandidy sofistikované ovliviiuji
slozeni a funkeci stievniho bakteriomu, a to prostfednictvim bunécéného kontaktu, kompetici o
dostupné Ziviny, produkci sekundarnich metabolitii a antimikrobidlnich peptidl v ramci
sttevniho mikrobiomu (Peleg et al., 2010). Ve zdravém stfeve je slozeni mykobiomu
pfedstavovano zejména rody Candida, Saccharomyces a Cladosporium (Nash et al., 2017).

Zvysené zastoupeni rodu Candida je inverzné korelovano s vysokou bakteridlni diverzitou a
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je opakovang pozorovano u obezity ¢i IBD (Garcia-Gamboa et al., 2021; Sokol et al., 2017;
Ventin-Holmberg et al., 2021).

Z eukaryotickych organismti pak nelze opomenout komenzalni stfevni prvky tvorici stievni
parazitom. Tim nejvyznamné&jSim je Blastocystis, anaerobni jednobunéény a vysoce
polymorfni organismus s mnoha formami, ktery je nejvice zastoupenym jednobunécnym
eukaryotickym organismem ve stievech dospélych (Clark et al., 2013) i u déti (Cinek et al.,
2021). Vicero autorii navrhuje Blastocystis jako marker eubiotického stfevniho mikrobiomu
(Andersen et al., 2015; Rostami et al., 2017; Tito et al., 2019). Blastocystis se prenasi
predevsim fekalné-oralni cestou, a i proto se vice vyskytuje v rozvojovych zemich s niz§imi
hygienickymi standardy, kde se prevalence pohybuje mezi 40 % a 84 % (Mohammad et al.,
2017; Oliveira-Arbex et al., 2018; Poulsen et al., 2016), ve srovnani s vysokopifijmovymi
zemeémi Evropy a USA, kde se pohybuje mezi 7 % a 56 % (Bart et al., 2013; El Safadi et al.,
2016; Lhotska et al., 2020; Scanlan et al., 2016; Scanlan et al., 2014; Stensvold & Clark,
2016; Tito et al., 2019; Wawrzyniak et al., 2013). V kontinentalni Evrop¢ se pohybuje kolem
20-30 % (Francie 18 %, Nizozemsko 24 %, Cesko 24 %, Belgie 30 %) (Bart et al., 2013; El
Safadi et al., 2016; Lhotska et al., 2020; Tito et al., 2019) a ptekvapivé vyssi prevalence 56 %
byla zaznamenana v Irsku (Scanlan et al., 2014). Na druh¢ stran¢ dvé studie z venkovské
populace Nigérie (Poulsen et al., 2016) a Senegalu (El Safadi et al., 2014) uvadéji velmi
vysokou prevalenci 84 %, resp. 100 %. Podobné byla v neprivilegovanych oblastech Malajsie
a Brazilie hlaSena také vyssi prevalence, a to 41 %, resp. 47 % (Mohammad et al., 2017;
Oliveira-Arbex et al., 2018). Nutno dodat, Ze publikované prace o prevalenci Blastocystis
dokumentujici velké rozdily v prevalenci se lisi v metodologii detekce prvoka; vic viz literarni

piehled na toto téma v Tabulce 2.

Mezi zastupci rodu Blastocystis bylo identifikovano 26 genetickych subtypt (ST) (Maloney et
al., 2020), které se liSi svymi biologickymi vlastnostmi. Z téchto podtypt jsou ST 1-17
vSeobecné uznavany jako platné, zatimco ostatni mohou zahrnovat artefakty molekularni
detekce (Stensvold & Clark, 2020) a nebyly proto uznany. Z deseti podtypt vyskytujicich se u
lidi jsou nejrozsitenéjsi ST1 az ST4 (Alfellani et al., 2013; Cinek et al., 2021), z nichz ST3 je
celosvétove nejrozsirené)si, (Stensvold & Clark, 2016) a ST4 se vyskytuje pouze v Evropé.
Vzhledem k navrZenému spojeni Blastocystis se zdravym stievnim ekosystémem tak neni

piekvapivé, Ze roste pocet védeckych ¢lankl na téma prevalence, distribuce subtypt a
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souvislosti se sloZzenim bakteriomu u gastrointestinalnich onemocnéni. Nejéastéjsimi
onemocnénim traviciho traktu, se kterymi je Blastocystis spojovana, jsou dvé chronicka
neinfek¢ni onemocnéni: IBD (Andersen et al., 2015; Tito et al., 2019) (viz 2.2) a IBS
(Rostami et al., 2017). Vysledky studii se vsak li§i v zavislosti na studované populaci,
strategii odbéru vzorki, metodach detekce a subtypizaci, a co je také dulezité, zamétuji se

pouze na dospélou populaci.

Dal$im castym prvokem lidského stteva je Dientamoeba fragilis, bi¢ikata trichomonada,
kterou obklopuji spory o tom, zda je spiSe patogenem, nebo benignim stievnim
mikroorganismem (Jirku et al., 2022; Jokelainen et al., 2017; Stark et al., 2016). Jeji
prevalence se pohybuje mezi 0,4 % a 71 % v zéavislosti na studované kohorté a pouzitych
metodach (Barratt et al., 2011; Jirku et al., 2022; Stensvold, Arendrup, Molbak, et al., 2007;
Windsor & Johnson, 1999). Je zajimavé, Ze na rozdil od Blastocystis je jeji prevalence nizsi v
zemich s nizkymi pfijmy (Ogren et al., 2016; Oliveira-Arbex et al., 2021) a vyssi v zemich s
vysokymi ptijmy, (Barry et al., 2013; Stensvold, Arendrup, Molbak, et al., 2007).
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Tabulka 2. Literarni piehled o prevalenci Blastocystis dokumentujici velké pozorovatelné rozdily.

Autor, rok Misto Populace * Vzorky Metody detekce Hlavni zjisténi
Bart, 2013 Nizozemsko | Dospéli Stolice Mikroskopie a qPCR Prevalence 24,2 %.
(n=442) zameétend na gen 18S rRNA
El Safadi, Francie Déti a dospéli | Stolice gPCR zaméfena na gen 18S | Prevalence 18,1 %
2016 (n=788) rRNA Vyrazné vyssi v 1ét€ (23,2 %) nez v zimé (13,7 %).
Tito, 2019 Belgie Dospéli ** Stolice Sekvenovani genu 18S SSU | Prevalence 30 %
(n=616) rRNA Analyzovali také pacienty s IBD - prevalence byla pouze 4 %.
Tato subanalyza neni zahrnuta do této tabulky.
Scanlan, 2016 | USA Dospélia déti | Stolice Sekvenovani genu 18S SSU | Prevalence pouze 7 %.
(Colorado) (n=139) rRNA
Scanlan, 2014 | Irsko Dospéli Stolice qPCR zameéfena na gen 18S | Prevalence 56 %
(n=105) rRNA
Lhotska, 2020 | Cesko Dospéli Stolice qPCR zameéfena na gen 18S | Prevalence 24 %
(n=288) rRNA
El Safadi, Senegal Deéti Stolice (n=93) | qPCR zamétena na gen 18S | Prevalence 100 %
2014 rRNA
Poulsen, Nigérie Déti Stolice qPCR zameétend na gen 18S | Prevalence 84 %, s vékem se zvysuje
2016 (n=199) rRNA
Mohammad, Malajsie Déti a dospéli | Stolice Kultivace v Jonesové médiu | Prevalence 40,7 %
2017 (n=253)
Oliveira- Brazilie D¢éti a dospéli | Stolice qPCR zaméfena na gen 18S | Prevalence 47,2 % (déti: 40,7 %, pracovnici: 28,6 %, Clenové
Arbex, (n=161) ™ rRNA domacnosti: 50 %).
2017

* Zdrava populace bez diagnézy onemocnéni traviciho traktu. ** Flemish Gut Flora Project (FGFP), kohorta zapadni populace (pouze dospé&li)

kokok

Z 161 celkem: 123 déti ve skolkach; 14 pracovniki ve skolkach, 44 ¢lenové domacnosti
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2.2 Strevni mikrobiom a jeho zmény ve vztahu k 1é¢bé déti s CD

2.2.1 Uvod

Crohnova choroba (CD) je chronické zanétlivé neinfekéni onemocnéni postihujici priméarné
gastrointestinalni trakt. Je charakterizovano pfitomnosti segmentalniho granulomat6zniho
transmuralniho zanétu sttevni stény v jakémkoliv useku travici trubice, nejcastéji vsak oblasti
terminalniho ilea. Dle nov¢jsiho pohledu se jedna o jeden pol IBD (Torres et al., 2017), kde
polem druhym je ulcerdzni kolitida, charakteristickd kontinualnim zanétlivym postizenim
omezenym pouze na sliznici tlustého stfeva, kdy je postizeno rektum a rizné dlouhy usek
smérem oraln€. CD postihuje jak déti, zpravidla v pubertalnim véku, tak mladé dospélé mezi
20. a 30. rokem Zivota. Hlavnim projevem jsou recidivujici prijmy, Casto s primeési krve ¢i
hlenu, s kolikovitymi bolestmi bficha, hubnuti a u déti pak neprospivani a rlistova retardace.
Stiidaji se periody remisi a relapsii zdnétu, onemocnéni je velice bolestivé a vysilujici a

negativné ovliviluje spravny rist a vyvoj ditéte.

Prevalence IBD se od roku 2000 alarmujicim zpiisobem zvySuje, a to zejména v Evropé¢ a
Severni Americe, kde se nyni pohybuje kolem 320 ptipadti na 100 000 obyvatel; vyznamné
stoupa i mezi détskou populaci (Ng et al., 2017; Roda et al., 2020). Cesko se dle udaji z roku
2015 drzi na 206 ptipadech na 100 000 obyvatel (Zboril, 2018). Incidence IBD se celosvétove
1181, pohybuje se mezi 0,1 a 58 novymi piipady na 100 000 obyvatel rocn¢, pricemz nejvyssi
je opét v zapadnich zemich (Evropa, Severni Amerika a Australie). V Cesku se dle Gidajt

z roku 2015 pohybuje na 23 novych ptipadech na 100 000 obyvatel a rok (Zboril, 2018).

Etiopatogeneze CD je stale nejasna. Zanét traviciho traktu u CD zahrnuje poruchu funkce
stievni bariéry, dysregulaci vrozené a adaptivni imunity a také dysbiozu stfevniho
mikrobiomu, ktera je povaZovana za jeden z nejvyznamnéjSich patogenetickych faktori CD,
jelikoz naruSuje stfevni homeostazu (Joossens et al., 2011; Wright et al., 2015). Ta je bézné
udrzovéna rovnovahou mezi luminalnim obsahem (stravou a stfevnimi mikroby) a slizni¢nim
imunitnim systémem v lamina propria mucosae. Sttevni epitel tuto rovnovahu organizuje
diky své mechanické funkeci (jako fyzicka bariéra), ale také diky své roli v imunitnich
reakcich. DileZitou roli ve stfevni imunit€ hraji specializované stievni epitelové bunky (IEC).
Napftiklad Panethovy buiiky jsou IEC ptfitomné u baze Lieberkiithnovych krypt a konstitutivné

produkuji antimikrobidlni peptidy, zatimco M-buiiky jsou IEC pfitomné ve stfevni lymfatické
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tkani, které sbiraji luminélni antigeny a piedkladaji je buiikdm adaptivniho imunitniho

systému.

Stevni bakterie z Celedi Enterobacteriaceae tvoti obvykle marginalni ¢ast zdravé mikrobioty
stieva, avSak u CD prerUstaji ostatni sttevni mikrobiotu. To plisobi nadmérnou aktivaci Toll-
like receptorti (TLR), coz vede k nadmérné expresi zanétlivych cytokini s naslednym
naruseni integrity stfevni stény a chronickému zanétu (Vich Vila et al., 2018). K tomu
ptispivaji 1 dalsi faktory, jako naptiklad polymorfismy v genu NOD2, ¢imZ se naruSuje tvorba
antimikrobialnich peptidd. Diisledkem je priinik lumindlniho obsahu do lamina propria, coz
vede k tomu, Ze dendritické bunky aktivuji zdnétlivé typy T bunék, jako jsou Th17 a Th2,
které produkuji prozanétlivé cytokiny, jako je interferon-y a tumor nekrotizujici faktor alfa
(TNF-alfa). Krom¢ toho makrofagy v reakci na luminélni obsah, slozky stravy nebo sttevni
mikrobiotu, produkuji prozanétlivé cytokiny IL-12 a IL-23, které aktivuji NK bunky, coZ vede
k pfetrvavani stfevniho zadnétu s produkci prozanétlivych cytokina. IL-4, IL-6, IL-21 a IL-22

jsou rovnéz produkovany THO v reakci na aktivaci dendritickymi bunikami.
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Obr. 5 Patogeneze CD (Roda et al., 2020)

K zachyceni zanétlivého procesu ve stieve se vyuziva stanoveni hladin fekalniho
kalprotektinu, ktery je povaZzovan za velmi senzitivni, avSak méné specificky marker IBD

(Carroccio et al., 2003). Diky své vysoké senzitivité se pak vyuziva ke sledovani dynamiky
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sttevniho zanétu u jiz diagnostikovanych pacienti (Vermeire et al., 2006). Definitivni
diagnéza onemocnéni se opira o histologicky prikaz vyse zminéného specifického
zanétlivého procesu z bioptického vzorku tkané traviciho traktu odebrané¢ho béhem

endoskopického vySetieni.

Onemocnéni je stale povazovano za nevylécitelné, nicméne v dnesni dobé¢ je k dispozici fada
1écebnych strategii. V Evropé se preferuje tzv. ,,step-up® strategie, ktera v indukcni 1é¢be
lehke a stfedné tézké CD détského veéku preferuje jako prvni volbu imunomodulatory
(thiopuriny, resp. metotrexat) v kombinaci s dietni 1é¢bou (exluzivni enterdlni vyZivou nebo
tzv. CDED dietou, z ang. Crohn’s disease exclusion diet). Navazujici udrzovaci lécba se pak
opira o 1é¢bu samotnymi imunomodulétory (van Rheenen et al., 2020). V piipad¢ selhani
induk¢ni ¢i udrZovaci 1€€by se pak ptistupuje k biologické 1é¢be, tedy terapii monoklonalnimi
protilatkami cilici na konkrétni molekulu, coZ dnes predstavuje paletu moznosti riznych
preparati. Celosvétove nejrozsifeng)si a nejdostupnéjsi jsou blokatory TNF alfa (anti-TNF)
infliximab a adalimumab (Singh et al., 2021). Protikladem tohoto pfistupu je tzv. ,,top-down*
strategie, uplatiiovand ptfedevSim v Severni Americe, kterd jako prvni volbu preferuje tato

biologika na tkor imunomudolatori.

