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Abstrakt

Transplantace stfevni mikrobioty (fecal mikrobiota transfer, FMT) je metoda pouZivana k obnové
narusené stfevni mikrobioty. Zatim je schvalena pouze pro Iécbu rekurentni clostridiové infekce, ale na
Urovni experimentalnich studii se testuje jeji dalsi vyuziti, v€etné lécby metabolickych onemocnéni.
Tato diplomova prace zkouma moznosti vyuZiti stfevni mikrobioty od veganskych darct jako podplirné
terapie metabolickych onemocnéni spojenych s obezitou, s vyuzitim modelu humanizovanych mysi.
Hlavnim cilem bylo zjistit, zda transplantace veganské mikrobioty a suplementace prebiotickou
vldkninou inulinem mohou ovlivnit metabolické a imunologické parametry, jako je inzulinova
rezistence, steatdza jater a zmény v imunitnich subpopulacich. V ramci studie byly germ-free (GF) mysi
inokulovany mikrobiotou od veganskych darcd a nasledné vystaveny vlivu standardni nebo western-
type diety (WD) samotné nebo suplementované rostlinnou vlakninou inulinem. VSechny pokusy jsme
paralelné provadéli na mysich stejného kmene z konvenéniho chovu. Sledovali jsme vliv diet a
suplementace inulinem na metabolické a imunologické parametry spojené s obezitou, konkrétné
hmotnost, parametry gluk6zového metabolismu, frekvence subpopulaci T lymfocytl a sloZeni stfevni
mikrobioty.

Nase vysledky ukazaly, Ze samotny pfenos mikrobioty od veganskych darct nechranil experimentalni
zvitata pred negativnimi metabolickymi dopady obezitogenni WD. Suplementace inulinem u
humanizovanych mysi vSak vedla k Gpravé nékterych metabolickych parametr(, konkrétné zlepseni
glukézové homeostazy a normalizaci obsahu triglyceridd v jatrech. Zadnd z intervenci nevedla k
signifikantnim zménam v subpopulacich T lymfocytl v lymfatickych uzlinach, v Peyerovych platech, ani
ve sleziné. Hlavnim zjisténim studie byla vyrazna zména sloZeni stfevni mikrobioty v zavislosti na dieté
a suplementaci vlakninou, pficemz tyto zmény korelovaly s projevy pozorovanymi na fenotypové
arovni.

Vysledky této studie poukazuji na interakci mezi dietou a stfevni mikrobiotou. Prokazali jsme, Ze
kombinace prenosu mikrobioty od veganskych darc( a Upravy diety mize byt efektivni prevenci
nékterych metabolickych poruch spojenych s obezitou. Otdzka, zda by tato strategie byla G¢inndiv
|é¢bé jiz rozvinutého metabolického onemocnéni, vyZzaduje dalsi zkoumani.

Kli¢ova slova: stfevni mikrobiota, GALT, diabetes 2. typu, humanizované mysi, prebiotika



Abstract

Fecal Microbiota Transplantation (FMT) is a method used to restore disrupted gut microbiota.
Currently, it is approved only for the treatment of recurrent Clostridioides difficile infection, but its
potential applications are being explored in experimental studies, including the treatment of metabolic
diseases. This thesis investigates the potential use of gut microbiota from vegan donors as a
supportive therapy for metabolic diseases associated with obesity, using a humanized mouse model.
The main objective was to determine whether the transplantation of vegan microbiota and
supplementation with the prebiotic fiber inulin could influence metabolic and immunological
parameters, such as insulin resistance, liver steatosis, and changes in immune subpopulations. In this
study, germ-free (GF) mice were inoculated with microbiota from vegan donors and subsequently
exposed to the effects of either a standard or a Western-type diet (WD), with or without
supplementation with plant-derived inulin fiber. All experiments were conducted in parallel on
conventionally raised mice of the same strain. We evaluated the effects of diets and inulin
supplementation on obesity-related metabolic and immunological parameters, specifically body
weight, glucose metabolism, frequencies of T lymphocyte subpopulations, and gut microbiota
composition.

Our results showed that the mere transplantation of microbiota from vegan donors did not protect
experimental animals from the negative metabolic effects of the obesogenic WD. However, inulin
supplementation in humanized mice led to improvements in some metabolic parameters, notably
glucose homeostasis and normalization of liver triglyceride content. None of the interventions resulted
in significant changes in T lymphocyte subpopulations in lymph nodes, Peyer’s patches, or the spleen.
A major finding of the study was the significant alteration in gut microbiota composition depending on
diet and fiber supplementation, with these changes correlating with phenotypic outcomes observed at
the physiological level.

The results of this study highlight the interaction between diet and gut microbiota. We demonstrated
that the combination of microbiota transplantation from vegan donors and dietary modification could
effectively prevent certain obesity-associated metabolic disorders. However, whether this strategy
would also be effective in treating established metabolic diseases requires further investigation.

Keywords: gut microbiota, GALT, type 2 diabetes, humanized mice model, prebiotics
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1. Uvod

Vyzkum stfevni mikrobioty se v poslednich letech stal vyznamnou oblasti zajmu napfi¢ mnoha védnimi
obory. Mikrobiota ma zasadni vliv na rlizné fyziologické procesy a hraje klicovou roli ve zdravi a
onemocnéni. Rozvoj technologii sekvenovani DNA umoznil hlubsi porozumeéni slozeni a funkci
mikrobioty, coZ otevielo nové moZnosti pro l1écbu rliznych onemocnéni prostfednictvim ovlivnéni
sloZzeni mikrobioty, véetné fekalni transplantace mikrobioty (FMT).

FMT je terapeutickd metoda, kterd obnovuje narusenou stfevni mikrobiotu pomoci pfenosu stolice od
zdravého darce na pacienta. Tato metoda se ukdzala jako Ucinna pfi lé¢bé recidivujici infekce
Clostridioides difficile, a sou€asny vyzkum naznacuje jeji potencial pti [écbé dalSich onemocnéni, jako je
obezita, metabolicky syndrom a inzulinova rezistence. Inzulinova rezistence, stav charakterizovany
snizenou schopnosti téla odpovidat na inzulin, je klicovym faktorem v patogenezi diabetu 2. typu a
Casto je doprovazena hromadénim tuku v jatrech (steatdzou jater), které mlze vést k nealkoholové
steatohepatitidé (NASH).

Veganska strava, charakterizovana vysokym obsahem vldkniny a absenci Zivocisnych produktl, byla
spojena s pozitivnimi U¢inky na zdravi stfevni mikrobioty a metabolické zdravi. Dosud vSak neni
objasnéno, zda pfiznivy efekt veganské diety na metabolické zdravi je disledkem vyluéné jejiho
sloZeni, nebo zda se na ném podili i stfevni mikrobiota. Formulovali jsme hypotézu, Ze prenos
mikrobioty od veganského darce mize mit protektivni uc¢inky vzhledem k obezité, inzulinové rezistenci
a dalSim metabolickym porucham indukovanym western-type dietou. Dale jsme se rozhodli ovéfit, zda
je mozné efekt darcovské mikrobioty na prijemce zvysit suplementaci inulinem, tj. prebiotickou
vldkninou, a zda m(iZe dale podporovat rist prospésnych bakterii ve stfevé a zvysit produkci
protizanétlivych mikrobialnich metabolitd.

Tato diplomova prace zkouma vliv FMT stfevni mikrobioty od veganského darce a prebiotika inulinu v
pro-diabetogennim a obezitogennim prostfedi na modelu humanizovanych mysi. Zaméruje se na
inzulinovou rezistenci a steatdzu jater vyvolanych obezitou jako na ,,autozanétlivda“ onemocnéni, ktera
Ize zvratit stimulaci regulujicich imunologickych faktor(i, zejména T regulacnich lymfocytd. Cilem je
zjistit, zda mikrobiota od veganského darce a suplementace inulinem plsobi protektivné na
metabolické a imunologické projevy spojené s diabetem 2. typu a steatdzou jater. Vysledky této studie
by mohly prinést nové poznatky o interakci mezi dietou, stfevni mikrobiotou a imunitnim systémem a
naznacit nové moznosti pro terapeutické intervence pfi metabolickych onemocnénich.



2. Prehled literatury

2.1. Mikrobiota a dysbidza

Mikrobiota je v poslednich letech ¢asto skloiovany pojem napti¢ mnoha védnimi obory.
Zasahuje nejen do mikrobiologie, gastroenterologie a nutri¢nich véd, ale i do imunologie, neurologie
a dalsich oborl mediciny. PfestoZe pojmy mikrobiota a mikrobiom predstavuji rozdilné fenomény,
v literature byvaji ¢asto zamérnované. Mikrobiota je definovana jako soubor mikroorganismu
v konkrétnim prostredi (stfevo, Ustni dutina, pochva), zatimco mikrobiomem se rozumi soubor
genom ze vSech mikroorganism v daném prostiedi, ktery zahrnuje nejen spolecenstvi
mikroorganismU (mikrobiotu), ale také mikrobialni struktury a metabolity (Berg et al., 2020). D4 se
tedy fict, Ze mikrobiom je SirSi pojem zahrnuijici také definici mikrobioty. Tato prace se zabyva zejména
stfevni mikrobiotou.

Lidsky stfevni mikrobiom se stal na zac¢atku 21. stoleti popularnim predmétem vyzkumu. Obzvlast velky
dil na této pfizni nese spusténi ,,Human Microbiome Project” v roce 2007, ktery mél za cil
charakterizovat mikrobidlni spolecenstvi rlznych prostredi lidského téla a analyzovat jejich roli ve
zdravi a onemocnénich (Turnbaugh et al., 2007). Od té doby vzniklo na toto téma velké mnoZstvi
publikaci, odkazujicich na kauzalni roli mikrobiomu ve zdravi a rGznych typl onemocnéni (Hernandez-
Ceballos et al., 2021; Sommer and Backhed, 2013; Tan et al., 2022; Yoo et al., 2020), avsak presto je
mikrobiom stéle relativné maélo probadan. Caste¢né proto, e v tuto chvili neexistuje univerzalni
druhova definice zdravého mikrobiomu, coz je dano nékolika faktory. Jednim z klicovych davodl je
enormni variabilita mikrobiomu mezi jednotlivci, ktera je ovlivnéna genetikou, stravou, Zivotnim
stylem, environmentalnimi a dal$imi, zatim neidentifikovanymi, faktory (Joos et al., 2024). Kazdy
Clovék ma tedy unikatni mikrobialni sloZeni a z nich vyplyvajici metabolity a také unikatni komplexitu
interakci mezi mikrobidlnimi druhy navzdjem nebo s hostitelem. Mikrobiom je vysoce dynamicky

a méni se nejen v pribéhu Zivota jedince, ale i v reakci na kratkodobé zmény, jako zména stravy
(dodrzovani diet), fyzicka namaha, nebo uzivani antibiotik a jinych 1ék{ (Hasan and Yang, 2019). Navic
stéle existuje mnoho aspektll interakce mikrobiom-hostitel, které nejsou dostatecné prozkoumany,
véetné role virQ, hub a archei, a to jak téch znamych, tak i jesté neidentifikovanych druht (Joos et al.,
2024).

Se soucasnymi poznatky za ,,zdravou mikrobiotu” povazujeme takovou, ktera splfiuje urcitd obecnd
kritéria: ma vysokou diverzitu mikrobialnich druh( a vysoké zastoupeni komenzélnich druhd, je stabilni
a chrani své hostitele pfed invazi patogennich mikroorganismd. Mimo jiné moduluje imunitni systém
hostiteld a tim dale prispiva k prevenci rliznych onemocnéni a produkuje metabolity (napfiklad SCFA),
které jsou prospésné pro symbionta-hostitele (Joos et al., 2024; Marietta et al., 2020).

V mikrobiomovém vyzkumu se ¢asto narazi na pojem ,,rovnovaha“ mezi druhy. Tato rovnovaha
znamena, Ze zadny mikrobidlni druh neprevlada nad ostatnimi do takové miry, ktera by negativné
ovliviiovala zdravi hostitele. Je nutno zdUraznit, Ze patogenni a oportunné patogenni mikroorganismy
mohou byt ve stfevé pritomny neustale, avSak prevaha a kompetice komenzalnich a symbiotickych
mikroorganism( ve ,,zdravé mikrobioté” jim nedovoluje mnoZeni do takovych poctd, které by byly pro
zdravi hostitele nepfiznivé (Chow and Mazmanian, 2010; Coyte and Rakoff-Nahoum, 2019). Pokud
dojde k naruseni této rovnovahy, mlze dojit ke stavu znamému jako dysbioza.

Dysbidza je tézko definovatelna podobné jako zdrava mikrobiota, a to ze stejnych divoduU. Pro
dysbiotickou mikrobiotu je charakteristické premnozeni patobiont(, ztrata komenzal( a ztrata
diverzity. Patobionti se typicky vyskytuji v nizkych poctech, ale pfi pfemnozZeni dokazou vyvolat stfevni
infekci a zanét. Dysbidza stfevni mikrobioty narusuje integritu stfevni bariéry, coZz umoznuje vstup
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mikrobialnich molekul mezi narusenymi spoji epitelu do lamina propria. Tento proces stimuluje
imunitni bunky ke zvySené produkci prozanétlivych cytokin(, jako jsou TNF-a, IFN-y a IL-17, coZ vede k
lokalnim i systémovym zanétlivym reakcim a pfispiva k rozvoji chronickych zanétlivych onemocnéni,
jako je napfriklad idiopaticky zanét stfev i nealkoholova steatohepatitida (Zhao et al., 2023). Dysbidza
vznikd z mnoha zndmych i zatim neznamych pficin, napftiklad antibioticka lécba Ci jiné léky, dlouhodoby
stres, nevyvazeny jidelnicek, nedostatec¢nd hygiena ci infekce. Jedna se tedy o stav, kdy mikrobiota
vykazuje nerovnovahu mezi druhy nebo vytvari prostfedi nepftiznivé pro souZiti mikroorganismu

a imunitniho systému hostitele (Levy et al., 2017; Marietta et al., 2020). Pro jednoduchost se da
dysbidza definovat negaci, tedy kdyz neni splnéno jedno z kritérii pro zdravou mikrobiotu.

Dysbidza mizZe byt pfechodna, zcela asymptomaticka, nebo také velmi stabilni a tim dlouhodobé, az
chronicky, ovliviiovat zdravi jedince. Spojuje se s celou fadou onemocnéni, jako jsou poruchy traveni,
syndrom drazdivého tracniku, idiopatické zanéty stfev, metabolicky syndrom nebo kolorektalni
karcinom, a mliZe prispivat ke zvySené propustnosti stfevni bariéry, coz zvysuje riziko infekci a
imunitnich dysfunkci (Metwaly et al., 2022). Tato vazba mezi dysbidzou a imunitnim systémem se
odrazi také v mikrobioté pacientd s autoimunitnimi onemocnénimi, jako jsou diabetes 1. typu, celiakie,
roztrousena sklerdéza, revmatoidni artritida nebo Sjogreniv syndrom. U osob s témito onemocnénimi
je popisovano odlisné slozeni mikrobiomu nez u osob, které témito chorobami netrpi a jsou
povaZzovany za zdravé kontroly (Marietta et al., 2020).

Kvali tomu, Ze dysbidzu zatim nelze pfesné charakterizovat, jsou vyzkumy mikrobiomu postavené na
korelaci abnormalni pfitomnosti ¢i nepfitomnosti konkrétnich druhd a konkrétniho onemocnéni. Urcit,
co je abnormalni, obvykle vyzaduje kontrolni mikrobiotu, kterou povazujeme za ,zdravou”. Obvykla
kontrola u mysi je takzvana ,,specific pathogen free” (SPF) mikrobiota, ktera je extrémné proménliva,
coz mlize zpUsobovat problémy v reproducibilité pokust. Z tohoto dlivodu jsou vyvijeny pozitivné
definované pokusné mikrobioty, které mohou v budoucim vyzkumu pomoci tento efekt eliminovat
(Darnaud et al., 2021).

Je vsak dulezité uvést, Ze zanétlivé onemocnéni mize byt jak disledkem dysbidzy, tak i jeji pficinou,
proto muzZe byt obtizné urdcit, zda byla pfi¢ina onemocnéni v dysbidze samotné, zda naopak byl zanét
spoustécem zmény v dysbiotickou mikrobiotu, nebo zda se jedna o pouhou korelaci bez pfimé
souvislosti (Arthur et al., 2012; Kehrmann et al., 2019; Levy et al., 2017). Dysbiézu proto nelze vnimat
jako primarni pfi¢inu onemocnéni, nybrZ pouze jako soucast multifaktorialniho mechanismu.

2.2. Transplantace mikrobiomu a |éCebné indikace

FMT neboli fecal microbiome transplantation (Cesky ,transplantace fekalni mikrobioty”), je
terapeuticka metoda zaloZzend na infuzi darcovského vzorku stolice do gastrointestinalniho traktu
pfijemce. Cilem této metody je obnovit narusenou mikrobialni diverzitu pacienta neboli dysbidzu.

Experimentalni pocatky FMT ve formé tak, jak ji zname dnes, sahaji az do padesatych let minulého
stoleti, kdy se s jeji pomoci dafilo IéCit pseudomembrandzni kolitidu jeSté pfed tim, nez byla znama jeji
pri¢ina (Eiseman et al., 1958). Dnes se jiZ metoda rutinné vyuZziva pro terapii recidivujici a rezistentni
infekce Clostridioides difficile (CDI), typického dysbiotického stavu, a to s vysokou Uspésnosti kolem
90% (Baunwall et al., 2021; Kelly et al., 2021; Roshan et al., 2020). CDI zplisobuje jiz zminénou
pseudomembrandzni kolitidu, coz je Zivotu nebezpecné onemocnéni tlustého stfeva doprovazené
silnymi prajmy a silnou bolesti. Za hlavni rizikovy faktor vzniku CDI je povazovano uzivani nékterych
antibiotik (napfiklad aminopeniciliny a fluorochinolony) (Rafey et al., 2023). Konvencni Ié¢ba dalSimi
antibiotiky (Metronidazol a Vankomycin) (Shen and Surawicz, 2008) muzZe vést ke zhorseni situace tim,
Ze dodatecné narusuje jiz tak antibiotiky oslabeny stfevni mikrobiom a umozriuje snadnou kolonizaci
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rezistentnim kmenUm C. difficile. Takova rezistentni infekce se jiz velmi tézko Iéci dalSimi antibiotiky a
obnoveni komplexniho stfevniho mikrobiomu pomoci FMT je téméf jedinou terapeutickou moznosti.

Kromé toho jsou rezistentni kmeny C. difficile potencidlnim zdrojem nemocnicni ndakazy i pro ostatni
pacienty (Roshan et al., 2020), a proto ma prevence jejiho vzniku vysokou prioritu v zajmu verejného
zdravi. Pravé FMT se proto jevi jako vitana zména paradigmatu v [é¢bé CDI. Nabizi moZnost nejen
ucinné bojovat proti rezistenci, ale také obnovit stfevni mikrobiom a jeho pfirozenou odolnost vici
patogenim diky jevu zvanému kolonizaéni rezistence (Caballero-Flores et al., 2023; Khan et al., 2021).
Koloniza¢ni rezistence je vlastnost mikrobidlniho spolecenstvi, kterd napomaha k jeho stabilité a
udrzeni rovnovahy mezi druhy. Mezi mechanismy, které se na udrzeni stabilniho stavu podileji, patti
kompetice o zdroje Zivin a prostor, produkce antimikrobialnich latek, které inhibuji rlst konkurencnich
mikroorganism, stimulace imunitnich reakci hostitele proti patogennim mikroorganismim, nebo jiné
modulace prostredi tak, aby bylo méné ptiznivé pro invazivni patogeny, napfiklad regulace pH (Khan et
al., 2021).

Vzhledem k tomu, Ze se jiz dlouhodobé nalézaji spojitosti s dyshiézou nejen u obezity a metabolického
syndromu, ale dokonce i u autoimunitnich a neurologickych onemocnéni (Jiang et al., 2015; Marietta
et al., 2020), se tési FMT velkému zajmu ve vyzkumu novych terapeutickych metod. Soucasny rozvoj
metod a pokroky v pochopeni sloZeni a funkce stfevni mikrobioty vedly k rozsifeni potencialnich
aplikaci FMT daleko za ramec jejiho plvodniho poufziti.

