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ABSTRAKT

Probiotické bakterie maji spousty pozitivnich dopad( na lidsky organismus. Bakterie
samotné nebo jejich metabolity jsou schopny stimulovat nas$ imunitni systém
a genovou expresi cytokinl. VétSina vyzkumuU probiotik v dnesni dobé se zaméruje
na jejich wvyuziti vlécbé astmatu, alergie a jejich plsobeni proti zanétlivym
onemocnénim. Tato prace poskytuje pfehled o nejzndméjsich probiotickych pfipravcich

a jejich vlivech na imunitni systém.

Pro lepsi pochopeni plsobeni bakterie E. coli a jejich metabolitl na lidsky imunitni
systém byly testovany jeji imunomodulacni vlastnosti na izolovanych burikach
mononuklearni frakce z buffy coatu. Konkrétné byla sledovana schopnost rliznych
koncentraci metabolitl, produkovanych v anaerobni a aerobni kultivaci E. coli
stimulovat hladiny vybranych zanétlivych a prozanétlivych cytokinG. VSechny hladiny

cytokin( byly méreny pomoci polymerazové retézové reakce.

Vysledkem této prace jsou grafy, ukazujici hladiny cytokinl po pfidani stimulator(
v porovnani s nestimulovanymi bunikami. Je patrné, Ze metabolity z anaerobni kultivace
E. coli AN 200 a AN 40 zvysuji genovou expresi /110 a metabolity z aerobni kultivace
E. coli AE 200 a AE 40 zvysuji genovou expresi Ifng a 112. Tyto zminéné cytokiny IL-10, IL-
2 a IFNg podporuji Th1 imunitni odpovéd, kterd hraje dllezitou roli pfi autoimunitnich
odpovédich. Ztohoto muUZeme usuzovat, 7e zminéné metabolity by mohly byt
v budoucnu pouzity v probiotickych produktech na lécbu zanétd (hlavné traviciho

traktu) a alergii.

Klicova slova

E. coli; imunomodulace; cytokiny; imunitni systém; probiotika



ABSTRACT

Probiotic bacteria have positive impact on the human body. Bacteria themselves or
their metabolites are able to stimulate our immune system and cytokine gene
expression. Most research on probiotics today focuses on their use in the treatment of
asthma, allergies and their action against inflammatory diseases. This work provides an
overview of the most well-known probiotic vaccines and their effects on the immune

system.

To better understand the effects of E. coli and their metabolites on the human
immune system, its immunomodulatory properties were tested on isolated cells of the
mononuclear fraction from the buffy coat. Specifically, the ability of various
concentrations of metabolites produced in anaerobic and aerobic culture of E. coli to
stimulate the levels of selected anti-inflammatory and proinflammatory cytokines was

studied. All cytokine levels were measured by polymerase chain reaction.

The result of this work are graphs showing cytokine levels after the addition of
stimulators in comparison with unstimulated cells. It can be seen that metabolites from
E. coli anaerobic culture AN 200 and AN 40 upregulate 1110 gene expression and
metabolites from aerobic E. coli culture AE 200 and AE 40 upregulate /fng and //12 gene
expression. Cytokines IL-10, IL-2 and IFNg support the Thl immune response, which
plays an important role in autoimmune responses. From this we can conclude that the
metabolites tested could be used in the future in probiotic supplements for the

treatment of inflammation (mainly of the digestive tract) and allergies.

Keywords

E. coli; immunomodulation; cytokines; immune system; probiotics
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1 UvoD

Lidské télo je domovem pro Sirokou Skdlu mikroorganismi od komenzélnich,
symbiotickych az po patogenni mikroorganismy. Tyto mikroorganismy, které souhrnné
oznaCujeme jako mikrobiotu, osidluji nasi kdZi, nos, plice, Usta, ale predevSim nas
gastrointestinalni trakt (GIT), kde se vyskytuje velké mnozstvi rozliSnych druhd bakterii.
GIT s bakteriemi a imunitnim systémem spolu komunikuji pomoci tzv. cross-talku, a tim
ovliviiuji pochody v lidském téle. Tato komunikace hraje stézejni roli pfi ovliviiovani
metabolismu, regulaci endokrinnich, metabolickych a imunitnich funkci a ochrané proti

patogentm.

Probiotika jsou Zivé organismy, které, jsou-li podavany v adekvatnim mnozstvi,
prispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele. NejcastéjSimi probiotiky jsou bakterie
mlécného kvaseni Lactobacillus a Bifidobacterium, které se nachazeji v mlécnych
vyrobcich. Kmeny bakterie E. coli se jako probiotikum objevuji ve 3 komercnich
produktech - Mutaflor, Symbioflor 2 a Colinfant Newborn. Probiotika maji pestrou skalu

plsobeni — od protizanétlivého po imunostimulacni.

Jednim z prospésnych ucinkd probiotickych bakterii je ovliviiovani sekrece cytokind
v burikdch imunitniho systému. V ndsledujicim textu budou probrany zplsoby, jakymi
bakterie, pripadné jejich metabolity, stimuluji cytokiny, a tim ovliviiuji cely organismus

hostitele.
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2 CiLE PRACE

V teoretické ¢asti bakalarské prace bude provedena literarni reSerSe na schopnost
bakterii tvofit mastné kyseliny s kratkych retézcem. Specidlni pozornost bude vénovana
recentnim poznatkim popisujicim schopnost E. coli tyto mastné kyseliny s kratkym
fetézcem tvofit. V nasledujicim textu se budeme soustredit na vliv probiotické E. coli

na imunitni systém.

Cilem praktické casti bude sledovat vliv rliznych koncentraci metabolitl anaerobni
a aerobni kultivace E. coli na zménu genové exprese vybranych cytokind v burikach
lidské periferni krve. Vysledné hladiny genové exprese vybranych cytokinl
u stimulovanych bunék lidské periferni krve budou porovnavany s nestimulovanou

kontrolou. V zavéru budou navrhnuty moznosti vyuZziti pro metabolity z E. coli.

11



3. ESCHERICHIA coLI

Escherichia coli (E. coli) klasifikujeme jako gramnegativni tycku z Cceledi
Enterobacteriaceae. Ve svych rozmérech se lisi v zavislosti na kmenu a podminkach,
ve kterych se vyskytuje. V pridméru vSak méfi 1 um na délku a 0,35 um na Sirku.
K pohybu vyuzZivd bic¢iky nebo vlasové pili, které zaroven muize vyuzit k zachyceni
na bunikdch hostitele. Jednd se o fakultativniho aeroba, ktery se vyznacuje schopnosti
rastu v pritomnosti i nepritomnosti kysliku. Nemuze vsak rlst pfi vysokych teplotach
ani pH. [1] Tato bakterie osidluje predevSim spodni ¢ast stfevniho traktu
u teplokrevnych Zivocichl. Jednd se o unikdtni druh bakterie zahrnujici kmeny
komenzalni, tedy pro ¢lovéka neskodné a kmeny patogenni, které maji schopnost

zpUsobit stfevni nebo extraintestinalni onemocnéni jak u lidi, tak u zvirat. [2]

3.1. Antigenni struktura

3.1.1 O - antigen

O - antigen je povrchovy somaticky polysacharid gramnegativnich bakterii, ktery ma
extrémni variabilitu. Tato variabilita bakteridlniho povrchu poskytuje rliznym druhim
vyhodu, pfi uchyceni na konkrétnim misté v hostiteli. Jakozto hlavni povrchovy antigen
hraje hlavni roli ve spojeni patogen-hostitel. O - antigen slouzi k sérotypizaci
bakteridlniho kmene. O - antigeny jsou typickymi endotoxiny a dilezitymi faktory
virulence, které jsou cilem adaptivniho a vrozeného imunitniho systému. Tyto
endotoxiny jsou toxické a setkdvame se u nich se schopnosti vyvolat akutni
hypoglykémii, hypotenzi, diseminovanou intravaskuldrni koagulaci (DIC) a moZnosti

aktivovat komplement alternativni drahou. [66]

3.1.2 H - antigen

H - antigen je proteinovy antigen, ktery ma bicikovou strukturu. Vyskytuje se
u pohyblivych kmend E. coli a zajistuje jejich mobilitu. TaktéZ slouZi k sérotypizaci

kmene. [67]
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3.1.3 K- antigen

K - antigeny predstavuji slozky bakteridlniho pouzdra (kapsle), které je na povrchu
bakterie mimo bakteridlni sténu. Obvykle se jedna o vysokomolekularni polysacharidy,
které maji za Ukol ochranu bakterie. Jedna se o dllezity faktor virulence, protoze chrani
bakterii pfed slozkami komplementu, a diky své hydrofobni povaze umoziuje bakteriim

uniknout pred pohlcenim fagocytem. [66]

3.2 Vztah hostitele s E. coli

Prvni kontakt hostitele s E. coli je hned po narozeni, kdy jsou novorozenci osidlovani
E. coli od matky. [32] Tento proces c¢asné kolonizace stfev kojencd je velmi dulezity.
E. coli méni strukturu a funkci epitelu ve stfevech, a tim ovliviiuje vyvoj mikrobioty. [33]
Problém nastdva v zdpadnich zemich, kde ¢&im dal tim vice déti ptichdzi na svét
porodem cisafskym tezem. [34] Pokud dité neni osidleno matefskou mikrobiotou
s E. coli hned po narozeni, dochazi k nevyhodnym zménam a vyvoji mikrobioty véetné
nastaveni vzajemnych rovnovazinych interakci mezi mikrobiotou a imunitnim systémem
hostitele. Mezi tyto zmény patii napriklad zvySend kolonizace stfev bakterii
Staphylococcus aureus, ktery je spojovan s nemocemi jako astma, obezita a cukrovka.

[35,36]

Vztah mezi hostitelem a komenzalni E. coli je prospésny pro oba dva zucastnéné.
Zatimco hostitel poskytuje prisun potravy a misto pro preziti, E. coli zajistuje produkci
vitaminu K, ktery je dllezity pro srazeni krve, pfi rlstu bunék a kostni mineralizaci.
Dals$im vitaminem, ktery E. coli produkuje je B12, ktery plni funkci pfi krvetvorbé

a pomaha nervovym bunkam. [2]

Vzhledem k vlastnosti E. coli tvofit vicero fenotypl, je vhodnym modelovym
organismem pro vyzkum evoluce bakterii nebo adaptace na rzné Zivotni podminky.
Nejvice nas tedy zajima jeji univerzalita a genetickd vybava, kterd ji umoziiuje adaptaci
vrlznych Zivotnich podminkdch a mize zplsobit zménu z neSkodného kmene
na nebezpecny patogenni kmen. [9] O patogenité bakterie E. coli bude pojednano

v dalsi kapitole.
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3.3 Patogenita

Nové patogenni kmeny vznikaji diky schopnosti E. coli pfijmout novou genetickou
informaci. Rozsah genetické vybavy patogennich kment byva o 1 000 000 bp DNA, coz
je o poznani vétsi nez geneticka vybava kmenl nepatogennich, jejichz genom ¢itad okolo
4 500 000 bp. V patogenité E. coli hraji nejvétsi roli jeji virulentni determinanty, které
pomahaji poSkozovat hostitelské buriky. Faktory virulence umoznuji napf.: adhezi
na hostitelské burnky a nasledné vniknuti, vstfiknuti toxinu do burky, vazat a ziskat

Zelezo z ¢ervenych krvinek. [2,9]

Patogenni kmeny E. coli kolonizuji riznd mista v téle. Tenké stfevo je kolonizovano
Enteropatogenni (EPEC), Enterotoxigenni (ETEC) a difuzné adherentni E. coli (DAEC),
které zpusobuji prdjmové stavy. Tlusté stfevo byva osidleno Enterohemoragickymi
(EHEC) a Enteroinvazivnimi kmeny E. coli (EIEC). Jsou zde i kmeny, které mohou
kolonizovat jak tenké, tak tlusté stfevo napf.: EAEC — Enteroagregativni E. coli.
Uropatogenni E. coli (UPEC), které nachdzime v mocovém traktu, z néhoZ cestuje
do mocového méchyre, kde je pftiCinou cystitidy. Pfi zddné nebo nespravné lécbé
stoupd dal do ledvin a zpuUsobuje pyelonefritidu. Kmen NMEC (Newborn Meningitis
E. coli) se muZe dostat do centralniho nervového systému pres hematoencefalickou
bariéru, kde zplsobuje meningitidu. VSechny stavy jsou zaznamenany na obrazku 1.