Vzhledem ke stale pln€ neobjasnéné etiopatogenezi onemocnéni se studium stievniho
mikrobiomu u Crohnovy choroby, zejména ve vztahu k jeji 1é¢bé, stalo predmétem zkoumani

vyzkumnymi skupinami napii¢ svétadily.

2.2.2 Zmény bakteriomu pri CD

Dysbioza stievniho mikrobiomu (viz 2.1.4), je béZznym rysem bakteriomu pacientii s CD
(Ananthakrishnan et al., 2017; Clooney et al., 2021; Gevers et al., 2014; Joossens et al., 2011;
Lloyd-Price et al., 2019; Metwaly et al., 2020; Pascal et al., 2017; Sokol et al., 2017; Vester-
Andersen et al., 2019; Vich Vila et al., 2018; Zhou et al., 2021). Jejimi hlavnimi znaky jsou
celkové snizeni bakterialni diverzity a odli$né sloZeni ve srovnani se zdravymi jedinci: pokles
obligatnich anaerobii nebo bifidobakterii a nartst fakultativnich anaerobt (jako
Enterobacteriaceae z Proteobacteria) nebo nékterych gramnegativnich anaerobi, jako jsou
Bacteroidota (Ananthakrishnan et al., 2017; Clooney et al., 2021; Gevers et al., 2014;
Joossens et al., 2011; Lewis et al., 2015; Lloyd-Price et al., 2019; Metwaly et al., 2020; Pascal
et al., 2017; Sokol et al., 2017; Tamboli et al., 2004; Vester-Andersen et al., 2019; Vich Vila

28



et al., 2018; Wright et al., 2015; Zhou et al., 2021). V porovnani s druhym polem IBD,
ulcer6zni kolitidou, je mikrobiom CD vice dysbioticky, ma nizs$i mikrobidlni diverzitu,
slozeni vice odlisné od zdravych kontrol a méné stabilni mikrobialni ekosystém (Pascal et al.,

2017).

Jak bylo zminéno vyse, Enterobacteriaceae jsou ve vyssi ¢etnosti u CD, jejich nartst je spojen
s intenzivni zanétlivou reakcei ve stfeve a je zapojen do naruseni integrity stfevni stény (Vich
Vila et al., 2018). Z jednotlivych enterobakterii byla Escherichia coli, konkrétn€ jeji
adherentné-invazivni patotyp (AIEC) (Barnich & Darfeuille-Michaud, 2007; Palmela et al.,
2018), asociovana s podporou zanétliveého procesu skrze nadmérnou kolonizaci bunék
sttevniho epitelu. Z dalSich skupin bakterii spojenych se sttevnim zanétem stoji jisté za
zminku zastupci kmene Bacteroidota. Obecné jsou jeho zastupci asociovani se stievnim
zanétem a jejich zastoupeni je zvySené u pacientli s aktivnim onemocnénim (Gevers et al.,

2014; Vich Vila et al., 2018; Zhou et al., 2021).

Na druhé strané stoji prospésné bakterie. Z nich jsou to zejména producenti SCFA, ktefi se
rekrutuji pfevazné z kmene Firmicutes. Jejich zastoupeni u CD je snizené, coz nepiimo
narusuje integritu stfevni bariéry, zvysSuje zanét a prispiva k progresi onemocnéni. Vyssi
zastoupeni hojné studované bakterie Faecalibacterium prausznitzii z ¢eledi Ruminococcaceae
a kmene Firmicutes bylo spojeno s ochranou pied CD (Sokol et al., 2008). Podobné
Ruminococcus z ¢eledi Lachnospiraceae je vice zastoupeny u zdravych nez u IBD a zvySeni
jeho Cetnosti bylo spojeno s odpovédi na 1écbu anti-TNF u CD (Gevers et al., 2014; Sokol et
al., 2017; Wang et al., 2021). Obecn¢ jsou tak bakterie produkujici SCFA povazovany za

sttevu prospesne.
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Obr. 6 Schéma vztahu CD a mikrobiomu, volné€ upraveno (Lewis et al., 2015)

2.2.3 Zmény viromu, mykobiomu a parazitomu p¥i CD

Nekolik studii prokézalo roli stfevniho viromu a mykobiomu v patogenezi IBD (Norman et
al., 2015). Zajimavé je, ze ve stievnich vyplasich a biopsiich stfeva détskych pacienti s CD
byly zjistény sekvence bakteriofagii z rodu Caudovirales, které by mohly byt potencialnim
biomarkerem ¢asného nastupu CD (Norman et al., 2015). Metaanalyza ukdzala nizsi diverzitu
viromu u pacienti s CD ve srovnani se zdravymi jedinci, pticemz ve vzorcich s CD bylo
pozorovano vyssi zastoupeni faga Synechococcus S CBS1 a neznamého tadu Celedi
Retroviridae (Perez-Brocal et al., 2013). Kromé¢ toho v japonské kohort¢ se zdélo, ze celkova
struktura mykobiomu u pacientl s CD se zcela 1i8i od struktury zdravych jedinct, pficemz u
pacientli s CD byla hojné&jsi Candida (Imai et al., 2019), jejiz zvySena Cetnost byla navic i
asociovana s vyssim rizikem selhani 1é¢by infliximabem (jeden z anti-TNF preparatd, t.¢.
nejvyuzivangjsi typ biologické 1écby CD) u détskych pacientl s IBD; naopak respondeti na

infliximab méli vys$si zastoupeni Sacharomyces (Ventin-Holmberg et al., 2022).

Stfevni parazitom je u IBD méné prozkoumanou oblasti. VétSina vyzkumu se zaméfuje na
Blastocystis, jiz zmitlovaného jednobunécného prvoka spojovaného se stievni eubidzu (viz
2.3.) (Andersen & Stensvold, 2016; Audebert et al., 2016). Nicméné¢, dikazy o blizsich
souvislostech Blastocytis a IBD zkoumané pomoci molekularnich metod, které jsou

povazované za citlivéjsi metodu detekce (Roberts et al., 2011; Stensvold, Arendrup,
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Jespersgaard, et al., 2007), nejsou dostateéné. Studie 71 dospélych pacientt s IBD z franu, z
nichz pouze dva méli CD, ukazala trend k nizsi prevalenci Blastocystis u pacientii s IBD nez u
zdravych kontrol (12,7 % oproti 21,1 % u zdravych kontrol) (Mirjalali et al., 2017). Podobné
vysledky byly popsany v jiné studii se 100 dospélymi pacienty s IBD z Danska, z nichz 42
meélo CD, ktera prokazala pozitivitu u 5,0 % (5/100) pacientt s IBD ve srovnani s 19 %
(18/96) u zdravych kontrol. Stratifikace studovanych skupin ukézala, ze 4/5 pozitivnich
pacienti s IBD mélo UC, zatimco pouze 1/5 CD (Petersen et al., 2013). Zadna studie se dosud
nezabyvala prevalenci Blastocystis u détskych pacientd s CD; proto jsem se na toto téma

zamg¢fili 1 v zatim nepublikované studii (viz. Diskuze, 4.1.2).

2.2.4 Vliv 1é¢by anti-TNF na stievni bakteriom u CD

Jak bylo zminéno vyse, stievni bakteriom u CD byl charakterizovan jako dysbioticky, avSak
zda se, ze 1écba preparaty anti-TNF, jedna z viibec nejucinnéjsich 1é¢ebnych modalit CD, je
schopna zménit slozeni stfevniho bakteriomu smérem k eubidze. To se vSak déje jen ¢astecné

(Wang et al., 2018).

Tyto poznatky o vlivu anti-TNF na fekalni mikrobiom a metabolom jsou nicméng¢ stéle
omezené. Byla to prave jedna z viibec prvnich studii Wanga a kol. na populaci 11 déti s CD,
ktera uvedla, Ze anti-TNF blokada u CD je spojena se zvysenou diverzitou a posunem smérem
ke slozeni, které je pozorovano u zdravych kontrol. Po 1é¢bé anti-TNF pozorovali sice sniZzeni
prozanétlivych Enterobacteriaceae, ale bez vyznamného zvySeni zdravi prospésnych roda,
jako jsou producenti SCFA (Wang et al., 2018). Nasledna prace stejného tymu studovala
populaci 29 déti s CD, z nichz 18 dostavalo anti-TNF a 11 z nich reagovalo zménou ve
sloZzeni bakteriomu. Autofi popsali obohaceni o nékolik producentit SCFA po 1écbé anti-TNF
a popsali, Ze ti, kdo odpvédeli na infliximab se vyznacovali vy$$im poctem nekterych rodt
neprodukujicich SCFA na pocatku 1¢cby (Methylobacterium, Sphingomonas, Staphylococcus
a Streptococcus). Kromé& toho zaznamenali posun v mnoZzstvi nékolika aminokyselin jako

potencidlniho markeru odpovédi na anti-TNF (Wang et al., 2021).

Né&kolik nedavnych studii se zamé&filo na predikci odpovédi na anti-TNF (konkrétné
infliximab) u IBD pomoci sloZeni mikrobiomu. Ventin-Holmberg et al. uvadéji nizsi
mnozstvi producentii SCFA na poc¢atku 1écby jako marker nedostate¢né odpovédi na anti-TNF

u dospélych (Ventin-Holmberg et al., 2021). V nésledné praci u détské populace byla
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odpovéd’ na anti-TNF spojena s nékolika vyznamnymi rozdily v ¢etnosti bakterii na pocatku
1écby (konkrétné tiidy Clostridia a Bacilli vs. tfida Gammaproteobacteria) a Ruminococcus,
jakozto znamy producent SCFA, v kombinaci s vychozimi hladinami kalprotektinu byl
pomérné dobrym prediktorem odpovédi (Ventin-Holmberg et al., 2022). Hoyhtya et al.
studovali zdkladni slozeni bakteriomu u déti a mladych dospélych — to bylo provedeno v
absolutnim a relativnim mnozstvi. Zjistili mirné rozdily v absolutnich ¢etnostech (vice
Bifidobacteriales a mén¢ Actinomycetales ve skupin€ pacientd s remisi); zmény v relativni
¢etnosti na urovni fadi vSak byly zaznamenany pouze u Bifidobacteriales (Hoyhtya et al.,
2022). Vyse uvedena studie Wanga et al. také uvadi n¢kolik hrani¢né vyznamnych asociaci

vychozi bakterialni Cetnosti s odpovedi na anti-TNF (Wang et al., 2018; Wang et al., 2021).

Existuji tedy presvédcivé diikazy o tom, Ze stievni mikrobiom pacientt s CD se pti 1écbé anti-
TNF méni; nebylo vSak zjisténo, zda jsou tyto posuny mikrobiomu zptisobeny snizenim
zanétlivé aktivity sliznice, nebo zda anti-TNF miZe mit dalsi u€inky nezavislé na zanétlivé
aktivit€ a hojeni sliznice. Mikrob specificky se ménici pti podavani anti-TNF u CD, ale
nereagujici na anti-TNF u mimostfevni diagndzy by mohl naznacovat sniZujici se zanétlivou
aktivitu sliznice. Pravé takovy design pouzila nase prace, ktera zapojila i détské pacienty s
juvenilni idiopatickou artritidou (JIA) jako extraintestinalni pediatrickou diagnozu, ktera je

také 1éCena anti-TNF (viz 3.1 a 4.1).
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2.3 Strevni mikrobiom ve vztahu k 1é¢bé u déti s CDA

2.3.1 Uvod

Celiakie (CeD) je chronicka enteropatie zpisobend imunitné zprosttedkovanou reakci na
lepek z pSenice, zita a jeCmene, vznikajici u malé ¢asti téch jedinct nesoucich lidské
leukocytarni antigeny (HLA) haplotypu DQ2 a/nebo DQS. (Sollid et al., 1989) Subklinickou
formou nemoci je celiakalni autoimunita (CDA) definovana pritomnosti protilatek proti
tkanové transglutamindze 2 (TGA) po dobu alespon tii mésicti nebo do rozvinuti klinické

celiakie.

CeD se mize rozvinout v jakémkoli véku, v€etné geriatrické populace (Lebwohl & Rubio-
Tapia, 2021), coz nemusi nutn¢ znamenat pozdni odhaleni dlouhodobé celiakie — mtze se
jednat o de novo ztratu tolerance lepku. Nicméné neddvné prospektivni kohortové studie
zjistily, Ze u vétSiny pacientl se celiakie vyvine pfed dosazenim véku 10 let (Andren

Aronsson et al., 2019; Liu et al., 2017).

U kojencii a batolat jsou ptiznaky Casto mitigované az latentni, jsou-li pfitomny, tak se
nejcastéji projevuji jako priijem, vzedmuté biicho, zvraceni, ristova retardace, apatie a
hypotonie svalil. U starSich déti a dospélych je to pak ¢asto priijem s obsahem mastné stolice
(steatorea), objevuji se 1 flatulence, hubnuti a vice se vyjadiuji sekundarni nasledky nemoci
jako osteopordza, rustova retardace, dermatitis herpetiformis, afty, mikrocytarni anémie,
opozdénd puberta, vzacnéji i cerebralni ataxie ¢i deprese.

Screeningové studie naznacuji, ze celiakie je v soucasnosti zdvaznym problémem veiejného
zdravotnictvi, dle globalni séroprevalence z roku 2018 mlize dosahovat az 1,4 % (Singh et al.,
2018). Viibec nejvyssi je v Alzirsku, Ceské republice, Indii, Izraeli, Mexiku, Malajsii,
Saudské Arabii, Svédsku, Portugalsku a Turecku (Singh et al., 2018); v Cesku se udava
prevalence 250 ptipadii na 100 000 obyvatel (Stastna et al., 2023).