Obzvlast obezita a metabolicky syndrom ptitahuji zna¢nou pozornost vzhledem k jejich naléhavé
rostouci globalni prevalenci. V neddvném pokusu bylo zjisSténo, Ze transplantace fekalni mikrobioty
FMT vedla u db/db mysi k vyraznému zlepseni inzulinové senzitivity. FMT vyrazné sniZila hladiny
glukdzy nalacno a takeé zlepsila toleranci glukdzy, coZ bylo hodnoceno pomoci OGTT testu. Studie navic
uvadi vyznamny pokles indexu HOMA-IR, ktery indikuje sniZeni inzulinové rezistence. Studie rovnéz
poukazuje na imunologické zmény, jako je zvySeni exprese IL-10 a sniZeni exprese TNF-a v tkani
tenkého stfeva po podani FMT, coz ukazuje na sniZeni zanétlivé reakce ve stfevni sliznici. Tento
protektivni efekt byl pozorovan v kontextu, kdy byly mysi pred poddnim FMT oSettfeny antibiotiky, coz
pomohlo eliminovat jejich plvodni stfevni mikrobiotu a umoznilo kolonizaci transplantované
mikrobioty (Chen et al., 2023).

V dalsi studii lidsti pacienti s obezitou podstoupili terapii kombinujici metformin a FMT s mikrobiotou
od stihlych darcd bez predchoziho podavani antibiotik, tato skupina byla srovnana s kontrolni skupinou
pacientl s obezitou uZivajici pouze metformin. Ve srovnani s kontrolni skupinou FMT terapie u
prijemcl vedla k signifikantnimu zlepseni inzulinové senzitivity a snizeni BMI, avsak vliv na BMI byl
klinicky malo vyznamny (Wu et al., 2022).

V predchozich studiich Ize pozorovat, Ze zatim neni jasné urceno, zda by mélo byt soucasti FMT terapie
predchozi podavani antibiotik a jednd se o ¢asto diskutovanou otazku. Pfedpoklada se, Ze plvodni
mikrobiota hostitele by méla byt vici darcovské mikrobioté rezistentni, a tedy podavani antibiotik se
jevi na prvni pohled jako logicky krok pro snizeni tohoto efektu a tim zlepSeni $anci pro pfijeti vétsi
Casti darcovské mikrobioty. Pokusy zkoumajici tento efekt poukazuji na ,,dysbiézu vyvolanou
antibiotiky” jako na pozitivni faktor pro lepsi pfijeti darcovské mikrobioty (Podlesny et al., 2022; Smith
et al., 2022). Existuje vsak i dikaz vyjadtujici opacny nazor, ze poddavani antibiotik pfed FMT naopak
snizuje Sance na pfijeti transplantované mikrobioty (Singh et al., 2022). ,Kolonizacni rezistence”
mikrobioty pfijemce FMT tedy neni zatim dokonale pochopena a otdzka pouzivani antibiotik a jinych
procedur pro pfipravu na FMT zatim neni zodpovézena.
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Vyzkum poslednich let pfindsi presvédcivé diikazy, Ze stfevni mikrobiota hraje vyznamnou roli

v patogenezi metabolickych poruch a souvisejici imunitni odpovédi. FMT by tedy mohla pfedstavovat
zpUsob, jak sloZeni stfevniho mikrobiomu manipulovat, avsak v tuto chvili nemame dost informaci

k tomu, abychom tento nastroj mohli dostatecné personalizované a cilené vyuZivat.

2.3. Mikrobiota a imunita

Rozpoznani Ulohy stfevni mikrobioty jako klicového hrace ve zdravi a nemoci hostitele vedlo

k rozsdhlému zkoumadni interakci mezi dietou, mikrobiotou a imunitnim systémem. Tento vztah je
zprostfedkovan mnoha rlznymi mechanismy, které jesté nejsou zcela odkryté. Na lokaIni Urovni ve
stfevech mikrobiota podporuje vyvoj a udrzeni rovnovahy stfevniho imunitniho systému mezi
ochranou proti patogenim a toleranci vic¢i symbiontlm. TaktéZ na systémové Urovni se objevuji
dlkazy o protizanétlivych Gcincich nékterych stfevnich metabolitl (Muske and Knoop, 2023).

Zatim byly odhaleny dvé mozné cesty, jakymi stfevni mikrobiota moduluje imunitni systém. Tou prvni
je aktivace PRR (pattern recognition receptors), jako tapfiklad Toll-like receptorli nebo protilatek. Mezi
latkami aktivujici PRR stoji za zminku napftiklad PSA (Polysacharid A), které aktivuji TLR2. Za druhou
identifikovanou cestu je povaZovana produkce SCFA (Short-chained fatty acids, mastné kyseliny

s kratkym retézcem), které stimuluji specifické SCFA receptory. SCFA se v praci vénuji zejména, nebot
jsou vyznamnym produktem fermentace inulinu (viz dale v kapitole 2.5.1.) (Marietta et al., 2020; Xie et
al., 2024).

Rada stfevnich bakterii, nap¥. Bacteroides fragilis, Prevotella sp. (kmen Bacteroidota) nebo
Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia intestinalis, Anaerostipes butyraticus (kmen Bacillota)
fermentuje sloZité sacharidy a produkuje SCFA (Glick-Bauer and Yeh, 2014; Rangan and Mondino,
2022; Rios-Covian et al., 2017). Jedna se o mastné kyseliny s méné nez Sesti uhlikovymi atomy,
napriklad acetat, propionat a butyrat. Primarné slouzi jako zdroj energie pro kolonocyty, ale také
snadno difunduji pfes stfevni epitel a prochdazeji do periferni krve a jater, ¢imz mohou pUsobit na
systémové urovni (Muske and Knoop, 2023; Rangan and Mondino, 2022).

SCFA, obzvlast butyrat, pfimo inhibuji ¢innost histon deacetylaz (HDAC), ¢imz ovlivriuji acetylaci
histon(l a nasledné genovou expresi, diferenciaci, proliferaci nebo apoptézu hematopoetickych bunék.
Konkrétné bylo zjiSténo, Ze snizuji aktivaci NFkB a sekreci TNF-a, a to u lidskych PBMCs, které byly
stimulovany LPS in vitro (Usami et al., 2008). TNF-a zvysuje permeabilitu stfev a indukuje apoptozu
infikovanych bunék stfevniho epitelu, ¢imz zvySuje prozanétlivou odpovéd v lamina propria. Jeho
systémové zvySend produkce je typicka pro zanétlivda onemocnéni stfev, napfiklad Crohnovu chorobu
nebo ulcerdzni kolitidu (Pagnini and Cominelli, 2021; Slebioda and Kmie¢, 2014).

2.3.1. Vliv mikrobioty na regulaéni T lymfocyty
Mikrobiom ma zasadni roli ve vyvoji T regulacnich bunék, které jsou dlleZité pro udrzeni imunitni
homeostdzy a prevenci autoimunitnich onemocnéni a nepfiméreného zanétu. Za fyziologickych
podminek je v lamina propria ptitomno mnoho efektorovych lymfocytl Thl a Th17 fenotypu, které
udrzuji pohotovost v takzvaném fyziologickém zanétu. Pfitomné efektorové CD4+ T bunky produkuji
mimo jiné IFN-y a frekvence téchto lymfocytl odrazi, zda a jak velka zanétliva reakce na daném misté
probiha. Prozanétlivy potencial téchto bunék reguluji T regulacni bunky (Treg) produkujici IL-10 (Ilvanov
et al., 2022; Yoo et al., 2020).

Mezenterické lymfatické uzliny, Peyerovy platy a lamina propria jsou mistem vzniku velké subpopulace
indukovanych T regulaénich bunék diky vystavovani antigendim pochdzejicim ze stfevnich
mikroorganism( a potravy (Yoo et al., 2020). Zaroven jsou mistni lymfocyty vystavovany SCFA, které
podporuji diferenciaci konvencnich CD4+ T lymfocytl na Treg a jejich naslednou proliferaci tim, Ze
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podporuji expresi FoxP3 a IL10 (Furusawa et al., 2013; Hu et al., 2022). Analyza obsahu Peyerovych
platd maze poskytnout pohled na bezprostfedni a lokalni reakci lymfocyt na mikrobiotu a jeji
metabolity in situ. Mezenterické uzliny centralizuji imunitni odpovéd celého stfevniho traktu a dochazi
zde k dalsi diferenciaci ovlivnénou mikrobidlnimi produkty migrujicimi z lamina propria. Poskytuji tak
dalsi vhled do stfevni imunitni odpovédi lymfocytl na mikrobiom (Wiechers et al., 2021).

V dusledku podavani vlakniny a samotného butyratu bylo pozorovano zvyseni exprese FoxP3 a L-10 a
zlepseni symptomu napfiklad u mysiho modelu stfevni kolitidy, ve srovnani s mySmi, kterym nebyla
podavana vldknina ani butyrat (Furusawa et al., 2013). Podobné pusobilo podavani dietniho doplnku
bohatého na rezistentni skroby (ktery zvysil produkci butyratu) pacientlim s cukrovkou 1. typu. Oproti
pacientim bez dietni intervence u nich byla v periferni krvi zaznamenana expanze FoxP3+ lymfocyt(,
zvysena exprese IL-10 a snizend hladina IFN-y, IL-6 a TNF-a (Bell et al., 2022).

SCFA pusobi jako ligandy receptor( sprazenych s G-proteiny (napfiklad propionat aktivuje GPR43

a GPRA41) a jejich aktivace je spojovana s expanzi T regulacnich bunék ve stfevech (Ang and Ding, 2016;
Furusawa et al., 2013). Kromé toho bylo zjiSténo, ze SCFA, které difundovaly do krevniho obéhu,
podporuji hematopoézu dendritickych bunék se snizenou schopnosti aktivovat Th2 efektorové
lymfocyty (snizend exprese MHCII a CD40), v disledku ¢ehoz bylo pozorovano zmirnéni alergickych

a astmatickych reakci v plicich (Trompette et al., 2014). V neposledni fadé byl nalezen také inhibicni
vliv SCFA na IFN-y signalizaci a proliferaci Th1 lymfocyt(, coZ bylo pozorovano v mezenterickych
uzlinach krys (Cavaglieri et al., 2003) a u mysiho modelu experimentalni autoimunitni uveitidy
(Nakamura et al., 2017). Diky témto a mnoha podobnym zjisténim se SCFA povazuji za faktor, ktery
mikrobialnich metabolitli a T2D byly identifikovany podobné Iécebné Ucinky a jsou v né vkladany
nadéje pro potencialni terapii rliznych onemocnéni véetné cukrovky 2. typu (Bastos and Rangel, 2022;
Rangan and Mondino, 2022), avsak zatim neexistuji pokusy, které by testovaly jejich vliv na FoxP3 a
IFN-y lymfocyty u modelu T2D.

SCFA se vaZzou na receptor GPR43 T lymfocytd, ¢imz indukuji fosforylaci jeho podjednotky Gag,

a aktivuji kaskadu PLC. Dalsi downstream aktivace pravdépodobné vedou k inhibici HDAC6 a HDAC9.
Podrobny molekularni mechanismus spojujici aktivaci GPR43 a inhibici HDAC zatim neni popsan, je
vsak zndmo, Ze inhibice HDAC je na GPR43 pfimo zavisla, coz vyplyva z pokusu na Ffar2-/- mysich
neexprimujicich GPR43, kde inhibice HDAC6 a HDACY byla zavisla na pfitomnosti tohoto receptoru
(Smith et al., 2013). Inhibice HDAC6 zplsobuje, Ze se zvysSuje acetylace histond H3 v regionu

v nekddujici sekvenci FoxP3, coz umoznuje zesilenou expresi transkripéniho faktoru FoxP3 (Furusawa
et al., 2013). Tento mechanismus vede k de novo diferenciaci CD4+ T lymfocytl na regulaéni fenotyp
CD4+ FoxP3+ IL-10+ ve stfevni lamina propria a také expanzi Helios+ Treg lymfocytd, které jsou
plvodem z thymu, tzv. tTreg lymfocyty (Cosovanu and Neumann, 2020; Smith et al., 2013).

FoxP3 je znamym transkripénim faktorem exprese IL-10, avSak nejedna se o jediny stimulacni faktor.
Subpopulace intestinalnich Th1 a B regulaénich lymfocytl rovnéz zvysi produkci IL-10 po vystaveni
SCFA, a to pravdépodobné diky zvyseni aktivace mTOR komplexu (Luu and Visekruna, 2019; Park et al.,
2015; Sun et al., 2018). IL-10 je nezbytny pro udrzeni mutualistické homeostazy mezi mikrobiotou

a imunitnim systémem a v jeho nepfitomnosti dochdzi k pFilisné aktivaci slizni¢ni Th17 ve stfevni
lamina propria (Li et al., 2015; Wilke et al., 2011).

Stimulace Treg nebo efektorovych bunék neprobiha pouze na lokalni Urovni stfev, ale jejich neobvykle
zvy$enou frekvenci v disledku stimulace SCFA Ize pozorovat na periferii v lymfatickych uzlinach a/nebo
systémové (Muske and Knoop, 2023; Ney et al., 2023; Tang and Li, 2021). Vyssi frekvenci Treg
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v dlsledku vlivu bakterialnich metabolit( Ize nalézt napfiklad ve sleziné a cervikalnich lymfatickych
uzlinach (Bhaskaran et al., 2018; Du et al., 2022).

Nékteré komensalni bakterie, zejména Bacteroides fragilis, produkuji polysacharid A (PSA), ktery je
rozeznavan TLR2 pfimo na T lymfocytech a dendritickych bunkach v lamina propria. Rozeznani PSA
primo podporuje expresi IL-10 v T lymfocytech a také podporuje dendritické bunky v produkci IL-10
a TGF-B, coz déale podporuje diferenciaci Treg (Round et al., 2011).

Jsou tedy dlvody k predpokladiim, Ze FMT mUze vést ke zméné zastoupeni Treg lymfocyt diky zméné
produkovanych metabolitd mikrobiotou, coz muze v disledku pfiznivé ovlivnit zdravi v pfipadé
autoimunitnich ¢i zanétlivych onemocnéni.

2.4. Imunologické faktory v patogenezi inzulinové rezistence, cukrovky
2. typu a steatozy jater

Inzulinova rezistence je definovana jako poskozeni absorpce glukdzy zprostfedkované inzulinem ve
tkanich, buriky tedy nedokdZou dostatecné utilizovat glukdzu z krve a glykemie €innosti inzulinu
neklesa. Tento proces mlze byt zpocatku kompenzovan zvysenou produkci inzulinu pankreatem, ale
pokud se inzulinova rezistence neléci a zhorsuje se, pankreas jiz neni schopen produkovat dostatek
inzulinu na udrZeni normalnich hladin glukdzy. Tento stav nakonec vede k rozvoji T2D, ktery lze vnimat
jako ,extrémni stav na spektru inzulinové rezistence” (Ruze et al., 2023). U nékterych pacientl

s obezitou s inzulinovou rezistenci se diabetes nevyviji diky dostate¢né kompenzaci pankreatickych
bunék (Donath and Shoelson, 2011).

Patofyziologie tohoto onemocnéni vede k postupnému vycerpani beta bunék slinivky, které inzulin
produkuji (Wysham and Shubrook, 2020). Vysledkem je chronicka hyperglykemie, ktera muize vést

k typickym komplikacim, v€etné kardiovaskuldrnich onemocnéni, nefropatie, retinopatie a neuropatie.
V poslednich letech jeho prevalence prudce roste a ¢im dal vice se vyskytuje i u déti (Pappachan et al.,
2024). Tento r(st je paralelni s rostoucim vyskytem obezity a ,,zdpadnim stylem Zivota“, se kterymi je
tento typ cukrovky nejcastéji spojovan (Kopp, 2019). Komplexni etiologie T2D je pfilis obsahlé téma,
neZ abych se ho pokusila zahrnout v této diplomové praci, proto se budu pohybovat zejména

v kontextu obezity, imunologie a mikrobiomu.

Nevhodna strava, ktera je asociovana s vysokym vyskytem obezity a cukrovky, je typicka
nedostatec¢nym pfijmem vlakniny, celozrnnych obilovin, ovoce, ofechli a semen, a naopak
nepfimérenym prijmem sladkych napoju, rafinovaného cukru, rafinovanych obilovin, zpracovaného
masa a zvySenym pfijem kalorii obecné (O’Hearn et al., 2023). Tento jidelnicek se v literatufe ¢asto
oznacuje jako ,,western diet”, neboli zapadni dieta. Western diet je rizikovym faktorem rozvoje
obezity, inzulinové rezistence a zanétlivého onemocnénim jater (Rakhra et al., 2020; Yang et al., 2023).
Podavani western diety mySim navozuje poruchy glukézového metabolismu v fadu tydn( (Demaria et
al., 2023; Schierwagen et al., 2015). Posledni dobou se zacinaji odkryvat nové mechanismy jejiho
negativniho plsobeni na organismus, a to prostfednictvim remodelace mikrobioty (Yang et al., 2023).
Western diet proto v této studii slouzi jako pro-diabetogenni faktor vyvolavajici zménu mikrobioty

a obezitu vedouci k narusené glukézové homeostaze a steatdze jater.

Vlivem bunécného stresu a z néj vyplyvajiciho chronického zdnétu v pankreatu beta burky postupné
ztraceji schopnost produkovat dostatek inzulinu pro udrzeni normalni glykemie. Mezi faktory
vyvolavajici bunécny stres a apoptdzu beta bunék patfi stres endoplazmatického retikula, usazeniny
amyloidu, ektopické tukové usazeniny, lipotoxicita a glukotoxicita (Donath and Shoelson, 2011).
Obzvlast vysoké hladiny glukdzy a mastnych kyselin zplsobuji nadmérnou aktivaci TNFR-5, ktery
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aktivuje prozanétlivé drahy NFkB a STAT-1 a signalni drahu apoptdzy pres aktivaci kaspaz (Bagnati et
al., 2016). Vsechny tyto faktory jsou spojovany s obezitou a naslednym zanétem nebo jsou jejich
nasledkem.

V cukrovce hraji velkou roli buniky pfirozené imunity, avSak nesporna je i role adaptivni imunity.
Experimentalné bylo pozorovano zlepseni symptomu cukrovky u dietné indukovanych modeld T2D po
depleci B i T bunék (Tsai et al., 2015; Winer et al., 2012). Zanétliva reakce provazejici T2D ma v urcitych
aspektech az autoimunitni charakteristiky, naptiklad pfitomnost autoprotilatek proti proteinim beta
bunék pankreatu (GADA, ICA, IA-2A, ZnT8A) a autoreaktivnich lymfocytl. Takové pfipady jsou pomérné
vzacné, ale poukazuji na fluiditu etiologie T2D (de Candia et al., 2019). Tato zjisténi ukazuji, Ze cukrovka
2. typu ma prvky ,,autozanétlivého” onemocnéni, ve kterém kauzalni roli zastavaji mimo jiné

i lymfocyty (Donath and Shoelson, 2011).

U pacientl s T2D je pozorovan zvyseny vyskyt IFN-y exprimujicich bunék, ktery je obzvlast pozorovan
v tukové tkani. Je také spojovan s narusenou glukdézovou homeostazou a pozitivné koreluje s BMI
(Jagannathan-Bogdan et al., 2011; Kintscher et al., 2008; Winer et al., 2009). Ukazuje se, Ze IFN-y
zeslabuje inzulinovou signalizaci v lidskych adipocytech tim, Ze sniZuje expresi inzulinového receptoru,
signalni molekuly IRS-1 i glukézového transportéru GLUT4 (McGillicuddy et al., 2009). A naopak, IFN-y
deficientni mysi vykazuji zlepSeni inzulinové sensitivity ve srovnani s kontrolnimi skupinami bez
deficitu, a to jak v pokusu s vysokotucnou dietou (Rocha et al., 2008), tak v pokusu se standardni mysi
dietou (Wong et al., 2011). Ackoliv u pfedchozich pokust byl kladen dliraz na IFN-y lymfocyty v tukové
tkani, existuji dlkazy, Ze u mysi s obezitou Ize zvyseni IFN-y+ bunék pozorovat mimo jiné

v mezenterickych lymfatickych uzlinach (Du et al., 2016).

Bylo také zjisténo, Ze IFN-y sniZuje pocet inzulinovych receptori ve svalech, coz opét prispiva k dalSimu
rozvoji inzulinové rezistence (Sestan et al., 2018; Wali et al., 2014). IFN-y také podporuje M1
prozanétlivou polarizaci makrofag(, které nasledné produkuji IL1, IL6 a TNF-a (Wali et al., 2014; Xia et
al., 2017).