[10]

Nejznaméjsi patogenni enterohemoragicky kmen je E. coli 0157:H7. Tento kmen
produkuje toxickou latku, kterd napadd malé cévy a zabiji stfevni buriky. Nasledkem
jsou bolesti bficha, které mohou byt doprovdzeny krvavym prljmem. Tento stav
v nékterych pripadech muzZe vést k trompocytopenii, selhani ledvin a smrti. Lécba byva
komplikovana, protoze antibiotika nezabiraji, ba naopak zvysuji riziko hemolyticko-

uremického syndromu (HUS). [31]
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NMEC

Bloodstream:
UPEC and NMEC

Large bowel:
EHEC, EIEC and EAEC

- Kidney: UPEC

- Small bowel: EPEC,
ETEC, DAEC and EAEC

Bladder: UPEC

Nature Reviews | Microbiology

Obrdzek 1: Riizné patogenni kmeny E. coli kolonizujici lidské télo [10]

NMEC — kmeny zplsobujici novorozeneckou meningitidu; napadaji mozek (Brain) a mohou
postihnout i krevni obéh (Bloodstream)

UPEC — kmeny uropatogenni; napadaji krevni obéh, ledviny (Kidney) a mocovy méchyr (Bladder)
EHEC - enterohemoragické kmeny; kolonizuji tlusté strevo (Large Bowel)

EIEC — enteroinvazivni kmeny; kolonizuji tlusté stfeva (Large Bowel)

EAEC — enteroagregativni kmeny; kolonizuji tlusté strevo (Large Bowel)

EPEC — enteropatogenni kmeny; postihuji tenké strevo (Small Bowel)

ETEC — enterotoxigenni kmeny; postihuji tenké strevo (Small Bowel)

DAEC — difuzné adherentni kmeny; postihuji tenké strevo (Small Bowel)

3.4.Vyzkum

Jako prvni zacal této bakterii vénovat pozornost Theodor Escherich, ktery na konci
19. stoleti studoval mikrobiotu ve stfevech novorozencd. Pojmenoval ji jako Bacterium
coli commune. [30]. Bakterie dnes znama jako Escherichia coli je v moderni technologii
doslova kli¢ova. Védci ji oznacuji jako ,laboratorniho mazlicka®. Z riznych kmena E. coli
odebirame geny, u kterych nechceme, aby se replikovaly ddle. Naopak jsme se naucili
vkladat nové sekvence DNA zjinych organismi do bakteridlniho plazmidu, a tim
oklamat E. coli, aby vyrobila bilkovinu, kterou chceme produkovat a zkoumat. Jednim

z prikladu rekombinace je inzulin, ktery ziskavame ze slinivky prasete. [8]

15



Proc zrovna E. coli:

e Jedna se o stfevni bakterii, kterd roste nejlépe pfi télesné teploté (cca 37,4° C),
cozZ je teplota, kterou diky termostatu v laboratofi snadno zafidime.

e Neni ndro€na na vyZivu — energii je schopna ziskat z vice zdroj(i. V pfirozeném
prostiedi (stfeva) konzumuje natrdvenou potravu, mimo stfeva (v laboratoti)

jsme schopni zdroje energie nahradit snadno a levné.

e Kyslik taky nehraje roli — muize rQst snim ale i bez néj. Ve stfevech roste
anaerobné (bez prisunu kysliku), oviem v laboratofi mlze rlst i aerobné

(za prisunu kysliku).

e Rychly rlst — za idealnich podminek se za 20 minut dokdZe pocet bunék

zdvojndsobit. [8]

3.4.1 Oblasti vyzkumu

Svij hlavni podil ve vyzkumu ma urcité v oblasti molekuldrni biologie a genetiky.
Pomohla k objasnéni genetického kddu, replikace DNA i transkripce, ddle k vyjasnéni
struktury a funkce ATP (adenosintrifosfat) syntdzy. Diky E. coli se genové inZenyrstvi
posunulo na vyssi Uroven, za pomoci molekuldrniho klonovani, rekombinantni DNA

a objevu restrikénich enzymd. [39]

Dalsi oblast pokroku diky E. coli zaznamenala i farmaceutika. Syntéza
rekombinantnich enzym( in vivo ndm pomohla kvyrobé inzulinu (lé¢ba diabetu),
sklerézy), erytropoetinu (anémie), lidského ristového hormonu (poruchy hypofyzy)

a mnoho dalsich. [39]

V oblasti biotechnologii se pouziva pfi vyrobé biopaliv, priimyslovych chemikalii, jako

jsou fenol, etanol, manitol a dalsi. [39]
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4. MASTNE KYSELINY S KRATKYM RETEZCEM

AZ v obdobi druhé svétové valky se zacal klast ddraz na vyzkumu lipidG a mastnych
kyselin. Zjistilo se, Ze tyto slozky mikroorganismd jsou metabolicky aktivnéjsi
a chemicky slozitéjsi, nez se doposud ocekavalo. Bohuzel i v dnesni dobé vyzkumu
lipidQ, a tedy i mastnych kyselin, vyrazné zaostava za pokrokem ve studiu sacharidl a
bilkovin. Existuji tfi hlavni dlivody, pro¢ mame o metabolismu lipid(i tak malo informaci.
Az do neddvna nebyly pfistupné tak efektivni techniky pro izolaci, isténi a identifikaci
lipidd. Mezi hlavni komplikace ale patfi Spatné fyzikalni vlastnosti lipoidnich materiald,
jako napfiklad nizka rozpustnost ve vodé. Poslednim dlvodem je fakt, Ze lipidy jsou

z chemického a fyziologického hlediska pro vyzkum nejméné zajimavé. [3]

Mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s alifatickym retézcem, které mizeme
rozdélit na nasycené a nenasycené. Podle délky jejich alifatickych retézcl lze mastné
kyseliny klasifikovat jako mastné kyseliny s retézcem kratkym (<6 C), stfednim (6—12 C)

nebo dlouhym (>12 C). [89]

Mastné kyseliny s kratkych retézcem (SCFA — Short Chain Fatty Acids) tvoti soli -
formiat (C1), acetat (C2), propionat (C3), butyrat (C4) a valerat (C5). SCFA jsou
kone¢nym produktem fermentace nestravitelnych sacharidi (NDC — Non-Digestible
Carbohydrates), které tvofi hlavni zdroj vyzivy pro bunky tlustého stfeva. Posledni
vyzkumy ukazuji, Ze se jedna o pfirozené ligandy pro receptory volnych mastnych
kyselin (FFAR 2/3 — Free Fatty Acids Receptors), které mizeme najit na rdznych typech
bunék, vcetné téch imunitnich. Tyto receptory by mohly byt cilem lé¢ebnych postupt
pfi terapii obezity, astmatu, kolitidy a rakoviny tlustého stfeva. Studiem FFAR se
snazime |épe pochopit souvislost mezi pfijmem potravy, funkci stfevni mikrobioty a
celkového vyznamu téchto receptorll pro zdravi. Ukazalo se, Ze dlouhodobé stravovani
potravou s vysokym obsahem vldkniny je spojeno s lepSimi zdravotnimi vysledky. Mezi
hlavni zdroje vlakniny patfi ovoce, zelenina a lusténiny. DulezZité je také zlepseni

chapani v oblasti molekularni signalizace mezi hostitelem a mikrobiomem, ktery
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oznaCujeme jako ,cross-talk”. [4,5] O detailnéjSim plsobeni ,cross-talku“ bude

pojedndvat konec této kapitoly.

Mnozstvi SCFA ve stievech mUzZeme ovliviiovat pfijmem potravy. SCFA se vyskytuji
predevsim v nestravitelnych sacharidech, tucich a bilkovinach. Mezi hlavni producenty
SCFA patti Bacteroidetes (produkce acetatu a propionatu) a Firmicutes (produkce
butyratu). Ve stfevech je nej¢etnéjsi soli SCFA acetat, ktery je produkovdn z acetyl-CoA
glykolyzou. Propionat a butyrat mizeme ziskat z metabolismu sacharidd i metabolismu

aminokyselin. [84]

SCFA vyznamné ovliviuji lidské zdravi a hraji roli v nékterych nemocech. SCFA
inhibuji histondeacetyldzy (HDAC), reguluji vrozené a adaptivni reakce imunitniho
systému tim, Ze signalizuji toll-like pres receptory (TLR) a podporuji produkci nékterych
cytokinG. SCFA maji pozitivni vliv na l1é¢bu Crohnovy choroby (CD), ulcerdzni kolitidy
(UC) a rlznych prGjmovych stavli, které souviseji s antibiotiky. Ukazalo se, Ze SCFA

moduluji expresi gen( stfevnich patogent (napt. EHEC, Salmonella, Klebsiella). [84]

Pokud dochazi ke zménam sloZeni stfevni mikrobioty nebo ke zméndm v jejich
funkci, hovofime o tzv. dysbiéze. Stakovymi zménami jsou spojeny nemoci jako
idiopatické stfevni zanéty (IBD) nebo karcinom kolorekta (CRC — Colorectal cancer).
Pacienti s témito nemocemi maji snizeny pocet bakterii, které produkuji SCFA zejména

ty, co produkuji butyrat (Roseburia intestinalis, Eubacterium rectale, Firmicutes). [84]

4.1 Typy SCFA

4.1.1 Acetat

Acetat je sll kyseliny octové, ktera je produkovana stfevnimi bakteriemi, predevsim
Prevotella spp., Ruminococcus spp., Bifidobacterium spp., Bacteroides spp., Clostridium
spp., Streptococcus spp., A. muciniphila a B. hydrogenotrophica. Acetat mize vznikat
dvéma cestami. Prvni moznosti je vyrobit acetyl-CoA dekarboxylaci pyruvatu a poté ho

hydrolyzovat na acetdt pomoci hydroldzy. Tuto cestu vyuzivaji vySe zminéné bakterie.
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Druhou mozZnosti je redukce oxidu uhli¢itého za vzniku oxidu uhelnatého, ktery
vstupuje do reakce s molekulou koenzymu A a methylovou skupinou za vzniku acetyl-
CoA. Takto vznikly acetyl je substratem pro ziskdni acetatu. Touto drahou ziskavaji

acetat acetogenni bakterie. [89,90]

Posledni studie ukazuji, Ze acetdt snizuje chut kjidlu pFfimym dopadem
na hypotalamus, zvySuje schopnost jater vychytavat cholesterol z krve, inhibuje

endogenni lipolyzu a snizuje hyperglykémii. [89,90]

4.1.2 Propionat

Sul kyseliny propionové - propionat je produkovan hned nékolika bakterialnimi
kmeny. Ovsem jeho syntéza je na rozdil od acetdtu vice konzervovana a substratové
specificka. Prvni zpUsob jeho tvorby je cestou sukcindtovou, ve které se vyuziva
fosfoenolpyruvat (PEP), ktery je karboxylovan na oxalacetdt a ten je postupné
pfeménén na malat a fumarat. Fumarat pfijima elektrony z koenzymu NADH pomoci
reduktdzy a NADH dehydrogenazy. NADH dehydrogendza je schopnd transportovat
protony pres bunécnou membranu. Sukcindt nasledné vznikd jako vysledek fumarat
reduktazy. Sukcinat se poté za nizkého parcialniho tlaku oxidu uhli¢itého preméni na
methylmalonat, ktery se méni na vysledny propionat. Tuto cestu tvorby propionatu

vyuZivaji Bacteroidetes a nékteré Firmicutes. [89]