Z laboratornich ukazatelt mohou na celiakii ukazat sérologické markery, na prvnim mist¢ jiz
zminované protilatky proti tkanové transglutaminaze 2 (TGA). Pomocnymi ukazateli
v diagnostice jsou pak i protilatky proti gliadinu a endomysiu. Diagnozu lze stanovit i bez
biopsie sliznice, pokud je hladina IgA proti TGA rovna nebo vyssi nez 10nasobek horni
hranice normy, za pfedpokladu, Ze endomyzialni protilatky (EMA-IgA) budou pozitivni v
druhém vzorku krve (Husby et al., 2020). U déti s pozitivnimi IgA proti TGA mensi nez
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10nésobek horni hranice normy by mély byt odebrany alespon Ctyfti biopsie z distalniho
duodena a alespon jedna z bulbu duodena. Pti prokazani celiakie pak histologické vysetfeni
prokazuje atrofii klki, hyperplazii krypt a pfitomnost intraepitelidlnich lymfocytt. Lécba

celiakie spociva ve striktni bezlepkové dieté, tedy eliminaci pSenice, jeCmene a zita.

2.3.2 Viry ve vztahu k CeD

Ptestoze je pro rozvoj celiakie nezbytna geneticka predispozice a expozice lepku, je rozvoj
nemoci rovnéz asociovan s faktory prostredi, jako jsou epizody infekcnich gastroenteritid
vyvolané riznymi mikroorganismy — nejvice se zdiirazituje mozny vliv rotavirovych infekci a
vakcinace jako mozna metoda snizeni rizika rozvoje celiakie (Kemppainen et al., 2017;
Sanchez et al., 2013). Na druhou stranu se uvadi, Ze prevalence celiakie je vyrazné nizsi u
obyvatel ruské Karélie s niz§imi hygienickymi a socioekonomickymi standardy s vysokou
expozici mikroblim ve srovnani s populaci Zijici ve Finsku, a to 1 pfesto, Ze populace z obou
geograficky sousedicich regioni sdileji stejné genetické riziko (Kondrashova et al., 2008). Na
rozdil od vySe uvedené studie ukdzaly neddvné prospektivni kohortové studie déti
sledovanych od narozeni, ze déti, u kterych se celiakie rozvine, maji Castéji enterovirové
(Kahrs et al., 2019; Oikarinen et al., 2020) a parechovirové (Tapia et al., 2021) infekce pred

sérokonverzi autoprotilatek proti tkanové transglutaminaze (Oikarinen et al., 2020).

2.3.3 Bakterie ve vztahu k CeD

Mikrobiologické souvislosti celiakie se vSak netykaji jen virt, ale 1 bakterii. Jako jina
chronicka stfevni onemocnéni, je i celiakie podle vétSiny t.C. dostupnych studii asociovana s
dysbiotickym slozenim stfevniho bakteriomu. Co vic, dle recentni studie Di Biase a kol. muze
dysbidza pfimo napomahat vzniku celiakie u predisponovanych osob a je spojena s nastupem
ptiznakl nemoci (Di Biase et al., 2021). Hlavnimi charakteristikami dysbiozy u celiakie jsou
zvySena proporce prozanétlivych Enterobacteriaceae (Di Biase et al., 2021), Bacteroides
(Collado et al., 2009), Fusobacterium (Di Biase et al., 2021) a naopak pokles v zastoupeni
prospésnych rodit Akkermansia (Di Biase et al., 2021) a Bifidobacterium (Collado et al.,
2009). Tyto zmény jsou pozorovany pievazné v dob¢ stanoveni diagnozy a po letech na
bezlepkové dieté se vraci k normalu jen ¢astecné (Collado et al., 2009). I dalsi, velmi recentni
studie s nizkym poctem pacientdl, ale s inovativnim designem (srovndvaci skupinou byli
nepostiZeni rodinni pfisluSnici aby se omezily zavadéjici faktory véetné genetického plivodu,

hygieny, stravovacich ndvyki a zivotniho prostredi) popsala, Ze eliminace lepku sice
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ovliviluje mikrobiotu, ale pouze minimaln¢ a to kratkodobym nértstem zastoupenim
Akkermansia muciniphila. Ta sama studie také poskytla dikaz, Ze celiakie nemusi byt nutné
spojena s dysbiotickym mikrobiomem, jelikoz mikrobiomy déti s celiakii se oproti rodinnym

ptislusniktim lisily minimaln¢ (Turjeman et al., 2023).

Kromé charakteristik dysbidzy, a tedy pouhému popisu sloZzeni mikrobiomu, byly navrzeny
potencidlni mikrobialni prediktory rozvoje celiakie. Jsou jimi zvySené zastoupeni

druht Streptococcus thermophilus, Faecalibacterium prausnitzii a Clostridium
clostridioforme (Leonard et al., 2021) a niz8i vyuziti metabolickych drah degradace lepku
(Bodkhe et al., 2019). Existuji 1 ndznaky, Ze nositel¢ HLA-DQ2 maji odliSny bakteriom ve
srovnani s jedinci, ktefi nejsou nositeli tohoto rizikového haplotypu pro celiakii (Olivares et

al., 2015; Russell et al., 2019).

Velmi casto skloiovanym rodem ve vztahu k celiakii je Akkermansia muciniphila, ktera
kolonizuje stfevo jiz v raném veku, a u zdravych dospélych osob tvofi ptiblizné 3 % celkové
sttevni mikrobioty (Derrien et al., 2004). Tento zastupce kmene Verrucomicrobiota je
schopny rozkladat hlenovu vrstvu a tim prospivat obnové stievniho epitelu (Rodrigues et al.,
2022). Pti rozkladu mucinu produkuje SCFA (acetat a propionat) (Derrien et al., 2004),
kterym jsou pfipisovany anorexické a protizanétlivé ucinky, a proto je pak bakterie spojovana
s prospésnou regulaci nartstu télesné hmotnosti (Frost et al., 2014; Russell et al., 2013). 1
proto je pravdépodobné A. muciniphila mén¢ zastoupena ve stievech lidi a mysi s
autoimunitnimi a metabolickymi onemocnénimi (Everard et al., 2013; Pittayanon et al., 2020;
Zheng et al., 2018), v¢etné celiakie (D1 Biase et al., 2021; Turjeman et al., 2023). Zda se, ze
navyseni jejiho zastoupeni ve stfevé déti se subklinickou formou celiakie mize byt spojeno s
podavanim probiotik, jak ukézala i randomizovana klinicka studie (Oscarsson et al., 2021).
Kromé akkermansie je v§ak zmiflovand studie vyznamna tim, ze jako prvni vyuZila intervenci
probiotik u déti s celiakalni autoimunitou diagnostikovanou na zaklad¢ serologického
screeningu; podavani dvou riznych kment laktobacili (Lactiplantibacillus plantarum
HEALD9 a Lacticaseibacillus paracasei 8700:2) vedlo ke sniZeni hladin tkanové trans-
glutaminazy (Hakansson et al., 2019) a pozitivnim zménam ve sloZeni bakteriomu 1
metabolomu (Jenickova et al., 2023; Oscarsson et al., 2021). Literarni piehled studii

zabyvajici se bakteriomem u celiakie nabizi Tabulka 3.
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Tabulka 3. Literarni piehled tykajici se bakteriomu u CeD a CDA, a to jak ve vztahu k infekcim stfevnimi parazity, tak samostatné.

Autor, rok Cilova Vzorky Metodika analyzy Srovnavaci Hlavni zjisténi Poznamky
skupina mikrobiomu skupina
CeD/CDA
Di Biase, 2021 Déti s CeD Stolice a Sekvenovani 16S HC (n=16) Mikrobiom CeD je spojen s prozanétlivou
(n=26) biopsie rDNA * mikrobiotou (1 Enterobacteriaceae, 1
duodena Fusobacterium) a prospé$nou Akkermansia | .
Bodkhe, 2019 CeD (déti i Stolice a Sekvenovani 16S HC (n=24) a 1) SniZeni schopnosti mikrobiomu degradovat Pocet déti NA
dospéli; n=62)" | biopsie rDNA (oblast V4)** FDR (n=15) lepek u CeD ve srovnani s FDR (**); 2) Fekalni Pouze
duodena mikrobiom CeD ma | Akkermansia a Dorea; 3) metagenomicka
Diverzita se neli§i mezi CeD a HC. predpovéd’
Quagliariello, 2016 | Déti s CeD Stolice Sekvenovani 16S HC (n=16) 1) mikrobiom CeD je narusen ve srovnani s HC
(n=40) rDNA (oblast V3-4) (pomér |Firmicutes/Bacteroidota a
Actinobacteriota);

2) Suplementace (3 mésice) probiotiky posouva
mikrobiotu CeD smérem ke zdravéjsi (1
Firmicutes/Bacteroidota a Actinobacteriota).

Collado, 2009 Déti s CeD Stolice a Real-time PCR pro HC (n=30) U CeD ve srovnani s HC: 1 Bacteroides, Neni
(n=48) biopsie specifické bakterialni vzhledem k tomu, Ze Lactobacillus a sekvenovano,
duodena taxony Bifidobacterium | pouze PCR
Oscarsson, 2021 Déti CDA Stolice Sekvenovani 16S Skupina s Suplementace (6 mésici) probiotiky ovliviiuje Z4dné kontroly
(n=78) rDNA (oblast V3-4) placebem mikrobiom CDA smérem ke zdravi (napf. 1
(n=38/78) Akkermansia).
Z4dny vliv na diverzitu alfa.
Turjeman, 2023 Déti s CeD Stolice Sekvenovani 16S Sourozenci Prestoze se jedna o velmi malou studii, ma
(n=9) rDNA (oblast V4) (n=14) arodi¢e | inovativni design a poskytuje dikaz, ze CeD neni
(n=18) trvale spojena s dysbidzou mikrobioty.
Soleimani Jevinani, | CeD déti a Stolice Detekce pomoci gPCR; | HC (n=146) Mira pozitivity blastocyst u CeD 16,3 % ve " Veetné 50
2023 dospéli urceni podtypu pomoci srovnani s 24,0 % u HC (P=0,87). Zadna korelace | déti
(n=92)"" sekvenovani genu pro mezi CeD a Blastocystis sp. nebo jejimi
SSU rRNA specifickymi podtypy.
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Leonard, 2021 Détis CeD ™ | Stolice Metagenomické HC (n=10) Nastupu CeD piedchazi: 1) zvyseny vyskyt
(n=10) sekvenovani a prozanétlivych druhti a 2) snizeny vyskyt
profilovani protizanétlivych druhd.
metabolomu
Zafeiropoulou, Déti s CeD Stolice Sekvenovani 16S HC (n=57) Ackoli se zda, ze nékteré zmeény ve stievni
2020 (n=65) ™" rDNA mikrobioté déti s prokdzanou CeD jsou
(oblast V3-4) dasledkem bezlepkové diety, existuji specifické
bakterie, které jsou vyraznymi biomarkery CeD.

HC = zdrava kontrola, FDR = piibuzny prvniho stupné; * high taxonomic fingerprint microbiota array; ™ s kvantifikaci nékolika taxonti pomoci PCR v realném &ase
(Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., skupina B. fragilis, enterobakterie (nespecifikované), Clostridium cluster I)
" u kterych se 18 mésicli po zahajeni studie objevila CeD

ok

20 nové vzniklych, 45 1é¢enych bezlepkovou dietou



2.3.4 Jednobuné¢ni stievni prvoci ve vztahu k CeD

Pted zahajenim této dizertacni prace existovala pouze jedna studie zaméfend na déti s CDA a
ptipadnou souvislost s Blastocystis (Calderon de la Barca et al., 2020); m¢la vSak zasadni
omezeni: sledovany soubor tvotilo 37 déti s riznymi druhy autoimunity, z nichZ pouze u dvou
byla diagnostikovana CDA. Z této jinak velmi zajimavé prace proto nebylo mozné vyvodit

zadné relevantni zaveéry.

I proto jsme se v ndvaznosti na prace skupiny z Lundské univerzity zabyvali efektem
probiotické intervence na prospésné jednobunécné prvoky ve stieveé déti s celiakalni
autoimunitou a jejich vzajemnému vztahu s bakteriomem. Hlavnim bodem naseho zajmu byla
Blastocystis. Nasim cilem bylo opé&t ptispét do poznani, jaky efekt ma terapeuticka intervence

na dalsi slozky mikrobiomu, tentokrat se zaméfenim na jednobunécné parazity.
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2.4 Strevni mikrobiom ve vztahu k 1é¢bé IBS

2.4.1 Uvod

Syndrom drazdivého tra¢niku (IBS) je funk¢éni gastrointestinalni porucha, ktera ma znacny
dopad na kvalitu zivota a fungovani ve spolecnosti (Buono et al., 2017; Frandemark et al.,
2018). Je charakterizovan jako opakujici se bolesti bficha v pruméru alespon jeden den

v tydnu v poslednich tfech mésicich, spojené se dvéma nebo vice z nasledujicich kritérii: 1)
souvisejici s vyprazdinovanim; 2) spojena se zménou frekvence stolice; 3) spojena se zménou
formy (vzhledu) stolice (Lacy et al., 2016). Podle ptevazujicich ptiznaki se rozdéluje do ctyt
subtypti: IBS-D (s ptfevahou prijmovitych stolic), IBS-C (s pifevahou zacpy), IBS-M (smiSeny
typ) a IBS-U (nedeterminovany typ).

V dospélé populaci je to velmi Casta porucha, s vyskytem kolem 5-10 %, pfi¢emz globalné
existuje velka geograficka a zfejmé 1 etnicka variabilita (Sperber et al., 2017). Viibec nejvyssi
v europoidni populaci (Severni Amerika/Evropa/Australie a Novy Zéland) se pohybuje kolem

7%. (Ford et al., 2020)

Jasna etiologie nemoci neni dosud zndma. Mezi jeji pfic¢iny mize mimo jiné patiit
genetika, dieta, post-infek¢ni stavy, psychologické mechanismy a zejména pak dysbioza

sttevniho mikrobiomu.

Diagnostika onemocnéni je per exclusionem, tedy po vylouceni organickych pti¢in nemoci.
Ke sledovani prubéhu nemoci se nejCastéji vyuziva symptomatického skore IBS-SSS
(Irritable Bowel Syndrome - Severity Symptom Score), které se sklada z hodnoceni bolesti
bticha, poctu dni s bolesti biicha, nadyméni/distenze bticha, spokojenosti s defekaénimi
navyky a kvality Zivota souvisejici s IBS. Kazdy ukazatel je hodnocen od 0 do 100, pficemz

celkové skore se pohybuje od 0 do 500 (Francis et al., 1997).