U pacientl s T2D byla pozorovana snizena frekvence perifernich FoxP3+ bunék a sniZzeny obsah IL-10

v séru ve srovnani se zdravymi kontrolami (Jagannathan-Bogdan et al., 2011; Qiao et al., 2016; Yuan et
al., 2018). Vyrazné snizend hladina IL-10 byla také nalezena u pacient( s obezitou a metabolickym ve
srovnani s jedinci s normalni vahou (Yuan et al., 2018). V jedné ze studii byly snizené frekvence FoxP3 u
mysi s obezitou dokonce progresivné zavislé na BMI (Winer et al., 2009). U studii s lidskymi pacienty
byly sniZzené hladiny IL-10 spojeny se zvySenym vyskytem inzulinové rezistence a metabolického
syndromu (McLaughlin et al., 2014; van Exel et al., 2002). Aktivni Treg produkujici IL-10 mohou
zlepsovat metabolické parametry tim, Ze podporuji lepsi fungovani inzulinovych receptord

a signalizacnich drah. IL-10 pfispiva k lepsi inzulinové signalizaci a tim sniZuje riziko vzniku T2D (Hong et
al., 2009).

Dosud neni zcela jasné, zda se podobné zmény u T2D vyskytuji pfimo v pankreatu. Studie, ktera
zkoumala obsah imunitnich bunék v pankreatickych ostrlvcich lidi s diabetem 2. typu a ukazala
zvySeny pocet CD68+ makrofagl ve vzorcich histologickych rez( a také zvyseni poc¢tu Thl a Th17 bunék
a snizeni poctu Treg v periferni krvi ve srovnani se zdravymi kontrolami. Vzhledem k tomu, Ze
podminky T2D lokalné v pankreatu mohou ovlivnit nejen makrofagy, ale i jiné typy leukocytl véetné
lymfocytl, jsou nezbytné dalsi studie k Uplné charakterizaci sloZzeni imunitnich bunék v ostrivcich a k
uréeni jejich potencialniho vlivu na zanét uvnitf Langerhansovych ostrivkd u T2D (Butcher et al., 2020).
V této diplomové praci se zamérim mimo jiné na analyzu lymfocytl z pankreatické uzliny, ktera
reprezentuje populaci lymfocytl na lokaIni Urovni pankreatu.
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Predpoklada se, Ze snizeni Treg lymfocytl vlivem obezity zabranuje dostate¢nému potlacovani
efektorovych Th1 a Th17 lymfocytll na fyziologickou Uroven a tyto nekontrolované lymfocyty svou
prozanétlivou cytokinovou ¢innosti navozuji zhorseni jiz probihajici inzulinové rezistence (Xia et al.,
2017). Naopak, fyziologicka ¢innost Treg bunék a jejich produkce IL-10 pUsobi protektivné proti
inzulinové rezistenci a zplsobuje polarizaci makrofagli na protizanétlivy fenotyp M2. Jeden experiment
zaméreny na zvyseni frekvence Treg lymfocytll u mysi s obezitou prokazal normalizaci inzulinové
rezistence po imunoterapii zvysujici IL-10, a to i v dlouhodobém méfitku pFi pokracujici obezitogenni
dieté (Winer et al., 2009).

Vzhledem k témto dikazlm se zd4, Ze stravou a obezitou indukovana T2D muZe byt ovlivnéna
chronickou prozanétlivou tendenci pfitomnych subpopulaci lymfocytl. Zda je vsak pfitomnost téchto
subpopulaci ndsledkem anebo pficinou inzulinové rezistence a zda s aktivaci téchto subpopulaci ma
néco spolecného mikrobiota, neni pfilis zkoumané téma a soucasné poznatky jsou nedostatecné

a obecné.

U jedincl s obezitou byla pozorovana vyssi permeability stfeva, diky které se do krevniho obéhu

a lymfatickych uzlin dostavaji vyssi koncentrace bakterialnich antigenl, PAMP a LPS. Tento stav se dava
do souvislosti s odlisSnym sloZzenim stfevni mikrobioty jedincd s normalni vahou a obezitou (Cani et al.,
2012; Daskova et al., 2023). V lymfatickych uzlindch dochézi k setkavani antigend s naivnimi

T lymfocyty, které jsou aktivovdny a nasledné migruji do obéhu a tkani, kde se ucastni bunéénych

i humoralnich imunitnich reakci. Aktivované leukocyty, véetné lymfocytd, produkuji cytokiny, které
prispivaji k jiz zminéné inzulinové rezistenci ve svalech a ostatnich cilovych tkanich inzulinu (Pinheiro-
Machado et al., 2020).

Lymfatickd drendz ze stfevniho traktu, ktera prochazi mezenterickymi uzlinami, vstupuje do portalniho
obéhu a dostava se do jater. Jatra tak mohou byt sekundarné ovlivnéna jak metabolity ze stfev, tak

i lymfocyty migrujicimi z mezenterickych uzlin, coZ podporuji nékteré studie a odborné clanky (Anand
and Mande, 2022; Su et al., 2019). Posledni vyzkumy také naznacuji silné propojeni T2D s rozvojem
nealkoholového jaterniho postizeni (NAFLD) ve stadiu steatohepatitidy (NASH) (Xiong and Li, 2023).

Vétsina pacientt s NAFLD/NASH je asymptomaticka, onemocnéni jsou ¢asto diagnostikovana nahodné
na zakladé zobrazovacich metod (napf. ultrazvuku), které ukazuji na tukové usazeniny v jatrech, nebo
na zakladé zvySenych hladin jaternich enzym v krvi. NASH doprovazi chronicky zanétlivy stav jater,
kdy se do jater infiltruji neutrofily a M1 makrofagy; dochazi k sekreci TNF, IL-1B, a IL-6 (Song et al.,
2023). Za hlavni pficiny NAFLD a NASH se povaZuje obezita a T2D, a kromé Upravy jidelnicku se zatim
nenabizi mnoho terapeutickych postup(.

Diabetes 2. typu a NAFLD jsou spojeny s abnormalitami metabolismu lipidd. Inzulinova rezistence u
T2D zhorsuje schopnost inzulinu inhibovat lipolyzu v tukové tkani, coz vede k uvolfiovani
neesterifikovanych mastnych kyselin (NEFA) do cirkulace. Jatra vyuZivaji tyto mastné kyseliny k syntéze
triacylglycerol(l, které se hromadi v hepatocytech a prispivaji k rozvoji steatdzy. Zhorsena funkce jater
a jejich schopnost regulovat metabolismus glukdzy a lipid( déle prispiva ke zvyseni inzulinové
rezistence, ¢imz se zhorsuje klinicky prabéh T2D (Silbernagl et al., 2016).

Vyzkum v této oblasti dale ukazuje, Ze pfi NASH dochazi v jatrech k expanzi efektorovych CD4+
lymfocytl a sniZzeni populace Treg lymfocytd, avsak jejich role v patogenezi je zatim nejasna. (Dywicki
et al., 2021; Zhou et al., 2022). Existuji tedy dlikazy propojujici dysbidzu, imunitni systém a patogenezi
NASH. Vyzkum v této oblasti zatim nenese jasné zavéry, jakou presné roli v ni hraji lymfocyty, avsak je
vysoce pravdépodobné, Ze jejich zvySena pritomnost indikuje patologickou reakci v jatrech (Su et al.,
2019). NASH je tedy ¢astym doprovodnym symptomem inzulinové rezistence indukované obezitou.
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2.5. Veganska strava a mikrobiota

V poslednich desetiletich zaznamenal zajem o veganskou stravu znacny narist, coZ pfineslo nové
otazky ohledné jejiho vlivu na zdravi ¢lovéka a mimo jiné i na stfevni mikrobiotu. Veganska strava je
charakterizovana vyloucenim vsech Zivocisnych produktd, jejich ndhradou rostlinnymi alternativami

a z toho vyplyvajicim vétsim zastoupenim dietni vliakniny. U veganské diety (VD) je dlouhodobé
pozorovano snizené riziko obezity, cukrovky 2. typu, hypertenze a NAFLD (Chen et al., 2018; Lv et al.,
2023; Selinger et al., 2023). Obezita a vysoky krevni tlak jsou dlleZité rizikové faktory
kardiovaskularnich onemocnéni, které jsou dle statistik nejcastéjsi pri¢inou smrti v Evropé (Causes of
Death Statistics). Tyto nalezy inspiruji vyzkumy veganské stravy a mikrobioty asociované s timto typem
stravovani. UvaZuje se o potencidlnim vyuZiti k FMT terapii zminénych onemocnéni, avsak diikazy

0 prospésnosti samotné FMT stolice od veganského darce jsou zatim malo prozkoumané (Smits et al.,
2018; Stols-Gongalves et al., 2023; Witjes et al., 2020).

DaleZita ¢ast pozitivnich ucink( mikrobioty asociované s veganskou dietou se prisuzuje absenci
Zivocisnych latek v dieté a s tim souvisejici zméné ve skladbé produktl bakterialni fermentace ve
stfevé. Mikrobiota lidi s omnivornim jidelni¢kem, zahrnujicim ZivocisSnou stravu, produkuje vyznamné
vétsi mnozstvi TMA, neZ u vegetarianl a veganl. TMA je mikrobialni produkt metabolismu L-
kartnitinu, ktery ma mimo jiné vyznamné aterosklerotické ucinky (Koeth et al., 2013). Veganska strava
je také typicka pro svij vysoky obsah vlakniny, jejiz metabolity, zejména SCFA, jsou dlouhodobé
spojovany se snizenym rizikem kardiovaskuldrnich onemocnéni, obezity a diabetu (Glick-Bauer and
Yeh, 2014; Lopez-Almela et al., 2021).

Je nutné podotknout, Ze veganska strava neni jen jedna a existuje vice mozZnosti, jak ji dodrZzovat. Kv(li
pokroklim v potravinarské technologii mize souc¢asna VD obsahovat fadu potencialné diabetogennich
¢i jinak nezdravych potravin, které mohou snizit jeji prospésné ucinky. Za ,,zdravou” a ,pfinosnou” se
povazuje tzv. whole-food plant-based dieta, kterd je zaloZzena na vybranych Cerstvych potravinach v co
mozno nejméné priimyslové zpracovaném stavu (Gallagher et al., 2022). Rozdil mezi ,,zdravou”

a ,,nezdravou“ veganskou stravou se vskutku ukazuje jako zasadni. Podle jedné metaanalyzy zdrava
plant-based dieta snizuje riziko cukrovky 2. typu o 19 %, zatimco nezdrava varianta tohoto jidelnicku
mUze toto riziko dokonce o 10 % zvysit (Nikparast et al., 2024). Proto za jediny faktor pfinosnych
ucinka VD nelze povaZzovat pouhou absenci ZivocisSnych makronutrientd.

2.5.1. FMT mikrobioty od veganskych darc( a vliv suplementace
Oproti omnivorni mikrobioté stihlych zdravych darcQ, které se bézné pouzivaji v FMT studiich, pfinasi
ta od veganskych darct navic nékolik potencialnich vyhod. Jisté vyzkumy ukazuji, Ze mikrobiota vegan(
ma zvlast vyznamnou abundanci anti-obezitogennich druht bakterii, naptiklad Blautia wexlerae (Stols-
Gongalves et al., 2023), vyznamné mensi abundanci nékterych bakterialnich gent
zprostredkovavajicich rezistenci k antibiotik(im (Losasso et al., 2018), a vyrazné mensi pocet
patobiont(, zejména Celedi Enterobacteriaceae (Glick-Bauer and Yeh, 2014). Diraz se také klade na
stfevni metabolom, ktery je s Cinnosti mikrobioty Uzce spjaty, konkrétné se s ni spojuje zvysena
produkce SCFA a snizena produkce potencidlné neptiznivych molekul BCAA, kyseliny litocholové a p-
kresolu (Prochazkova et al., 2022).

Vyse uvedena zjisténi naznacuji, Ze mikrobiota od veganského darce by mohla byt pfinosna

k pfedchazeni a 1écbé cukrovky a zanétlivého onemocnéni jater, proto transfer mikrobioty vegan(
nabizi mozZnost, jak jeji benefi¢ni Ucinky prenést na pacienty. Prozatimni vysledky experimentu
testujicich tuto hypotézu na lidskych pacientech nejsou pocetné. Jedna mald studie s 21 ucastniky
zamérujici se na FMT mikrobioty od veganského darce v kontextu zanétlivého onemocnéni jater
ukazuje jisté pozitivni efekty v zanétlivych markerech steatohepatitidy i v histologii jater, a potvrzuje
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trend zmény mikrobioty v pfijemcich, ktera vsak byla na hranici statistické vyznamnosti (Stols-
Gongalves et al., 2023). Dalsi studie vyuZivajici FMT od veganskych darctd v [é¢bé NAFLD pacient’ uvadi
zlepseni ,nekroinflamacniho skdre”, avsak nenalezla signifikantni zlepSeni histologie jater, ani urovné
steatdzy (Witjes et al., 2020). Vysledky dosavadnich studii jsou zatim rozporuplné, coz zanechava
prostor k dalSimu vyzkumu (Smits et al., 2018; Stols-Gongalves et al., 2023).

Mozny dlivod neuspokojivych vysledkl se nabizi ve skutecnosti, Ze donorska mikrobiota od
veganského darce rozdilna od plvodni mikrobioty pfijemce, neni udrZovana stejnym stravovanim,
které dodrzoval ddrce, tedy zména bakteridlniho sloZzeni po FMT a jeji potencidlni Gcinky nejsou dost
vyrazné a dlouhodobé stabilni. Obecna doporuceni nejen pro pacienty po FMT zakroku zahrnuji
dodrZovani zdravého jidelnicku, se zvlastnim dlrazem na dostateény ptijem vldkniny. Pacientim se
vsak ¢asto nedafi toto doporuceni dlouhodobé dodrZovat (Clancy et al., 2021). Proto nejen pro
pfijemce FMT, ale i pacienty usilujici o zlepseni svého zdravotniho stavu jen dodrzovanim vhodného
jidelnicku, se nékdy doporucuji doplriky stravy obsahujici viakninu (inulin, pektin) (Clancy et al., 2021;
Zhu et al., 2023). V kontextu FMT mikrobiotou od veganského darce se tedy logicky nabizi vychodisko,
Ze suplementace vlakninou by mohla zvysit produkci potencialné pfiznivych SCFA, a tim i specificky
zesilit efekt FMT jako terapeutické metody a stabilizovat jeji ucinky (Hanssen and Nieuwdorp, 2021).
Efekt vlakniny v kombinaci s FMT byl zkouman a pfinasel pozitivni vysledky na inzulinovou rezistenci
a obsah cholesterolu v séru (Hanssen and Nieuwdorp, 2021; Mocanu et al., 2021), avsak zadna studie
zatim nekombinovala vldkninu s mikrobiotou vegand, kterd by mohla potencidlné pfinaset vétsi
benefity nez mikrobiota zdravych omnivoru.

Jednim z lehce dostupnych zdroja vldkniny, spojovanym s vyznamnym nartstem produkce SCFA je
inulin (Song et al., 2020; van der Beek et al., 2018). Je také Siroce studovany jako prebiotikum, je
spojovan s predchazenim a Iécbou NAFLD (Kei et al., 2024) a zlepSenim inzulinové rezistence (Rao et
al., 2019; van der Beek et al., 2018). Z hlediska imunologie byl inulin pfimo asociovan se snizenim
nékterych zanétlivych markert (TNF-a, NFKB) v plazmé a sttevni sliznici (Guo et al., 2018), zvySenou
indukci FoxP3 bunék a sekreci IL-10 v periferni krvi (Amarante et al., 2018) a zmirnénim zanétu
pankreatu a dalSich projev( cukrovky prvniho typu diky zvySeni migrace Treg do pankreatu (Guimaraes
et al., 2024). U¢inky inulinu by se daly znasobit tim, e mikrobiota od darce bude obsahovat zvyseny
podil bakterii, které jsou na traveni inulinu pfizpisobené (jedna se o rody Blautia, Faecalibacterium,
Bacteroides, Ruminococcus, Roseburia a dalsi) (Riva et al., 2023), a pravé tuto vlastnost nabizi
mikrobiota vegant (Sidhu et al., 2023). Kombinace FMT mikrobioty od veganskych darct

a suplementace inulinu se tak jevi jako optimalizovana terapeuticka metoda jiz zminénych
onemocnéni.
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3. Cile diplomové prace

PredloZend préce je soucasti vétsiho projektu, ktery se zabyval studiem vlivu mikrobioty od veganskych
darcl, a to samotné nebo v kombinaci s prebiotikem inulin, na vybrané metabolické parametry

u dietné indukované obezity. V této praci navic uvadim vysledky nepublikované ¢asti experimentu,
ktera se zabyvala studiem aktivace imunitnich bunék. Jako model jsme vyuZili ex-GF mysi kolonizované
smésnou mikrobiotou od lidskych veganskych darc. Ke srovnani jsme pouZili konvenéni mysi stejného
kmene.

Dili cile:

1. Analyzovat vliv mikrobioty od veganskych darc( a inulinu na télesnou stavbu a parametry
glukézového a lipidového metabolismu u sledovanych modeld.

2. Analyzovat vliv mikrobioty od veganskych darc(l a inulinu na sloZeni stfevni mikrobioty.

3. Analyzovat vliv mikrobioty od veganskych ddrcu a inulinu na vybrané imunologické parametry.

4. ldentifikovat mozné souvislosti mezi konkrétnim slozenim mikrobioty, metabolickym stavem
hostitele a imunologickymi parametry.

Fyziologickou ¢ast studie zpracovaly kolegyné Mgr. Marie Heczkova a Ing. Miriam Bratova. Jejich zavéry
uvadim ve strucéné formé, protoze jsou nezbytné pro pochopeni kontextu experimentu. Statistické
zpracovani bylo provedeno ve spolupraci se specialisty IKEM Nikolou Daskovou, Ph.D. a Ing. Istvanem
Modosem, kteti poskytli specializované skripty pro analyzu dat a provadéli korekturu analyzy pro
publikaci. Vysledky projektu byly publikovany v ¢asopise Nutrients (Daskova et al., 2023).
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4. Metody a material

4.1. Zpracovani mikrobioty od veganskych darc(

4.1.1. Vybér darcd a odbér vzorkd
Vzorky stolice k pfenosu na GF zvitata byla ziskana od ¢tyr darct — veganu, ktefi souhlasili s vyuZitim
jejich mikrobioty k pokustim na zvifatech. Darci splnovali nasledujici kritéria:

e dodrzovali veganskou dietu nejméné 3 roky
o méli normalni BMI
e nebyli [éCeni antibiotiky alespon 3 mésice pred odbérem
e netrpéli Zddnym metabolickym onemocnénim ani chronickym onemocnénim zaZivaciho traktu
e neuzivali dlouhodobé Zadna Iéciva s vyjimkou hormonalni antikoncepce
e nebyla mezi nimi téhotna Zena
e konzumovali alkohol nanejvys prileZitostné
o spliovali klinické normy hladin HDL, LDL a celkového cholesterolu a obsahu triacylglycerol
v séru

Pred ucasti byla témto darcim odebrana krev pro klinické uréeni hladin HDL, LDL a celkového
cholesterolu a obsahu triacylglycerolli v séru. Odbér a klinické méreni byl provadén v Institutu klinické
a experimentdlni mediciny v Praze. Tyto hladiny byly u vSech darct vyhodnoceny jako normaini
(Daskova et al., 2023).

Stolice byla odebrana darcem a ihned zmraZena na -20 °C v domadcich podminkach. Nasledné byla ve
zmrazeném stavu prevezena do laboratore, kde byla uchovavana v -80 °C a zpracovana do 7 dni po
odbéru.

4.1.2. Homogenizace vzorkU
Protokol zpracovani vzorkd pro transplantaci byl ¢astecné prevzat (Hamilton et al., 2012). Napred byl
pfipraven ,freezing buffer” smichanim PBS a glycerinu v poméru 1:1 a pfidanim 4% DMSO, pufr byl
skladovan ve 4°C. Po rozmrazeni bylo pfiblizné 50 g stolice zfedéno fyziologickym roztokem na 250 ml
a homogenizovano ve sterilnim mixéru v prostfedi s plynnym dusikem. Smés byla prefiltrovana pres
sérii nerezovych sit s 2mm, 1mm, 0,5mm a 0,12mm otvory (WS Tyler, USA). Filtrat byl rozdélen do
50ml zkumavek a centrifugovan (6000 g, 15 min, 4°C). Supernatant byl odlit a sediment resuspendovan
ve freezing bufferu v objemovém poméru 1:1.