Dalsi mozZnou cestou pro syntetizaci propionatu je cesta akrylatova, ktera redukuje
laktatu na propionat pomoci laktoyl-CoA dehydrogenazy. Tento zpUsob tvoreni je pouze

u malého poctu bakterii, mliZzeme ho najit naptiklad u Coprococcus catus. [89]

Posledni moznou cestou je propandiolova draha. Deoxy cukry (napf. rhamndza,
fukéza) mohou tvofit 1,2-propandiol, ktery se postupné preménuje na propinaldehyd
a propionyl-CoA, coz vede ke tvorbé propionatu. Mezi bakterie vyuZzivajici tuto drahu
patfi Salmonella enterica serovar Typhimurium, R. inulinivorans a Akkermansia

municiphilla, ktery se zda byt hlavnim druhem produkujicim propionaty. [89]
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4.1.3 Butyrat

Butyrat sodny je sul kyseliny maselné. Jeho ucinky na organismus jsou velmi Siroké.
Reguluje tvorbu zanétlivych cytokinl nebo zvySuje produkci antibakteridlnich peptid(.
Je schopen zastavit proliferaci nddorovych bunék nebo indukovat apoptdézu pomoci
ovlivnéni genové exprese. Posledni studie ukazuji, Ze expozice butyratu béhem

diferenciace makrofagl zvysuje antimikrobialni aktivitu. [6]

Syntéza butyratu je stejné konzervativni a substratové specifickd jako propiondatova
syntéza. Ke tvorbé butyratu nejvice pfispiva fermentace rezistentniho Skrobu, jehoz

hlavnim producentem je Ruminococcus bromii. [89]

K syntéze butyratu je v prvni radé tfeba kondenzovat dvé molekuly acetyl-CoA, aby
dosSlo kvytvofeni acetoacetyl-CoA. Nasledné dochazi kjeho redukci na -
hydroxybutyryl-CoA, krotonyl-CoA a butyryl-CoA. Z butyryl-CoA Ize butyrat syntetizovat
dvéma zpUsoby. V prvnim, oznaCovaném jako klasicka cesta, jsou za konverzi
zodpovédné enzymy fosfotransbutyryldza a butyratkindza. Tato cesta je omezena pouze
na nékteré druhy Coprococcus. Druhou moznosti syntézy je preménit butyryl-CoA
na butyrat a acetyl-CoA pomoci transferazy. Tato cesta je preferovana lidskou stfevni
mikroflérou vice nez klasicka. Objevuje se u F. prausnitzii, E. rectale, E. hallii a R. bromii,

které se zdaji byt hlavnimi producenty butyratu. [89]

Na vSechny tyto soli SCFA pUsobi okolni vlivy, na které se zaméfime v ndsledujici

podkapitole.

4.2 Vlivy na produkci SCFA

4.2.1 pH

pH ve stfevech hraje vyznamnou roli v konkurovani mezi rlznymi bakteridlnimi
druhy. V poslednich studiich se ukazalo, ze mirné kyselé pH omezuje rlst Bacteroides
spp. a podporuje rlst Firmicutes a Actinobacteria. Je to z toho dlvodu, Ze tlusté stfevo
je pfi pH 5,5 schopné spiSe tolerovat pritomnost mastnych kyselin, tvofenych rodem
Firmicutes. Diky této selektivité mizeme ve stfevé s pH 5,5 sledovat zménéné slozeni
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bakterii, které ma za ndsledek omezenou tvorbu propiondtu a zvySenou produkci

butyratu. [7]

4.2.2 Stievni plyny

S nejvétsi pravdépodobnosti ma koncentrace kysliku v rliznych oblastech stfeva vliv
na mnozstvi SCFA. Nékteré bakterie spotfebovavaji vodik a tim ovliviuji jeho parcialni
tlak ve stfevé, tento proces ovliviiuje celkovou rovnovahu vytvorenych fermentacnich

produkt(, a tudiz i tvorbu SCFA. [7]

4.2.3 Zelezo

Nové studie ukazuji, Zze pfi nedostatku Zeleza v potravé mUze dojit k rapidnimu
snizeni produkce butyratu i propionatu. Bakterie spriznéné sdruhem Roseburia
neprodukuji vétsi mnoistvi butyrdtu pfi vysSich koncentracich Zeleza. V kulturach
R. intestinalis byla produkce butyratu pfi vysokych koncentracich Zeleza zvysen3d, ale

pfi nedostatku Zeleza bakterie presly na tvorbu laktatu. [7]

4.3. Cross-talk

Stfevo bylo dfive povaZovano za ,,motor” pfi mnohoéetném organovém selhani. [52]

Dalsi studie prokazaly, jakym zplsobem stfevo ovliviiuje vznik a Sifeni onemocnéni:

e Septicky Sok indukuje stfevni hypoperfuzi, kterd vede ke reperfuzi stfeva. Ta
vede k produkovani prozanétlivych medidtor, které zesiluji produkci
prozanétlivych medidtorll, které =zesiluji systémovou zanétovou odpovéd

organismu (SIRS — systemic inflammatory response syndrome). [53]

e Hypotéza strevni lymfy — pokud nebezpecné latky, pochazejici ze stfeva vstoupi

do mezenterické lymfy a zplsobi poskozeni plic. [54]
e Po sepsi ve strevé nachazime zvysSenou apoptozu epitelu. [55]

e Interakce mezi bakteridlnimi patogeny a hostitelem vede ke stfevni sepsi. [56]
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Na stfevo je tfeba nahliZet jako na souznéni 3 systém( — stfevni epitel, imunitni
systém a komenzalni bakterie. VSechny tyto systémy komunikuji a interaguji pomoci

tzv. cross-talku.

4.2.1 Interakce mezi stfevnim epitelem a imunitnim systémem

Bunky epitelu slouZi jako imunoefektorové buriky. Vylucuji cytokiny, aby usnadnily
prezentaci antigenu bunkam imunitniho systému. Enterocyty (buriky epitelu tenkého
stfeva) plsobi jako buriky prezentujici antigen a reguluji odpovédi lymfocytl ve strevé.
Zaroven také komunikuji s intraepitelidlnimi T-bunikami a T-burikami v lamina propria.

[57,58]

4.2.2 Interakce mezi strevnim epitelem a komenzalnimi bakteriemi

Komenzalni bakterie jsou stfevnim epitelem vnimany pomoci PPR (Pathogen Pattern
Receptor), ke kterym patti i TLR (toll-like receptory). Tyto receptory rozpoznaji MAMP
na bakteriich, poptipadé virech, a aktivuji imunitni odpovéd. U komenzélnich bakterii
obvykle nehrozi, Ze by zplisobily onemocnéni zdravého hostitele. Mély by udrZovat
integritu stfevniho epitelu. Pokud dojde k poSkozeni epitelu, zaénou bakterie pronikat
mimo misto uréeni a mohou zpUsobit systémovy zanét. [59,60] Komenzalni bakterie
jsou schopny produkovat zvySené mnozstvi mucinu, ktery inhibuje adherenci
patogennich bakterii. [61] Také jsou schopny vyvolat produkci silného baktericidniho
proteinu (angiogenin 4) z Panethovych bunék, ktery se zaméfuje na grampozitivni
bakterie. [62] Komenzalni bakterie mohou zeslabit transkripci zanétlivych cytokind,
které jsou produkovany epitelem, interferenci s transkripénim faktorem NFkB (Nuclear

Factor Kappa B). [63]

4.2.3 Interakce mezi imunitnim systém a komenzalnimi bakteriemi

Pro normalni vyvoj slizni¢ni imunity jsou nutné komenzalni bakterie. Dendritické
buriky (DC) sbiraji ze stfrevniho lumen antigeny a bakterie. Slizni¢ni DC jsou ve vétSim
poctu v distalni oblasti tenkého stfeva, coz je i misto se zvétSenym poctem bakterii.
Tento fakt naznacuje, Ze nejenom epitel, ale i bakterie jsou nezbytné pro spravné

fungovani DC. DC prenaseji bakterie do mezenterickych lymfatickych uzlin, kde indukuji
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sekreci IgA. [64] Tohoto procesu se nezucastiuji T-buriky, takZze je zabranéno imunitni
reakci. Komenzdlové taktéZz nepronikaji az za mezenterické lymfatické uzliny, takze
jakakoliv imunitni odpovéd je pouze na slizni¢ni Urovni. [65] Podrobnéjsi informace

o imunitnim systému budou uvedeny v nasledujici kapitole.
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5 IMUNITNIi SYSTEM

VSude kolem nds se nachazi organismy, které ndmi mohou byt vdechnuty, spolknuty
nebo mohou kolonizovat nasi kGzi. Nékteré tyto mikroorganismy mohou byt
potenciondlnimi patogeny. To, jestli se mikroorganismus pro nds stane patogenem
schopnym indukovat infekéni onemocnéni, zavisi na jeho faktorech virulence

a schopnosti naseho imunitniho systému si vytvorit obranné mechanismy. [12]

Imunitni systém (IS) nam zajistuje specifické, rychlé a pfedevsim ochranné reakce
proti cizim patogenim. IS je tvoren nékolika slozkami, které spolu musi neustale
interagovat a predavat si potiebné informace a signaly. Do této skupiny miZeme
zaradit primarni a sekundarni lymfoidni organy, rizné bunky a humordlni slozky.
Jakdkoliv porucha v téchto slozkach muiZe zpUsobit tézké infekce, alergie ¢i autoimunitni

onemocnéni. [12]

V pribéhu evoluce se nds IS ménil a zlepSoval. Proto dnes mlzeme rozlisit vicero
zpUsobul, jak nase imunita bude reagovat na cizorodou latku. Jedna se predevsim
o0 zménu v rychlosti a specifité reakce. Ackoliv se jedna o rozdilné mechanismy, v praxi

mezi nimi existuje velka interakce vedouci k uc¢inné eliminaci patogena. [13]

5.1 Prirozena imunita

Pfirozena imunita nékdy taktéZ oznacovana jako vrozena i nespecifickd imunita. Jedna
se o evolucéné starsi zplsob obrany organismu proti patogeniim. Mechanismy prirozené
imunity jsou zaloZeny na bunécnych a humordlnich slozkach, které jsou v organismu
pfipraveny predem bez predeslé znalosti rysd patogen(l, tudiz nejsou ovlivnény
pfedchozim setkdnim s infekénim agens. Kromé imunitnich mechanismi sem patfi
chemické, fyzikalni a mikrobidlni bariéry, které nam mohou poskytnout okamzitou
ochranu (hovofime o minutach). Do pfirozené imunity patfi napf. fagocyty, NK (natural

killers) buriky, neutrofily, slozky komplementu, nebo proteiny akutni faze. [12, 13]
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5.2 Specifické (adaptivni) mechanismy

Tyto adaptivni mechanismy, které jsou evoluéné mladsi, miZzeme sledovat az
u obratlovcl. V tomto pfipadé je imunitni odpovéd zaloZzena na antigenné specifickém
mechanismu. Jedna se o reakci protilatek (vysoce specifickych molekul), které se
aktivuji az po setkani s antigenem (patogenem). Témito reakcemi si imunitni systém
buduje tzv. imunologickou pamét, kterou muize v budoucnu pouzZit na jednoznacnou
arychlou reakci. DUleZitou roli predstavuji T-lymfocyty a B-lymfocyty, které tvofi
bunéénou slozku specifické imunity. Velkou vyhodou tohoto mechanismu je jeho

specifitnost, k jejimuz rozvinuti potfebujeme nékolik dni az tydn(. [12,13]