Terapie je obtiZna, jejim cilem je zlepsit bolesti bficha a problémy s vyprazdiiovanim, ale
Casto je zamétena na nejproblematictéjsi pfiznak. Prvni linie 1é€by zahrnuji zménu stravy,
Casto doporucovana je dieta s nizkym obsahem FODMAP (fermentovatelné oligosacharidy,
disacharidy, monosacharidy a polysacharidy). Tyto sacharidy s malym fetézcem (FODMAPs)
se v tenkém stieve Spatné vstiebavaji, zvysuji stfevni osmolalitu, coz vede ke zvySenému
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vstiebavani vody a produkci plynu fermentaci v tlustém stteve (Barrett et al., 2010; Ong et al.,
2010). Bylo prokazéano, ze jejich vylouceni ze stravy vede ke snizeni pfiznakd IBS (Marsh et
al., 2016). Dalsi terapeutické postupy zahrnuji pfidavani rozpustné vlakniny ¢i spasmolytika.
U pacientll se zavaznymi piiznaky zahrnuje 1éCba centralni neuromodulatory, véetné nizkych
davek tricyklickych antidepresiv, stievni sekretagoga, 1éky ptisobici na opioidni nebo SHT
receptory, antibiotika a psychoterapii (Ford et al., 2018). Ro¢ni pfimé a nepiimé naklady
spojené s IBS se v Evropé odhaduji az na 8 miliard eur (Flacco et al., 2019). I proto se jako
slibna moznost 1€¢by jevi podstatné levnéjsi varianta v podobé¢ transplantace stievni

mikrobioty (FMT), ktera je v centru z4jmu né€kolika vyzkumnych skupin po svéte.

2.4.2 Role stievniho mikrobiomu p¥i IBS

Zdaleka nejlepsi ptehled o problematice stfevniho mikrobiomu u IBS podava obsahlé
systematické review (Pittayanon et al., 2019), které zahrnuje 24 studii, a poskytuje tak
nejlepsi dostupné dikazy prokazujici vztah mezi jednotlivymi skupinami bakterii a pfiznaky
IBS. Autofi1 v ném mj. zmifluji velkou heterogenitu zahrnutych studii a tedy soucasné i potiz
v tom, docilit souhrnnych zavéra ohledné jasného mikrobidlniho vzoru u IBS. To zmifuje i

v soucasnosti nejaktualnéjsi systematické review o samotném IBS (Ford et al., 2020).
Nicméné, 1ze konstatovat, ze existuje n¢kolik hlavnich charakteristik mikrobiomu u IBS ve
srovnani se zdravymi kontrolami: niz$i nebo stejna mikrobidlni diverzita a dysbiotické slozeni
zahrnujici vyss$i zastoupeni nékterych prozanétlivych rodii a naopak nizké zastoupeni téch

prospésnych.

Mikrobialni diverzita je u pacientt s IBS Castéji popisovana jako nizsi nez u zdravych kontrol
(Carroll et al., 2012; Liu et al., 2016; Pozuelo et al., 2015; Rangel et al., 2015), avSak nékolik
studii naznacuje, ze je se zdravymi jedinci srovnatelna (Durban et al., 2012; Kerckhoffs et al.,
2011; Rigsbee et al., 2012; Tap et al., 2017). Nekteti autofi tak spekuluji, Ze prave nizka
diverzita je jedna ze znamek probihajiciho zanétu u IBS a tim je nemoc ve své patofyziologii
podobna IBD (Pittayanon et al., 2019), kde se niZsi diverzita popisuje jiz od pocatku studia
mikrobiomu u této nemoci (Manichanh et al., 2006; Ott et al., 2004).

VétSina studii analyzujicich mikrobiom u IBS hodnotila dospélé s riznymi podtypy IBS, které
davaji informaci o odlisném, tedy dysbiotickém, sloZeni IBS ve srovnani se zdravymi

kontrolami, coz shrnuje i systematické review (Ford et al., 2020). Jednim z hlavnich ryst je
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vy$si zastoupeni Celedi Enterobacteriaceae (Carroll et al., 2012; Chassard et al., 2012;
Maccaferri et al., 2012), Lactobacillaceae (Carroll et al., 2012; Maccaferri et al., 2012;
Ringel-Kulka et al., 2016) a rodu Bacteroides (Liu et al., 2016; Shukla et al., 2015; Tap et al.,
2017; Zhong et al., 2019). Vyssi zastoupeni enterobakterii pravdépodobné souvisi se snizenim
anaerobiozy stievniho ekosystému u pacientl s IBS, ktera tak umoznuje rast fakultativnich
anaerobll z Enterobacteriaceae, jez jsou spojovany s prozanétlivym piisobenim; to opét
prispiva k vyse zminénym teoriim o zanétlivém prostiedi u IBS podobném tomu u IBD
(Pittayanon et al., 2019). Mezi zastupci Enterobacteriaceae je mnozstvi pitvodct infekénich
gastroenteritid (Escherichia, Shigella ¢i Salmonella), a neni ndhodou, Ze nejvétsim rizikovym
faktorem rozvoje IBS je pravé epizoda stievni infekce (udava se az u 10% vsSech pacientii

s IBS) (Donnachie et al., 2018). Z ¢eledi Lactobacillaceae je Lactobacillus znadmy produkci
kyseliny mlé¢né a/nebo kyseliny octové a je spojen s bolestmi bficha a nadymanim u pacienta
s IBS (Tana et al., 2010). ZvySeni Bacteroides bylo pozorovano zejména u pacientt s IBS-D,
coz miize byt zplisobeno zanétem nizkého stupné, protoze nékteré kmeny Bacteroides fragilis

mohou produkovat toxiny (Merino et al., 2011).

Naopak nizsi zastoupeni ve srovnani se zdravymi kontrolami byla pozorovéana u rodu
Bifidobacterium (Duboc et al., 2012; Liu et al., 2016; Rajilic-Stojanovic et al., 2011; Shukla
et al., 2015; Zhong et al., 2019) a Faecalibacterium (Carroll et al., 2012; Li et al., 2018; Liu
et al., 2016). Za pozornost stoji zejména nizsi zastoupeni rodu Bifidobacterium, ktery, zda se,
je slibnym kandidatem pro probiotické podavani za Gacelem zmirnéni priznakt IBS. Toto
tvrzeni totiZ podporuje placebem kontrolovana studie 1écby Bifidobacterium longum u
pacientt s IBS, ktera dospéla k zavéru, ze tato bakterie muze snizit skore deprese a zlepsit
kvalitu zivota u nemocnych pacientli snizenim hladiny 4-kresol sulfatu (Pinto-Sanchez et al.,
2017). Ten vznika pfi interakci hostitele a bakterie (Selmer & Andrei, 2001) a ovliviiuje
dopaminovou/noradrenalinovou drahu u depresivnich pacientti (Kapoor et al., 2011).
Facealibacterium, zeyjména F. prausnitzii, je spojovan s udrzovanim zdravi stievni sliznice,