Z homogenatl byly odebrany 1ml vzorky pro uréeni po¢tu bakterii. Homogenat byl mezitim zamrazen
v -80°C.
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4.1.3. Urceni celkového poctu bakterii a pooling inokulatu
Homogenizované vzorky (1 ml) byly odebrany pro urceni poctu bakterii pro spravné redéni
a kvantifikaci poctu bakterii v budoucim inokulatu. Celkovd DNA byla izolovana za poufZiti sady QIAmp
PowerFecal DNA Kit (Qiagen) a izolat byl poté amplifikovan na kvantitativnim real-time PCR LightCycler
480 Instrument (Roche, USA) s pan-bakteridlnimi primery (Forward:
ACACTGACGACATGGTTCTACAGAGTT-GATCNTGGCTCAG, Reverse:
TACGGTAGCAGAGACTTGGTCTGTNTTANGCGGCKGCTG). Standardni kfivka pro vypocet celkového
poctu kopii byla vytvorena ze série fedéni znamého mnozstvi 16S rRNA genu (viz Obrazek 4-1). Pocet
kopii 16S gen( v bakterialnich genomech neni vidy stejny, coz komplikuje vypocet CFU na zakladé
méreni poctu kopii 16S gend. Pro odhad CFU jsme vyufZili postupu publikovaného v Vétrovsky &
Baldrian (Vétrovsky and Baldrian, 2013), tj. odhadu priimérného poctu kopii 16S genu na bakterialni
bunku (4,2). Homogenizované vzorky byly zfedény fyziologickym roztokem na pftiblizné stejnou
koncentraci 3,9 x 10° CFU/uL a nasledné stejnym dilem smichany do poolu. Ke smési bylo pfidano 10 %
média Buffered glycerol saline (Thermo Fisher Scientific, USA), inokulat byl rozdélen do alikvotnich
vzorku a skladovan v -80 °C do transplantace.

Kalibracni krivka
16

y=-0,6112x + 24,712
. R*=0,9977 13,816

12
11,513
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4,61

Ct

Obrazek 4-1: Kalibracni krivka a rovnice linedrni regrese pro vypocet poctu kopii 16S RNA ve vzorcich homogendtu mikrobioty.

4.2. Experimentalni zvirata a podavané diety
K pokustim byly vyuZity GF a konvenéni mysi kmene C57BI6/). Tyto mysi pochazely z chovu
gnotobiologické laboratore MBU Novy Hradek. Konvenéni mysi byly chovany v SPF zvéfinci MBU. GF
a ex-GF zvifata byla chovana ve sterilnich izolatorech pfi konstantnim svételném rezimu (12 hodin
tmy:12 hodin svétla) za standardnich teplotnich podminek. Axenicita GF mysi byla hodnocena kazdé
dva tydny potvrzenim negativni aerobni a anaerobni kultivace bakterii, plisni a kvasinek ve vzorcich
mysi stolice a stér(. K odchovu pokusnych ex-GF mysi byly pouZity GF samice a k naslednému pokusu
byli pouZiti jiz vyhradné samci. K odchovu a prfed experimentem bylo poddvano krmivo Altromin 1414
(Altromin, Némecko). Krmivo bylo pred kazdym podanim sterilizovano ioniza¢nim zarenim a zvirata
méla volny pfistup ke sterilni pitné vodé. Zvirata byla odchovavana postupné a byla usmrcovana
pfiblizné ve stejném véku s odchylkou nékolika dni. Experimenty probihaly v souladu s ptedpisy etické
komise a se zdkonem CNR €. 246/1992 Sb. pro ochranu zvitat proti tyrani.
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4.2.1. Priprava pokusné skupiny mysi —transplantace VG mikrobioty
Pfipraveny inokulat byl pomalu rozmrazen v ledové Iazni a nasledné zredén fyziologickym roztokem na
150 ml. GF samice byly inokulovany s vyuzitim ordlni gavaze a klistyru. Tyto samice byly pfipustény GF
samci a jejich samci potomstvo bylo odstaveno po 4 tydnech jako pokusné mysi skupiny VG. Podatilo
se odchovat celkem 32 VG mysi.

4.2.2. Experimentdlni diety
VG mysi byly spolecné s kontrolni CV skupinou mysi po odstaveni krmeny sterilni chovnou krmnou
smési Altromin 1414 (podrobné sloZeni viz v pfiloze Obrazek 8-1) po dobu t¥i tydnl ad libitum. Po tfech
tydnech chovné diety byla mysim podavana dalsi 3 tydny standardni dieta (SD) (dieta Control to
western, viz niZe). Po uplynuti doby podavani standardni diety byla z izolator( odebrana stolice pro
izolaci DNA (Casovy bod A, viz Obrazek 4-2). Poté byly obé mysi skupiny ndhodné rozdéleny do ¢ty
dietnich skupin, kterym bylo po dobu osmi tydn( podavano experimentalni krmivo:

e Skupina SD (standard diet) pokracovala v dieté Control to western (Ssniff, Némecko):
Podrobné sloZeni viz v ptiloze Obrazek 8-2.

e Skupiné SD+l (standard diet + ¢ekankovy inulin) byla podavana dieta Control to western + 10%
(w/w) Inulin (Ssniff, Némecko)

e Skupiné WD (western diet) byla podavana dieta Western diet + 0,21% cholesterol (Ssniff,
Némecko): Podrobné sloZeni viz v pfiloze Obrazek 8-3.

e  Skupiné WD+l (western diet + cekankovy inulin) byla podavana dieta Western diet + 0,21%
cholesterol + 10% (w/w) inulin (Ssniff, Némecko)

Q G. 8 tydni
Ty .
N [ 3 a |
| ) (- 6 tydndi
| Kolonizace SD+
‘| /\‘\, GF matky Ex-GF & || Standardni| [ Konec
HI‘J potomstvo deta [+ wp —* pokusu
S0
WD+
Lidska L‘ * —
veganskd *L
mikrobiota (-
- Casovy Casovy
Konvengn
kor\:trola I bod A bod B

Obrdzek 4-2: Schéma pokusu. Obrdzek byl vytvoren v aplikaci BioRender.com

Mysi tak byly rozdéleny do celkem osmi skupin. Po¢et mysi v kazdé skupiné uvadi Tabulka 4-1.

Tabulka 4-1: Pocty mysi v pokusnych skupindch.

SD | SD+I | WD | WD+
Cv |10 | 10 10 | 10
VG |8 |8 9 7
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4.2.3. Invivo testy
Po osmi tydnech podavani experimentalni diety (Casovy bod B, viz Obrazek 4-2) byly mysi podrobeny
testu oralni glukdzové tolerance (OGTT) a odbéru krve pro urceni koncentrace C-peptidu v séru. Mysim
byla odebrana potrava na 8 hodin pred zahajenim testu. Poté, v ¢ase Ty byl intragastrickou sondou
podan glukdzovy roztok (1 mg glukdzy/g.tél.hm.). V ¢asech To, T30, Teo @ T120 Mminut po podani glukdzy
byla zméFena glykemie v kapce krve z ocasni Zily pomoci glukometru Accu-check (Roche, Svycarsko).
V Casech To a T3 byly odebrany vzorky krve z ocasni Zily na stanoveni koncentrace C-peptidu v séru.
Koncentrace C-peptidu byla stanovena s vyuZitim kitu C-peptide ELISA (Merkodia, Svédsko) na ¢teéce
mikrotitracnich desti¢ek Synergy Mx (BioTek, USA) dle protokolu vyrobce kitu. Tato méreni probihala
bez mé ucasti.

4.2.4. Odbér vzorkd
Mysi byly po in vivo testovani utraceny a byly jim odebrany ndsledujici organy:

e Slepé strevo

Obsah slepého streva byl odebran pipetou do predem zvdzené zkumavky a zfedén
sterilnim PBS trojndasobkem hmotnosti odebraného vzorku. Vzorky byly ihned zmrazeny
a skladovany v -80°C.

e Jatra
Jatra byla rozdélena do alikvot a zmrazena v -80°C do zpracovani.

e Peyerovy platy (PP)

e Mezenterické uzliny (MLN)

e Inguinalni lymfatické uzliny (ILN)
e Pankreatické uzliny (PLN)

e Slezina (SPL)

4

Zpracovani lymfatickych organ( viz v kapitole ,4.7. Izolace lymfocytl a cytometricka analyza“.

4.3. Méfeni obsahu triglyceridd v jatrech
PFiblizné 100 mg jater bylo homogenizovano ve 2 ml 5% roztoku NP40 v pfistroji TissuelLyser LT
(Qiagen, Némecko) v rezimu (5 minut pfi 95°C; 10 min pfi pokojové teploté; 5 minut v 95°C).
Z homogenatu vzorku bylo odebrano 50 pl na urcéeni koncentrace proteini pomoci Pierce BCA Protein
Assay Kit (ThermoFisher Scientific) podle navodu. Zbytek homogenatu byl centrifugovan (3 min, 14 000
g) a supernatant byl odebran a zfedén 1:9 ve vodé. Tento roztok byl pouzit pro stanoveni koncentrace
triglycerid@ s vyuzitim kitu Triglycerides (ERBA-Lachema Diagnostics, CR) podle ndvodu vyrobce.
Absorbance byla namérena na ¢tecce mikrotitracnich desticek Synergy Mx (BioTek, USA). Koncentrace
TAG byla vztazena k obsahu proteint v jatrech (umol TAG/mg protein(l). Tato méfeni probihala bez mé
Ucasti
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4.4. 1zolace DNA a priprava knihovny

K pfipravé knihovny na lllumina sekvenovani byla vyuZita modifikace protokolu pfipravy knihovny od
Illumina (16S Metagenomic Sequencing Library Preparation; Klindworth et al., 2013).

Pro prvni amplifikaci byly pouzity EMP (Earth Microbiome Project) primery 515F-806R navrzené tak,
aby vyhovovaly dvoustupfiovému PCR protokolu (Genseq s.r.o., CR). V tomto protokolu se vyuziva 16
parl primerd s unikatnimi znackami (tagy) (viz prilohu Tabulka 8-1). V druhé PCR byly vyuZity komercni
Nextera XT indexy (Nextera XT Index Kit V2, Set A + Set D, GeneTiCa, Illumina, USA), pro kazdou
skupinu 16 vzorkl oznacenych specifickym tagem byl vyuZit jeden unikatni Nextera index. Timto
postupem byl kazdy vzorek po probéhnuti dvou PCR reakci oznacen jednou z moznych 256 kombinaci
tagu a indexu (16 x 16).

4.4.1. Priprava DNA
Z alikvot darcovského inokulatu a mysich vzork( stolice a slepého streva byla izolovana celkova DNA
pomoci sady QIAmp PowerFecal DNA Kit (Qiagen) podle protokolu vyrobce kitu. Kvalita a koncentrace
DNA ze stolice byla stanovena pomoci pfistroje NanoDrop One (ThermoFisher Scientific) podle navodu
vyrobce pfistroje. Poté byla DNA fedéna na koncentraci pfiblizné 10 ng/pl.

4.4.2. Prvnikolo PCR pro 16S rRNA
V prvnim kole PCR byl pomoci specifickych primerl (sekvence viz v pfiloze Tabulka 8-1) amplifikovan
V4 region bakteridlniho genu 16S rRNA. SloZeni reakce viz v Tabulka 4-2.

Tabulka 4-2: SloZeni prvni PCR reakce. 2x Q5 HiFi Master Mix obsahuje pripravenou smés obsahujici Q5 High-Fidelity DNA
Polymerase a smés dNTP a reakcni pufr.

komponent objem vyrobce

2x Q5 HiFi Master Mix 15 pl iBiotech, New England Biolabs, USA
10 uM Forward Primer | 0,6 pl Genseq s.r.o., CR

10 uM Reverse Primer | 0,6 pl Genseq s.r.o., CR

Template DNA 1ul
Nuclease-free H,0 12,8 pl Roche Diagnostics, Svycarsko
Objem jednoho vzorku 30 ul

PCR reakce probihala podle schématu v tabulce Tabulka 4-3.

Tabulka 4-3: Schéma prvni PCR

Pocatecni denaturace | 95 °C 5 min

Denaturace 95 °C 30s .,
Annealing primer( 55 °C 30s Opa2k5<)van|
Elongace 72 °C 10s X
Zavérecna elongace 72 °C 2 min

Zchlazeni 6 °C oo

4.4.3. Precisténi a redéni produktl
Po PCR byl proveden krok selekce produktl o délce pfiblizné 500 bp magnetickymi kulickami
SPRIselect (Beckman Coulter, USA) dle protokolu vyrobce kitu. Poté byla pro kontrolu kvality DNA
amplifikatu provedena agardzova elektroforéza. Po kontrole byly vzorky zmrazeny a skladovany v -
20°C.
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Po rozmrazeni byla koncentrace vzorkdl mérena s vyuzitim fluorimetrického kitu Qubit (dsDNA High-
sensitivity Assay Kit, ThermoFisher Scientific, USA) na ¢tecce mikrotitracnich desticek Synergy Mx
(BioTek, USA) podle protokolu vyrobce. Z kalibracni kfivky standardy byla odvozena rovnice linearni
regrese, kterou jsme vyuzili k vypocétu koncentrace DNA v kazdém vzorku. DNA produkty jsme nasledné
ztedili vodou na pfibliznou koncentraci 2 ng/ul. U ndhodné vybranych amplikonl jsme provedli
kontrolu kvality na Fragment analyseru 5300 Fragment Analyzer System podle postupu vyrobce.

Vzorky jsme rozdélili do skupin po 16 vzorcich tak, aby kazdda skupina obsahovala vzorky
s unikatnimi tagy 1-16. Vzorky v kazdé skupiné jsme spojili do jednoho poolu tak, aby kazdy vzorek byl
zastoupen v ekvimoldrni koncentraci. Tyto pooly slouzZily jako templat druhého kola PCR.

4.4.4. Druhé kolo PCR (pripojeni index()
Produkty byly podrobeny dalSimu kolu PCR amplifikace. SloZeni reakce viz Tabulka 4-4.

Tabulka 4-4: SloZeni indexacni PCR. 2X Kappa HiFi HotStart ReadyMix obsahuje KAPA High-Fidelity HotStart DNA Polymerdzu,
dNTP a reakcni pufr.

komponent objem vyrobce

10 uM Forward Primer 1,5 ul GeneTiCa, lllumina, USA

10 uM Reverse Primer 1,5 ul GeneTiCa, lllumina, USA
Template DNA 1,5 ul

2X Kappa HiFi HotStart ReadyMix | 7,5 ul Roche Diagnostics, Svycarsko
Nuclease-free H,O 3ul Roche Diagnostics, Svycarsko
Objem jednoho vzorku 15 ul

PCR reakce probihala podle schématu v tabulce Tabulka 4-5.

Tabulka 4-5: Schéma indexacni PCR

Pocatecni 95°C | 3 min

denaturace

Denaturace 95°C | 30s ,
Annealing primer( 55°C | 30s Opal;ovam
Elongace 72°C | 30s X
Zavérecnd elongace | 72°C | 5min

Zchlazeni 6°C oo

Poté byly produkty opét podrobeny precisténi kulickami SPRIselect (selekce podle velikosti fragmentu)
a nasledné zmrazZeny v -20°C. Po rozmraZeni bylo provedeno méfeni koncentrace pomoci
fluorimetrického kitu Quant-iT High Sensitivity (ThermoFisher Scientific, USA) na ¢tecce mikrotitracnich
desticek Synergy Mx (BioTek, USA).

4.4.5. Pooling vzorkd
Vzorky byly zfedény na pfiblizné stejnou koncentraci a ekvimoldrné smichany. Vysledna koncentrace
knihovny byla 8 pM.

4.5. Sekvenovani nové generace

Knihovny byly sekvenovany v ramci Infrastruktury RECETOX MUNI za vyuZiti kitu MiSeq Reagent Kit v2
2x 250 bp (Illumina, USA) a pfistroje MiSeq (lllumina, USA). Pfed samotnou sekvenaci bylo do knihovny
pfidano 20% PhiX DNA (lllumina, USA).
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4.6. Bioinformaticka analyza mikrobiomu
Sekvenacni data ve formatu FASTQ byla ziskdna z parového sekvenovani ve dvou souborech, R1.fastq
a R2.fastq. Tato data byla demultiplexovana a ocisténa od primer( pomoci Python skriptu, kde byla
rozdélena na jednotlivé vzorky a byly odstranény sekvencni adaptéry. Po demultiplexaci byla data
nahrana do prostredi R.

V R, pomoci balicku DADAZ2, byla provedena filtrace readl funkci filterAndTrim(), ktera odstranila
ready s vysokym poctem chyb, ready shodné s genomem PhiX a kratké ready. Model chyb pro cely
sekvenacni béh byl vytvoren funkci learnErrors na zakladé redlné sekvenovanych dat. Unikatni
amplicon sequence variants (ASVs) byly vytvoreny funkci dada pro forward a reverse ready, které byly
nasledné spojeny funkci mergePairs.

Chimérické sekvence byly identifikovany a odstranény funkci removeBimeraDenovo. Sekvence byly
taxonomicky klasifikovany s vyuzitim funkce assignTaxonomy z balicku DADA2, ktera porovnala nase
sekvence s referenc¢ni databazi Silva SSU verze 138.1. Vysledkem byla taxonomicka klasifikace
mikrobioty ze vzork( stolice a slepého streva.

4.7. Izolace lymfocyt( a cytometricka analyza

4.7.1. PouZité materialy a protilatky

e Kompletni médium: RPMI-1640 (Lonza, USA) + 10% FBS (Gibco-Life Technologies, USA)

e Bunécné filtry: Falcon Cell strainers, Thermo Fisher Scientific, USA

e Lyzacni pufr: 1X RBC Lysis Buffer, Invitrogen, USA

e FACS roztok: PBS (BD Biosciences, USA) + 0,1 % azidu sodného + 0,02% EDTA + 2% FBS
FACS s monensinem: FACS roztok + monensin (0,66 ul/ml BD GolgiStop, BD
Biosciences, USA)

e Viabilni barvivo: Fixable Viability Dye, eFluor 780, eBiosciences, USA

e Fixacni a permeabilizacni roztok: BD Cytofix/Cytoperm Plus, BD Biosciences, USA

e Perm/Wash roztok: BD Perm/Wash Buffer, BD Biosciences, USA

e Kompenzacni kuli¢ky UltraComp eBeads, Invitrogen, USA

e Roztok trypanové modfi: Trypan blue solution 0,4%, Sigma-Aldrich, USA

Tabulka 4-6: Protildtky pouZité pri pritokové cytometrii

‘ Fluorochrom ‘ Hybridomovy klon ‘ Vyrobce
Povrchovy marker
CD3 PerCP-Cyanine 5.5 145-2C11 eBioscience
Cbh4 AlexaFluor RM4-5 Invitrogen
Vnitrobunécény marker
FoxP3 PeCy7.5 FJK-16s eBioscience
IL-10 PE JES5-16E3 eBioscience
IFN-y APC XMG1.2 eBioscience
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4.7.2. Postup
Vzhledem k ndroc¢nosti designu pokusu byly mysi zpracovavany postupné v 7 mérenich priblizné po 10
mysich. Po odbéru byly organy ihned preneseny do Petriho misek s 3 ml kompletniho média. Sleziny
a MLN byly zpracovany v miskach po jedné, zatimco PLN, ILN a PP byly zpracovavany v poolech
pochdzejicich od 2 az 3 mysi stejné skupiny v jedné misce pro zajisténi dostatku bunék na
cytometrickou analyzu. Organy byly nasledné rozmélnény trenim krouzivymi pohyby pomoci pinzety
o drsné mikroskopické sklo. Tato suspenze v médiu byla pfefiltrovana bunéénymi filtry do zkumavek.

Po rozmélnéni a filtraci slezin stejnym postupem byly ze suspenze odstranény erytrocyty pomoci
lyzac¢niho pufru v poméru 1-2 ml lyzaéniho pufru na 1 ml suspenze. Lyzacni reakce probihala 5 minut

a nasledné byla zastavena pridanim PBS do objemu 50 ml. Buriky byly stoceny na centrifuze 5 minut pfi
rychlosti 200 G pfi pokojové teploté. Poté byly buriky promyty FACS roztokem, supernatant byl odlit

a peleta bunék resuspendovdna v 3 ml kompletniho média.

K suspenzim sleziny a lymfatickych uzlin byly pfidany 2 ml FACS roztoku. Od kazdého vzorku bylo
odebrano 20 ul na urceni relativniho poctu bunék pomoci barveni trypanovou modfi, Blirkerovy
komurky a svételného mikroskopu. Vzorky byly rozdéleny do zkumavek tak, aby obsahovaly
pozadovany pocet bunék vhodny k analyze.