5.3 Dendritické bunky

Dendritické buriky (DC) miZeme definovat jako hlavni reguldtory imunitni odezvy.
DC jsou zodpovédné za zahdjeni vSech antigen-specifickych imunitnich reakci. DC jsou
hlavni buniky predkladajici antigen (APC) a predstavuji spojku mezi pfirozenou —
antigenné nespecifickou imunitu srychlym nastupem a adaptivni — antigenné
specifickou s pomalym ndastupem. DC maji schopnost imunitni systém nasmérovat
na cizi antigeny, a tim zabranuji vzniku autoimunitnich reakci. Jsou tak duleZité pfi

vzniku rakoviny. [74]

V organismu muZeme dendritické bunky najit ve dvou stadiich — zralé/nezralé.
Nezralé formy nachazime na hranicich organismu a okolniho prostfedi, pfedevsim
ve sliznicich travicitho a dychaciho traktu. Na téchto sliznicich svymi vybézky sbiraji
pritomné antigeny. DC jsou schopny cestovat mezi lymfou a krvi. Nezralé DC pohlcuji
odumrelé burniky tkani, které nasledné zpracuji a jejich fragmenty vystavi na svém
povrchu spolec¢né v komplexu s MHC proteiny. Pokud se v organismu objevi podnét,
ktery predstavuje nebezpedi, nezralé DC se aktivuji a stavaji se z nich zralé DC. Z nezralé
formy do zralého stadia se dendritickd burika dostane za zhruba 48 hodin a tento
proces je ireverzibilni. Zralé DC se presunuji ze sliznic a tkani do lymfatickych uzlin,
méni se na APC a ztraci schopnost pohltit antigen. Ukolem zralych forem je aktivovat

T-lymfocyty. Poté dendritické buriky zahynou apoptézou. [74]
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5.4 Alergie

Alergii muZeme oznaCit jako jedno znejbéinéjSich onemocnéni. Muzeme ji
jednoduse definovat jako ,prehnanou” reakci IS na relativné neskodné vsudypfitomné
antigeny vnéjsiho prostiedi — alergeny. Setkani s alergenem nespravné vyvola imunitni
reakci, kterd vede ke tvorbé specifickych protilatek isotypu IgE proti danému alergenu
a Th2 cytokinU. Klinické projevy alergie (alergické reakce) mohou byt rlizné od alergické

rymy Ci vyrazky aZ po anafylakticky Sok a smrt. [14]

Pro vznik alergické reakce je dllezZita senzitizace, ktera je ovlivnéna vice faktory, a to
prostifedim, genetickou predispozici daného jedince vystaveného alergenu a povahou
samotného alergenu. Z faktori vnéjsiho prostfedi ma na vznik alergie vliv samotna
expozice alergenu, absence kojeni ¢i uZivani antibiotik vraném stadiu Zivota.
Znecisténé prostredi mlze oslabit mechanickou bariéru epitelové vrstvy, ¢imz se pro
antigen stdvdme prostupnéjsi. U osoby vystavené antigenu hraji ulohu genetické
predispozice. Alergen musi mit schopnost vyvolat imunitni reakci a vznik pamétovych

bunék, které se budou uplatrfiovat pti dalSim setkani s alergenem. [15]

5.5 Cytokiny

Cytokiny jsou efektorové signalni molekuly, které se zapojuji do fyziologickych
procesl. Své uplatnéni nachazi predevsim jako reguldtory imunitnich a zanétlivych
reakci. Pfi nadbytecné nebo nedostatecné produkci cytokinl muize dochazet k radé

onemocnéni. [16]

Cytokiny jsou pleiotropni, coZz znamen3, Ze jeden cytokin muizZe pUsobit na rizné
druhy bunék nebo Ze rGizné druhy bunék mohou produkovat stejny cytokin. Casto jsou
ve svych aktivitdch nadbytecné, tudiz podobné funkce mohou byt mediovany riznymi
cytokiny. PlUsobi v takzvanych kaskadach — jeden cytokin stimuluje bunky ke tvorbé
dalSich cytokin(. Ve svych aktivitdch mohou plisobit antagonisticky nebo synergicky, viz

obrazek 2. [16,17]

26



Cytokiny mohou pUsobit na buriky, kterymi jsou produkovany — autokrinni Gcinek,
mohou plsobit na sousedni buriky — parakrinni u¢inek nebo mohou byt krevnim
recistém preneseny na vzddlend mista a ovliviiovat vzdalené buriky, v tomto ptipadé se

jedna o endokrinni tGcinek. [13,17]

r %
L1 IL12 Cytokine Network
IL-6 IL-15
IL-10 TNFa
IL-1IL- P Eosinophil
L2 IL- £ ) Basophil
IL-4
IL-6 IFNp
IL-10 IFNy
Mast Cell
\J )

Obrdzek 2: Cytokinovad sit. V imunitnim systému hraji svou roli rizné typy bunék, mluvime o T-
lymfocytech (T Cell), B-lymfocytech (B Cell), Zirnych burikdch (Mast Cell), neutrofilech
(Neutrophil), bazofilech (Basophil), makrofdzich (Macrophage) a eozinofilech (Eosinophil).
KaZdad z téchto bunék md v imunitnim systému rozliSnou roli, a proto si musi informace preddvat
pomoci cytokind. Makrofdgy oznacujeme jako buriky prezentujici antigen a zastdavaji dileZitou
roli pri fagocytdze. Své cytokiny vyuZivaji ke stimulaci B a T-lymfocyt( a nespecifickym reakcim
ostatnich bunék. T-lymfocyty koordinuji pomocné T buriky a B-lymfocyty pfi reakci specifické na
antigen. Aktivace a proliferace eozinofilt, neutrofilt a bazofili je taktéZ ovlivnéna cytokiny. [17]

5.5.1 Klasifikace cytokint

Do skupiny cytokinG patii lymfokiny, coZ jsou cytokiny tvorené lymfocyty, monokiny
— cytokiny tvofené monocyty, chemokiny — cytokiny s chemotaktickymi aktivitami
a interleukiny, coZ jsou cytokiny vytvorené jednim leukocytem pUsobici na jiné

leukocyty. Interleukiny jsou skupina cytokint, které reguluji vyvoj a aktivaci leukocytu.
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[13,17] V nésledujicich odstavcich budou uvedené informace o interleukinech

studovanych v praktické ¢asti této bakalarské prace.

5.5.2 Interleukin 1 (IL-1)

IL-1 je polypeptid, ktery je primarné produkovan po infekci nebo poranéni. IL-1
indukuje remodelaci tkdné, a to tak Ze pfispiva k destruktivnim, nebo opravnym
procesim. Pfi proniknuti IL-1 do krevniho obéhu se zacne chovat jako hormon
a zpUsobovat Sirokou Skalu systémovych zmén. IL-1 hraje vyznamnou roli pfi aktivaci
imunitni odpovédi, aktivuje lymfocyty a stimuluje produkci metabolitli arachidonové

kyseliny. IL-1 mUzZe pUsobit synergicky s ostatnimi cytokiny. [72]

5.5.3 Interleukin 2 (IL-2)

IL-2 je glykoprotein, ktery je produkovan pro zesileni imunitnich reakci T pomocnymi
burikami. Prokazalo se u néj mnoho imunostimulacnich a imunomodulacnich vlastnosti.
IL-2 je schopny aktivovat cytotoxickou funkci NK bunék (Natural Killers), stimuluje
proliferaci T-bunék a podporuje cytotoxicitu efektorovych bunék proti rdznym
novotvarim. Dnes se IL-2 pouZiva jako lék k [é€bé metastatického melanomu, protoze

byl dokdzan jeho vliv na regresi onemocnéni. [68]

5.5.4 Interleukin 4 (IL-4)

IL-4 je pleiotropni cytokin, kterd je produkovan T-burikami, mastocyty, bazofily
a eozinofily. V organismu ma IL-4 mnoho vyznamnych funkci mezi které patfi stimulace
B-bunék na plazmatické bunky a proliferace aktivovanych B a T bunék. Nadprodukce
tohoto interleukinu je spojovdna s alergiemi. IL-4 inhibuje aktivaci makrofagli do M1
bunék a podporuje je v alternativni aktivaci do M2 bunék, ¢imz zastava roli pfi zanétu

nebo hojeni ran. Ve svych ucincich je velmi podobny jako IL-13. [69]

5.5.5 Interleukin 10 (IL-10)

IL-10 je zndmy hlavné pro své imunosupresivni a protizanétlivé ucinky. Je

produkovany rliznymi imunitnimi burikami, které se ucastni vrozené i adaptivni imunity.
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Primarni funkci IL-10 je zmirnit imunitni odpovéd’ hostitele na mikroby, ¢imz zabranuje
poskozeni tkané. IL-10 inhibuje nadmérnou aktivaci a proliferaci T-bunék a expresi

prozanétlivych cytokin(. [70]

5.5.6 Interleukin 13 (IL-13)

IL-13 je kodovan imunoregulac¢nim cytokinem, ktery je produkovan prevdiné Th2
burikami. IL-13 se podili na nékterych fazich zrani B-bunék a jejich nasledné
diferenciaci. Jednou z madla funkci tohoto cytokinu je zvySovat expresi CD23 a MHC
tfidy Il a pomahd k prenastaveni izotypl IgE B lymfocytd. Tento cytokin dokaze
inhibovat produkci prozanétlivych cytokinG a chemokinl, tim Ze stizi aktivitu

makrofagl. PUsobi prostfednictvim mechanismU nezavislych na IgE a eosinofilech. [76]

5.5.7 Interleukin 17 (IL-17)

IL-17 je vyluCovan aktivovanymi T-lymfocyty. Jednd se o protizdnétlivy cytokin, ktery
je schopny ovliviiovat expresi medidtor( zanétu, nejvice téch, ktefi maji vliv na zrani,
chemotaxi a proliferaci neutrofil(i. ZvySené hladiny IL-17 mohou znamenat zadnét
dychacich cest, zanétlivé onemocnéni stfev, revmatoidni artritidu, psoriazu, rakovinu

nebo roztrousenou sklerézu. [71]

5.5.8 Interferon gama (IFNg)

Interferon gama hraje spolecné slIL-4 dulezitou roli pfi regulaci imunitnich
odpovédich. Ve svych funkcich jsou vic¢i sobé jako antagonisté. IFNg inhibuje
diferenciaci Th2 bunék a stabilizuje Th1 buriky, zatimco IL-4 ma funkce presné opacné.
IL-4 a IFNg spole¢né ovliviiuji expresi Fc receptorl, coz ma dopad na efektorové
mechanismy, které maji na starosti produkci protilatek. IFNg a IL-4 jsou antagonisté i
v ovlivilovani aktivity makrofag(, pficemz jeden jejich aktivitu indukuje a zesiluje, druhy

¢ini presny opak. [75]

VSechny tyto interferony mohou byt stimulovany probiotiky. O problematice probiotik

bude pojednavat dalsi kapitola.
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5. PROBIOTIKA

Probiotika jsou Zivé nepatogenni mikroorganismy, které jsou podavany pro zlepSeni
mikrobialni rovnovahy, a to zejména v GIT. Do této skupiny organismuU patfi kvasinky
kmene Saccharomyces boulardii a bakterie mlééného kvaseni, konkrétné druhy

Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp.. [20]

5.6 Historie

Koncept probiotik se objevil pred vice nez sto lety, a to diky drziteli Nobelovy ceny
lljou Mecnikovem, ktery izoloval prvni probiotikum Lactobacillus bulgaricus. Pozdéji
vroce 1965 byl zaveden termin ,probiotikum® Lilly a Stillwellem, ktery popisoval
rastové faktory produkované jednim organismem stimulujici vyvin druhého. [18] O par
let pozdéji vroce 1974 byly povaZovany za organismy, které s jejich metabolity
prispivaji ke stfevni rovnovaze. [40] Po mnoha dalSich pokusech o zdokonaleni definice
se nakonec vroce 2001 FAO a WHO dohodli, Ze definuji probiotika jako Zivé
mikroorganismy, které podané v adekvatnim mnozstvi maji pfiznivy dopad na hostitele.