zejména diky tomu, Ze je hlavnim producentem butyratu (Lopez-Siles et al., 2017). Tim

~~~~~
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Obr. 7 Typické rysy bakteriomu u IBS (Pittayanon et al., 2019)

AC vétSina praci udava dysbiotické slozeni bakteriomu u IBS, recentni Svédska prace

s prufezovou studii zahrnujici 119 pacientd s IBS konstatuje, ze IBS nema specifické slozeni

bakteriomu ani ve stolici ani ve sliznici stfeva, a Ze mira heterogenity pozorovana mezi

pacienty s IBS je vyS$i nez mezi zdravymi jedinci (Hugerth et al., 2020). Zarovei autofi

pozorovali vyznamnou korelaci vlastniho hodnoceni zdravi se sloZzenim mikrobiomu, a to jak

ze vzorkl stolice, tak z biopsie stteva (Hugerth et al., 2020).

2.4.3 Fekalni mikrobialni terapie (FMT) jako lécebna modalita IBS
Fekalni mikrobialni terapie (FMT) je pfenos stolice od zdravého darce k pacientovi. Tato
metoda byla popsana jiz ve &tvrtém stoleti v Ciné (Zhang et al., 2012) a v souasnosti si

ziskala popularitu diky svému pozoruhodnému tc¢inku u recidivujicich infekei vyvolanych

Clostridioides difficile, kde se nyni stala uznavanou zivot zachranujici terapii (Kelly, 2013).

Krom¢ toho se FMT zkouma jako moznost 1€¢by fady dalSich onemocnéni, napf.
metabolického syndromu, IBD, jaterni encefalopatie a roztrousené sklerozy (Wortelboer et
al., 2019), pficemz nejslibnéjsi vysledky ma FMT v téchto indikacich praveé u 1écbé IBD,
konkrétn¢ ulcerozni kolitidy (Costello et al., 2017; Sokol et al., 2020; Stojek et al., 2021).

Déarci FMT mohou byt zdravi pfibuzni nebo anonymni dérci. Vyhodou druhého zptisobu je

moznost vybéru darcil s vysokou diverzitou mikrobiomu a moznost skladovat stolici

vySetfenych darcti v hlubokomrazicich boxech a vyuZit ji pro vicero pacienti (Cammarota et

al., 2019). Posledni evropsky konsenzus pro FMT doporucuje, aby byli darci vybirani na
zakladé podrobnych informaci o onemocnénich s pfedpokladanou souvislosti se stfevni
dysbiozou a bylo provadéno disledné testovani vzorkt stolice a krve z diivodu zabranéni

prenosu infekci (Keller et al., 2021).
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FMT miize byt provedena nékolika zptisoby (Konig et al., 2017):
e Podani do horni ¢asti GIT — podani do proximalniho gastrointestinalniho traktu
nasogastrickou nebo nasoduodenalni sondou nebo endoskopicky;
¢ Dolni endoskopie — aplikace do proximalniho tra¢niku kolonoskopem
e Klyzma — rektalni podani do tlustého stieva pomoci klyzmatu.

e Kapsle — peroralni aplikace kapslovych piipravki

Pti1 1é€bé recidivujici CDI (rCDI) byla nejvyssi mira vyléceni zaznamenéna pii opakovaném
podavani prostiednictvim dolni endoskopie (Baunwall et al., 2020). Uspéch v 16¢bé rCDI
zaznamenalo 1 podani kapsli (Lee et al., 2016; Youngster et al., 2014).

Prvni publikovana randomizovand, dvojité zaslepena studie vyuzivajici FMT u IBS byla

z roku 2018 (Johnsen et al., 2018). PouZzivala stolici od alogenniho darce nebo autologni
stolici coby kontrolu. Intervence byla zaméfena na pfesné definovanou skupinu IBS pifevazné
prijmové formy. Stolice byla pfenesena pomoci kolonoskopie do céka. Primarnim
sledovanym cilem bylo zlepSeni IBS-SSS. Lécba pomoci FMT byla spojena s vyznamnym
ucinkem po tfech mésicich (pokles IBS-SSS o 175 bodi), ale nikoliv po dvanacti mésicich po
intervenci (Johnsen et al., 2018). Tato studie vyuzivala jednotlivé darce, avSak nehodnotila
nijak efekt na stfevni mikrobiom, to se provedlo az v navazujici praci, kterd popsala posun

sloZzeni mikrobiomu po FMT smérem ke zdravym darcam(Goll et al., 2020).

Od t¢ doby bylo provedeno osm dalSich intervenc¢nich studii zamétenych na FMT u IBS
(Aroniadis et al., 2019; El-Salhy et al., 2020; Guo et al., 2021; Halkjaer et al., 2018; Holster et
al., 2019; Holvoet et al., 2021; Lahtinen et al., 2020; Singh et al., 2022), které se v riiznych
parametrech liSily svym designem i efektem, jak klinickym, tak na mikrobiom pfijemcii (viz
Tabulka 4). Osm z deviti ¢lankl z dosud provedenych klinickych studii popisuje zmény
slozeni sttevniho mikrobiomu. Pouze jedna prace (Holster et al., 2019) uvadi, Ze diverzita

mikrobioty nebyla vyznamné ovlivnéna ani FMT, ani placebem (pouzili autologni FMT).

Hlavni zavéry z osmi z deviti vySe uvedenych ¢lankt pak shrnuje neddvna metaanalyza
randomizovanych kontrolnich studii tykajicich se pravé FMT u IBS a poukazuje na
nedostate¢nou kvalitu dikazi, kterd by podporovala nebo vyvracela doporuceni FMT v 1écbé

IBS (Halkjaer et al., 2023). NaSe prace se snaZila pfispét do poznani o mozné aplikaci FMT u
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1écby IBS unikatnim designem studie, ktery zahrnoval vyuziti smésné mikrobioty osmi

pfedem vybranych darci stolice.
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Tabulka 4. Pehled randomizovanych klinickych studii vyuzivajici FMT v 1é¢bé IBS

g; jednorazové

podani do céka

po 3 m. Rozdil skére mez
FMT a placebem vsak
nebyl signifikantni.

Autor, Design Misto Sample size IBS Typ FMT Placebo Darci Klinicky efekt Efekt na mikrobiom
rok vydani | studie studie subtypy (mix)*
Johnsen, RCT, 3 Norsko 83 (26 Cerstva | Pouze Stolice (zamrazena | Vlastni stolice | 2 (NE) FMT na redukci IBS-SSS | Mikrobiom analyzovan az
2018 paral.sk. | (Harstad) | FMT /29 IBS-D a nebo Cerstva), pacienta fungovalo po 3 m, ale v navazujici praci (Goll et al.,
zmrazena IBS-M kolonoskopicky 50- nikoliv po 12 m. 2020) — zmény u aktivni
FMT /28 80 g; jednorazové substance smérem ke sloZeni
placebo) podani do céka donord.
Halkjaer, RCT, 2 Dansko 51 25 FMT/ | Vsechny Kapsle, p.o.; Prazdné kapsle | 4 (ANO) | FMT na redukci IBS-SSS | Piijemci FMT méli vyssi
2018 paral.sk. 26 placebo) 12 davek & 25 kapsli | s hnédou po 3 m nefungovalo, ale diverzitu (podobnou jako
substanci placebo ano. darci), zatimco u placeba
nikoli.
Aroniadis, RCT, USA 48 25 FMT/ | Pouze Kapsle, p.o.; Prazdné kapsle | 4 (NE) Jak FMT tak placebo Slozeni piijemct FMT se
2019 crossover 23 placebo IBS-D 3 davky a 25 kapsli | s hnédou fungovali na redukei IBS- | podobalo darctim; a-diverzita
substanci SSS po 3 m; nebyl mezi a podobnost darciim se vSak
tim ale signifikantni mezi respondéry a non-
rozdil. respondéry FMT nelisila.
Holster, RCT, 2 Svédsko | 16 (8 FMT /8 | Vsechny Stolice (zmrazena), | Vlastni stolice | 2 (NE) FMT fungovalo na Diverzita se nezménila ani u
2019 paral.sk. placebo) kolonoskopicky 30 | pacienta redukci GSRS-IBS skore | FMT ani u placeba (baseline

ale byla podobna donorim);
Slozeni piijemct FMT se

podobalo darctim.
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El-Salhy, RCT, 3 Norsko 164 (54 FMT | Vsechny Stolice (zmrazena), | Vlastni stolice | 1 (NE) FMT fungovalo na Diverzitu nesrovnavali.
2020 paral.sk. | (Bergen) | s30g, gastroskopicky 30 pacienta redukci IBS-SSS po 3 m, | SloZeni piijemcti FMT se
55 FMT s 60g nebo 60 g; placebo nikoliv. Davka blizilo darci. Pozorovany
/ jednorazové podani s 60 g stolice fungovala specifické taxa, jejichz
55 placebo) do distalniho 1épe. zastoupeni se zménilo u
duodena responderti (vyssi
Eubacterium, Lactobacillus,
Alistipes a niz$i Bacteroides).
Holvoet, RCT, 2 Belgie 62 (43 FMT/ | Pouze Stolice (Cerstva), Vlastni stolice | 2 (NE) FMT fungovalo na Respondefi na FMT méli uz
2020 paral.sk 19 placebo) IBS-D a nasojejunalne; pacienta redukci symptomi a na zacatku vyssi diverzitu a
IBS-M neznamy objem; zlepSeni kvality zivota odli$né slozeni nez non-
jednorazové podani (QoL) po 3 m. respondefi. Nenalezen Zadny
do jejuna Signifikantné vetsi taxon spojeny s odpovédi na
odpoveéd’ pozorovana u FMT.
zen (69% vs 29%).
Lahtinen, RCT, 2 Finsko 51 QS FMT/ | IBS-D, Stolice (zmrazena), | Vlastni stolice | 1 (NE) FMT nefungovalo na Slozeni piijemct FMT se
2020 paral.sk 26 placebo IBS-M a kolonoskopicky 30 | pacienta redukei IBS-SSS u dost. blizilo darci.
IBS-U g; jednorazové mnozstvi pacientl po 3 m,

podani do céka

az celkovy pokles skore
byl signifikantni. Nebylo
dosazeno dlouhodobé

odpovédi po 12 m.

46




Singh, RCT, 4 USA 23 (11 FMT/ | IBS-D Kapsle, p.o.; Prazdné kapsle | 6 (NE) FMT vedlo k redukci Predléceni ATB signifikantné
2022 paral.sk 12 placebo) 1 davka & 19 kapsli | s hnédou IBS-SSS, avsak nikoliv ménilo slozeni bakteriomu,
substanci signifikantni. Hlavné, které po 10, resp. 24 tydnech
predléceni ATB jiz nebylo tak ziejmé.
vyznamng¢ snizilo
entgrafment FMT.
Guo, 2023 RCT, 2 Cina 18 OFMT /9 | IBS-D Kapsle p.o.; Prazdné kapsle | 0 jendef. | FMT snizilo signifikantné | FMT zvysilo diverzitu a
paral.sk. placebo) s klinickou | 3 davky 4 30 kapsli | s hnédou kapsle ** | IBS-SSS a skore uzkosti zménilo sloZeni bakteriomu
uzkosti substanci po3m (zvysilo mnoZstvi v obou

hlavnich kmenech

Bacteroidota a Firmicutes)

RCT = randomizovana kontrolovana studie; m = mésic

** 5 vagné definovanym mikrobialnim slozenim — udavaji jen ,,Enterobacter FMT*
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3. Uvod k publikacim, které jsou soudasti prace

3.1 Faecal bacteriome and metabolome profiles associated with decreased mucosal

inflammatory activity upon anti-TNF therapy in paediatric Crohn’s disease

Je znamo, ze 1é¢ba anti-TNF protilatkami méni dysbioticky bakteriom stolice u Crohnovy
choroby. Avsak dosud nebylo zndmo, zda jsou tyto zmény zplisobeny snizenim zanétlivé
aktivity sliznice, nebo zda se jedna o pruvodni efekt anti-TNF, coz by znamenalo, Ze podobna
reakce bakteriomu by mohla byt pozorovana u jedincii se zdravym stievem. Proto jsme
zkoumali zmény ve fekalnim bakteriomu a metabolomu pii podavani anti-TNF u déti s CD a
porovnavali je se zménami u déti s juvenilni idiopatickou artritidou (JIA) 1éCenych také anti-
TNF preparaty. Vzorky stolice se odebiraly longitudinalné pted a béhem anti-TNF terapie
(maximalné tf1 mésice po zahdjeni) a byly analyzovany na slozeni bakteriomu pomoci
masivné paralelniho sekvenovani 16S rDNA (oblast V4) a na slozeni metabolomu pomoci 'H
nuklearni magnetické rezonance. Testovali jsme také n€kolik reprezentativnich kment
sttevnich bakterii na inhibici rlistu in vitro pomoci infliximabu, t.¢. nejvice vyuzivanou anti-

TNF protilatkou.

Takto jsme analyzovali 530 vzorkt stolice od 121 déti (CD 54, JIA 18, zdravé kontroly 49).
Detekovali jsme reakcei bakteriomu stolice na 1écbu anti-TNF u CD: pfti 1écbé se zvysilo
zastoupeni tfi rodu tiidy Clostridia (/ntestinibacter, Ruminococcus, Flavonifractor), zatimco
se snizilo zastoupeni rodu Alistipes z tfidy Bacteroidia. Z fekalnich metabolitt se pfi [éCbe
anti-TNF protilatkami zvysilo mnozstvi glukozy a glycerolu, zatimco isoleucin a uracil se
snizily. U JIA nebyly po podani anti-TNF zaznamendny zadné vyznamné zmény bakteriomu
ani metabolomu. Rist bakterii v diskovém difuznim testu nebyl infliximabem vibec ovlivnén.
Nase zjiSténi tedy naznacuji, Ze za zmény bakteriomu a metabolomu pozorované u CD je

odpovédné spise hojeni stfevni sliznice nez Ui€inek samotného anti-TNF.
Vysledky byly publikovany v €asopise Journal of Crohn's and Colitis (IF: 8,0; Q1 v

Gastroenterology & Hepatology), povazovaném dlouhodobé za vynikajici v oboru

Gastroenterologie a viibec nejlepsi asopis zaméteny na IBD.
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3.2 Effects of Lactiplantibacillus plantarum and Lacticaseibacillus paracasei
supplementation on the single-cell fecal parasitome in children with celiac disease

autoimmunity: a randomized, double-blind placebo-controlled clinical trial

Stejné jako u ostatnich autoimunitnich onemocnéni, i prevalence celiakie v rozvojovych zemi
alarmujicim zptsobem roste. Diky sérologickym markeriim vSak dokédzeme poznat, ze dané
dité ma vyssi riziko rozvoje tohoto onemocnéni, které pak, rozvine-li se klinicky, vyznamné
negativné ovliviiuje rist a vyvoj ditéte. Neni tedy divu, Ze se vyzkumné tymy snazi najit
moznosti jak terapeuticky zasdhnout pted plnym projevem nemoci. Jako jedna z moZnosti se

-----

a imunomodulac¢ni Gc¢inky.

To iniciovalo vznik randomizované dvojité zaslepené a placebem kontrolované intervencni
studie na pud¢ Lundské univerzity, kde se celkem 78 détem s celiakélni autoimunitou
podavaly bud’ dva kmeny laktobacilt (Lactiplantibacillus plantarum HEAL9 a
Lacticaseibacillus paracasei 8700:2; n=40) nebo placebo (n=38). Déti v ni byli sledovany po
dobu Sesti mésict a v bodech 0-3-6 mésict se sbiraly vzorky krve a stolice. Publikované
vysledky popsaly pozitivni efekt na snizeni sérologickych markert celiakie, v navazujicich
publikacich byly popsany pozitivni G¢inky na stfevni bakteriom a metabolom. Nase studie si
kladla za cil zjistit, zda mtZze probiotickd kara pozitivn€ ovlivnit i jednobunécny stfevni

parazitom.

Proto jsme retrospektivné vysetiili vSech 227 vzorki stolice na ptitomnost Blastocystis
pomoci kvantitativniho real-time PCR a subtypizovali pomoci masivné paralelniho
amplikonového sekvenovani tseku 18S rDNA. Ostatni jednobunécni parazité byli detekovani
necilenym sekvenovanim 18S rDNA a poté ovéfeni pomoci real-time PCR. Vztah mezi

parazity a bakteriomem byl charakterizovan pomoci profilovani 16S rDNA oblasti V3-V4.

V na$i praci jsme zjistili, Ze prevalence jednobunécnych prvokl je u déti s CDA nizka.
Kolonizace prvoky byla v Case stabilni, a co je dilezité, bez ohledu na intervenci probiotiky.