Vzorky byly nadale zvortexovany a stoceny (1300 RPM, 4°C, 4 min). Supernatant byl odlit a pelet bunék
rozvolnén ve zbytkovém supernatantu, k tomu byly pfidany barviva povrchovych marker( (viz Tabulka
4-6) a viabilni barvivo, objem byl doplnén do 100 ul FACS roztokem. Vzorky byly na ledu a ve tmé
inkubovany s barvivem po dobu 30 minut. Po inkubaci byl pfiddn 1 ml roztoku FACS a vzorky byly opét
promyty (1300 RPM, 4°C, 4 min).

K peletu bunék bylo pfidano 250 pl fixacniho a permeabilizacniho roztoku, vzorky byly zvortexovany po
dobu 5 sekund a inkubovany ve tmé a na ledu po dobu 20 minut. Poté bylo pfidano 1,5 ml Perm/Wash
pufru a vzorky byly dvakrat promyty (1300 RPM, 4°C, 4 min). K peletu byly pfidany protilatky
vnitrobunéénych markerd (viz Tabulka 4-6) a objem byl doplnén do 100 ul Perm/Wash pufrem. Vzorky
byly nasledné ponechany inkubaci ve tmé a na ledu po dobu 30 minut. Poté byl naposledy proveden
promyvaci postup (1300 RPM, 4°C, 4 min) s 1 ml Perm/Wash pufru a k bunéénému peletu bylo pfidano
120 ul FACS roztoku pro méreni.

Pro nastaveni kompenzace fluorescence byly pouzity kompenzacni kulicky. Vzorky byly méreny
pratokovym cytometrem BS LSR 1 (BD Biosciences, USA) a analyza probihala v programu FlowlJo X.

4.8. Statistické zpracovani vysledku

4.8.1. Analyza fyziologickych parametrd
Data z fyziologickych testl byla vyhodnocovéna v programu GraphPad Prism 9. Nejdfive byly
odstranény odlehlé hodnoty pomoci metody ROUT a nasledné byly provedeny testy normality dat.
Kvali malym pocétim opakovani ve skupinach byl zvolen Shapiro-Wilk test normality. Data u vétsSiny
skupin podle testu nevykazovala normalni rozdéleni. Pro analyzu byl tedy zvolen neparametricky
Kruskal-Wallis test a Dunn(v post hoc test s Benjamini-Hochbergovou korekci.

4.8.2. Analyza cytometrickych dat
Data z cytometrické analyzy byla vyhodnocena v programu GraphPad Prism 9. Nejdfive byly provedeny
Shapiro-Wilk testy normality. Data u vétsiny skupin nevykazovala normalni rozdéleni. Pro analyzu byl
tedy zvolen neparametricky Kruskal-Wallis test a Dunn(v post hoc test s Benjamini-Hochbergovou
korekci. Nékteré vzorky byly vyfazeny pro nedostatecnou kvalitu vzorku (rodi¢ovsky gate citd méné nez
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200 bunék) nebo nedostatek Zivych bunék (méné nez 2 %). Nékteré odlehlé hodnoty byly vyrazeny
funkci ,remove outliers”.

4.8.3. Urceni alfa diverzity
Pro analyzu alfa diverzity mikrobioty ve stolici a slepém stfevé byl pouzit R bali¢ek vegan. Data byla
normalizovana na 10 000 cteni a nasledné byl vypocitan Shannon(v index kazdého vzorku. V R byla
dale ovérena statisticka vyznamnost pomoci Kruskal-Wallisova testu a Dunnova post hoc testu
s Benjamini-Hochbergovou korekci p-hodnot.

4.8.4. Urleni beta diverzity
Pro analyzu beta diverzity dietnich skupin byla pouZita analyza hlavnich komponent (PCA)
a Permutaéni MANOVA (PERMANOVA) s vyuzitim funkce adonis z bali¢ku vegan v jazyce R. VSechny
datové sady byly pred analyzou centrovany a skadlovany. Byla provedena disperzni analyza k ovéreni
homogenity rozptylu mezi skupinami. Pro hodnoceni statistické vyznamnosti byla provedena
PERMANOVA s 10 000 iteracemi. V PCA a PERMANOVA byla pouZita eukleidovska vzddlenost. Pro
parové srovnani PERMANOVA byl vyuzZit bali¢ek R pairwiseAdonis s Benjamini-Hochbergovou korekci
pro mnohonasobné testovani.

4.8.5. Univariacni analyza mikrobioty
Za Ucelem zjisténi, kterd konkrétni bakterialni taxa byla nejvice diskriminujici mezi skupinami, byla
provedena pro kazdou taxonomickou Uroven jednofaktorova analyza pomoci R balicku DESeq2 na
zakladé nerarefikovanych dat. Pro zjiSténi, zda experimentalni diety vyznamné ovliviuji hojnost
jednotlivych taxonq, byl proveden test pravdépodobnostniho poméru (LRT) porovnavajici statistické
modely se zahrnutim a bez zahrnuti dietnich skupin jako vysvétlujici proménné. V ramci DESEq2 byly
pouzity parové Waldovy testy pro srovnani skupin mezi sebou a p-hodnoty byly nasledné upraveny
pomoci Benjamini-Hochbergovy korekce. Dalsim vystupem DESEq2 analyzy byly relativni zmény
v poctu ¢teni daného taxonu mezi dvéma skupinami, udavané jako log,(FC), neboli log.(nasobek
zmény).

4.8.6. Klasifika¢ni modely
Byl vytvoren klasifikaéni model pro identifikaci taxont nejvice ptispivajicich k rozdilim mezi skupinami.
Pro urceni diskriminaéni schopnosti kazdé skupiny dat byly vytvoreny klasifika¢ni modely pomoci Lasso
logistické regrese, implementované v R balicku glmnet. Klasifikaéni metriky byly ziskany pomoci
trojnasobné krizové validace s 10 opakovanimi. Pro vybér co nejmensiho poétu proménnych
v modelech byla pouZita lambda = 1 SE.

4.8.7. Korelacni sité
MozZny vztah mezi steatdzou jater a stfrevni mikrobiotou jsme testovali pomoci Spearman korelaci. Do
hodnoceni jsme zaradili pouze taxony identifikované jako vyznamné metodou univariantni analyzy. P-
hodnoty odpovidajici korelacnim koeficientim byly upraveny pomoci Benjamini-Hochbergovy korekce
a korelacni sité zahrnovaly pouze ty korelace s upravenou g-hodnotu < 0,1. V korelacni siti Urovné L6
(species) byly zobrazeny pouze korelace s g-hodnotu < 0,6. Pro vizualizaci sité byly pouZzity R balicky

ggplot2 a ggraph.
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5. Vysledky

Ve zvoleném experimentdlnim usporadani jsme nepozorovali protektivni vliv pfenosu mikrobioty od
veganskych darcli na ex-GF mysi pred negativnimi Ucinky obezitogenni WD diety. Mysi krmené WD
vykazovaly zvysenou télesnou hmotnost a obsah triglycerid( v jatrech, a to jak u konvencnich, tak u
humanizovanych mysi (viz prilohy Obrazek 8-4 a Obrazek 8-5). U humanizovanych VG mysi vsak
suplementace inulinem vedla k normalizaci obsahu triglycerid( v jatrech a zlepsSeni parametri
glukézové homeostazy, i kdyz neovlivnila dietné indukovany ptirGstek hmotnosti. U konvenénich mysi
efekt inulinu pozorovan nebyl (viz pfilohy Obrazek 8-6 a Obrazek 8-7). Data byla publikovana v
Nutrients (Daskova et al., 2023).

5.1. Cytometricka analyza

5.1.1. Gating strategie CD3+ CD4+ lymfocytu

Jako prvni jsme gatovali CD3+ CD4+ lymfocyty, a definovali ta vychozi rodicovskou populaci pro
nasledujici subpopulace (viz Obrazek 5-1).
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Obrdzek 5-1 Gating strategie CD3+CD4+ lymfocytd, pfiklad na sleziné kontrolni CV_SD mysi
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5.1.2. Gating strategie subpopulace FoxP3+ a FoxP3+ IL-10+
Jako prvni jsme studovali Treg lymfocyty, které jsme charakterizovali jako FoxP3 pozitivni subpopulaci
z rodicovské populace CD3+ CD4+ lymfocytl (viz Obrazek 5-1). Z této skupiny bunék jsme nasledné
oddélili subpopulaci IL-10 pozitivnich bunék, abychom urcili, v jaké mife v daném misté probiha aktivni
protizanétliva odpovéd produkci IL-10 (viz Obrazek 5-2).
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Obrdzek 5-2 Gating strategie FoxP3+ a FoxP3+ IL-10+ bunék v rodicovské populaci CD3+ CD4+ (viz obrdzek 5-5). A: priklad
gatingu na lymfocytech ze sleziny, B: pfiklad gatingu na lymfocytech z mezenterické uzliny
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Hladiny rozdélujici populaci ur¢enou jako pozitivni na markery FoxP3 a IL-10 byly uréeny s vyuZitim
FMO kontrol dané protilatky (viz Obrazek 5-3).
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Obrazek 5-3: FMO kontroly gatingu populace FoxP3+ a FoxP3+ IL-10+, priklad na sleziné. A: kontrola bez barveni FoxP3, B:
kontrola bez barveni IL-10, rodicovské populace odpovidaji obrdzku Obrdzek 5-2

5.1.3. Gating strategie subpopulace CD3+ CD4+ IFN-y+
Na gating CD3+ CD4+ (viz Obrazek 5-1) navazuje také nasledujici gating subpopulace IFN-y, zaméreny
na urceni frekvence aktivné prozanétlivych lymfocytl v daném lymfatickém organu (viz Obrazek 5-4).
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Obrdzek 5-4 Gating IFN-y+ bunék v rodicovské populaci CD3+ CD4+ (viz Obrdzek 5-1). A: priklad gatingu na lymfocytech ze
sleziny, B: priklad gatingu na lymfocytech z mezenterické uzliny, C: FMO kontrola bez barveni IFN-y
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5.1.4. Gating strategie subpopulace CD3+ CD4+ |L-10+
Na gating CD3+ CD4+ (viz Obrazek 5-1) navazuje také nasledujici gating subpopulace IL-10+ lymfocyt(
zaméreny na urceni, zda v daném organu probiha celkova protizanétliva produkce IL-10 (viz Obrazek
5-5).
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Obrazek 5-5: Gating IL-10+ bunék v rodicovské populaci CD3+ CD4+ (viz Obrdzek 5-1). A: priklad gatingu na lymfocytech ze
sleziny, B: priklad gatingu na lymfocytech z mezenterické uzliny, C: FMO kontrola bez barveni IL-10
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5.1.5. Vliv diet na zastoupeni subpopulaci lymfocytd v lymfatickych uzlinach a sleziné
Srovnali jsme data z cytometrické analyzy, abychom urdili vlivy jednotlivych diet a/nebo inulinu. Ve
sleziné se nepodafilo identifikovat Zadné signifikantni rozdily v subpopulacich lymfocytl (viz Obrazek
5-6 a Obrazek 5-7). Pocty pouZitych méreni viz Tabulka 5-1. Reprezentativni dotploty pro kazdou
skupinu viz v pfilohach Obrazek 8-8 a Obrazek 8-9.

Tabulka 5-1: Pocty cytometrickych méreni sleziny ve skupindch zarazenych do statistiky
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Obrdzek 5-6: Zastoupeni subpopulaci lymfocytt FoxP3+ a FoxP3+ IL-10+ ve sleziné s reprezentativnimi dot ploty. P hodnoty
Kruskal-Wallis testi jsou uvedeny v jednotlivych grafech. A1: frekvence FoxP3+ lymfocytu v populaci CD3+CD4+, viz gating na
obrdzku Obrdzek 5-2; A2: reprezentativni dot plot subpopulace z A1, skupina CV_SD; B1: frekvence IL-10+ lymfocytu v populaci
FoxP3+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-2; B2: reprezentativni dot plot subpopulace z B1, skupina CV_SD.
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Obradzek 5-7 Zastoupeni subpopulaci lymfocytd IFN-y+ a IL-10+ v populacich CD3+CD4+ ve sleziné s reprezentativnimi dot
ploty. P hodnoty Kruskal-Wallis testd jsou uvedeny v jednotlivych grafech. Al: frekvence IFN-y+ lymfocyti v populaci
CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-2; A2: reprezentativni dot plot subpopulace z A1, skupina CV_SD; B1: frekvence IL-
10+ lymfocyti v populaci CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-5; B2: reprezentativni dot plot subpopulace z B1,
skupina CV_SD.
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V inguinalni uzliné se nepodafilo identifikovat Zzadné signifikantni rozdily v subpopulacich lymfocyt(
(viz Obrazek 5-8 a Obrazek 5-9). Pocty pouzitych méreni viz Tabulka 5-2. Reprezentativni dotploty pro
kazdou skupinu viz v pfilohach Obrazek 8-10 a Obrazek 8-11.

Tabulka 5-2: Pocty cytometrickych meéreni ILN ve skupindch zarazenych do statistiky
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Obrdzek 5-8: Zastoupeni subpopulaci lymfocytu FoxP3+ a FoxP3+ IL-10+ v inguindlIni uzliné s reprezentativnimi dot ploty.

P hodnoty Kruskal-Wallis testt jsou uvedeny v jednotlivych grafech. Al: frekvence FoxP3+ lymfocyti v populaci CD3+CD4+, viz
gating na obrdzku Obrdzek 5-2; A2: reprezentativni dot plot subpopulace z A1, skupina CV_SD; B1: frekvence IL-10+ lymfocyti
v populaci FoxP3+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-2; B2: reprezentativni dot plot subpopulace z B1, skupina CV_SD.
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Obrdzek 5-9: Zastoupeni subpopulaci lymfocyti IFN-y+ a IL-10+ v populacich CD3+CD4+ v inguindini uzliné s reprezentativnimi
dot ploty. P hodnoty Kruskal-Wallis testt jsou uvedeny v jednotlivych grafech. Al: frekvence IFN-y+ lymfocyti v populaci
CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-4; A2: reprezentativni dot plot subpopulace z A1, skupina CV_SD; B1: frekvence IL-
10+ lymfocyti v populaci CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-5; B2: reprezentativni dot plot subpopulace z B1,
skupina CV_SD.
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Pfi srovnani vsech skupin v mezenterické skupiné byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi alespon
jednou dvojici skupin v subpopulaci CD3+ CD4+ IL10+. Nicméné, pfi nasledném porovnavani vsech
dvojic skupin nebyla nalezena Zadna statisticky vyznamna rozdilnost kvili Benjamini-Hochbergové
korekci p-hodnot pro vicenasobné testovani (viz Obrazek 5-10 a Obrazek 5-11). Pocty pouzitych méreni
viz Tabulka 5-3. Reprezentativni dotploty pro kazdou skupinu viz v pfilohach Obrazek 8-12 a Obrazek
8-13.

Tabulka 5-3: Pocty cytometrickych mereni MLN ve skupindch zarazenych do statistiky
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Obrdzek 5-10: Zastoupeni subpopulaci lymfocytl FoxP3+ a FoxP3+ IL-10+ v mezenterické uzliné s reprezentativnimi dot ploty.
P hodnoty Kruskal-Wallis testt jsou uvedeny v jednotlivych grafech. Al: frekvence FoxP3+ lymfocyti v populaci CD3+CD4+, viz
gating na obrdzku Obrdzek 5-2; A2: reprezentativni dot plot subpopulace z A1, skupina CV_SD; B1: frekvence IL-10+ lymfocytu
v populaci FoxP3+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-2; B2: reprezentativni dot plot subpopulace z B1, skupina CV_WD.
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Obrdzek 5-11: Zastoupeni subpopulaci lymfocytd IFN-y+ a IL-10+ v populacich CD3+CD4+ v mezenterické uzliné

s reprezentativnimi dot ploty. P hodnoty Kruskal-Wallis test( jsou uvedeny v jednotlivych grafech. A1: frekvence IFN-y+
lymfocyti v populaci CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-4; A2: reprezentativni dot plot subpopulace z A1, skupina
CV_SD; B1: frekvence IL-10+ lymfocytt v populaci CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-5; B2: reprezentativni dot plot

subpopulace z B1, skupina CV_SD.
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V pankreatické uzliné se nepodatilo identifikovat Zadné signifikantni rozdily v subpopulacich lymfocyt(
(viz Obrazek 5-12 a Obrazek 5-13). PoCty pouZitych mérfeni viz Tabulka 5-4. Reprezentativni dotploty
pro kazdou skupinu viz v pfilohach Obrazek 8-14 a Obrazek 8-15.

Tabulka 5-4: Pocty cytometrickych méreni PLN ve skupindch zarazenych do statistiky
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Obrdzek 5-12: Zastoupeni subpopulaci lymfocyt FoxP3+ a FoxP3+ IL-10+ v pankreatickych uzlindch s reprezentativnimi dot
ploty. P hodnoty Kruskal-Wallis testt jsou uvedeny v jednotlivych grafech. Al: frekvence FoxP3+ lymfocytu v populaci
CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-2; A2: reprezentativni dot plot subpopulace z A1, skupina CV_SD; B1: frekvence IL-
10+ lymfocyti v populaci FoxP3+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-2; B2: reprezentativni dot plot subpopulace z B1, skupina

CV_WD.
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Obrdzek 5-13: Zastoupeni subpopulaci lymfocyti IFN-y+ a IL-10+ v populacich CD3+CD4+ v pankreatickych uzlindch

s reprezentativnimi dot ploty. P hodnoty Kruskal-Wallis test( jsou uvedeny v jednotlivych grafech. Al: frekvence IFN-y+
lymfocyti v populaci CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-4; A2: reprezentativni dot plot subpopulace z A1, skupina
CV_WD; B1: frekvence IL-10+ lymfocytu v populaci CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-5; B2: reprezentativni dot plot
subpopulace z B1, skupina CV_WD.
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V Peyerovych platech se nepodafilo identifikovat Zadné signifikantni rozdily v subpopulacich lymfocytl
(viz Obrazek 5-14 a Obrazek 5-15). Pocty pouZitych mérfeni viz Tabulka 5-5. Reprezentativni dotploty
pro kazdou skupinu viz v pfilohach Obrazek 8-16 a Obrazek 8-17.

Tabulka 5-5: Pocty cytometrickych méreni PP ve skupindch zarazenych do statistiky
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Obrdzek 5-14: Zastoupeni subpopulaci lymfocyti FoxP3+ a FoxP3+ IL-10+ v Peyerovych pldtech s reprezentativnimi dot ploty.
P hodnoty Kruskal-Wallis testt jsou uvedeny v jednotlivych grafech. Al: frekvence FoxP3+ lymfocyt( v populaci CD3+CD4+, viz
gating na obrdzku Obrdzek 5-2; A2: reprezentativni dot plot subpopulace z A1, skupina CV_SD; B1: frekvence IL-10+ lymfocytu
v populaci FoxP3+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-2; B2: reprezentativni dot plot subpopulace z B1, skupina CV_WD.
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Obrdzek 5-15: Zastoupeni subpopulaci lymfocyti IFN-y+ a IL-10+ v populacich CD3+CD4+ v Peyerovych pldtech

s reprezentativnimi dot ploty. P hodnoty Kruskal-Wallis test( jsou uvedeny v jednotlivych grafech. A1: frekvence IFN-y+
lymfocyti v populaci CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-4; A2: reprezentativni dot plot subpopulace z A1, skupina
CV_WD; B1: frekvence IL-10+ lymfocytu v populaci CD3+CD4+, viz gating na obrdzku Obrdzek 5-5; B2: reprezentativni dot plot
subpopulace z B1, skupina CV_WD.
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5.2. Analyza slozeni stfevni mikrobioty
Vzhledem k minimalnimu vlivu inulinu na fyziologické parametry CV mysi jsme se rozhodli dale zamérit
na analyzu mikrobioty pouze u modelu VG, abychom identifikovali klicové faktory spojené
s pozorovanymi zménami. ProtoZe vysledky cytometrické analyzy nevykazovaly Zadné signifikantni
rozdily, z dalsi korelaéni analyzy jsme je rovnéz vynechali.