[19]

5.7 Puasobeni probiotik

Probiotika maji v naSsem téle spoustu ukolll. Kone¢nym metabolickym produktem
bakterii jsou kyselina mlééna a octova, coz jsou organické kyseliny, které snizuji pH
ve stfevech. [21] UdrZuji rovnovahu mezi GIT a imunitnim systémem. Slizni¢ni povrch
stfeva slouzi jako hranice, ktera rozdéluje prostredi na ,vnéjsi“ a ,vnitfni“. Na tomto
rozhrani nachazime mikroby a cizi antigeny, které interaguji se slozkami imunitniho
systému. [21] ZlepSuji imunitni funkci sliznice, ovliviiuji sekreci hlenu a slouZi jako
prevence proti potencionalnimu onemocnéni. [23] Mikroby ve stfevech posiluji
bariérovou funkci stfevni sliznice, a tim sniZuji moznost prlichodu antigend nebo
patogennich bakterii do krevniho fecisté. [22] Mohou byt vyuZity k likvidaci patogenu
a jako doplnék antibiotik. [25]
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Ukazalo se, ze bakterie kmene Lactobacillus maji vliv na zlepSeni traveni laktdzy,
snizuji prGjmy u intolerantnich jedincl i u jedincd se syndromem kratkého streva
a snizuji hladinu cholesterolu v krvi. [24, 26] Druh Lactobacillus plantarum dokdaze snizit
nadymani a bolest u syndromu drazdivého tracniku [27] a taktéZ ma pozitivni vliv

na imunitu HIV pozitivnich déti. [28] PUsobeni probiotik je shrnuto v obrazku 3.
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Obrdzek 3: Plisobeni probiotik, prevzato a upraveno z [27]

5.8 Probiotika a imunitni systém

Jak uzZ bylo zminéno vyse, probiotika mohou mit imunomodulaéni Gc¢inek. OvlivAuji
nas imunitni systém, tim Ze interaguji DC, bunkami epitelu a zaroven s monocyty
a lymfocyty. Specificky imunitni systém zavisi na B a T lymfocytech, které jsou specifické
pro konkrétni antigeny. Vrozeny imunitni systém reaguje na molekuldrni struktury
typické pro povrch patogennich organisml - MAMP (Microbe-Associated Molecular
Patterns). MAMP jsou vazany na PPR (Pattern Recognition Receptor), coZ jsou
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receptory rozeznavajici typy struktury, a tim se spousti primdrni odpovéd.
Nejznameéjsimi PPR jsou toll-like receptory (TLR). Strevni epitelové bunky (IEC -
intestinal epithelial cell) jsou schopny s probiotiky interagovat nejvice. IEC a DC mohou

interagovat se strevni mikrobiotou pomoci PPR. [41,42]

K tomu, abychom mohli pouzit bakterii jako probiotikum, musi splfiovat nasledujici
poZadavky:
e Musi mit pfiznivy dopad na hostitele

e v potravé se vyskytovat ve vysokém poctu a zachovat si Zivotaschopnost

po celou dobu
e prezit prachod GIT, odolat nizkému pH a kyselinam

e mit schopnost pfichytit se na burky stfevniho epitelu a kolonizovat lumen

traktu
e secernovat antimikrobialni Iatky proti patogeniim
e stabilizovat stfevni mikrobiotu

e nesmi byt patogenni ani toxické [21]

5.9 Prebiotika

K probiotikim neodluditelné patfi i prebiotika. Prebiotika jsou nestravitelné
oligosacharidy, které jsou hlavnim zdrojem potravy pro stfevni mikroorganismy. Diky
jejich fermentaci dochazi k okyseleni obsahu tlustého stfeva. Taktéz produkuji mastné
kyseliny s kratkym retézcem, které maji vliv na regulaci bunécnych procesu. Podporuiji
rast endogennich bakterii jako jsou bifidobakterie a laktobacily, které jsou pro nase télo
prospésné. [29] Symbiotikum je synergicky pusobici kombinace probiotik a probiotik.

[73]
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5.10 Druhy probiotik

Mezi nejzndméjsi probiotika patfi bakterie mlécného kvaseni (BMK) - Lactobacillus

Bifidobacterium. Spolu s dalSimu probiotickymi druhy jsou zaznamendny v tabulce 1.

Tabulka 1: Organismy pouZivané jako probiotika — upraveno podle [43]

Dalsi bakterie

Druh Druh fv . .
. g v . mlééného Nemlécné bakterie
Lactobacillus Bifidobacterium . .
kvaseni
. . . Enterococcus . .
L. acidophilus B. adolescentis ) Bacillus cereus var. toyoi
faecalis
. Enterococcus Escherichia coli kmen
L. amylovorus B. animalis . .
faecium nissle
. - Lactococcus Propionibacterium
L. casei B. bifidum . P e
lactis freudenreichii
) Leuconstoc Saccharomyces
L. crispatus B. breve . .
mesenteroides cerevisiae
.. ) . Pediococcus .
L. delbrueckii B. infantis R Saccharomyces boulardii
acidilactici
. . Sporolactobacillus
subsp. bulgaricus | B. lactis 'p .
inulinus
. Streptococcus
L. gallinarum B. longum p .
thermophilus

L. gasseri

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus
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5.11 Probiotické druhy E. coli a jejich pfipravky

Probiotické E. coli se dnes komercné proddvaji ve 3 pfipravcich: Mutaflor, Symbioflor

2 a Colinfant Newborn. Jejich vlastnosti jsou zahrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2: Produkty z probiotické E. coli, pfevzato a upraveno [45]

Produkt Mutaflor Symbioflor 2 Colinfant
Newborn
L, prasek pro
F d kapsl kapk .y .
orma podant apsie APy perordini suspenzi
Doporuéend 0,8-1,6x108 CFU
davka 1-2 kapsle/den 2-4 ml 3x/tyden
Obsah jedné 2,5-25x10° 0,8-1,6x108
! ’ 1,5-4,5x107 CFU/ml o
davky CFU/kapsle X /m CFU/davka
Variabilni, zahrnuje
Sérotyp 06:K5:H1 0:35,129,0169; 0:83:K24:H31
Vsechny H-
Plazmidy 2 plazmidy 12 plazmidd Z4adné plazmidy
.. Mikrocin M, . ] -
Bakteriociny Ha7 Mikrocin S
Motilita Ano - pfitomna Ne )
(pohyblivost) flagella
Mnozstvi 5324 gend 28 180 gend ;
gent

CFU — Colony Forming Units (jednotky tvofici kolonie)

5.11.1 Mutaflor

V roce 1917 prof. Alfred Nissle objevil novy kmen Escherichia coli, ktera inhibovala
rast jinych mikrob( a sama neméla zadné patogenni ucinky. [44] Izolovana E. coli Nissle
1917 jako jedna z mala probiotik nepatfi mezi bakterie mléc¢ného kvaceni. [45] Pozdé;ji
byla serologicky typizovana jako 06:K5:H1. Dnes se v klinické praxi pouzZiva jako
probiotikum pod komerénim ndzvem Mutaflor vyrabény firmou Ardeypharm GmbH

v Némecku. [44]

Kolonizace stfev touto probiotickou bakterii ma ptiznivy vliv na imunitni systém, tim,
Ze stimuluje specifickou bunécnou i humoralni odpovéd a soucasné i nespecifickou
imunitu. Zaroven se zvySuje koncentrace specifickych protilatek ve stfevech, slinach

i séru. Své vyuziti nasla predevSim pfi prevenci enterokolitidy u novorozencu
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a nedonoSenych déti. [44] Pripravek Mutaflor se dnes pouZiva na lécbu zanétlivych
chorob stfev, infekénich prdjma funkéni stfevni dyspepsii nebo pfi problémech
pfi poddvani antibiotik. Svoje wuplatnéni nasel i pfi |écbé Crohnovy choroby

a pouchitidy. [45]

5.11.2 Symbioflor 2

Symbioflor byl poprvé zptistupnén v Némecku, kdyZz ho zacdala poskytovat firma
Symbiopharm GmbH. Obsahuje Sest genotypové podobnych E. coli kmeny oznacené:
G1/2, G3/10, G4/9, G5, G6/7 a G8. [46] Pripravek je urcen k 1é¢bé syndromu drazdivého
tracniku (IBS) u déti i dospélych. [47]

Pfedmétem zkoumadni je schopnost Symbiofloru IéCit nadory. Symbioflor totiz
vykazuje schopnost zacilit nddor. MlZe tedy predstavovat idedlni bakteridlni bio-

vehikulum pro dodavani terapeutickych molekul cilenych na nador. [48]

5.11.3 Colinfant Newborn

Colinfant Newborn (CNB) je pt¥ipravek vyrabény firmou Dyntec v Ceské Republice.
CNB obsahuje pouze jeden kmen E. coli AO 34/86 (083:K24:H31). [45] Tento pripravek
byl pouZivan v pediatrickych oddélenich k profylaktické a terapeutické kolonizaci stfeva
u predcasné narozenych déti a novorozencll. Kolonizace stfev E. coli 083:K24:H31
ihned po narozeni efektivné sniZila opakované infekce a rozvoj alergii v pozdéjsim véku.
[50,51] Podani tohoto probiotika podporuje zrani dendritickych bunék (DC) a zménu

imunitni odpovédi. Nachazime i zvySenou genovou expresi a sekreci //10 v DC. [11]
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6 METODIKA

Praktickd ¢ast je zaméfena na stanoveni imunomodulaénich vlastni E. coli
083:K24:H31 pritomné v probiotické vakciné. Rozdilné koncentrace metabolitd budou
pfidavany kizolovanym frakcim mononuklearnich leukocytli ziskanych z buffy coatu
periferni krve. Bude sledovan vliv metabolitd na zménu genové exprese, kterou

budeme kvantifikovat pomoci RT-PCR (polymerazova fetézova reakce v redlném case).

Pro tento experiment byly pouzity buriky PBMC, které jsou snadno dostupné
a exprimuiji toll-like receptor TLR2 a TLR 4, stejné jako CD14, u kterych bylo prokazano,
ze zprostifedkovavaji imunitni odpovéd na mikrobidlni slozky jako je napfiklad

peptidoglykan.

6.1 lzolace bunék z buffy coatu

Krev z buffy coatu je tfeba natedit v poméru 1:1. V nasem ptipadé jsme redili 25 ml
krve s25 ml PBS (fosfatovy pufr). Do Sesti zkumavek jsme Pasteurovou pipetou
napipetovali 3 ml Ficollu (Ficoll-Paque™ PLUS, GE Healtcare, USA) a na né&j opatrné
vrstvili 5 ml naredéné krve. To vSe jsme dali do centrifugy na 30 minut, 300G, na 21 ° C

a nastavili jsme rezim bez brzdéni.

Po stoceni se ndam krev rozdélila na 4 frakce — plazma, mononukledrni buriky, ficoll
a erytrocyty. Viz obrdzek 4. Plazmu ze vSech zkumavek jsme odstranili, dvé vzniklé
mononuklearni frakce jsme prenesli do nové zkumavky (nyni nam z 6 zkumavek vznikly
3 nové zkumavky) a pridali k nim zhruba 2 ml PBS. Vzniklé frakce ficollu a erytrocytu
nejsou pro nasi praci dalezité a muizeme je vyhodit. 3 nové zkumavky
s mononukledrnimi frakcemi a PBS dame opét stolit do centrifugy, kterd bude

tentokrat nastavena na 500G na 10 minut pti 20 °C.
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Obrdzek 4: Rozdéleni frakci pomoci Ficollu

Nyni ptichazi faze promyvani, kdy odstranime supernatant, rozklepeme vzniklou
peletku, opét slejeme dvé zkumavky dohromady a ptfiddme 2 ml PBS. Promichdme
a centrifugujeme tentokrat na 500G na 10 minut pfi 20 ° C. Opét odstranime
supernatant, rozklepeme buriky usazené na dné, slejeme dvé zkumavky dohromady
a pfidame 2 ml PBS. V tomto okamziku mame pouze jednu zkumavku, kterou ddame

stocit na 500G na 10 minut pfi 20 ° C. Po stoceni slejeme supernatant.