Jejich ptitomnost souvisela se zvySenou diverzitou fekalniho bakteriomu, jak piSe i vétSina
studii, ale, velmi prekvapive, souvisela pfitomnost prvokil nepiimo s n€kterymi prospéSnymi
bakteriemi, jako Akkermansia muciniphila. Vysledky byly publikovany v ¢asopise Parasites &
Vectors (IF 3,02; Q1 v Parasitology).
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3.3 Protocol for faecal microbiota transplantation in irritable bowel syndrome — the
MISCEAT study: a randomised, double-blind cross-over study utilising mixed

microbiota from healthy donors

Navzdory vysoké prevalenci v dosp€lé populaci v Evropé zlstava etiologie IBS nevyjasnéna.
Mize zahrnovat mj. dysbiozu stfevniho mikrobiomu, na coz poukazuje mnoho studii

(viz 2.4.2). Pfevazné jsou vSak prafezového charakteru, coz omezuje schopnost zachytit
dynamiku vyvoje zmén mikrobiomu v ramci jedince. Typicka jsou totiz stfidani epizod

prijmu €1 zacpy s normalnim slozenim mikrobiomu.

Jako potencialni terapeutickd moznost pro IBS se objevila fekalni transplantace mikrobioty,
znama svym uspéchem pfi recidivujicich infekcich Clostridioides difficile. Prvni
randomizovana, dvojité zaslepena studie provedena v roce 2018 se zaméfila na prevazné
prujmovy typ IBS a prokazala vyznamny Gc¢inek po tiech mésicich, avSak ne po uplynuti 12
mésicl od intervence. Nasledné randomizované studie FMT u IBS se liSily ve svém designu,
zejména ve vybéru darct a priprave aktivni substance pro FMT (viz 2.4.3). Nedavna
metaanalyza zminovanych randomizovanych kontrolnich studii FMT u IBS, poukazala na

nedostatecnou kvalitu dikazl, coz brani doporucit FMT jako 1é¢bu IBS.

Nas studijni protokol se snazi fesit nékteré z nedostatkt jiz publikovanych randomizovanych
studii a ma za cil posoudit u¢innost FMT s vyuzitim smisené¢ mikrobioty od pecliveé
vybranych darcii na zmirnéni piiznakt IBS. Kvantifikace klinického efektu pomoci
symptomatického skore (IBS-SSS) probéhne Ctyii tydny po intervenci v porovnani s
autoklavovanym placebem. Sekundarnimi cili jsou hodnoceni akutnich a dlouhodobych
ucinki na zmirnéni symptomu, posouzeni bolesti bficha, nadymani, BMI, obsahu tuku,
obvodu pasu, tloustky koznich fas, psychologickych aspektl a sloZeni stftevniho mikrobiomu.
Timto komplexnim pfistupem se snazime piispét k poznatkiim o potencialni terapeutické roli

FMT pfi zvladani symptomu IBS.

Studijni protokol byl publikovan v ¢asopisu BMJ Open (IF 2,9; Q2 v Medicine, General &

Internal).
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3.4 Freezing of faeces dramatically decreases the viability of Blastocystis sp. and

Dientamoeba fragilis

Studie zkoumala vliv hlubokého zmrazeni (-80°C) na zivotaschopnost prvoki Blastocystis a
Dientamoeba fragilis v kontextu transplantace fekalni mikrobioty. Reaguje na studii (Terveer
et al., 2020), kde byla popsana absence nezadoucich u¢inki pti ptenosu Blastocystis cestou
FMT u pacienti s infekci Clostridioides difficile. Déale pak bylo navrzeno (Stensvold & van
der Giezen, 2018), Ze Blastocystis by moha byt pro darce FMT spiSe pfinosem neZ rizikem
vzhledem ke znamym asociacim s vysokou diverzitou sttevniho bakteriomu ¢lovéka. To vSak
kontrastovalo s guidelines pro FMT z roku 2019 (platna v dob¢ publikace), které vylucuji z

darcovstvi stolice osoby pozitivni na Blastocystis.

Hlavnim prvkem studie byl experiment, kde byla stolice darce pozitivniho na Blastocystis a
D. fragilis podrobena jednomu cyklu hlubokého zmrazeni ptes noc a naslednému rozmrazeni
- to simulovalo béznou praxi pii FMT. Testovani viability se délo cestou kultivace a

mikroskopie, a také pomoci kvantitativniho real-time PCR.

Vysledky naznacuji plnou ztratu zivotaschopnosti D. fragilis a vyznamné omezeni
zivotaschopnosti Blastocystis po tomto procesu. Proto jsme na zaklad¢ nasich vysledka
doporucili otevienou diskusi a prehodnoceni praxe vylu¢ovani darct pozitivnich na
Blastocystis sp. a/nebo D. fragilis pro uc¢ely FMT nejen kvuli jejich moznym benefitim na
bakteriom, ale 1 vzhledem vyuzivani stolice ve zmrazeném stavu, kdy nejsou, resp. jsou velmi

omezene, viabilni.

Clanek byl publikovan v asopise European Journal of Gastroenterology and Hepatology (IF
2,1, Q4 v Gastroenterology & Hepatology).
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3.5 Stool metabolome-microbiota evaluation among children and adolescents with

obesity, overweight, and normal-weight using ’ZH NMR and 16S rRNA gene profiling

Vyzkum zaméteny na charakterizaci metaboliti a slozeni mikrobioty v lidské stolici
poskytuje hlubsi vhled do molekuldrnich fenotypovych rozdilit mezi jednotlivei s normalni
hmotnosti a témi trpicimi nadvahou ¢i obezitou. Cilem této prufezové studie bylo
identifikovat potencialni metabolické a mikrobialni markery ve stolici, které¢ by mohly rozlisit

stav nadvahy nebo obezity u déti a dospivajicich.

Pro dosaZeni tohoto cile byl proveden vyzkum, pfi némz byly pomoci 1H NMR spektralni
analyzy a profilovani genti 16S rRNA (usek V4) zhodnoceny metabolické profily stolice a
sttevniho mikrobiomu u 52 déti ve v€ku 7 az 16 let. Tito Gicastnici byli rozdéleni do tii skupin

na zéakladé jejich BMI, konkrétné 16 s normalni hmotnosti, 17 s nadvahou a 19 s obezitou.

Vysledky metabolomické analyzy identifikovaly ¢tyi1 metabolity (arabindzu, butyrat,
galaktdzu a trimetylamin), jejichZ koncentrace byla vyssi u obéznich déti nez u déti

s normalni hmotnosti (p < 0,05), mezi dalSimi sledovanymi skupinami signifikantni rozdil
pozorovan nebyl. Zaroven byly identifikovany bakterialni taxony na Grovni rodu Escherichia
a Tyzzerella 3, jejichZ zastoupeni se vyznamné odliSovalo (p < 0,01) mezi vSemi tifemi
studijnimi skupinami. Nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil v diverzité mezi tremi
studovanymi skupinami a nebyly zjistény zadné vyznamné korelace mezi bakteridlnimi

taxony a metabolity.

Tato priufezova studie podporuje diivéjsi zjisténi (Murugesan et al., 2018) vysokého obsahu
SCFA ve stolici obéznich déti. Pfindsi navic 1 zjiSténi dalSich moznych metabolith ¢i
bakteridlnich taxont, jejich ¢etnost byla vyssi u skupiny obéznich déti oproti détem

s nadvahou ¢i normalni hmotnosti.

Clanek byl publikovan v ¢asopise PLOS One (IF 3,7, Q2 v Multidisciplinary).
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4. Diskuze

Dizerta¢ni prace se cestou tii projektii s terapeutickou intervenci snazila pfispét k poznani o
vztahu stievniho mikrobiomu pfi 1€¢bé tii chronickych gastroenterologickych onemocnéni.

Nize nasleduje diskuze jednotlivé ke kazdému z projekti.

4.1 Strevni mikrobiom a jeho zmény pri 1é¢bé anti-TNF u CD

V ramci projektu zaméfeném na stievni mikrobiom a jeho zmény ve vztahu k 1écbé déti s
Crohnovou chorobou jsme publikovali jednu studii. Ta se snazila primarné¢ odpovédét na
otazku, zda jsou znamé zmény ve slozeni bakteriomu po 1é¢bé€ anti-TNF preparaty primarniho
nebo sekundarniho pivodu. Déle néas zajimalo, zda jsou popisované znaky dysbiotického
mikrobiomu u déti s CD pozorované i1 v longitudindlnim meéftitku, jelikoz vétSina studii je
prufezového charakteru. Dalsi studie je zaméfena na prevalenci jednobunéénych prvoku, data

zatim nebyla publikovéna.

4.1.1 Zmény fekalniho bakteriomu p¥i podavani anti-TNF

Jak jiz bylo popsano vyse (viz 2.2.2), béZnym rysem stfevniho bakteriomu u pacientti s CD pred
1é¢bou anti-TNF je dysbidza (Lewis et al., 2015; Tamboli et al., 2004), popsana v Cetnych
studiich riznorodého designu a metodologie (Ananthakrishnan et al., 2017; Clooney et al.,
2021; Gevers et al., 2014; Joossens et al., 2011; Lloyd-Price et al., 2019; Metwaly et al., 2020;
Pascal et al., 2017; Sokol et al., 2017; Vester-Andersen et al., 2019; Vich Vila et al., 2018; Zhou
et al., 2021). Tu jsme pozorovali i v nasi studii. Patrné byly vyznamné rozdily mezi CD a
srovnavacimi skupinami bez nemoci stieva (JIA a zdravé kontroly), a to jak v diverzit¢, tak ve

slozeni bakteriomu.

Diverzita bakteriomu u CD byla sniZend az pozoruhodné a s ¢asem od vstupu do studie se
postupné zlepSovala. Zajimavé je, ze Cas byl jedinym silnym prediktorem zvySeni diverzity,
avSak nikoliv 1écba protildtkami anti-TNF. To naznacuje, Ze zvySeni diverzity v ¢ase by mohlo
byt zplisobeno jakymkoliv typem terapie, nikoli pouze anti-TNF. SloZeni bakteriomu u déti s
CD mélo néapadné velky rozptyl, ptficemz nékteré vzorky byly velmi vzdalené od slozeni
pozorovaného u déti s JIA nebo u zdravych kontrol. Zejména vzorky pacientli s CD jesté pred
lécbou anti-TNF preparaty mély vysSi zastoupeni taxonid z kmene Proteobacteria a
Fusobacteriota, coZ je znamy znak stfevni dysbiézy u CD, ktery byl popsan v mnoha

prafezovych studiich (Gevers et al., 2014; Lewis et al., 2015; Metwaly et al., 2020; Morgan et
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al., 2012; Pascal et al., 2017; Zhou et al., 2021). Celkové tak naSe vysledky potvrzuji vzorce

dysbiotického sloZeni bakteriomu u CD i z longitudinalniho pohledu.

Na zmény po anti-TNF terapii u IBD se dosud zaméfilo jen nékolik studii, které uvadéji posun
slozeni smérem k eubidze, konkrétné¢ pokles Proteobacteria a/nebo zvySeni zastoupeni
producentii SCFA (Kolho et al., 2015; Wang et al., 2018; Wang et al., 2021). V nasi studii se
slozeni bakteriomu po podani anti-TNF u CD posunulo smérem od ptevazujiciho zastoupeni
kment Proteobacteria a Bacteroidota smérem vysSimu zastoupeni Firmicutes, coZ by mohlo byt
povazovano za zménu smérem ke zdravéjsimu stfevnimu bakteriomu, protoze u pacientti s IBD
nelécenych anti-TNF se v mnoha studiich uvadi vyss$i zastoupeni jak Protoebacteria, tak
Bacteroidota (Gevers et al., 2014; Vich Vila et al., 2018; Wright et al., 2015; Zhou et al., 2021),
zatimco rody z Firmicutes jsou spojovany se zdravejSim stievem (Ananthakrishnan et al., 2017;
Metwaly et al., 2020; Morgan et al., 2012; Pascal et al., 2017; Sokol et al., 2017; Wright et al.,
2015; Zhou et al., 2021). Co se tedy tyce sloZeni bakteriomu v reakci na anti-TNF, naSe
vysledky potvrzuji zavéry piedchozich praci na détské populaci i v ramci longitudinalné

odebiranych vzorkii.

Testovani jednotlivych taxonti na zménu jejich zastoupeni po podavani anti-TNF neodhalilo
zadné posuny u JIA, ale identifikovalo n€kolik taxonit ménicich se u CD. Rod Alistipes (tfida
Bacteroidia) mél nizsi zastoupeni po 1€cb¢ anti-TNF, zatimco zastoupeni rodi Intestinibacter,
Flavonifractor a Ruminococcus (vsechny tiida Clostridia) se zvySilo. Za pozornost stoji rod
Ruminococcus z Celedi Lachnospiraceae a rod Flavonifractor z Celedi Oscillospiraceae. Oba
tyto bakterialni rody jsou znamymi producenty SCFA, a tedy pro stfevo prospésné (Domingo
et al., 2008; Liu et al., 2015). Ruminococcus je vice zastoupen v bakteriomech zdravych lidi
nez u pacientd s IBD (Gevers et al., 2014; Sokol et al., 2017), a zvySeni jeho zastoupeni bylo
spojeno s odpovédi na anti-TNF terapii u CD (Wang et al., 2018; Wang et al., 2021). Na druhou
stranu nékteré rody ruminokokli mohou produkovat prozanétlivé molekuly vin vitro
podminkach (Hall et al., 2017) a jsou spojovany s IBD (Henke et al., 2019). Flavonifractor je
rod fylogeneticky riznorody, diive klasifikovan jako Eubacterium (Carlier et al., 2010); jeho
hlavni zéastupce F. plautii, ktery se spolu s ostatnimi eubakteriemi, jinak dobfe zndmymi
producenty SCFA, se bézn¢ vyskytuje u lidi se zdravym stfevem (Mukherjee et al., 2020). Za
zminku jisté stoji, ze fylogeneticky ptibuzny druh E. rectale byl jiz asociovan s odpovédi na

anti-TNF 1écbu u déti s CD (Kolho et al., 2015). Souvislost s CD jiz byla zaznamenéana u rodu
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Intestinibacter (Forbes et al., 2018) z celedi Peptostreptococcaceae; nebyla vsak zohlednéna
aktivita onemocnéni (remise vs. aktivni onemocnéni) ani stav stfevniho zanétu. Jeste
zajimavéjsi je, ze u déti s IBD byl zaznamenidn ndrGst neznamého rodu z celedi
Peptostreptococcaceae, ktery je znamkou odpovédi na anti-TNF 1écbu (Ventin-Holmberg et al.,
2021). Uloha rodu Alistipes, patticiho do fadu Bacteroidales, tiida Bacteroidia, zistava nejasna
(Parker et al., 2020). Jeho souvislost se stfevnim zanétem pii IBD se vSak na zakladé
nejnovéjsich praci jevi jako pravdépodobnd (Dziarski et al., 2016; Rodriguez-Palacios &
Erkkila, 2019), a proto by jeho sniZeni po 1écbé davalo smysl. Celkové se v kontextu soucasné
literatury domnivame, Ze zmeény bakteriomu naznaCuji vyznamnou souvislost mezi
souvisejicimi taxony a zdravéjSim slozenim stfevniho bakteriomu. Navic, absence takovych
pozorovani u JIA se zdravym stfevem naznacuje, Ze zmény bakteriomu po anti-TNF u déti s
CD jsou pravdépodobné sekundarniho puvodu, tedy zprostiedkovany zlepSenim zdravi

stieva a nikoliv samotnym tcinkem anti-TNF.

Class Clostridia Class Bacteroidia
I IBD JIA [ IBD JIA

P=27x10°

Anti-TNFa
= off
= on

Relative abundance of taxon

3 2 8 1 2 3 3 2 1 06 1 2 3 3 2 1 06 1 2 & 3 2 1 b 1 2 3
Time (months) Time (months)

Obr. 8 Relativni pocetnost tiid Clostridia a Bacteroidia v Case

Diagnoéza: IBD = Crohnova choroba, JIA =juvenilni idiopaticka artritida. Barvy podle terapie anti-TNFa: ¢ervena
= vzorek stolice odebrany pifi podavani anti-TNF; modra = vzorek stolice odebrany, kdyz nebylo podavano zadné