5.2.1. SloZeni stfevni mikrobioty pfed dietni intervenci
V ¢asovém bodu A se alfa diverzita mikrobioty ve stolici mezi skupinami signifikantné nelisila na Zadné
z taxonomickych urovni (viz Obrazek 5-16).
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Obrdzek 5-16: Alfa diverzita (Shannon index) VG mysi pred dietni intervenci na riznych taxonomickych urovnich. P hodnoty
Kruskal-Wallis testi jsou uvedeny v jednotlivych grafech. Data byla publikovdna (Daskova et al., 2023).
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Dale byla stanovena beta diverzita srovnavajici jednotlivé skupiny pred dietni intervenci pomoci
eukleidovské vzdalenosti. Rozdéleni skupin podle variance v relativhim zastoupeni taxont bylo
vizualizovdno pomoci PCA. Vyrazny prekryv skupin na PCA grafech naznacuje podobnost sloZeni
mikrobioty u vSech skupin. Nevyznamné vysledky permanovy potvrzuji, Ze mezi skupinami v tomto
¢asovém bodé nejsou statistické rozdily (viz Obrazek 5-17).
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Obrdzek 5-17: Beta diverzita mikrobioty pred dietni intervenci na riznych taxonomickych drovnich. Grafy vizualizuji prvni dvé
komponenty zobrazujici sloZeni mikrobioty. Elipsy predstavuji 95% intervaly spolehlivosti pro jednotlivé dietni skupiny. Dim1

a Dim2 reprezentuji prvni a druhou hlavni komponentu, v zdvorkdch je uvedeno procento vysvétlené variability. Malé tecky

v PCA grafech predstavuji jednotlivé vzorky mysi. Velké tecky reprezentuji centroidy skupin, tedy priimérné hodnoty hlavnich
komponent za celou dietni skupinu. Hodnoty byly porovndny pomoci statistického testu PERMANOVA. Grafy byly publikovdny

(Daskova et al., 2023).

45



5.2.2. Vliv dietni intervence na slozeni mikrobioty ve slepém stfevé
Po dietni intervenci, v ¢asovém bodu B, byly odebrany vzorky obsahu slepého streva s cilem porovnat
slozeni mikrobioty mezi dietnimi skupinami. Analyzovali jsme obsah slepého stfeva, protoze jej
povaZujeme za nejreprezentativnéjsi vzorek mikrobioty v distdlnim stfevé. Alfa diverzita byla
signifikantné rozdilna na vsech taxonomickych Urovnich (viz Obrazek 5-18).

L1 (Phylum) L4 (Family)

11 p= Je-04
1.0 4

09 4 .

08 .
12 | p=57e05 .

sD SO +1 WD WD+ 1 sD SD +1 WD WD +1

Metrika Alfa diverzity (Shannon index)
Metrika Alfa diverzity (Shannon index)

L5 {Genus) LG (Species)

27 ~ 34 .

25 4 -

30

28

p=1.1e-05

21 L

Metrika Alfa diverzity (Shannon index)
P
L

Metrika Alfa diverzity (Shannon index)

p =0.00012,

SD SD +1 WD WD + 1 SD SD+1 WD WD+

Obrdzek 5-18: Alfa diverzita (Shannon index) VG skupin mysi po dietni intervenci na rtznych taxonomickych urovnich. P-
hodnoty Kruskal-Wallis test( jsou uvedeny v kaZzdém grafu. Jednotlivé p-hodnoty pdrovych srovndni v Tabulce Tabulka 5-6.
Data byla publikovdna (Daskova et al., 2023).
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Dale jsme analyzovali beta diverzitu, tj. miru podobnosti sloZzeni stfevni mikrobioty v jednotlivych
skupinach. metodou PERMANOVA jsme nalezli statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami SD vs SD+I
a SD vs WD+l ve vSech analyzovanych taxonomickych drovnich kromé arovné phylum. WD
signifikantné zvysila diverzitu na Urovni L1 (phylum), ale neovlivnila ostatni taxonomické Urovné.
Suplementace inulinem (SD vs SD+l a WD vs WD+l) negativné ovlivnila beta diverzitu na vSech Urovnich
kromé phyla a genus nezavisle na typu diety (SD vs SD+l a WD vs WD+l) (viz Tabulka 5-6).

Tabulka 5-6: Beta diverzita mikrobidlniho sloZeni na riznych taxonomickych urovnich. Uvedené hodnoty jsou vysledky
PERMANOVA testu. . Zelené jsou zvyraznény hodnoty p <0,05.

srovnani phylum | family genus species

SD vs WD 0,085 0,678 0,3 0,97
SD vs SD+l 0,059| <0,001| <0,001| <0,001
SD vs WD+l 0,814 0,003 0,007 | <0,001
WD vs WD+I 0,063 0,007 0,079 0,027
SD+| vs WD+I 0,074 0,646 0,269 0,649

Analyza beta diverzity v ¢asovém bodu B odhalila vyznamny vliv podavani inulinu, ktery prevysil vliv
diety (Obrazek 5-19).
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Obrdzek 5-19 Vliv diety na beta diverzitu mikrobioty jednotlivych skupin na riznych taxonomickych urovnich po dietni
intervenci. Grafy vizualizuji analyzu prvnich dvou komponent zobrazujici sloZeni mikrobioty. Elipsy predstavuji 95% intervaly
spolehlivosti pro jednotlivé dietni skupiny. Dim1 a Dim2 reprezentuji prvni a druhou hlavni komponentu, v zdvorkdch je
uvedeno procento vysvétlené variability. Malé tecky v PCA grafech predstavuji jednotlivé vzorky mysi. Velké tecky reprezentuji
centroidy skupin, tedy priimérné hodnoty hlavnich komponent za celou dietni skupinu. Hodnoty byly porovndny pomoci
statistického testu PERMANOVA, p-hodnoty srovndni mezi skupinami viz v tabulce Tabulka 5-7. Grafy byly publikovdny
(Daskova et al., 2023).
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Test PERMANOVA prokazal statistické vyznamné rozdily ve sloZzeni mikrobioty mezi vSemi testovanymi
skupinami, tedy prokazal nejen vliv inulinu, ale i vliv WD (viz Tabulka 5-7).

Tabulka 5-7: P-hodnoty PERMANOVA testu beta diverzity mikrobioty po dietni intervenci, upravené Bonferonniho korekci.

Zelené jsou zvyraznéné p < 0,05.

srovnavané skupiny | L1 (phylum) |L4 (family) |L5 (genus) | L6 (species)
SDvsSD +1 0,100 0,002 0,001 0,001
SDvs WD 0,100 0,038 0,001 0,001
SDvs WD +1 0,424 0,002 0,001 0,001
SD+I1vs WD 0,100 0,032 0,002 0,001
SD+1vs WD +1 0,244 0,144 0,006 0,009
WD vs WD +1 0,186 0,038 0,005 0,004

5.2.3. SloZeni mikrobioty jako prediktor pfislusnosti ke skupiné
Vysledky PERMANOVA testu naznacily, Ze v celkovém sloZzeni mikrobioty jednotlivych skupin jsou
vyznamné rozdily. Rozhodli jsme se tento zavér ovérit dalsSim postupem, s vyuzitim metod strojového
uceni. S vyuzitim lasso logistické regrese jsme sestavili panel binarnich klasifikaénich model(. Na Urovni
L1 (phylum) jsme byli schopni spolehlivé rozlisit pouze skupiny VG_SD+l vs VG_SD a VG_WD vs VG_SD,
ale rozliseni mezi ostatnimi skupinami bylo neuspokojivé (viz Tabulka 5-8). Pfesnost separace se
zvySovala s dosazenim nizSich taxonomickych drovni. Na Urovni L6 (species) mohly byt vSechny pary
skupin oddéleny s presnosti alesporn 90% (viz Tabulka 5-9).

Tabulka 5-8: Hodnoty vybranych parametri klasifikacniho modelu rozlisujiciho vzorky experimentdlnich skupin na drovni L1
(phylum). Data vyuZita k vytvoreni této tabulky byla publikovdna (Daskova et al., 2023).

Srovnavané skupiny SD vs SDvsWD | SDvs SD+lvs SD+lvs WD vs
SD+l WD+l WD WD+l WD+l
Presnost 1 0,96 0,65 0,97 0,67 0,71
95% Interval spolehlivosti | (0,97; 1) (0,92; (0,56; (0,94, (0,59; (0,64,
presnosti 0,99) 0,73) 0,99) 0,75) 0,79)
P-hodnota <2,2x107% | <2x107 2x10* <2x10' | 3x10* 3,36x10°
Citlivost 1 1 0,85 0,98 0,8 0,8
Specificita 1 0,93 0,44 0,97 0,5 0,61

Tabulka 5-9: Hodnoty vybranych parametru klasifikacniho modelu rozlisujiciho vzorky experimentdlnich skupin na drovni L6
(species). Data vyuZita k vytvoreni této tabulky byla publikovdna (Daskova et al., 2023).

Srovnavané skupiny SD vs SDvsWD | SDvs SD+lvs SD+lvs WD vs
SD+l WD+l WD WD+| WD+l
Pfesnost 1 0,9438 1 0,9235 0,9667 0,925
95% Interval spolehlivosti | (0,97; 1) (0,9;0,97) | (0,97;1) (0,87; (0,92, (0,87;
pfesnosti 0,96) 0,99) 0,96)
P-hodnota <2,2x10% | <2,2x107% | <2,2x107 | <2x10® <2x1016 <2x107
Citlivost 1 1 1 0,89 0,94 0,89
Specificita 1 0,9 1 0,9556 1 0,9714
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5.2.4. Analyza diskriminacnich taxond mezi dietnimi skupinami
Vzhledem k vysledkim PERMANOVA a klasifika¢nich model(, které indikovaly podstatnou rozdilnost

stfevni mikrobioty v jednotlivych skupinach, jsme pfistoupili k identifikaci konkrétnich bakteridlnich

taxonU rozlisujici mezi skupinami. Podle testu pravdépodobnostniho poméru (LRT) mély diety na
zastoupeni jednotlivych kmen( s vyjimkou Campylobacterota a Proteobacterota signifikantni vliv (viz
tabulku 5-5). Dale jsme se zaméfili na signifikantni rozdily v zastoupeni taxon u klicovych dvojic diet:

e  SD+lvs. SD: Ukazuje, jaky vliv ma inulin na pozadi SD
e WD vs. SD: Ukazuje, jaky vliv ma samotnd WD

o WD+l vs. SD: Ukazuje kombinovany vliv WD a inulinu oproti SD

o WD+l vs. WD: Ukazuje, jak inulin moduluje vliv WD

Dle vysledk(l Waldova testu (Tabulka 5-10: Vysledky LRT a parového Waldova testu a g hodnoty
jednotlivych srovnani na drovni L1 (phylum). Hodnoty q parovych srovnani jsou zvyraznény zelené
u signifikantnich rozdil(.Tabulka 5-10 a Tabulka 8-2 v pfiloze) jsme identifikovali, mezi kterymi
dvojicemi byly signifikantni rozdily. DalSim vysledkem analyzy byly rozdily mezi skupinami uvedenymi
jako Log2(nasobek zmény) (Tabulka 5-10 a Tabulka 8-2 v pfiloze). Na tdrovni L1 (phylum) (Tabulka 5-10)
Byla skupina VG_WD charakterizovana vyssim zastoupenim Bacteroidota, Actinobacteriota
a Verrucomicrobiota a snizenym zastoupenim Bacillota ve srovndni se skupinou VG_SD. Suplementace
inulinem puUsobila proti u¢inku WD na Bacillota a zvySovala abundanci Verrucomicrobia. Dale
suplementace inulinem vedla ke sniZeni Desulfobacterota jak u mysi krmenych SD, tak WD.

Tabulka 5-10: Viysledky LRT a parového Waldova testu a q hodnoty jednotlivych srovndni na urovni L1 (phylum). Hodnoty

q pdrovych srovndni jsou zvyraznény zelené u signifikantnich rozdild. Data byla publikovana (Daskova et al., 2023).

LRT logz2(nasobek zmény) Waldav test (q=)

Phyla (p=) |sD+_sp |wp_sp |wD+_sD |wD+_wD |[sD+_SD [wb_SD [ wbD+l_SD |wD+_wD
Bacteroidota 0,002 -0038| 0336 0252 0,084| o0861| 0002| 0,026 0,476
?Fa;::qlfctjtes) 0,001 0677| -0658 0,536 1,194| o,001| 0001 0,001 0,001
Desulfobacterota o001 -1628| -0,122| 0708 0,58 | 0001 o066| 0001 0,007
Campylobacterota 0,831 -1,435| -1,833 1,091 2,925 0861 o066| 0804 0,481
Verrucomicrobiota 0,038 0 16,03 25,66 9,63 1 0,001 0,001 0,042
Actinobacteriota 0,001 -0257| 2,483 1,82 -0,663| 0861| 0001 0,001 0,275
Proteobacteria 0,006 0303| -0074| 0292 0,218| o02164| o066 0118 0,275

Na urovni L6 (species) (viz Tabulka 8-2 v pfiloze) jsme identifikovali 76 statisticky vyznamné odlisné

zastoupenych taxonu (pfi FDR<0,1.) tj. 64 % ze vSech identifikovanych druhd. Za pouziti téchto udaj
jsme taxony rozdélili do Sesti skupin (viz Obrazek 5-20).
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A Taxa ovlivnéna inulinem v kombinaci s SD
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Obrdzek 5-20: Bakteridlni taxony vyznamné ovlivnéné dietni intervenci. Graf ukazuje velikost tcinku vyjddreny jako
logz(ndsobek zmény), tj. log2FC. Grafy byly publikovdany (Daskova et al., 2023).
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Sedm taxon( bylo ovlivnéno inulinem pouze v kombinaci s SD, z toho dva taxony byly inulinem
stimulovany, pét taxonu bylo pfi suplementaci inulinem méné abundantnich. Analogicky, 11 taxonu
bylo ovlivnéno inulinem pouze na pozadi WD, z toho tfi stimulovany a 8 potlaceno. Vliv inulinu se
projevil nezavisle na typu diety u 22 taxonu, pficemz devét taxon( bylo inulinem stimulovano,
abundance 13 taxon( byla v pfitomnosti inulinu ve srovnani se samotnou dietou snizena. Podavani WD
ovlivnilo abundanci osmi taxon, tfi pozitivné, pét negativné. V pripadé péti taxon( byl vliv WD

a inulinu aditivni, u ¢tyf taxonl se jednalo o represi, u jednoho o stimulaci. Celkem 14 taxona bylo WD
a inulinem ovlivnéno protichtdné. Jedendct taxon( z této kategorie bylo stimulovano WD, a naopak
potlaceno pfi suplementaci inulinem. T¥i taxony byly méné abundantni na WD a stimulovany inulinem.
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5.2.5. Integrativni analyza
Nejvyznamnéjsi klinicky vyznamny efekt inulinu spocival v eliminaci jaterni steatézy indukované
podavanim WD. V dalsim kroku jsme proto hledali asociace mezi konkrétnimi taxony a timto efektem
na zakladé Spearmanovych korelaci mezi obsahem TAG v jatrech a pritomnosti bakteridlnich taxont ve
slepém strevé ve skupinach VG_WD a VG_WD-+l. Steatdza jater negativné korelovala s abundanci ¢tyr

taxonU bakterii (Agathobacter, Lactonifractor, Bacteroides ovatus, Bacteroides uniformis), z nichz
vSechny byly pozitivné stimulovany inulinem. Tficet sedm taxon( korelovalo pozitivné s obsahem TAG
v jatrech, véetné deviti bakterii, jejichz hojnost byla pozitivné ovlivnéna WD a negativné inulinem

a dvanacti bakterii, které byly negativné modulovany inulinem (viz Obrazek 5-21).
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Obrdzek 5-21. Korelacni sit mezi obsahem TAG a mikrobiotou slepého streva. Tloustka ¢dry je umérnd hodnoté Spearmanova
korelacniho koeficientu. Zobrazeny jsou korelace s absolutni hodnotou vétsi neZ 0,6. Graf byl publikovdn (Daskova et al.,

2023).
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6. Diskuse

Stfevni mikrobiota hraje zasadni roli v metabolickych a imunologickych procesech (Yoo et al., 2020).
Vyzkumy ukazuji, Ze fada patologickych stavl je asociovana se stfevni dysbidzou. Populdrni pokus

s dvojéaty ukazal, stfevni mikrobiota je jednim z faktor( podmiriujicich rozvoj obezity. ,Obézni“, resp.
,,Stihly” fenotyp je mozné reprodukovat u GF mysi po kolonizaci stfeva odpovidajici mikrobiotou.
(Ridaura et al., 2013). Kromé toho nase studie potvrzuje predpoklad, Ze vysledny efekt slozeni
mikrobioty na fenotyp pfijemce je do velké miry zavisly i na dieté (Ridaura et al., 2013).

Vysledky rozsahlych prospektivnich studii ukazaly, Ze diety zaloZené pfevainé nebo Uplné na rostlinné
stravé maji protektivni G¢inek vzhledem k riznym metabolickym onemocnénim, zejména
kardiovaskularnim chorobam a T2D (Appleby and Key, 2016). Toto pozorovani vedlo k formulaci
hypotézy, Zze mikrobiota asociovana s veganskou dietou by mohla byt pfinosnd k Ié¢bé metabolickych
poruch spojenych s obezitou. Transplantace mikrobioty od veganskych darcu se nabizi jako moZnost,
jak benefi¢ni ucinky této diety prenést na pacienty s obezitou. Nékolik studii se na tuto moznost
zaméfilo. Jejich vysledky ukazuji, Ze pres zlepseni nékterych metabolickych parametrl samotna
mikrobiota od veganskych darci nemusi byt dostatecné ucinna v ochrané pred dusledky zapadni diety
a zaveéry jsou tedy nejednoznacné (Stols-Goncalves et al., 2023; Witjes et al., 2020).

Jako moznym divodem neuspokojivych vysledkl a voditkem k feSeni se jevi vliv stravy po FMT
zakroku. Je znamo, Ze prebioticka vlaknina, napfiklad inulin, je vyznamnym faktorem pfispivajicim

k tvorbé prospésnych metabolit (Song et al., 2020). Nékolik studii se zaméfilo na to, jak reaguje
metabolismus pfijemce FMT v kombinaci s prebiotickou vlakninou podavanou po pfenosu mikrobioty.
V jednom z téchto pokusu bylo napfiklad zjisténo, Ze experimentalni skupiny mysi, kterym byla
podavana vlaknina po FMT zakroku, méla signifikantné lepsi vysledky méfenych metabolickych
parametri (glukdzova homeostaza a obsah tuku v séru) oproti FMT skupiné bez vlakniny (Zhong et al.,
2022). V dalsi ze studii, tentokrat na lidskych pacientech s obezitou, bylo podavani
,hizkofermentovatelné” vlakniny po FMT rovnéz spojeno s vyraznym zlepSenim inzulinové rezistence,
oproti skupinam pfijimajici ,, vysocefermentovatelnou” vlakninu a bez intervence dietni vldkninou
(Mocanu et al., 2021). Vysledky tedy naznacuji, Ze samotna FMT nemusi byt dostatecné ucinna

v ochrané pred metabolickymi disledky zapadni diety, avSak pokud je doplnéna ,spravnym“ typem
vldkniny, mize pfinést vyznamné zmény.

JelikoZ veganska strava je charakteristicka zvySenym ptijmem vldkniny, Ize vychazet z predpokladu, Ze
mikrobiota od darce — vegana bude na pfitomnost inulinu ve stravé obzvlast responsivni (Sidhu et al.,
2023). Proto jsme se rozhodli uplatnit kombinaci FMT s mikrobiotou od veganského darce

a suplementace inulinem.

Na zvifecim modelu jsme prokazali, Ze mikrobiota od veganskych darct sama o sobé nepUsobi proti
metabolicky a imunologicky Skodlivym Gcinkdim stravy zapadniho typu, avsak vykazuje schopnost
chranit pred jaterni steatézou a zhorSenim glukézové homeostdazy, pokud je dieta doplnéna
prebiotickym inulinem. Konzistentni pozorovani zlepseni vétsiny metabolickych parametrd u skupiny
WD+l je v souladu s vySe zminénym vysledkem jednoho z pokusl zkoumajicich efekt kombinace FMT

a vlakniny (Zhong et al., 2022). V projektu, jehoZ soucasti je i predloZend diplomova prace, byl
studovan i metabolom obsahu slepého stfeva experimentalnich zvifat. Suplementace inulinem u VG
mysi zpUsobila vyznamnou zménu metabolismu s dirazem na sacharolytickou fermentaci a jeji
produkty (Daskova et al., 2023), jejichZ protektivni ucinek v T2D je zndm a intenzivné zkouman (Wang
et al., 2024). Navzdory ocekavani a pozitivnim vysledklim vétsiny podobnych pokust s inulinem (Huang
et al., 2023; Rao et al., 2019; Zhu et al., 2023) se jeho ucinek projevil pouze v kombinaci s mikrobiotou
lidskych darcli — vegan( u humanizovanych mysi, ne s béZznou mysi mikrobiotou. Toto zjisténi
upozornuje na skutecnost, Ze lidska mikrobiota se od té mysi velmi lisi a konkrétni vysledek manipulace
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se stfevni mikrobiotou je vysoce individualni a je vyrazné ovlivnén interakci hostitel — mikrobiota —
dieta.