Z takto promytych bunék si dame bokem 3 ul, ze kterych budeme stanovovat
viabilitu. Ke zbytku promytych bunék pfiddme 2 ml kultivaéniho média RPMI (RPMI-
1640 Medium, Sigma-Aldrich s.r.o., USA) a fadné promichame. Pfiprava kultiva¢niho

média je uvedena v tabulce 3.

Tabulka 3: Priprava kultivaéniho média

Slozka Mnozstvi
RPMI 134 ml
FBS 15 ml
Gentamycin 150 pl
Hepes 300 pl

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) je ristové médium, vyuZivané pro bunécné kultury.
FBS (Fetal Bovine Serum) — krev odebrand z plodu skotu, obsahuje hodné ristovych faktoru.
Gentamycin — antibiotikum

Hepes — vyuZivdn jako pufrovaci inidlo [https://www.thermofisher.com]
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6.2 Stanoveni viability a poctu bunék

6.2.1 Viabilita

Na podloZni sklicko dame 3 ul izolovanych bunék, pfiddme 3 pl tropanové modfi
(Trypan Blue 0,4%, LONZA BIOTEC s.r.o, CR) promichame a ptikryjeme krycim sklickem.
Buriky sledujeme pod mikroskopem a stanovujeme jejich Zivotnost. Pocitdame
procentudlni Zivotnost na 100 bunék. Trypanova modf je zZivych bunék aktivné
transportovana ven, tudiz modre zbarvené bunky jsou mrtvé. Trypanova modi patfi

mezi jedovaté latky.

6.2.2 Pocet bunék

50 ul suspenze bb priddme do 950 ul Turkova roztoku. Nechdme 10 minut inkubovat
a zlyzovat erytrocyty. Pfeneseme 3 ul roztoku do Burkerovy komlrky a spocitdme

bunky. Pocitdme 2 x 25 ¢tvercl systémem L (Obr. 5).

Obrazek 5: Biirkerova komiirka. \'yznacené oblasti pocitanych ctvercd.
[pFevzato a upraveno z internetové strdnky https://www.thermofisher.com]
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6.3 Stimulace bunék v termostatu

Do kazdé jamicky bylo zapotfebi dat 2 x 10° bunék. Kizolovanym burikam byly
pridavany v rliznych mnozstvich stimulatory. Celkovy objem jamicek €inil 2 ml, proto se
ke smési stimulatori a bunék priddvalo do daného mnozstvi fedidlo - RPMI. VSechny

poméry jsou uvedeny v tabulce 4.

V kazdém pokusu bylo v Burkerové komurce napocitano jiné mnozstvi bunék, proto
bylo potfeba vypocitat mnozstvi pridané bunécné suspenze pro kazdy pokus zvlast.
V tabulce dislo tfi je pro pfedstavu uvedeno mnozstvi bunécéné suspenze z experimentu
1, kdy jsme v Burkerové komlrce napoditali 66 x 10° bunék v mililitru, coZz odpovida

0,030 ml = 30 pl.

Tabulka 4: Stimulace bunék

[ml] Stimulant Buriky RPMI
K X 30 1970
LB 200 30 1770
EC 10 30 1960
LPS (1mg/ul) 2 30 1968
AE 200 200 30 1770
AE 40 40 30 1930
AE 8 8 30 1962
AE 1,6 1,6 30 1968,4
AN 200 200 30 1770
AN 40 40 30 1930
AN 8 8 30 1962
AN 1,6 1,6 30 1968,4

K — kontrola, LB — LB médium, EC — Escherichia coli, LPS -lipopolysacharid , AE — aerobni
kultivace E. coli, AN — anaerobni kultivace E. coli

Stimulace probihda po dobu 1 hodina a 4 hodiny. Po prvni stimulaci pod lupou
zkontrolujeme, jestli jsou bunky vjamkach desticky. Do Stitkem oznacenych
mikrozkumavek preneseme 1 ml stimulovanych bunék. Ty budeme centrifugovat

po dobu 10 minut na 500G. Odpipetujeme supernatant a k peleté priddme dalsi 1 ml
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stimulovanych bunék. Opét centrifugujeme na 500G na 10 minut. Supernatant opét

odpipetujeme pryc.

Jako dalsi krok pfidame k vzniklym peletam 350 ul lyza¢niho roztoku. Lyzacni roztok
je treba si pfipravit, a to tak Ze smichame RLT pufr (Buffer RLT, Quigen, Némecko)
s merkaptoethanolem (2-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich s.r.o., USA) podle tabulky 5.
S merkaptoethanolem je tfeba kvili jeho vysoké toxicité pracovat v lamindrnim boxu se

spusténou digestofi.

Tabulka 5: Priprava lyzacniho roztoku

Slozka Mnoizstvi
RLT pufr 2500 pl
merkaptoethanol 25 ul

6.4 lzolace RNA

Zkumavky s buikami a lyzaénim roztokem dame tocit na 10:00 na 500G pfi 23 C.
Pfiddme 350 ul 70% ethanolu a peclivé promichdme pipetou. Michdme opatrné, aby
nevznikaly bubliny. Obsah zkumavky preneseme do rlZové zkumavky s kolonkou
a to¢ime na 8000G. Proteklou kapalinu midzeme vylit. Do kolonky pfidame 350 ul RW1
Bufferu a centrifugujeme na 8000G na 15s. Slejeme tekutinu ze spodniho dilu.
K dal$imu kroku byla pouZita DNAza, kterd musela byt namichdna — 10 ul DNAzy a 70 pl
RDD pufru (RNase-Free DNase Set, QIAGEN, USA). DNAzu aktivujeme prevracenim
zkumavky, nevortexujeme. Musi byt nanesena pfimo na prostfedni cast kolonky.
Nechdme 15 minut inkubovat. Po 15 minutach opét pridavame do kolonky 350 pl pufru
RW1, tofime na8000G na 15 sekund. Opét vylévame prebytec¢nou tekutinu.
Do kolonky pridavame 500 ul pufru RPE, ktery to¢ime na 8000G po dobu 1 min.
Slévame prebytecnou tekutinu a radné susime. Vyménime spodni kolonky a pro dplné

vysusSeni to¢ime jesté jednou na 8000G po dobu 1 min.
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Poslednim krokem je eluce RNA pfichycené na kolonce. Vyménime spodni dil
za eppendorfku, na kolonku pfiddme 30 pl RNA free water a to¢ime na 8000G po 1
minutu. Z takto izolovanych bunék musime nejfive zméfit Cistotu a koncentraci RNA. Po
zméreni koncentrace RNA se muzZe dat zamrazit na -80 °C a nechat pro dalsi vyuziti.
Na izolaci byl vyuzit komeréné zakoupeny kit RNeasy Mini Kit (250) od spolecnosti

QIAGEN (USA).

6.4.1 Meéreni koncentrace RNA

Méreni koncentrace RNA probihalo na pfistroji jménem NanoDrop One od firmy
ThermoScientific (Obr.6). Po spusténi stroje musime vybrat z nabidky pozadavek, ktery
chceme méfit (RNA, cDNA, DNA, ...). Zvedneme rameno a na senzor naneseme kapicku
vody (2ul), spustime spektrofotometr a promérime blank. Opét zvedneme rameno,
otfeme kapku vody, na senzor ddme kapicku vzorku (zhruba 2 pl) a opatrné zaklapneme
rameno. Vyckdame na konec méreni, rameno zvedneme, otfeme senzor a miZeme
mérit dalsi vzorek. Vysledky z NanoDropu jsou uvedeny v tabulce 6. Na konci méreni

na senzor opét nandsime kapic¢ku vody pro oplachnuti.
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Tabulka 6: Vysledné koncentrace RNA

da

Obrazek 6: Pristroj NanoDrop One

1 hodina 4 hodiny
ng/ul EXP 1 EXP 3 EXP 4 EXP 1 EXP 3 EXP 4
K 32,816 38,43 63,26 39,632 33,72 61,85
LB 35,066 23,66 48,47 39,538 41,52 75,45
EC10:1 33,104 38,44 43,80 18,402 39,71 57,09
LPS 38,673 57,25 38,50 23,664 38,83 70,94
AE 200 31,87 42,04 67,10 18,962 45,74 38,54
AE 40 33,906 43,58 81,75 24,975 53,87 60,21
AE 8 33,612 40,78 56,62 34,164 48,58 59,98
AE 1,6 26,574 25,70 53,91 44,22 61,72 72,75
AN 200 33,034 33,81 56,42 31,075 61,87 59,25
AN 40 57,731 50,20 89,64 20,248 58,22 64,45
AN 8 26,426 39,81 78,39 22,662 43,43 54,18
AN 1,6 27,548 22,04 79,00 23,78 38,16 42,39
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6.5 Prepis RNA na cDNA

Do této reakce budeme pridavat izolovanou RNA, H.O a premix. Do kazdé reakce
musi pfijit stejné mnozstvi izolované RNA — 5 ng, proto musime z koncentrace RNA
vypocitat, jaké mnozstvi bude potfeba dat do kazdé jamky v ul. Premix namichame
podle tabulky 7 a do kazdé jamicky ddme stejné mnozstvi 2,9 pl. Celkovy obsah jamicky
bude 10 ul, proto zbytek chybéjiciho objemu dofedime H,0. Pro prepis z RNA do cDNA
byl vyuzit kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit od firmy Applied
Biosystems™ (USA).

Tabulka 7: SloZeni premixu

Slozka Mnoistvi
10 x RT buffer 1
25xDNTP mix 0,4
10x random primer 1
RT 0,5

Buffer - pufr, DNTP mix — deoxynukleosid-trifosfatovy mix, random primer -
oligodeoxyribonukleotidy, RT — reverzni transkripce

Prepis RNA do cDNA probéhne ve stroji PTC-200 Peltier Thermal Cycler od firmy

BioRad. Cyklus byl nastaven podle tabulky 8.

Tabulka 8: Nastavend cyklt pro prepis RNA do cDNA

Krok Teplota Cas
1. 25°C 10 min
2 37°C 120 min
3. 85°C 5 min
4 4°C 10 min

10 pl Pfepsané cDNA jsme naredili 40 ul H,0 na celkovy objem 50 pl.
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6.6 RT-PCR

Soucdsti reakce bude prepsand cDNA, MasterMix (Luna Universal Probe gPCR

Master Mix, BioLabs, Anglie), RNA free voda a préba. Celkovy objem mixu v reakci je 8

ul a jeho sloZeni je uvedeno v tabulce 9. K mixu se nasledné pfidaji 2 pl pfepsané cDNA,

aby byl celkovy objem 10 pl. PouZzité préby jsou zaznamendny v tabulce 10.

Tabulka 9: SloZeni mixu

Slozka Mnoistvi [ul]
MasterMix 5

Proba 0,5

H20 2,5
Tabulka 10: Pouzité proby

Préba Cislo
IL-1 Hs00174097_m1l
IL-2 Hs00174114 m1l
IL-4 Hs00174122_m1l
IL-10 Hs00174086_m1
IL-13 Hs00174379_m1l

IL-17a Hs00174383 _m1l
IFNg Hs00174143_m1l

PCR reakce probéhne ve stroje LightCycler 480 od firmy Roche. Cyklus, ve kterém

bude reakce probihat je uveden v tabulce 11.