anti-TNF. P-hodnota je korigovana na pocet testovanych taxon pomoci vicetiroviiového modelovani.

4.1.2 DalSi nalezy v projektu

Kromé bakteriomu jsme se zaméfili i na fekélni metabolom, kde jsme pozorovali zvyseni
glukézy a glycerolu, zatimco isoleucin a uracil se snizily po 1é¢b¢€ u anti-TNF jen u CD a nikoliv
u JIA. Obecné lze fici, Ze vSechny zmény mezi vyznamnymi metabolity podporuji celkovy
obraz pfechodu od proteolytické k sacharolytické fermentaci (Diether & Willing, 2019; Windey

et al., 2012), ktera je povazovana za zdravéjsi (Canfora et al., 2019). Zajimavé je, Ze u SCFA,

56



-----

pacienty s IBD (Bjerrum et al., 2015; Marchesi et al., 2007), jsme nepozorovali zddnou jejich

souvislost s anti-TNF 1é¢bou.

Dale jsme se sekundarné zaméfili i na mozny piimy Uc¢inek anti-TNF na bakterie, ktery je
nepravdépodobny, avsak nelze vyloucit, ze se monoklonalni protilatka vaze nespecificky na
struktury bakteridlni bunky. Proto jsme provedli diskovy difuzni test s disky napuSténymi
infliximabem (nejvyuzivanéjsi z ptipravka anti-TNF) na kultiva¢nich plotnach s Sesti riznymi
anaeroby, ktery neprokézal znatelnou inhibici rstu nebo jeho zesileni, ¢imZ jsme dospéli k

zaveéru, ze ptimy Ucinek anti-TNF na bakterie je velmi nepravdépodobny.

Z4dna studie se dosud nezabyvala prevalenci Blastocystis u détskych pacientii s CD. Dosud
nepublikované vysledky nasi vyzkumné skupiny s longitudinalnimi odbéry vzorkd u détskych
pacientii s CD z péti nemocnic v CR naznacuji velmi nizkou prevalenci Blastocystis — pouhych
7,5% déti s CD (3/40 subjektit), tedy vyznamné méné nez u zdravych kontrol (29%,; 14/49
subjektil) 1 jinych mimostfevnich onemocnénim jako diabetes 1. typu (37%; 21/57 subjektl) ¢i
juvenilni idiopaticka artritida (20%; 2/10).

4.1.3 Silné stranky a limitace studie

Silnou strankou studie mohl byt jeji jedinecny design diky paralelnimu sledovani pacientti s
JIA na anti-TNF terapii - to ndm umoznilo odfiltrovat potencidlni pfimy obecny ucinek anti-
TNF na jakykoli sttevni mikrobiom, v€etné mikrobiomu osob se zdravymi stievy. V souladu s
nejnovej$imi trendy jsme pouzili longitudinalni pozorovani, abychom snizili vliv kratkodobych
vykyvii v pocetnosti jednotlivych mikrobialnich taxonii (Knight et al., 2018). Navic nas
multicentricky nébor pacienti mohl zvysit zobecnéni vysledkl. Kromé toho jsme peclivé dbali
na integritu vzorki v celém chladicim fetézci: byla kontrolovana teplota v domadcich
mraznickach subjektl studie a pfepravni kontejnery byly zmrazeny chladicimi obaly s fazovym
rozhranim (s otvory pro sbérné zkumavky) v polystyrénovém boxu. Nakonec jsme ze vSech
vzorkl stolice ziskali hladiny kalprotektinu, coZ ndm umoZznilo upravit modely pro aktivitu
slizniéniho z&nétu a potvrdit absenci slizni¢niho zanétu u JIA, ackoli to bylo pfi absenci
gastrointestinalnich symptomu a priori velmi nepravdépodobné (Arvonen et al., 2012; Pichler

et al., 2016).
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Hlavnim omezenim byl niz§i pocet pacientii s JIA zatazenych do studie. Samotné diagnoéza je
vzacna a u déti chybéla ochota odebirat vzorky stolice. Ziskand data vSak nenaznacuji zadné
hrani¢ni G¢inky anti-TNF na metabolom nebo bakteriom stolice u JIA: rozdil v G¢inku v

kontrastu s CD je tak ziejmy.

4.1.4 Zavéry studie a vyuziti do budoucich vyzkumnych projekti

V ramci tohoto podprojektu jsme popsali posun bakteriomu a metabolomu stolice smérem ke
zdravéjSimu sloZeni po anti-TNF terapii u CD, ktery byl podpotfen komplexnim longitudinalnim
sbérem vzorkl stolice. Nejdilezitéjsi je, Ze v modelu adjustovaném na hladiny fekalniho
kalprotektinu jsme identifikovali Ctyfi bakteridlni taxony (zejména producenty SCFA
Flavonifractor a Ruminococcus) a Ctyfi fekalni metabolity (zejména isoleucin), jejichz
mnoZzstvi se vyznamné zmeénilo po anti-TNF terapii pouze u CD, ale nikoli u JIA se zdravym
sttevem. Nepozorovali jsme zadny vyrazny vliv infliximabu in vitro na rust reprezentativnich
anaerobnich bakterii, coz spolu s vySe uvedenym naznacuje, Ze zmény ve fekdlnim bakteriomu
a metabolomu jsou sekunddrniho pivodu a ze pravdépodobné odrazeji snizeni slizni¢niho
zanétu nez celkovy ucinek anti-TNF. Identifikované bakterialni taxony a fekalni metabolity by
tedy mohly byt povazovany za zndmky obnoveného stievniho ekosystému, coz by mohlo

pomoci pochopit povahu zmén stfevniho mikrobiomu pfi terapii CD.

Vysoké naroky na pravidelné odbéry pacientii a sbér klinickych dat pro hladky prubéh takové
studie nas pfimély vytvotit dobie fungujici logistiku zasilani vzorkd, jejich skladovéani a data
management pro dals$i vyzkumné projekty. I proto bylo vytvoieno vicero dalSich vyzkumnych
projekti zamétenych na Crohnovu chorobu u déti (studie metabolomu stolice pii 1€Eb¢ enteralni

vyzivou, studie bakteriomu stolice pti 1écbé eliminacni dietou v indukéni fazi, tzv. CDED).

Nase vysledky vzbudily z4jem dalSich vyzkumnych skupin a budujeme tak mezindrodni
spolupraci. Nyni spolupracujeme na metaanalyze u détskych IBD, vedenou tymem
z rakouského Grazu , za UCasti dat z 25 studii z celého svéta. Jejim cilem je systematicky
analyzovat zmény sloZeni stfevniho mikrobiomu a jeho pouzitelnost jako biomarkeru vyvoje
onemocnéni a odpovédi na [é€bu. Dale jsme byli osloveni se spolupraci na vyzkumném projektu
vedeného tymem z korejského Soulu, jehoZ cilem je ovéfit, zda model hlubokého uéeni dokaze
pfedpoveédét progndzu dosazeni remise détskych pacientli s IBD na zéklad¢ sloZeni jejich
mikrobioty.
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4.2 Strevni mikrobiom ve vztahu k interven¢nimu podavani
probiotik u déti s CDA

V ramci projektu zaméteném na stfevni mikrobiom ve vztahu k 16¢bé u déti s CDA jsme
publikovali jednu praci, kterd popisuje zmény jednobunécného parazitomu, ktery byl
analyzovan v ramci randomizované klinické studie s intervenci probiotickych kmenti u CDA.
Intervence dvéma kmeny laktobacilii zptsobila v ptedchozich podprojektech stejné klinické
studie mirné zmény v bakteriomu (Oscarsson et al., 2021) a metabolomu (Jenickova et al.,
2023), avSak u parazitomu jsme zadny efekt nepozorovali. SpiSe naopak, pozitivita vyskytu
prvokt byla po dobu sledovani stabilni a sice souvisela se zvySenou diverzitou bakteriomu,

ale naopak nesouvisela s pfitomnosti nékterych prospésnych bakterii.

4.2.1 Prevalence prvoki ve studii

Cilenym molekularnim testovanim pomoci kvantitativniho PCR v redlném case jsme nejprve
zjistovali prevalenci Blastocystis jako hlavniho zastupce fekalniho parazitomu (Cinek et al.,
2021; Clark et al., 2013). Poté jsme prozkoumali cely parazitom pomoci profilovani 18S
rDNA a kvantifikovali pozitivni nalezy pomoci specifickych PCR v redlném case pro kazdého
z prvokl. Prevalence Blastocystis u déti s CDA byla nizka (15,4 %), tedy v souladu s
hygienickou hypotézou (Bach, 2001), recentni studii u pacientt s celiakii (Soleimani
Jevinani et al., 2023) i1 geografickym gradientem vyskytu Blastocystis u zdravych dospélych a
deéti (Bart et al., 2013; El Safadi et al., 2016; El Safadi et al., 2014; Lhotska et al., 2020;
Mohammad et al., 2017; Oliveira-Arbex et al., 2018; Poulsen et al., 2016; Scanlan et al.,
2014; Tito et al., 2019).

Ackoli je Blastocystis Casto uvadeéna jako nejcastéjsi stievni eukaryont (Clark et al., 2013),

v nasi praci ptevazovala D. fragilis (celkova prevalence 23,1 %). To mlze byt zptisobeno
jejim vyssim vyskytem v rozvinutych, urbanizovanych zemich (Barry et al., 2013; Stensvold,
Arendrup, Molbak, et al., 2007), ale mozna hrala vyznamné;jsi roli lokalita na jihu Svédska,
coz podporuji 1 prace o vysokém vyskytu ve Skanii, Svédském Jonkdpingu a v danské Kodani
(Jokelainen et al., 2017) (Ogren et al., 2015; Roser et al., 2013; Stensvold, Arendrup, Molbak,
et al., 2007). Vyssi vyskyt D. fragilis nez Blastocystis v nasi studii se tedy zda byt smysluplny
s ohledem na geografickou blizkost zminiovanych lokalit. Pfesto vysoky vyskyt D. fragilis v
regionu vyvolava otdzku jeho ptivodu. MiiZe se jednat o endemickou zaleZitost, ale mize jit
také o prosté reportovaci zkresleni zpisobené existenci nékolika dobie etablovanych skupin

pro vyzkum parazitti v Dansku a Svédsku. Podobné ojedinélé piipady prekvapivé vysokého
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vyskytu Dientamoeba byly totiz nedavno hlaSeny napt. v Nizozemsku (Bruijnesteijn van
Coppenraet et al., 2015; de Wit et al., 2001) a v Cesku (Jirku et al., 2022), rovnéZ pii vyuziti

molekularni detekce.

4.2.2 Efekt probiotické intervence na parazitom

Kolonizace prvoky byla v pribéhu ¢asu stabilni a nebyla ovlivnéna intervenci laktobacily.
Casova stabilita u déti byla dobte popsana u D. fragilis (Jokelainen et al., 2017); pro
Blastocystis vsak existuje pouze jedna studie u dospélych s malym poctem subjektti (n=10)
(Scanlan et al., 2014), takze naSe studie je prvni, ktera tuto stabilitu parazitomu u déti uvadi.
Ac bylo v diivéjsich substudiich této klinické studie popsano, ze smes dvou kment
laktobacili moduluje imunitni odpovéd’, (Hakansson et al., 2019) méni fekélni bakteriom
(Oscarsson et al., 2021) a metabolom (Jenickova et al., 2023) smérem ke zdravéjSimu
sloZeni, tak naSe zjiSténi neprokéazaly Zadny U€inek pfi modulaci fekalniho parazitomu u déti s

CDA.
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Obr. 9 MnozZstvi Blastocystis a Dientamoeba fragilis u déti s CDA dostavaji probiotickou

intervenci laktobacill (skupina Lactobacillus) nebo placebo po dobu 6 mésicti intervence
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4.2.3 Prvoci a bakteriom

Diverzita bakteriomu nebyla ovlivnéna probiotiky, ale pozorovali jsme, Ze je vyssi

v pritomnosti prvoki, podobné jak to bylo dfive popsano u jinych studii u dospélych,
napi.(Andersen et al., 2015) a u déti (Cinek et al., 2021). Jak jsme spekulovali v pfedchozi
praci naseho tymu, souvislost mezi pozitivitou prvokl a bohatym ekosystémem bakteriomu
by mohla spocivat v prosperité Blastocystis v diverzifikovanych ekosystémech (Cinek et al.,
2021) nebo samotny prvok muze modifikovat stfevni ekosystém (Nieves-Ramirez et al.,
2018). Navic na zakladé naSich soucasnych zjisténi je s diverzitou fekalniho bakteriomu

spojena 1 D. fragilis a nikoliv pouze Blastocystis.

Pozitivita Blastocystis a/nebo D. fragilis byla spojena s rozdilem ve sloZeni bakteriomu.

Z jednotlivych taxonl asociovanych s Blastocystis vynika negativni asociace s rodem
Akkermansia a jejimi vzestupnymi taxonomickymi kategoriemi. Akkermansia je znamym
degradatorem mucinu a producentem SCFA, (Derrien et al., 2004) a je tedy obecné povazovana
za velmi prospéSnou pro stirevni mikrobiom (Rodrigues et al., 2022). Navic bylo popsano, ze
jeji Cetnost je snizena u celiakie (Di Biase et al., 2021) a naopak se zvySuje po podani probiotik
(Oscarsson et al., 2021). Spekulujeme tedy, Ze se bakterii nedafi v ekosystému vytvofeném
Blastocystis. Jina prospés$na bakterie, Faecalibacterium, znamy producent SCFA (Barcenilla et
asociovana s pozitivitou Blastocystis. Pritomnost D. fragilis byla mimo jiné¢ inverzné¢ spojena s
Enterobacteriaceae, bakteriemi podporujicimi zanét, o nichz je znamo, ze jsou obohaceny v
bakteriomech pacienti s celiakii (Di Biase et al., 2021). Na druhou stranu byla jeji pfitomnost,
stejn¢€ jako Blastocystis, inverzné asociovana s mnoha prospéSnymi bakteriemi produkujicimi
SCFA (v€etné Flavonifractor, Faecalibacterium nebo celedi Lachnospiraceae), ¢imz se

interpretace téchto asociaci pon€kud komplikuje.

4.2.4 Silné stranky a limitace studie

Nase prace ptindsi jedine¢ny pohled na nové téma ve vyzkumu celiakie, protoze Zadna studie
dosud nezkoumala stfevni parazitom pomoci molekularnich metod. Vzorky byly odebirany
longitudinalnég, coz pomaha snizit vliv kratkodobych vykyvii v pocetnosti jednotlivych
mikrobialnich taxonil (Knight et al., 2018). Analyza byla provedena n€kolika dopliikovymi

metodami (kvantitativni PCR v redlném case, amplikonové sekvenovani rtiznych tsekii 18S
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rDNA pro subtypizaci Blastocystis a testovani parazitomu). To spolu se zahrnutim vice

negativnich kontrol chranilo pfed faleSnou pozitivitou.

Hlavnim nedostatkem byla nedostupnost cerstvého vzorku stolice potfebného pro piimé
morfologické hodnoceni pod mikroskopem, protoze pro extrakci DNA byly pouzity pouze
zmrazené vzorky. Nevime tedy, jaka stadia prvoki byla pfitomna a zda morfologie souvisi se
subtypy Blastocystis. Dal§Sim omezenim je, Ze pro srovnani prevalence prvokl nebyla
zkoumana zadna kontrolni skupina bez CDA, protoze samotna klinickd studie byla navrzena

mnohem dfive tato parazitologickd podstudie.

4.2.5 Zavéry studie a vyuziti do budoucich vyzkumnych projekti

Prevalence Blastocystis u déti s CDA je pomérné nizka, ptekvapive D. fragilis je z obou
prvoku castejsi. Pozitivita ani mnozstvi prvokill se po probiotické intervenci vyrazné
nezmeénily. Pritomnost Blastocystis a D. fragilis byla spojena se zvySenou diverzitou
bakteriomu; neptfimo vSak souvisela s mnozstvim nekterych prospésnych bakterii, jako napft. s
Akkermansia muciniphila. Ptestoze probiotika mohou détem s CDA pomoci modulovat
imunitni odpovéd’ a pozitivné ovlivnit fekalni bakteriom, jednobunéény parazitom zistava