U skupin se suplementaci inulinem byla pozorovana snizena abundance kmene Desulfobacterota,
které metabolizuji sirné slouceniny na potencialné skodlivé metabolity (napriklad H2S) spojované se
zvySenym rizikem IBD a stfevnimi zanéty (Rajput et al., 2022). Tyto zmény jsou v souladu

s experimenty, kdy podavani inulinu a snizovalo abundanci kmene Desulfobacterota (Feng et al., 2021;
Xie et al., 2024). Pfi hodnoceni dlsledkt na stfevni epitel u mysiho modelu obstipace byl pozorovan
pfiznivy vliv inulinu na expresi proteini tésnych spojd epitelu a mucinu oproti pokusnym mysim,
kterym inulin podavan nebyl (Xie et al., 2024).

Nasli jsme vyznamné korelace mezi uréitymi bakteridlnimi taxony a obsahem TAG v jatrech. Vétsina
korelaci mezi bakteriemi a obsahem jaternich TAG byla pozitivni. Ctrnact druhd bakterii, jejich?
abundance pozitivné koreluje s obsahem TAG v jatrech, bylo negativné ovlivnéno inulinem; u 9 druht
byl vliv WD a inulinu opacny. Vsechny ctyti taxony negativné korelované s obsahem TAG (Lactonifactor
sp., Agathobacter sp., B. ovatus, B. uniformis) byly zaroven pozitivné stimulovany inulinem, coz
naznacuje mozny mechanismus, jakym inulin plsobil protektivné proti jaterni steatoze. Z analyzy
metabolitl navazujici na tento experiment vyplyva, Ze tyto druhy bakterii produkuji prospésné
metabolity s antioxidacnimi, protizanétlivymi a antidiabetickymi vlastnostmi (Prochazkova et al., 2022)
a podle jedné studie provedené na kohorté 2294 dospélych pacientt s obezitou, nékteré z nich (napf.
enterolakton a enterodiol) negativné koreluji s vyskytem NAFLD u lidi (Xiong et al., 2022).
Agathobacter byl druh nejvice stimulovan inulinem. Jeho zvySenda abundance a produkce butyratu
(SCFA) je korelovana se snizenym rizikem obezity a kardiovaskularnich a metabolickych onemocnéni
(Iversen et al., 2022). Bakterialni druh B. uniformis v kombinaci s vlakninou pftispivd k redukci télesné
hmotnosti a visceralniho tuku, zlepSuje metabolické funkce a obnovuje imunitni rovnovahu stfeva
(napfiklad normalizuje hladiny IFN-y) u obéznich mysi (Lépez-Almela et al., 2021). Navic dle vyzkum je
zvySend abundance B. ovatus a B. uniformis asociovana se zmirnénim projevid metabolickych
onemocnéni pfi podavani diety s vysokym obsahem tukd (Wu et al., 2023). Tyto dlkazy naznacuji, Ze
zména slozeni stfevni mikrobioty v disledku suplementace inulinem mUze byt zodpovédnd za zmirnéni
steatdzy.

V souladu s literaturou se ndm podafilo potvrdit pfedpoklady o vlivu WD stravy na nékteré druhy
bakterii a nasledné na fyziologické parametry. Napfiklad Collinsella sp. a Suterella sp. jsou rody
asociovany se zvySenym pfijmem tuk( (dieta pfibuzna WD) a zaroven se zvySenym rizikem obezity a
NAFLD (Wang et al., 2022; Xu et al., 2022).

V imunologické ¢ésti prace jsme na zakladé udaju z literatury formulovali nékolik hypotéz:

1. U mysi, u nichZ dochazi ke zmirnéni symptomu inzulinové rezistence a nealkoholové
(FoxP3+ a IL-10+).

2. Ve skupiné VG_WD+l bude pozorovana zvysena frekvence FoxP3+ T lymfocytl produkujicich
IL-10 v mezenterickych lymfatickych uzlinach (MLN) a Peyerovych placich (PP).

3. U mysi vykazujicich projevy NAFLD bude pfitomna zvysena frekvence lymfocytl produkujicich
IFN-y v mezenterickych lymfatickych uzlinach a Peyerovych placich.

Nepodaftilo se nam vsak nalézt Zzadné dlkazy poukazujici na probihajici zanétlivou anebo protektivni
reakci na diety ve sliznicnich kompartmentech, pankreatu, ani na systémové urovni.

Dalsim z nedostatkl byl silny ,,batch efect”, neboli efekt série, zplisobeny provadénim experimentu
v pribéhu dvou let. V nasem projektu jsme se snazili minimalizovat tento vliv peélivym planovanim
a standardizaci postupt, nicméné i presto existuje riziko, Ze vedl k neimyslnym variacim ve vysledcich
a ovlivnil nékteré nase vysledky a zavéry. Tento efekt se projevil nejvice na vysledcich cytometrické
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analyzy. Data vykazovala vysokou miru variability, ktera zasadné komplikovala statistické vyhodnoceni.
Pfi hledani spojitosti mezi ,extrémnimi“ hodnotami z cytometrickych dat a hodnotami z fyziologickych
testl nebyla nalezena Zadna spojitost, predpokladame tedy, Ze tyto artefakty vznikly v pribéhu
cytometrické ¢asti experimentu. Vznikla variabilita hodnot nebyla odstranitelna ani funkci pro
odstranéni odlehlych hodnot, ani logaritmickou transformaci hodnot. Je nutné tedy konstatovat, Ze
data ziskana z cytometrickych méreni nebyla priikazna.

Pti izolaci lymfocytl z orgdni jsme nardzeli na Uskali zvolené metodiky. Lymfocyty izolované

z mezenterickych a pankreatickych uzlin vykazovaly vysokou miru Umrtnosti, pravdépodobné kvali
vysokému obsahu tuku v brisni oblasti. Lymfocyty z Peyerovych platud také vykazovaly extrémni
umrtnost, pravdépodobné kvili vysoké enzymatické aktivité pfitomnych enterocytl. Tento problém
nam byl jiz dopfedu zndm, avsak i pres prijatd opatieni se ndm nepodafilo v nékterych pripadech
izolovat dostatecny pocet bunék pro cytometrickou analyzu, proto byly nékteré vzorky vyrazeny.

Lymfocyty jsou jen jednou z mnoha soucasti imunitni regulace pfi etiologii inzulinové rezistence

a NAFLD a zaroven IL-10 nejsou jedinym mechanismem, jak Treg reguluji prozanétlivou odpovéd. Nas
experiment mél vtomto zaméreni explorativni charakter a v ptipadé, Ze by se tento projekt

s Uspéchem opakoval a pfinesl pozitivni vysledky, nabizi se mnohé dalsi moznosti, jak ho rozsitit.

Treg produkuji mimo jiné cytokiny TGF-B ktery by mohl k IL-10 doplnit informaci o jejich aktivité. Je
také Casto zmifiovan v kontextu interakce imunita-mikrobiom (Asarat et al., 2016; Hu et al., 2022;
Martin-Gallausiaux et al., 2018).

V tomto experimentu navic chybélo barveni pro CD25+, ktery je u Treg bunék znakem aktivity

a pouziva se rutinné k presnéjsimu oddéleni relevantni subpopulace aktivnich Treg (Asarat et al., 2016;
Qiao et al., 2016). Navic by se tim zamezilo chybnému pridéleni FoxP3+ bunék, které nepatfi do
konvencénich Treg, jako napfiklad subpopulace RORyt+ Treg a Trl.

Subpopulace RORyt+ Treg je také typicky pfitomna ve stievech a je také indukovana mikrobialnimi
metabolity, jako SCFA (Cosovanu and Neumann, 2020) a jeji analyza by tak mohla pfinést jesté
zajimavéjsi vhledy do aktivace regulacnich lymfocytd.

Je nutné v této souvislosti upozornit na urcité slabiny projektu. Optimalni kontrolni skupinou by byly
ex-GF mysi kolonizované lidskou mikrobiotou od darce s obezitou, nikoli mysi z konvencéniho chovu
osidlené obvyklou mysi mikrobiotou. Mikrobiota mysi je zasadné odlisna od lidské a pfi pouzZitém
usporadani pokusu nemlizeme zjistit, zda suplementace inulinem ma protektivni u¢inek pouze

v kombinaci s mikrobiotou od veganského darce, nebo zda by se projevil i v kombinaci mikrobiotou
jiného lidského darce. Dale byl v nasem pokusu vyuzit cekankovy inulin, ktery predstavuje pouze jeden
druh dietni vlakniny. Pfes mnohé dlikazy o tom, Ze inulin ma pozitivni G¢inky a pfispiva k tvorbé
prospésnych metabolitd (Akram et al., 2019; Guimaraes et al., 2024; Huang et al., 2023; Song et al.,
2020), jeho vyhradni zastoupeni a vysoka davka v experimentdlnich dietach (10 %) nepredstavuiji
realistickou reprezentaci veskeré vlakniny ve stravé ¢lovéka. BéZna strava ¢lovéka zapadniho svéta
obsahuje 1-4 g inulinu denné, coz je zanedbatelny podil (Bosscher, 2009), pfesnéjsi odhady, obzvlast
u rlznych druh jidelni¢kd nejsou znamé.

Suplementace inulinem u VG mysi vedla k vyznamné zméné mikrobidlniho sloZzeni ve slepém strevé —
inulin vyvolal eutrofizaci uzké skupiny bakterii a tim snizoval alfa diverzitu mikrobioty (Daskova et al.,
2023), coz je povaZzovano za rizikovy faktor (Levy et al., 2017; Lozupone et al., 2012; Marietta et al.,
2020). Podavani smési vlaknin (rozpustna kukufi¢na vldknina, rezistentni pSeniény skrob a akaciova
guma) pfi davce 27 g (zeny)/33 g (muzi) vedlo ke zvyseni alfa diverzity, naopak podavani jednoho
druhu vlakniny (mikrokrystalicka celuldza) pfi stejné davce nezpUsobilo Zadnou zménu alfa diverzity
(Mocanu et al., 2021). Lze se tedy domnivat, Ze zvolenim smési vlaknin a adekvatni davky Ize
eutrofiza¢nimu efektu predejit. Vysledky zminéné studie mimo jiné také ukazaly, Ze podavani smési
vlaknin zpUsobilo signifikantni zlepSeni inzulinové sensitivity, avsak podavani jednoho druhu vlakniny
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takova zlepseni nevykazovalo (Mocanu et al., 2021). Dle tohoto vysledku je moZné soudit, Ze pozitivni
vysledky po podavani inulinu mohou byt zkreslené kvili podavani nepfimérené vysoké davky jednoho
druhu vldkniny. Nas vysledek tedy poukazuje na dlleZitost vyvazenosti stravy a velikosti davky
suplementu a pro ziskani realistictéjsich vysledkl se nabizi moznost zopakovani experimentu s vyuZitim
smési vlaknin s mensi davkou jednotlivych slozek.

Vysledky pozorovani mohou byt dale ovlivnény napfiklad mensim poctem zvifat, nez bylo planovano.
PFi odchovu mysi byla u matek VG mysi mala porodnost, pravdépodobné zplisobena stresem z FMT
zakroku, coz sniZilo pocet dostupnych experimentalnich zvitat. Vzhledem k témto divodim se lze
domnivat, Ze zopakovani pokusu s vétsSim poctem experimentalnich zvifat by mohlo potvrdit
statistickou vyznamnost v nékterych srovndnich, kde jsme pozorovali urcity trend, ale nebyli jsme
schopni ho statisticky prokazat. V neposledni fadé by zvyseni poctu experimentdlnich zvifat pomohlo
v pfipadech, kdy byly organy poolovany.

Vysledky studie nas vedou k tvaham o tom, jak silné jsou propojeny mikrobiota a dieta a jak mizeme
tento vztah vyuZzit pro terapeutické ucely. Ackoliv je stdle mnoho nejasnosti, je zfejmé, zZe stravovaci
navyky mohou mit hluboky vliv na zdravi, a to nejen prostfednictvim pfimych G¢inkd na metabolismus
hostitele, ale také prostfednictvim zmén ve strevni mikrobioté. Budouci vyzkum se bude muset zaméfit
na presnéjsi definici toho, co je zdrava mikrobiota, a jak optimalizovat dietni intervence pro dosazeni
nejlepsiho mozného zdravi.
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7. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zkoumat vliv mikrobioty od veganskych darct na metabolické

a imunologické parametry v pro-diabetogennim prosttredi. K tomu jsme pouZili model humanizovanych
mysi, které byly inokulovany mikrobiotou od veganskych darc( a nasledné vystaveny dieté zapadniho
typu (WD), u ¢asti zvitat suplementované prebiotikem inulinem.

Vysledky ukazaly, Ze samotna transplantace mikrobioty od veganskych darcli nechranila mysi pred
negativnimi ucinky obezitogenni WD diety. AvSak suplementace inulinem vedla u humanizovanych VG
k normalizaci nékterych parametrl (obsahu triglycerid( v jatrech), i kdyZ neovlivnila dietné indukovany
pfirtstek hmotnosti. U konvencnich mysi efekt inulinu pozorovan nebyl.

Cytometricka analyza neprokazala signifikantni rozdily v subpopulacich lymfocytd mezi jednotlivymi
skupinami, coZ naznacuje, Ze imunologické zmény indukované dietou jsou jemné a vyZzaduji dalsi
podrobnéjsi studium.

Suplementace standardni i WD diety inulinem se promitla do vyznamné zmény ve sloZeni stfevni
mikrobioty. Identifikovali jsme bakterialni taxony, které vyznamné koreluji s pozorovanym snizenim
jaterni steatézy u humanizovanych mysi krmenych WD dietou s inulinem.

Pro lepsi pochopeni mechanismd, jakymi mikrobiota od veganskych darcl a inulin ovliviiuji
metabolické a imunologické parametry, by bylo uzite¢né rozsifit experimentdlni modely zahrnutim
dalsich typ lidské mikrobioty, jako je mikrobiota subjektd s obezitou a mikrobiota zdravych stihlych
omnivorU. Dale je nezbytné se vénovat podrobnéjsi analyze zmén v dalsich relevantnich subpopulacich
imunitnich bunék. Rovnéz je dllezité provést dlouhodobé studie, které by zkoumaly trvalé ucinky
dietnich intervenci a stabilitu transplantované mikrobioty v ¢ase. Zarazeni metabolomické analyzy
mikrobialnich metabolitl v krevnim obéhu a tkanich mizZe prispét k lepsSimu pochopeni, jak mikrobiota
ovliviiuje hostitelsky metabolismus na molekuldrni Grovni.

Vysledky této diplomové prace poskytuji poznatky o interakci mezi dietou, stfevni mikrobiotou

a imunitnim systémem. Ukazuji, Ze kombinace mikrobioty od veganskych darcu a inulinu mlze byt
slibnou strategii pro prevenci a [é¢bu a metabolickych onemocnéni, avsak dalsi vyzkum je nezbytny pro
plné pochopeni a optimalizaci této terapeutické metody.
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8. Pri

8.1. Pri

ohy k metodam

Metabolized energy
~ 3,680 kcal/kg

22% fat

28% protein

50% carbonhydrates

crude nutrients
and moisture

10.1% moisture

5.7% crude ash
2.4% crude fibre

9.1% crude fat

25.3% crude protein

47.4% nitrogenfree
extractives

Carbonhydrates [%] Added vitamins per kg Standard Fortified
Monosaccharides 2 Biotin 230 pg 275 pg
Disaccharides 5 Choline chloride 600 mg 1,050 mg
Polysaccharides 30 Folic acid 2mg 4mg
Nicotinic acid 36 mg 63 mg
Pantothenic acid 21mg 37mg
Minerals [%] Vitamin A 15,000 U 26,2501U
Calcium 07 Vitamin B1 18 mg 32mg
Potassium 09 Vitamin B2 12mg 21 mg
Magnesium 02 Vitamin B6 9mg 16 mg
Sodium 02 Vitamin B12 24 pg 42 pg
Phosphorus 0.5 Vitamin C 36mg 63 mg
Vitamin D3 600 IU 1,050 IU
Vitamin E 81 mg 138 mg
Trace elements [mgrkgl Vitamin K3 3mg 5mg
Aluminium 81.16
Chlorine 3,365.80
Iron 182.35
Flourine 3.44
lodine 1.49 Fatty acid [mg/kgl
Cobalt 0.36 Arachidic acid C-20:0 456
Copper 13.67 Eicosanoic acid C-20:1 570
Manganese 72.41 a-Linolenic acid C-18:3 5,720
Molybdenum 1.28 Linolenic acid C-18:2 41,619
Sulfur 864.20 Palmitic acid C-16:0 10,215
Selenium 0.24 Stearic acid C-18:0 3,055
Zinc 79.04 Oleic acid C-18:1 17,568

Amino acids [mgrkgl
Alanine 13,811
Arginine 14,895
Aspartic acid 22,607
Cystine 3,970
Glutaminc acid 40,497
Glycine 10,824
Histidine 6,257
Isoleucine 10,965
Leucine 15,583
Lysine 11,852
Methionine 4,343
Phenylalanine 13,142
Proline 19,510
Serine 13,259
Threonine 9,619
Tryptophan 2,861
Tyrosine 10,200
Valine 12,564

Obrdzek 8-1: SloZeni chovné diety 1410, Altromin, Némecko, zdroj obrdzku:
https://altromin.com/products/standarddiets/mice/1410
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Control to Western ssmnifFfF

Low fat control diet to the Western diets | CD.88137

ans

Description

This diet has been designed as control diet to the Westemn diets. It is characterized by low
sugar and fat contents; the butter fat has been exchanged by soybean oil,

The diet is intended for ad [ibitum feeding. The animals should have free access fo fresh waler,

e

Gross Energy (G E} 18.3 M"I"rkg " = Physiological tuel value (Atwater);
Metabolizable Energy {ME} 1) 15.7 MJ.r’kg correspond lo 3,750 keal'kg
100%
Fat
" Crude Nutrients [%6]
80%
18 k% Protein Crude protein (N x 6.25) 17.3
60% Crude fat 5.1
Crude fibre 5.0
" 69 kJ% | Carbohydrates Crude ash 3.9
- Starch 38.5
o Sugar 1.0
20°% N free extracts 64.7
0%
Minerals [26] Amino acids [%6] Vitamins per kg
Calcium 0.76 Lysine 1.43 Vitamin A 15,000 U
Phosphorus 0.48 Methionine 0.73 Vitamin Dy 1,500 U
Ca/P 1.57 :1 Cystine 0.27 Vitamin E 150 mg
Sodium 0.16 Met+Cys 1.00 Vitamin K (as MNB) 20 mg
Magnesium 0.10 Threonine 0.76 Thiamine (B,) 26 mg
Potassium 0.55 Tryptophan 0.22 Riboflavin (Bz) 16 mg
Arginine 0.67 Pyridoxine (Bg) 16 mg
Fatty acids [a] Histidine 0.52 Caobalamin (Biz) 30 pa
C 12:0 — Valine 1.20 Micotinic acid 43 mg
C 14:0 0.02 Isoleucine 0.97 Pantothenic acid 55 mg
C 16:0 0.61 Leucine 1.71 Folic acid 16 mg
C17:0 0.01 Phenylalanine 0.89 Biotin 300 g
C 18:0 0.19 Phe+Tyr 1.80 Choline 920 mg
C 20:0 0.02 Glycine 0.34
C 16:1 0.01 Glutamic acid 3.88 Trace elements per kg
C 181 1.27 Aspartic acid 1.28 Iran 49 mg
C18:2 2.63 Proline 1.97 Manganese 22 mg
C 183 0.29 Serine 1.03 Zinc 41 mg
Alanine 0.52 Copper 11 mg
lodine 0.3 mg
Cholesterol — maglkg Selenium 0.2 mg

Obrdzek 8-2: SloZeni diety CD — Control to western, Ssniff, Némecko,

zdroj: https.//www.ssniff.com/documents/03-05%20%20Purified%20%20Western%20&%20Control_v.pdf
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Western diet — 0.21 % Cholesterol

HF / High cholesterol diet for mice | corresponds to TD.88137

Description

The Western diet contains 21 % butter fat and app. 0.21 % cholesterol (0.15 % supplemented).
This diet will therefore induce hyperlipidemic disorders, hypercholesterolemia and atheroscle-
rosis, .e. plague formation, in ApoE- and Ldlr-deficient mice.