Tabulka 11: Nastaveni cykli pro PCR reakci

Krok Teplota Cas
1. 50 °C 2 min
2. 95 °C 10 min
3. 40x95 °C 15s
4 60 °C 1 min
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7 VYSLEDKY

Pro porovnani genové exprese cytokinl po stimulaci mastnymi kyselinami s kratkym
fetézcem tvorenych E. coli byla pouzita kvantitativni metoda RT-PCR. Genova exprese
byla méfena po stimulaci PBMC rliznymi koncentracemi metabolit( bakteridlni kultury

po jedné hodiné a po ¢tyfech hodinach.

Pro znazornéni vysledk(l byly pouZity sloupcové grafy, které byly vytvoreny pomoci
softwaru GraphPad. Pro statistické vyhodnoceni rozdild byl zvolen t-test a level
vyznamnosti byl stanoven na p = 0,05. Jako negativni kontrola byla pouZita
nestimulovana kontrola a jako pozitivni kontrola byl zvolen LPS ¢i samotnd bakterie

E. coli.

7.1 Vliv metaboliti na zménu genové exprese v PBMC po 1 hodiné
stimulace

Genova exprese //1 (Obrazek 8a) byla u vSech stimulovanych PBMC na prvni pohled
vy$si nez u nestimulované kontroly, ovSem ze statistického hlediska se nejednalo
o vyznamnou zménu. Genova exprese /I2 (obrazek 8b) stimulovanych PBMC nebyla
vy$Si nez hodnota exprese u nestimulovanych bunék. Statisticky nevyznamna byla
igenovd exprese /l4 (obrazek 8c). Hladina genovd exprese //10 (obrazek 8d)
nestimulované kontroly nebyla statisticky rozdilnd od stimulovanych PBMC. U genové
exprese /113 (obrazek 8e) byl naméren statisticky vyznamny rozdil mezi nestimulovanou
kontrolou a pozitivnimi kontrolami LPS, kdy p = 0,0200 a EC, kdy p = 0,0340. Zaroven byl
naméren statisticky signifikantni rozdil mezi nestimulovanymi PBMC a bunkami
stimulovanymi rlznymi koncentracemi metabolitl z anaerobni kultivace E. coli a to
konkrétné AN 200, kdy p = 0,0063 a AN 40, kdy p = 0,003. U genové exprese ll17a
(obrazek 8f) nachazime snizené hladiny exprese u AE 1,6, AN 200, AN 40 a AN 1,6
v porovndni s kontrolnim nestimulovanym vzorkem, avSak nejednd se o zadny
statisticky signifikantni rozdil. Pti statistickém vyhodnoceni vlivu metabolitli na zménu
genové exprese Ifng nebyl nalezen zadny signifikantni rozdil mezi hladinami genové

exprese nestimulované kontroly a hladinami genové exprese stimulovanych PBMC.
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Obrdazek 7: Vliv riznych koncentraci metabolitii na bunky mononukledrni frakce po jedné
hodiné stimulace (K-nestimulovand kontrola, LPS — lipopolysacharid, EC — celd E. coli, LB — LB
medium, AE — aerobni kultivace E. coli s rliznymi koncentracemi metaboliti (200,40,8,1.6), AN —
anaerobni kultivace E. coli s riiznymi koncentracemi metabolit(i (200,40,8,1.6))

a) Vliv metabolitii na genovou expresi 111

b) Vliv metabolitii na genovou expresi 112

¢) Vliv metabolitii na genovou expresi 114
d) Vliv metabolitii na genovou expresi 1110
e) Vliv metaboliti na genovou expresi 1113
f)  Vliv metaboliti na genovou expresi ll17a
g) Vliv metabolitii na genovou expresi lfng

7.2 Vliv metaboliti na zménu genové exprese v PBMC po 4
hodinach stimulace

Hodnoty genové exprese Il1 (obrazek 9a) po ¢tyrhodinové stimulaci PBMC mély
statisticky vyznamné vysledky oproti nestimulované kontrole. V porovnani
s nestimulovanou kontrolou nachazime vyznamnou zménu genové exprese u obou
pozitivnich kontrol LPS (p = 0,0073) a EC (p = 0,0048), u metabolitl aerobni kultivace
E. coli pfi pouzité koncentraci AE 40 (p = 0,0029) a AE 8 (p = 0,0003) a u vSech pouZzitych
koncentraci metabolitl z anaerobni kultivace E. coli AN 200 (p = 0,0038), AN 40 (p =
0,0080), AN 8 (p =0,0047) a AN 1,6 (p = 0,0058). U genové exprese //12 (obrazek 9b) byla
namérena statisticky vyznamna hladina zmény genové exprese pouze u AE 200, kterd
dosahovala hodnoty p = 0,0046. U genové exprese //4 (obrazek 9c) nebyly naméreny

zadné statisticky vyznamné vysledky. Hladiny genové exprese //10 (obrazek 9d) ukazuji
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zvySenou hladinu exprese oproti nestimulované kontrole u EC, kdy p = 0,0359
a metabolitd z anaerobni kultivace E. coli pfi pouZitych koncentracich AN 200, kterd
méla hodnotu p = 0,0018 a AN 40, kdy p = 0,0020. Genova exprese //13 (obrazek e) byla
statisticky vyznamna v porovnani s nestimulovanou kontrolou u pfidanych stimulator(
EC (p = 0,0381), AN 200 (p = 0,0496) a AN 40 (p = 0,0306). Pfi porovnani pozitivni
kontroly EC a AN 200 muzZeme fici, Ze AN 200 inhibuje genovou expresi //13. U genové
exprese ll17a (obrazek 9f) byly naméreny na prvni pohled vy3si hodnoty hladin EC,
AE 200, AE 40 a AE 8 neZ hodnoty nestimulované kontroly, nicméné Zadny z téchto
vysledk( neni statisticky vyznamny. Hladina genové exprese u Ifng byla statisticky vyssi
u stimulovanych PBMC oproti nestimulované kontrole, a to konkrétné u metabolitd
z aerobni kultivace E. coli pti pouzitych koncentracich AE 200 (p = 0,0230) a AE 40 (p =
0,0330).
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Obrdzek 8: Vliv riznych koncentraci metaboliti na buriky mononukledrni frakce po ctyrech
hodindch stimulace (K-nestimulovanad kontrola, LPS — lipopolysacharid, EC — celd E. coli, LB — LB
medium, AE — aerobni kultivace E. coli s riiznymi koncentracemi metaboliti (200,40,8,1.6), AN —
anaerobni kultivace E. coli s riznymi koncentracemi metaboliti (200,40,8,1.6))

a) Vliv metaboliti na genovou expresi Il1

b) Vliv metabolitii na genovou expresi 112

¢) Vliv metabolitii na genovou expresi 114
d) Vliv metabolitii na genovou expresi 1110
e) Vliv metaboliti na genovou expresi 1113
f) Vliv metaboliti na genovou expresi ll17a
g) Vliv metabolitii na genovou expresi lfng
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8 DISKUZE

Z vysledk( této bakalarské prace vyplyva, Ze po stimulaci metabolity z anaerobni
a prozadnétlivého cytokinu IL-1 v bunkdach mononuklearni frakce leukocytli ziskanych
z lidské periferni krve. Metabolity z anaerobni stimulace E. coli maji schopnost zvysit
genovou expresi prozanétlivého Il1, Ifng a protizanétlivého //12. Tyto poznatky miZeme
uplatnit pro lepsi pochopeni mechanism( pUsobeni probiotik a jejich uplatnéni
pfi mozné prevenci vzniku alergickych onemocnéni a jinych dysfunkcich imunitniho

systému.

IL-1 je prozanétlivy cytokin, ktery je syntetizovan a vylucovan rlznymi burikami
a tkanémi v reakci na infekci. Podili se na indukci proteinl akutni faze, vzniku horecky
a Soku — tyto projevy muiZeme sledovat béhem sepse. Septicky inzult je typicky
pro gramnegativni bakteridlni infekci. V roce 2004 tym odbornikd pod vedenim J. M.
Kima zkousSel prokazat, jestli E. coli reguluje expresi prozanétlivych cytokint
granulocytarnich / makrofagovych liniich. Dosli k tomu zavéru, Ze infekce vyvolana
E. coli zpUsobuje expresi Il1, 116, 118 a Tnfa v bunikach CD34+. [78] Dle vysledk( této
prace doslo u //1 po ¢tyrhodinové stimulaci PBMC ke zvySeni genové exprese po pridani
metabolitl z anaerobni (AN 200, AN 40, AN 8, AN 1,6) i aerobni (AE 40, AE 8) kultivace
E. coli. Toto poznani nas vede k tomu, Ze probiotickd vakcina z E. coli zpUsobuje expresi
Il1, ktery mUZe hrat svou roli napt. pfi patogenezi diabetu 2. typu i mnohocetného

myelomu.

Vyzkum Sukenikové z roku 2017 potvrdil schopnost CD4, které byly stimulované
E. coli 083, vyluCovat protizanétlivy cytotoxin //10 a prozanétlivy Ifng, coZ jsou cytokiny,
které podporuji imunitni odpovéd Thl. Imunitni odpovéd Thl je u alergickych déti
snizena. [79] V nasem experimentu po ¢tyrhodinové stimulaci PBMC metabolity
z anaerobni kultivace E. coli (AN 200 a AN 40) doslo k indukci genové exprese 1110
a zaroven nedoslo ke zvysSeni exprese Ifng v PBMC. ZvySena hladina IL-10 m3
za nasledek snizenou hladinu zanétlivého cytokinu IFNg, tudiz mizZeme fici, ze
metabolity z anaerobni kultivace E. coli o koncentraci AN 200 a AN 40 mohou zabranit

lokalnimu vyskytu zédnétlivych onemocnéni a mohly by byt v budoucnu pouzity i jako

50



doplrikova terapie s klasickymi lé¢bami. Jako dalSi vyuziti metabolitd z anaerobni
kultivace E. coli AN 200 a AN 40 mlZeme najit v prevenci IBD (idiopatické stfevni

zanéty). [80]

Sukenikova ve své prdaci uvadéla, Zze po stimulaci bunék probiotickou E. coli doslo
ke zvySeni tvorby Th17 lymfocytd, ¢imz predpokladd zvySenou genovou expresi 1117,
kterd by mohla ¢astecné kompenzovat potlacenou odpovéd Thl. [79] V nasem
experimentu se po stimulaci metabolity z anaerobni a aerobni kultivace E. coli jsme
nepozorovali zvySené hodnoty //17. IL-17 je prozanétlivy cytokin, ktery hraje
vyznamnou roli predevSim v obrané proti infekénim onemocnénim zplsobenymi
kvasinkami, bakteriemi a plisnémi. [77] IL-17 je zaroven zodpovédny za rlzné
patologické stavy v lidském téle, jako je napfiklad psoridza, revmatoidni artritida nebo
poskozeni sitnice. Ukdzalo se, Ze metabolity z aerobni kultivace E. coli AE 1,6 dokazi

inhibovat genovou expresi Il17.

IL-4 a IL-13 jsou hlavnimi inicidtory zanétd dychacich cest, zejména se s nimi
mUlzZeme setkat u astmatu. IL-4 podnécuje nezralé T-bunky, aby se vyvinuly do Th2
bunék. IL-13 se podili na fibréze a brani hojeni tkani pti infekcich. [81] Ukazalo se, Ze
metabolit z aerobni kultivace E. coli AE 200 dokdaZe inhibovat genovou expresi //13.
Patrna byla i inhibice //4, ktera ovSem nedosahovala dostatecné hladiny pro statistickou
vyznamnost. Méreni genovych expresi probéhlo 4 hodiny po pfidani stimulatoru,
znatelnéjsi inhibice bychom se moZna dockali po 24-hodinové stimulaci. V budoucnu by

se mohly vyuZivat probiotika s AE 200 jako léky proti astmatickym onemocnénim.