neovlivnén.

Vyznam této prace souvisi zejména s dal§im uspéSnym vyuzitim nasi pipeline na analyzu
jednobunécného parazitomu se zamétenim na Blastocystis, jakozto ukazatele bakteriomu
stolice s vysokou diverzitou. Toho jsme vyuzili i pfi zapojeni do evropského projektu COST o
Blastocystis v kontextu pristupu jednoho zdravi (,,One Health approach®), kde v soucasné
dobé¢ pracujeme na nékolika projektech zamétenych na detekci Blastocystis u raznych

populaci, mj. pravé u détské Crohnovy choroby.
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4.3 Strevni mikrobiom ve vztahu k 1é¢bé IBS pomoci FMT

V ramci projektu zaméfeném na stievni mikrobiom a jeho zmény ve vztahu k 1é¢bé syndromu
dréazdivého tra¢niku jsme publikovali dvé prace. Prvni znich je publikace protokolu této
randomizované klinické intervenéni studie, druhy je pak kratky format typu ,,letter to the
Editor, ktery popisuje experiment, kterym jsme chtéli prispét do debaty o tom, co v§e ma byt
predmétem testovani darcti stolice. Nabor pacientl je ukoncen, studii t.¢. dokoncilo 55/60
subjektd, u zbylych probihaji findlni klinické navstévy a odbéry vzorkl. Vzhledem k tomu, ze
data o ti€¢inku na mikrobiom jsou nyni stale pfedmétem zavérenych analyz, nejsou publikovana
a nemohou tak byt souc¢asti dizertacni prace. Nize tedy nasleduje diskuze nad designem studie

v kontextu publikovanych praci na dané téma, a predbéznych vysledcich studie.

4.3.1 Design studie

Nase studie je koncipovana jako dvojité zaslepena, placebem kontrolovana, randomizovana,
piekiizend studie se tfemi skupinami dospélych pacientl s diagn6ézou IBS (priijmova nebo
smisena forma) podle Rimskych kritérii (IV. vydani). Kazdy ucastnik studie podstupuje dva
pary FMT (celkem ctyfti klyzmata pro kazdého pacienta), pricemz dvojice ptevodl jsou od
sebe vzdaleny osm tydnti. Aktivni substanci je smiSena mikrobiota stolice ziskana od osmi
zdravych jedinct, ktefi byli pfedem vybrani pro vysokou diverzitu svého mikrobiomu a svym
sloZzenim jsou vzdaleni od mikrobioty pacientii IBS. Placebo je stejnd mikrobidlni sm¢s, ale

inaktivovana autoklavovanim.

Ugastnici studie jsou ndhodné zatazeni do jedné ze ti skupin: 1) klyzma nejprve s aktivni
substanci a poté s placebem nebo 2) klyzma nejprve s placebem a poté s aktivni substanci
nebo C) klyzma pouze s placebem (podrobné schéma na Obr. 10); poté jsou sledovani po
celkovou dobu 32 tydnil od prvni intervence za ucelem hodnoceni zdvaznosti symptomu IBS
(IBS-SSS), pravidelného sledovani jejich sttevniho mikrobiomu (profilovani 16S rDNA) a
dalSich parametra, jako je pocet fidkych stolic, Bristolské skala stolice, bolesti bficha a
nadymani, body mass index, obsah tuku, obvod pasu, tlouStka koznich fas a psychologicka
evaluace. Skupina s placebem je planovéna z divodu nezndmého nastupu a trvani i€¢inku
intervence: pokud by se nastup u€inku opozdil nebo pokud by pretrvaval delsi dobu,
jednoduchy prekiizeny design by nemél dostate¢nou silu kvili pfenosovému efektu. V
ptipadég, Ze by FMT byla spojena s vyznamnym, ale ne trvalym zlepSenim stavu, kontrolni
skupina by jesté zvysila statistickou silu.
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4.3.2 NaSe studie v kontextu literatury

Vzhledem k tomu, Ze 1) €inna terapie IBS neni v soucasné dob¢ k dispozici a 2) roli

v patogenezi onemocnéni hraje velmi pravdépodobné stfevni dysbidza, stala se FMT
zajimavou moznosti jak pomoci pacientim s timto tak velmi omezujicim onemocnénim.
V soucasnosti bylo publikovano devét randomizovanych klinickych studii heterogenniho

designu (viz Tabulka 4).

Podskupiny IBS. Studie je navrzena u prijmovitého subtypu IBS (IBS-D) a smiseného subtypu
(IBS-M) s prevazujicim priijmem. Duvoda pro intervenci v této specifické podskupiné je
nekolik. Za prvé, pienos mikrobioty bude na rozdil od formy se zacpou jednodussi. Za druhé,
klinicky tc¢inek lze dobie posoudit, pokud dojde k vyznamné zméné konzistence a frekvence
stolice. A konec¢né, cilova skupina pacientli bude srovnatelnd s jinymi studiemi v této oblasti,

které také vétSinou vyuzivaji IBS-D nebo IBS-M (Halkjaer et al., 2023).

Cesta podani FMT. Pti 1éc¢bé recidivujici infekce Clostridiodes difficile se jako
nejefektivnéjsi prokazalo opakovana aplikace FMT cestou kolonoskopie, nicméné vysokou
ucinnost prokazalo 1 podavani kapsli (Baunwall et al., 2020; Cold et al., 2021). Naproti tomu
u IBS vedla ke zlepSeni klinického skore IBS-SSS spise FMT podavana prostfednictvim horni
endoskopie nebo kolonoskopie, ackoliv se mnoho vyzkumi zamétilo na podavani FMT

kapslemi (Franc et al., 2022). Zadna ze studii v§ak nezvazila moznost aplikace klyzmatu, pro
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které jsme se rozhodli v nasi studii. Hlavnimi divody jsou: 1) oproti endoskopii vyssi
bezpecnost a 2) vyssi adherence v nami zvoleném zkiizeném designu (ocekavame ji spise u
aplikace klyzmatu néz pti endoskopickém podani). Poddvani klyzmatu je levné a méné
invazivni nez endoskopicka aplikace do tlustého stieva, ale miize byt mén¢ ucinné, protoze se
nerozsiii za oblast slezinného ohbi (flexura lienalis), tedy nejdale se dostane do sestupného
tracniku tra¢niku(Konig et al., 2017), proto je v nasi studii aplikace klyzmatu parova - béhem

dvou dnt se opakuje (viz Obr. 10).

Darci FMT - skrinink. Darci pro FMT jsou jednotlivymi biobankami vybirani na zakladé
splnéni kritérii danych soucasnymi doporucenimi. V dobé¢ piipravy studie jsme se fidili
konsenzem pro biobanky stolice (Cammarota et al., 2019) Jedinou odliSnosti v nasem ptistupu
bylo nevytazeni darcii pozitivnich na jednobunécné stievni prvoky Blastocystis a
Dientamoeba, jelikoz jsou tito prvoci asociovani s vysokou bakterialni diverzitou (Andersen
et al., 2015; Hurych et al., 2022; Rostami et al., 2017; Tito et al., 2019) a jsou tedy spise
ukazatelem vhodného darce. Navic, jak jsme prokazali vlastnim experimentem, oba prvoci
nepieZivaji zmraZeni na -80°C vyuZivané pro skladovani stolic v ramci biobanky. Tedy, na
zéklad¢ nasi kratké prace neni bezpecnostnich divodi k vylou€eni darcii pozitivnich na

Blastocystis a/nebo Dientamoeba.

Darci FMT - strategie vyuziti FMT. Zpravidla kazd4 banka stolice mé nizké jednotky
piedem selektovanych donorti stolice nebo dokonce jednoho super-donora, pro jejichz
prevazné vyuzivani argumentuje napt. (El-Salhy et al., 2021). Diivodem je fakt, Ze G¢innost
FMT se zda byt zavisla prave na darci. AvSak ztrata jednoho takové super-donora vyznamneé
negativné ovlivituje pribeh studie, navic se zde uplatituje faktor temporalni variability sloZeni
— v disledku tak mlize celd studie ptfedcasné skoncit nebo se v kazdém z ¢asovych bodu
aplikuje jind mikrobiota. Idealnim feSenim by tak mohlo byt darcovské stolice smichat a
zamrazit pred intervenc¢ni fazi studie. Tim se zajisti dostatecné mnoZzstvi stejné¢ho slozeni pro
vSechny aplikace ve studii. I proto jsme se v nasi studii rozhodli pro vybér nékolika darcii
pted interven¢ni fazi studie. Tak jsme zajistili stejné sloZeni pro vSechny piijemce a diky
michani stolic 1 vyssi diverzitu FMT, ktera zvySuje Sanci nastoleni eubidzy ve stievnim

mikrobiomu piijemct.
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Placebo. U pacientt s IBS je mira odpovédi na placebo vysokd, odhady klinické odpovédi na
placebo se v metaanalyzach pohybuji od 16 % do 72 % (Ford & Moayyedi, 2010; Patel et al.,
2005). Nejcasteji se jedna o vlastni stolici pacienta, ev. prazdné kapsle u kapslového podéani
(viz Tabulka 4). Vyuziti vlastni stolice jako placeba ma vsak celou fadu nevyhod — jedna se
zejména o nekonzistentnost vzhledem k temporalni variabilité sloZzeni mikrobiomu, a navic
kazdy ucastnik studie pak dostava jiné placebo. V nasi studii jsme se proto rozhodli vyuzit
autoklavovanou aktivni substanci pro FMT. Slozeni tak bylo stejné pro vSechny tcastniky
studie a nebude obsahovat Zivé mikroorganismy, tedy efekt mikrobioty byl prakticky

eliminovan.

4.3.3. Efekt smésné mikrobioty na stievni mikrobiom u IBS — piredbéZné vysledky

T.C. je hotova pribézna analyza u 25 subjektt, které¢ dokoncili pozorovani, za vyuziti
metagenomické sekvenovani vzorkt stolice ve ¢tyfech ¢asovych bodech: tyden pied a jeden
meésic po kazdé ze dvou intervenci FMT. Data byla analyzovana z hlediska taxonomického
sloZzeni (MetaPhlAn), funk¢ni kapacity (HUMANN) a nosi¢stvi gent antibiotické rezistence.
Byly pouzity linearni modely se smiSenymi efekty ke zkoumani vlivu intervenci na
kvantitativni charakteristiky mikrobiomu s ndhodnou intercepci pro kazdou intervenci (aktivni

vs. placebo).

Podani zivé FMT bylo siln€ spojeno se zvySenim diverzity fekalniho mikrobiomu meésic po
jeji aplikaci, jak zmé&feno pomoci indexu Chaové (p = 4x10”7) a Shannonova indexu diverzity
(p = 4,5x10%), ale méné& v Simpsonové indexu (p =0,024). Podle metrik beta diverzity, tedy
vzajemné odlisnosti bakteriomt, se fekalni mikrobiota pacient po FMT vice podobala
sloZeni aktivni substance nez podani autokldvovaného placeba, zatimco podani placeba nebo
wash-out obdobi vedlo ke krat§im a nahodnym trajektoriim (p=3,8x10” pro rozdil mezi

vzdéelnosti po aplikaci zivé mikrobioty a placeba).
Z vysledki 1ze konstatovat, Ze bakteriomy pacientli s IBS reagovaly na aktivni FMT, ale

nikoliv na autokldvované placebo. ZvysSenim své diverzity a svého sloZeni se pfiblizily

darcovské substanci smésné stolice. Tyto zmény trvaly v prubéhu sledovani.
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Obr. 11. Diverzita se po transplantaci aktivni FMT zvySuje a pietrvava
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Obr.12 Vzdalenost k darcovské substanci se snizuje po aktivni FMT, ale nikoliv po placebu.

4.3.4. Efekt smésné mikrobioty na klinické priznaky IBS — predbézné vysledky

Primarni sledovany vysledek byla zména ve skére IBS-SSS pted FMT a 4 tydny po aplikaci
FMT. Z ptedbéznych analyz vyplyva, Ze podani FMT vedlo ke zlepSeni skore, avSak rozdil
mezi podanim aktivni mikrobioty a placebem nebyl klinicky vyznamny (p=0,893; zmény
IBS-SSS u jednotlivych skupin viz Tabulka 5.)
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Tabulka 5. Efekt FMT na zmény IBS-SSS po prvnim (tyden 5) a druhém (tyden 13) paru
FMT u jednotlivych studijnich skupin

Skupina / rozdil v IBS-SSS* Tyden 5 Tyden 13
1(A-P) -27,5 -14,7
2(P-A) -50,0 -39,1
3(P-P) -50,3 -5,3

* Jako klinicky u¢inny byl povaZovan pokles v IBS-SSS oproti vstupni hodnoté o méné nez 62,5 bodu;
A = aktivni substance; P = placebo

4.3.5 Vyuziti do budoucich vyzkumnych projektu

Hlavnim vystupem projektu budou dalsi poznatky o zménach mikrobiomu a o klinickém
efektu FMT u pacienti s IBS. Nemén¢ dillezitym vedlejSim produktem je vytvoteni funkéni
biobanky stolic pro ticely FMT u rekurentnich infekci C. difficile, ktera se zifidila na ptdée
Fakultni nemocnice v Motole na konci roku 2021 na bazi nasi vyzkumné banky. Do dneSniho

dne bylo nemocnym aplikovano pies stovku FMT.
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5. Zavér

Cilem této prace bylo zkoumat reakce stfevniho mikrobiomu po terapeutické intervenci
pomoci longitudinalniho sledovani u tfi chronickych stfevnich onemocnéni: Crohnovy

choroby, celiakie a syndromu drazdivého tracniku.

U Crohnovy choroby bylo znamo, Zze anti-TNF 1é€ba méni stievni bakteriom, avSak vzhledem
neoptimalnimu designu dosud publikovanych studii nebylo znamo, zda jsou tyto zmény
primarn¢ efektem anti-TNF nebo sekundérni reakce hojiciho se stfevniho zanctu. Z nasich
vysledkii modelovani, které reflektuje nejen zmény slozeni bakteriomu, ale 1 stav stfevniho
zanétu, vyplyva, ze zmény bakteriomu u CD po 1é€bé anti-TNF jsou sekundarni, tedy dané

vyléCenim stfevni sliznice, a nikoliv primarn¢ ptisobenim preparatd anti-TNF.

V ptipadé celiakie jsme se zamétili na jeji subklinickou formu, celiakalni autoimunitu, kde
jsme v rdmci intervencni studie s probiotiky sledovali efekt na zmény jednobunééného
sttevniho parazitomu a ovlivnéni bakteriomu praveé ptitomnosti téchto jednobunéénych
markerti CeD a také pozitivni efekty na stievni bakteriom a metabolom, jednobunécny stievni
parazitom zustal dle nasi substudie neovlivnén. Pfitomnost pro stievo prospésnych stievnich
prvoku vsak vyznamné ovliviiovala sloZeni bakteriomu, a¢ piekvapive, byla jejich pfitomnost

asociovana negativné s pritomnosti prospésnych stievnich bakterii.

U syndromu drazdivého tra¢niku jsme pacientiim v rdmci randomizované klinické studie
podavali FMT ve formé¢ klyzmatu, a to celkem Ctyii davky smésné mikrobioty ze stolic osmi
riznych, predem vybranych darcii. Studie s inovativnim designem je ukoncena, k dispozici
jsou zatim predbézné vysledky. Ty naznacuji, Ze 1écba smésnou mikrobiotou u pacientli s IBS

nevedla ke zmirnéni obtizi, avSak doslo k prospésnym zménam ve stfevni mikrobioté.

V ramci longitudinalnich studii jsme tak popsali reakci stftevniho mikrobiomu na
terapeutickou intervenci tfi riznych gastroenterologickych onemocnéni. Diky svému designu
by vysledky studii mohly pfispét k lepSimu poznani role stfevniho mikrobiomu v patogenezi

téchto zavaZznych onemocnéni a ev. k Gipravam jejich 1écebnych modalit.
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