The diet is intended for ad ibifum feeding. The animals should have free access fo fresh water.

Gross Energy (GE)

Metabolizable Energy (ME) "

100%

80%

60%

15 kd%

40%

205, 43 kJ%

0%
Minerals [22]
Calcium 0.76
Phosphorus 0.45
Ca/lP 169 :1
Sodium 0.24
Magnesium 0.10
Potassium 0.54
Fatty acids [6]
C 40 0.80
C B0 0.53
C 80 0.29
C 10:0 0.63
C12:0 0.72
C 14:0 222
C 16:0 5.60
C17:0 0.14
C 18:.0 2.05
C 20:0 0.04
C 16:1 0.38
C 18:1 4.65
C 18:2 0.38
C 18:3 0.11

ssmnifFfF

e 2

21.8 MJ'Fkg """ = Physiological fuel value (Atwater);
1 9‘1 M‘ng correspond to 4,575 kealkg

Fat Crude MNutrients [%6]

a Crude protein (N x 6.25) 17.3

Crude fat 21.1

Protein Crude fibre 5.0

Crude ash 4.2

Starch 14.4

Carbohydrates Sugar 34.3

N free extracts 49.8
Amino acids [%e] Vitamins per kg
Lysine 1.43 Vitamin A 15,000 U
Methionine 0.93 Vitamin D5 1,500 U
Cystine 0.07 Vitamin E 150 mg
Met+Cys 1.00 Vitamin K [as MNE} 20 mg
Threonine 0.76 Thiamine (B,) 26 mg
Tryptophan 0.22 Riboflavin (B2) 16 mg
Arginine 0.67 Pyridoxine (Bg) 16 mg
Histidine 0.52 Cobalamin (Bz) 30 ug
Valine 1.20 Nicotinic acid 49 mg
Isoleucine 0.97 Pantothenic acid 55 mg
Leucine 1.71 Folic acid 16 mg
Phenylalanine 0.89 Biotin 300 g
Phe+Tyr 1.80 Choline 920 mg

Glycine 0.34
Glutamic acid 3.88 Trace elements per kg
Aspartic acid 1.28 Iron 49 mg
Proline 1.97 Manganese 22 mg
Serine 1.03 Zing 41 mg
Alanine 0.52 Copper 11 mg
lodine 0.3 mg
Selenium 02 mg
Cholesterol 2,070 mgkyg

Obrdzek 8-3: SloZeni diety WD — Western Diet 0,21% cholesterol, Ssniff, Némecko,

zdroj: https://www.ssniff.com/documents/03-05%20%20Purified%20%20Western%20&%20Control_v.pdf
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Tabulka 8-1: Kompletni sekvence pouZitych primer( pro prvni kolo PCR

nazev

Overhang (33 b) + tag (12b) + spacer (GT) + primer (19b)

16S_EMP-F_1 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGCCTTCGTCGCGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_2 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTCCATACCGGAAGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_3 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGCCCTGCTACAGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
165_EMP-F_4 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGAGACCCTACAGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACTTGGTGTAAGGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
165_EMP-F_6 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGATTACGTATCATGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_7 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCACGCAGTCTACGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
165_EMP-F_8 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGTGCACGCCATGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_9 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCGGACAAGAAGGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_10 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTGCTGGACGCTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_11 |TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTACTAACGCGGTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_12 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCGATCACACCTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_13 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCAAACGCACTAAGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_14 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGAAGAGGGTTGAGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-F_15 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGAGTGGTCTGTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
165_EMP-F_16 | TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTACACAAAGGCGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA
16S_EMP-R_1 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCCTAACGGTCCACCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
165_EMP-R_2 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGCGCCTTAAACCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
16S_EMP-R_3 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTATGGTACCCAGCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
165_EMP-R_4 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCCTCTACGTCGCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
16S_EMP-R_5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACTACTGAGGATCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
16S_EMP-R_6 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAATTCACCTCCTCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
16S_EMP-R_7 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGTATAAATGCGCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
16S_EMP-R_8 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGATGCTGCAACACCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
16S_EMP-R_9 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACTCGCTCGCTGCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
16S_EMP-R_10 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTTCCTTAGTAGTCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
16S_EMP-R_11 |GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGTCCGTATGAACCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
165_EMP-R_12 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGACGTGAGGAACGCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
165_EMP-R_13 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGGTTGCCCTGTACCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
165_EMP-R_14 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCATATAGCCCGACCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
165_EMP-R_15 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGCCTATGAGATCCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
165_EMP-R_16 | GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCAAGTGAAGGGACCGGACTACNVGGGTWTCTAAT
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8.2. Prilohy k vysledkim

Celkova télesna hmotnost

Hmotnost jater
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Obrdzek 8-4: Télesnd hmotnost a vdha jater. P hodnoty Kruskal-Wallis test( jsou uvedeny v jednotlivych grafech. Parové
srovndni bylo provedeno pomoci Dunova post-hoc testu a adjustovdno na mnohondsobné porovndvani.*q<0,05; **q<0,01.
Data byla publikovdna (Daskova et al., 2023).

Obsah TAG v jatrech

p<0,0001 : *
* %k %k
* %k %k

15001 \ .
1000- Q
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nmol TAG . mg prol'1

Obrdzek 8-5: Obsah TAG v jatrech. P hodnota Kruskal-Wallis testu je uvedena v grafu. Pdrové srovndni bylo provedeno pomoci
Dunova post-hoc testu a adjustovdno na mnohondsobné porovndvdni.*q<0,05; **q<0,01; ***q<0,001; ****q<0,0001. Data
byla publikovdna (Daskova et al., 2023).
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Lacéna glykemie - OGTT 0 min
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Obrdzek 8-6 Glykemie v riznych ¢asovych bodech OGTT. P hodnoty Kruskal-Wallis testd jsou uvedeny v jednotlivych grafech.
Pdrové srovndni bylo provedeno pomoci Dunova post-hoc testu a adjustovdno na mnohondsobné porovndvdni.*.*q<0,05;
**9<0,01. Data byla publikovdna (Daskova et al., 2023).

C-peptid (nalacno)
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Obrdzek 8-7: Koncentrace C-peptidu v séru nalacno a ve 30. minuté OGTT. P hodnoty Kruskal-Wallis test( jsou uvedeny
v jednotlivych grafech. Pdrové srovndni bylo provedeno pomoci Dunova post-hoc testu a adjustovdno na mnohondsobné
porovnadvadni. *.*q<0,05; **q<0,01. Data byla publikovdna (Daskova et al., 2023).
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Obrdzek 8-8 Reprezentativni dotploty vzorku sleziny mysi s CV mikrobiotou, rozdéleny podle dietnich skupin. A: gating
populace CD3+CD4+FoxP3+, B: gating populace CD3+CD4+FoxP3+IL-10+, C: gating populace CD3+CD4+IFN-y+, D: gating

populace CD3+CD4+IL-10.
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Obrdzek 8-9 Reprezentativni dotploty vzorku sleziny mysi s VG mikrobiotou, rozdéleny podle dietnich skupin. A: gating
populace CD3+CD4+FoxP3+, B: gating populace CD3+CD4+FoxP3+IL-10+, C: gating populace CD3+CD4+IFN-y+, D: gating

populace CD3+CD4+IL-10.
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Obrdzek 8-10 Reprezentativni dotploty vzorkd ILN mysi s CV mikrobiotou, rozdéleny podle dietnich skupin. A: gating populace
CD3+CD4+FoxP3+, B: gating populace CD3+CD4+FoxP3+IL-10+, C: gating populace CD3+CD4+IFN-y+, D: gating populace

CD3+CD4+IL-10.
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Obrdzek 8-11 Reprezentativni dotploty vzorki ILN mysi s VG mikrobiotou, rozdéleny podle dietnich skupin. A: gating populace
CD3+CD4+FoxP3+, B: gating populace CD3+CD4+FoxP3+IL-10+, C: gating populace CD3+CD4+IFN-y+, D: gating populace

CD3+CD4+IL-10.
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Obrdzek 8-12 Reprezentativni dotploty vzorki MLN mysi s CV mikrobiotou, rozdéleny podle dietnich skupin. A: gating populace
CD3+CD4+FoxP3+, B: gating populace CD3+CD4+FoxP3+IL-10+, C: gating populace CD3+CD4+IFN-y+, D: gating populace

CD3+CD4+IL-10.
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Obrdzek 8-13 Reprezentativni dotploty vzorki MLN mysi s VG mikrobiotou, rozdéleny podle dietnich skupin. A: gating
populace CD3+CD4+FoxP3+, B: gating populace CD3+CD4+FoxP3+IL-10+, C: gating populace CD3+CD4+IFN-y+, D: gating
populace CD3+CD4+IL-10.
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Obrdzek 8-14 Reprezentativni dotploty vzorkl PLN mysi's CV mikrobiotou, rozdéleny podle dietnich skupin. A: gating populace
CD3+CD4+FoxP3+, B: gating populace CD3+CD4+FoxP3+IL-10+, C: gating populace CD3+CD4+IFN-y+, D: gating populace
CD3+CD4+IL-10.
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Obrdzek 8-15 Reprezentativni dotploty vzorkd PLN mysi's VG mikrobiotou, rozdéleny podle dietnich skupin. A: gating populace
CD3+CD4+FoxP3+, B: gating populace CD3+CD4+FoxP3+IL-10+, C: gating populace CD3+CD4+IFN-y+, D: gating populace

CD3+CD4+IL-10.
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Obrdzek 8-16 Reprezentativni dotploty vzorkd PP mysi s CV mikrobiotou, rozdéleny podle dietnich skupin. A: gating populace
CD3+CD4+FoxP3+, B: gating populace CD3+CD4+FoxP3+IL-10+, C: gating populace CD3+CD4+IFN-y+, D: gating populace
CD3+CD4+IL-10.
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Obrdzek 8-17 Reprezentativni dotploty vzorki PP mysi s VG mikrobiotou, rozdéleny podle dietnich skupin. A: gating populace
CD3+CD4+FoxP3+, B: gating populace CD3+CD4+FoxP3+IL-10+, C: gating populace CD3+CD4+IFN-y+, D: gating populace

CD3+CD4+IL-10.




Tabulka 8-2: Viysledky LRT a pdrového Waldova testu a p hodnoty jednotlivych srovndni druhd, u kterych byla upravend p(LRT)
<0,1. Vysledky Waldova testu jsou vyjddreny jako Log2(ndsobek zmény). Hodnoty p jednotlivych srovndni jsou zvyraznény

zelené u signifikantnich rozdila (p <0,1).

LRT log2(nasobek zmény) Waldav test (p=)
Species

p= | SD+_SD| WD_SD | WD+_SD | WD+_WD | SD+|_SD | WD_SD | WD+l_SD | WD+|_WD
Blautia_NA 0,000 3,97 0,39 3,36 2,96 0,001 0,222 0,001 0,001
Lachnoclostridium_NA 0,000 0,76 0,24 3,27 3,03 0,006 0,572 0,001 0,001
Angelakisella_NA 0,000 -3,27 2,34 0,10 -2,25 0,001 0,001 0,873 0,001
Blautia_hydrogenotrophica 0,000 -8,70 -0,36 -3,60 -3,24 0,001 0,588 0,001 0,001
Bacteroides_uniformis 0,000 4,46 -0,46 4,03 4,50 0,001 0,572 0,001 0,001
Collinsella_stercoris 0,000 -1,11 8,91 3,81 -5,10 0,489 0,001 0,002 0,001
Flavonifractor_NA 0,000 -1,36 1,92 0,10 -1,82 0,001 0,001 0,858 0,001
Lactonifactor_NA 0,000 4,17 1,25 11,27 10,01 0,002 0,544 0,001 0,001
Bacteroides_ovatus 0,000 1,29 -4,47 0,09 4,56 0,037 0,001 0,934 0,001
Butyricicoccaceae_UCG-009_NA 0,000 -4,42 0,52 -6,03 -6,55 0,001 0,618 0,001 0,001
Lachnospiraceae UCG-004_NA 0,000 0,66 -0,75 -4,82 -4,07 0,206 0,231 0,001 0,001
[Clostridium] innocuum group_NA 0,000 -0,43 0,12 1,36 1,24 0,103 0,765 0,001 0,001
Alistipes_putredinis 0,000 -1,15 0,97 0,27 -0,69 0,001 0,001 0,384 0,015
Agathobacter_NA 0,000 14,45 3,08 12,55 9,47 0,001 0,154 0,001 0,001
Bilophila_NA 0,000 -0,72 0,62 0,32 -0,30 0,001 0,001 0,124 0,141
Dielma_fastidiosa 0,000 -1,21 -1,22 -4,66 -3,43 0,010 0,012 0,001 0,001
Romboutsia_ilealis 0,000 -2,43 -1,56 -8,26 -6,70 0,002 0,079 0,001 0,001
Oscillibacter_NA 0,000 1,42 0,85 -0,65 -1,50 0,001 0,004 0,055 0,001
Paludicola_NA 0,000 -2,58 -1,09 -8,50 -7,42 0,002 0,295 0,001 0,001
Eisenbergiella_NA 0,000 1,27 -1,62 -4,64 -3,03 0,090 0,045 0,001 0,001
[Ruminococcus] torques group_torques 0,000 -1,32 0,39 -1,37 -1,77 0,001 0,364 0,001 0,001
Sutterella_NA 0,000 -6,92 3,01 -6,14 -9,15 0,001 0,062 0,001 0,001
Lachnospiraceae NK4A136 group_NA 0,000 2,04 1,49 -1,28 -2,78 0,001 0,005 0,025 0,001
Erysipelatoclostridium_NA 0,000 3,15 -0,19 2,20 2,39 0,001 0,838 0,001 0,001
Lachnospiraceae_NA_NA 0,000 0,87 -1,46 0,08 1,54 0,032 0,001 0,892 0,001
Bacteroides_cellulosilyticus 0,000 -3,23 -0,84 -4,18 -3,34 0,001 0,361 0,001 0,001
Anaerotruncus_colihominis 0,000 -2,11 -1,05 -6,27 -5,22 0,004 0,238 0,001 0,001
Coprococcus_catus 0,000 8,02 1,62 6,66 5,04 0,001 0,405 0,001 0,001
Sellimonas_NA 0,000 -0,54 0,81 -0,55 -1,37 0,080 0,007 0,091 0,001
[Ruminococcus] torques group_NA 0,000 -5,71 -0,99 -4,94 -3,94 0,001 0,477 0,001 0,002
Odoribacter_splanchnicus 0,000 0,42 1,52 1,50 -0,02 0,272 0,001 0,001 1,000
Coriobacteriaceae UCG-002_NA 0,000 6,14 2,56 8,83 6,27 0,001 0,226 0,001 0,001
Christensenellaceae R-7 group_NA 0,000 -2,11 -0,94 -5,56 -4,62 0,005 0,293 0,001 0,001
Christensenella_minuta 0,000 -0,74 -2,59 -1,70 0,89 0,169 0,001 0,002 0,157
Sutterella_wadsworthensis 0,000 8,90 6,95 8,67 1,72 0,001 0,001 0,001 0,178
Fournierella_NA 0,000 -4,21 -1,07 -3,96 -2,88 0,001 0,346 0,001 0,002
Christensenellaceae_NA_NA 0,000 -3,11 0,00 -4,36 -4,36 0,001 1,000 0,001 0,001
Oscillospiraceae_UCG-005_NA 0,000 0,39 -1,93 -4,85 -2,92 0,686 0,033 0,001 0,008
Holdemanella_NA 0,000 3,50 2,41 2,27 -0,15 0,001 0,001 0,001 0,915
Eubacterium_callanderi 0,000 0,41 -0,62 -0,76 -0,14 0,139 0,036 0,011 0,742
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Blautia_producta 0,000 -0,81 0,81 -1,22 -2,03 0,103 0,152 0,015 0,001
Erysipelatoclostridium_ramosum 0,000 -0,11 -5,14 -3,72 1,42 0,975 0,001 0,003 0,369
Parasutterella_NA 0,000 1,04 -2,59 0,77 3,36 0,206 0,001 0,367 0,001
Turicibacter_NA 0,000 -1,10 -6,86 -4,47 2,39 0,489 0,001 0,002 0,121
Alistipes_finegoldii 0,000 41,12 0,57 -0,72 -1,29 0,010 0,284 0,124 0,003
Anaerostipes_caccae 0,000 2,46 -0,32 1,22 1,54 0,001 0,782 0,130 0,052
Ruminococcaceae_CAG-352_NA 0,000 -4,79 -0,81 -4,01 -3,20 0,001 0,628 0,004 0,026
Hungatella_NA 0,000 1,18 2,15 -0,18 22,34 0,076 0,001 0,856 0,001
Lachnospiraceae UCG-009_NA 0,000 -1,53 -1,30 -3,69 -2,39 0,049 0,138 0,001 0,005
[Eubacterium] fissicatena group_NA 0,000 7,00 -0,18 4,08 4,26 0,001 0,992 0,049 0,032
Oscillospiraceae_NA 0,000 -0,50 0,37 0,49 0,11 0,077 0,249 0,092 0,781
Bacteroides_massiliensis 0,000 -1,09 -0,13 0,18 0,31 0,001 0,800 0,681 0,457
Bacteria_Firmicutes_Clostridia_Oscillospirales... | 0,000 -1,47 -1,27 -0,75 0,52 0,001 0,003 0,099 0,276
Alistipes_onderdonkii 0,000 5,98 4,81 6,17 1,36 0,001 0,001 0,001 0,339
Parabacteroides_distasonis 0,001 -1,11 -0,59 -0,33 0,27 0,001 0,073 0,313 0,457
Intestinimonas_butyriciproducens 0,001 7,77 5,39 7,15 1,76 0,001 0,004 0,001 0,339
[Eubacterium] coprostanoligenes group_NA 0,001 0,13 0,85 1,45 0,60 0,838 0,095 0,001 0,224
Bacteroides_vulgatus 0,002 1,71 1,21 1,47 0,26 0,001 0,012 0,002 0,680
Family XIll AD3011 group_NA 0,003 -1,31 -0,24 0,79 1,03 0,032 0,782 0,209 0,092
Parabacteroides_merdae 0,005 -0,05 1,37 0,44 -0,93 0,975 0,012 0,453 0,092
Lachnospiraceae_GCA-900066755_NA 0,010 -1,64 -0,74 -3,52 -2,78 0,114 0,605 0,002 0,015
Ruminococcaceae_Incertae Sedis_NA 0,011 -0,79 -1,01 -2,63 -1,62 0,315 0,261 0,001 0,045
Intestinimonas_NA 0,017 -0,69 -0,64 -4,89 -4,25 0,664 0,765 0,001 0,005
Butyricicoccus_NA 0,023 -1,42 -1,80 -2,69 -0,89 0,140 0,086 0,007 0,473
Butyricimonas_NA 0,025 0,10 0,34 0,67 0,33 0,755 0,249 0,007 0,224
Marvinbryantia_NA 0,026 -1,21 0,09 -0,89 -0,98 0,035 0,950 0,129 0,092
Oscillospiraceae_UCG-003_NA 0,030 -1,16 1,21 -3,60 -4,81 0,527 0,605 0,054 0,006
Alistipes_indistinctus 0,030 2,14 -0,77 2,06 2,83 0,099 0,699 0,124 0,032
Oscillospira_NA 0,030 -1,47 1,00 -3,35 -4,35 0,396 0,630 0,059 0,010
Adlercreutzia_NA 0,041 -0,66 -1,28 1,39 2,67 0,601 0,362 0,232 0,014
Akkermansia_muciniphila 0,049 0,00 17,20 26,53 9,33 1,000 0,001 0,001 0,050
Howardella_NA 0,067 0,00 6,47 0,00 -4,89 1,000 0,097 1,000 0,182
Alistipes_shahii 0,067 0,44 -3,35 -0,14 3,21 0,833 0,043 0,958 0,038
Clostridia_NA 0,087 -0,88 -0,67 -2,30 -1,64 0,315 0,572 0,014 0,098
Colidextribacter NA 0,096 -1,61 0,33 0,40 0,07 0,090 0,800 0,725 0,986
Peptococcus_NA 0,099 -1,27 -0,32 -1,22 -0,90 0,057 0,738 0,092 0,245
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