Jednim z hlavnich ddvod( vyuZivani probiotik je prechod zTh2 na Thl buriky,
abychom snizily vyskyt alergickych reakci. PBMC byly stimulovany metabolity z aerobni
kultivace E. coli AE 200 a AE 40, byla namérena zvySena hladina genové exprese Ifng.
Tyto vysledky jsou podporeny experimentem, ktery byl proveden in vitro. Byly
stimulovany mysi i lidské leukocyty bakteriemi mlééného kvaseni a byla sledovdna
produkce Ifng. [82] Schopnost odpovédi posunout se z Th2 na Thl miZeme vyuzivat
u zanétlivych onemocnéni jako napriklad atopie. IFNg funguje jako antivirotikum, slouzi

k modulaci naseho imunitniho systému a zadroven je schopen potlatovat nadorové
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bunky. Z téchto informaci mlizZeme usoudit, Ze AE 200 a AE 40 muZe byt pouZito
v probiotickych vakcinach k posileni imunitniho systému tim, Ze budou aktivovat

makrofagy a NK buriky.

Ulf Helwig ve své studii zkoumal, zda je stimulace PBMC rlznymi probiotickymi
kmeny podobna nebo druhové specifickd. V jeho studii byly pouzity 3 kmeny
bifidobakterii, 4 kmeny laktobacil( a E. coli Nissle. Buriky inkuboval po dobu 36 hodin
andsledné stanovoval pomoci metody ELISA IL-10, IL-11 a TNF (tumor nekroticky
faktor). VSechny bakterie byly inkubovany anaerobné pfi 37 °C. Tato studie dosla
k zavéru, Ze kazda probiotickd bakterie funguje podle specifického vzorce a ve svém
fungovani je odliSnd. Bunécny extrakt z E. coli Nissle mél vyssi stimulacni schopnost
produkovat /1 vPBMC neZ laktobacily a bifidobakterie. Bunécné zbytky i extrakt
z E. coli Nissle mély stimulacni schopnosti jiz pfi nizkych koncentracich. CozZ je v souladu
s nasim experimentem, kdy po pridani metabolitll z anaerobni kultivace E. coli
dochazelo ke zvySené genové expresi I/1 jiz pfi nizkych ddvkach AN 1,6. Zaroven jsme
v naSem pokusu zaznamenali u nizSich koncentraci metabolitll z aerobné kultivované
E. coli vysSi hladinu genové exprese //1 nez u vysSich koncentraci AE 200, které byly az
2x mensi. Bunécné extrakty ze vSech zkoumanych kmen( laktobacild mély slabou
stimulaéni kapacitu //10. Bunécné zbytky z bifidobakterii stimulovaly produkci //10
v PBMC vyraznéji nez laktobacily. Supernatanty s E. coli mély podobnou stimulaéni
schopnost 1110 jako bifidobakterie, ale vyznamnéjsi schopnost nez laktobacily. E. coli
méla dokonce vyssi stimulaéni schopnost //10 pfi nizsich koncentracich nez pfi vyssich.
V nasem pripadé dochdzelo ke zvysené genové expresi /10 pouze u metabolitl
z anaerobni kultivace E. coli, které mély vyssi koncentrace AN 200 a AN 40. U nizsich
koncentraci AN 8 a AN 1,8 je sice viditelna vyssi hladina genové exprese /110, ovsem
neni statisticky vyznamna. Reenim tohoto problému by mohlo byt vyuZiti dat z vicero
pokust (v nasem experimentu jsou data pouze ze 3 pokusd). Vyssi odpovéd /110
na bifidobakterie a E. coli Nissle odpovidd pozitivhimu ucinku téchto probiotickych
kmenli pro zanétlivd onemocnéni stfev ve srovnani s negativnimi vysledky

u laktobacild. [83]
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Tym vedeny ¢inskym védcem Man Chin Hua zkoumal imunitni odpovéd PBMC a DC,
které byly stimulovany probiotickym pfipravkem Bio-Three. Bio-Three je probioticky
pripravek, ktery obsahuje smés smés Bacillus mesentericus, Clostridium butyricum
a Enterococcus faecalis. V jejich experimentu doslo po stimulaci PBMC ke zvyseni Ifng
all10 a zaroven ke snizeni exprese /14 a TNF. Z tohoto vysledku mlzZeme usoudit, Ze
pfipravek Bio-Three stimuluje Thl imunitni odpovéd, indukuje protizanétlivé cytokiny
1110 a potlacuje prozanétlivé cytokiny TNF. [86] V naSem experimentu doslo po pfidani
metabolitl z anaerobnich kultivace E. coli AN 200 a AN 40 ke zvySeni genové exprese
1110, ovsem nedoslo ke zvySeni hladin Ifng. ZvySenou hladinu Ifng jsme zaznamenali
po pridani metabolitd AN 8 a AN 1,6. Mluvime bohuzel pouze u zvySenych hladinach,
protoZe vysledky nejsou statisticky vyznamné. Mohlo by oviem dojit ke zméné,
kdybychom statistické méreni provedli na vice vzorcich za delSi dobu stimulace.
Vyznamnou hladinu genové exprese Ifng jsme zaznamenali po pridani metabolitQ
z aerobni kultivace E. coli AE 200 a AE 40. Z tohoto vysledku mlzZeme usoudit, Ze
metabolity z aerobni i anaerobni kultivace E. coli AN 200 a AN 40 zesiluji imunitni

odpovéd Thi.

V roce 2018 byl proveden experiment pro hodnoceni ucinku probiotik na hladiny
cytokin( u kriticky nemocnych déti s tézkou sepsi. Détem byla podavdna probioticka
vakcina VSL3, kterd obsahovala Lactobacillus paracasei, L. plantarum, L. acidophilus,
L. delbrueckii, Bifidobacterium longum, B. infantis, B. breve, Streptococcus salivarius.
Byly prokazany snizené hladiny prozanétlivych cytokinG IL-12, IL-17, TNF a zvySené
doslo ke zvyseni hladin exprese 1110 po pridani metabolitli z anaerobni kultivace E. coli
AN 200 a AN 40. Proto se mizeme domnivat, Ze tyto metabolity mohou byt prospésné

i v1écbé sepsi.

Alergicka polysenzibilizace postihuje velké mnozstvi lidi. Ve studii z roku 2019 byly
stimulovany plicni a stfevni epitelidlni buriky MODE-K a MLE-12 kmenem E. coli Nissle.
Byly prokazany zvysené hladiny genové exprese 1l6 a 1/10. Kmen E. coli Nissle by mohl
byt pouZit jako bezpecné reSeni proti alergiim, protoZe trvale nekolonizuje nos, plice

ani streva. [87] V naSem experimentu doslo po pridani metabolitl z anaerobni kultivace
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E. coli AN 200 a AN 40 ke zvyseni hladiny genové exprese 1/10. MUzZeme tedy fici, Ze tyto

metabolity mohou najit svoje uplatnéni pro potlaceni alergii.

Z nasich vysledk( je patrné, Ze rizné koncentrace metabolitll z aerobni a anaerobni
kultivace E. coli mohou byt pouZité ke stimulace Thl imunitni odpovédi a tim byt
prospésné pro autoimunitni nemoci, zanéty i alergie. Vétsina téchto metabolitd ovsem
stimuluje i prozanétlivy IL-1. Diky genovému inZenyrstvi by bylo v budoucnu mozné

upravit geny, které jsou za stimulaci tohoto cytokinu zodpovédné.

Experimentalni ¢ast by mohla byt vylepsSena delsi dobou stimulace bunék. Z grafu je
patrné, Ze nékteré hladiny genové exprese jsou vyssi po 4hodinové stimulaci nez
po lhodinové stimulaci, napf. hodnoty //13 po pfidani metabolitl z anaerobni kultivace
E. coli AN 200 a AN 40. ZvySeni doby stimulace (napf. 24 hodin) by nam pomohlo urcit

Cas, ve kterém je hladina genové exprese daného cytokinu nejvyssi.

Ze statistického hlediska by bylo urcité vyhodnéjsi pracovat s vétSim mnozstvim dat
(pokusll). V praktické casti byla pouZita data pouze ze 3 experimentll, coZ je

pro statistické vyhodnoceni velmi slabé.

54



9 ZAVER

V teoretické ¢asti bakalarské prace byly shrnuty informace o probiotickych bakteriich
a o jejich schopnostech tvofit mastné kyseliny. Dale byly popsany rGzné probiotické
pfipravky, které maji imunomodulaéni uc¢inky a svym plsobenim ovliviuji nas imunitni

systém.

V praktické ¢asti bakalarské prace bylo zjisténo, Ze metabolity z aerobni i anaerobni
kultivace E. coli mohou Uspésné modifikovat imunitni odpovéd tak, aby modulovaly
hladiny specifickych aktiva¢nich molekul, jako jsou cytokiny. Ackoliv nékteré metabolity
technik genového inZenyrstvi bude teoreticky moZné metabolity upravit tak, aby
vykazovaly prospésné vlastnosti, které od nich budou poZadovany. Takto upravené
metabolity mohou byt pouzity v probiotickych vakcinadch. Tyto vakciny mohou byt
vyuzity v 1é¢bé riznych autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni jako |é¢ba IBD, Iécba

alergii ¢i astmatu.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DIC
APC
ATP
BMK
bp
CD
CRC
DAEC
DC
DNA
E. coli
EAEC
EHEC
EIEC
EPEC
ETEC
FAO
FBS
Fc
FFAR
GIT
HDAC
HIV
HUS
IBD

IgkE
IL-1
IL-10

Diseminovana intravaskularni koagulace

Antigen-presenting cells; Antigen prezentujici bunky
Adenosintrifosfat

Bakterie mlé¢ného kvaseni

Base pair; par bazi

Crohnova choroba

Karcinom kolorekta

Difuzné adherentni kmeny

Dendritic cells; Dendritické buriky

Deoxyrobinukleova kyselina

Escherichia coli

Enteroaggregativni kmeny

Enterohemoragické kmeny

Enteroinvazivni kmeny

Enteropatogenni kmeny

Enterotoxigenni kmeny

Food and Agriculture Organization; Organizace pro vyzivu a zemédélstvi
Fetal bovine serum; hovézi sérum z plodu

Fragment Crystallizable

Free Fatty Acid Receptor; receptor volnych mastnych kyselin
Gastrointestinalni trakt

Histondeacerylaza

Human Immunodeficiency Virus; lidsky virus imunitni nedostatec¢nosti
Hemolyticko-uremicky syndrom

Idiopatické stfevni zanéty

Imunoglobulin A

Imunoglobulin E

Interleukin 1

Interleukin 10
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IL-17a
IL-2
IL-4

MAMP
MHC
NDC
NFkB
NK
NMEC
PEP
PBMC

PBS
PPR
RPMI
RT-PCR

SCFA
SIRS

TLR
ucC
UPEC
WHO

Interleukin 17 alfa

Interleukin 2

Interleukin 4

Imunitni systém

Microbe Associated Molecular Patterns

Major Histocompatibility complex

Non-Digestible Carbonhydrates

Nuklearni faktor kappa B

Nukleova kyselina

Kmeny zpUsobujici novorozeneckou meningitidu
Fosfoenolpyruvat

Peripheral Blood Mononuclear Cell;
Mononukledrni burniky periferni krve
Phosphate-Buffered Saline; Fosfatovy pufr
Pattern Recognition Receptor; receptory pro primitivni vzory
Roswell Park Memorial Institute

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction;
Polymerdazova fetézova reakce v redlném cCase
Short-Chain Fatty Acid; Kratké fetézce mastnych kyselin
Systemic inflammatory response syndrome;
Syndrom systémové zanétlivé odpovédi

Toll-like Receptor, receptor podobny genu Toll
Ulcerazni kolitida

Uropatogenni kmeny

World Health Organization; Svétova zdravotnicka organizace
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