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Abstrakt

Tato bakaldfskda prace se zabyva vlivem probiotickych, nepatogennich a
patogennich kment Escherichia coli na genovou expresi cytokintt v bunécné linii
makrofagth THP1. V teoretické casti jsou popsany probiotické bakterie, a to hlavné
bakterie E. coli Nissle a E. coli O83. E. coli Nissle je obsaZena v pfipravku Mutaflor a
E. coli O83 se nachazi v pfipravku Colinfant Newborn, ktery se pouziva pro
kolonizaci novorozencti. Ddle jsou zde definovdny makrofagy a jimi produkované

cytokiny, stejné jako jejich funkce.

Praktickd cast se zabyvd bunéénymi kultivacemi, pii kterych se stimuluji
makrofagy pomoci kmenti E. coli Nissle (EcN), E. coli O83:K24:H31 (E. coli O83), E.
coli O142:K86(B):H6 (E. coli O142) a E. coli ATCC9637 (E. coli W). Po stimulaci
makrofagh byla zméfena genova exprese cytokint (IL-18, IL-6, IL-10, IL-12A, TNEF-

a) a Indolamin 2,3-dioxygendza (IDO) pomoci kvantitativni PCR v redlném case.

Z vysledkt prace je ziejmé, ze kmeny E. coli (Nissle, O83, O142 a W) neovliviiuji
makrofagy THP1 ke zvySené genové expresi u zadného pozorovaného cytokinu ani
IDO v nasem experimentdlnim uspofadani. Vysledky prdce ukazuji rozdilny vliv
probiotickych kmenti E. coli Nissle a E. coli O83 na genovou expresi cytokinti IL-6,
TNF-a a IDO. Prakticka cast prace slouzi pro lepsi pochopeni mechanismi

prospésného puisobeni probiotickych kmenti.

Kli¢ova slova

E. coli Nissle; E. coli O83; probiotické bakterie; makrofagy; cytokiny; IL-1(3; IL-6;
IL-10; IL-12A; TNF-o; IDO; PCR-RT.



Abstract

This bachelor thesis deals with the effect of probiotic, nonpathogenic and
pathogenic strains of Escherichia coli on the gene expression of cytokines in the cell
line of macrophages THP1. The theoretic part describes the probiotic bacteria,
mainly E. coli Nissle and E. coli O83 bacteria. E. coli Nissle is contained within the
Mutaflor preparation and E. coli O83 can be found in the product called Colinfant
Newborn used for colonisation of newborns. Furthermore, there macrophages are

defined together with cytokines they produce as well as their functions.

The practical part focuses on cell culture of macrophages and their stimulation
by strains of E. coli Nissle (EcN), E. coli O83:K24:H31 (E. coli O83) , E. coli
0142:K86(B):H6 (E. coli O142) and E. coli ATCC9637 (E. coli W). After macrophage
stimulation, the gene expression of cytokines (IL-13, IL-6, IL-10, IL-12A, TNF-a) and

Indoleamine 2,3-dioxygenase was measured using the quantitative real-time PCR.

The results show that E. coli stains (Nissle, O83, 0142 and W) do not change gene
expression of any tested cytokines and IDO in our experimental setup. The results
point out different effect of probiotic strains of E. coli Nissle and E. coli O83 on the
gene expression of cytokines IL-6, TNF-a a IDO. The practical part contributes to

better understanding of the mechanisms of beneficial effect of the probiotic strains.

Keywords

E. coli Nissle; E. coli O83; probiotic bacteria; macrophages; cytokines; IL-13; IL-6; IL-
10; IL-12A; TNF-«; IDO; PCR-RT.
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1 UVOD

Probiotické bakterie jsou nepatogenni mikroorganismy, které priznivé ovliviiuji
organismus hostitele. Mechanismus tcinku probiotickych bakterii neni jednotny,
ale lisi se u kazdého probiotického kmene. Jednim z mechanismi prospésnych
ucinkt probiotickych bakterii je ovlivnéni sekrece cytokint v burikdch imunitniho
systému. Produkce cytokinti vlivem probiotickych bakterii se lisi také podle
konkrétniho kmene. Zjisténi, které cytokiny mohou byt ovlivnény stimulaci

bakteriemi, pomaha odhalit mechanismy prospésného t¢inku na organismus.

Probiotické bakterie jsou nejcastéji pouzivany pfi nemocech spojenych
s idiopatickymi stfevnimi zadnéty, akutnimi infekénimi prijmy a syndromem
drazdivého trac¢niku. V posledni dobé vSak ziskaly zajem védecké komunity ve
spojeni s lécbou autoimunitnich onemocnéni, psychického zdravi a obezity [23].
Pouzivani probiotickych bakterii pfi 1é¢bé stievnich nemoci by mohlo vést ke

sniZzeni pouzivani antibiotik.

Bakalafska prace se zaméfuje na dva probiotické kmeny E. coli Nissle a E. coli
083. Kmen E. coli Nissle se nejcastéji pouziva pfi lécbé idiopatickych stfevnich
zanéti. Kmen E. coli O83 se hojné pouziva pro kolonizaci novorozencii ke sniZeni
rizika vzniku alergie. Prace se zabyva vlivem téchto dvou probiotickych bakterii na
genovou expresi urcitych cytokind v bunééné linii makrofagth THP1. V praktické
¢asti byla pozorovana schopnost probiotickych bakterii ovlivnit genovou expresi
cytokintit v bunécéné linii makrofagti THP1 pomoci kvantitativni polymerazové

reakce v realném case.
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2 SOUCASNY STAV

2.1 Escherichia coli

Escherichia coli (dale jen E. coli) je gramnegativni tycka, kterd patfi do kmenu
Proteobacteria, tHidy  Gammaproteobacteria, tadu Enterobacteriales a cCeledi
Enterobacteriaceae. Poprvé ji popsal v roce 1885 némecky pediatr Theodor Escherich.
Jedna se o nejprozkoumanéjsi bakterii, ktera slouzi jako model pro mnohé studie a
soucasné je to prvni bakteridlni druh, u kterého byla pozorovana konjugace a

vymeéna genetick€ého materialu [1].

E. coli se déli na patogenni, nepatogenni a probiotické kmeny. Nékteré E. coli
kmeny se mohou vyskytovat v tradvicim traktu teplokrevnych Zivocicht a tvori
vitaminy Bl, K1 a K2. Nepatogenni kmeny E. coli jsou dtlezitou soucasti
tyziologické mikrobioty, zejména diky svému zna¢nému antagonistickému tacéinku
proti invazi patogenti. Osidleni nepatogennimi kmeny E. coli nastava uz nékolik
hodin po porodu a to nejcastéji ordlnim pfenosem od matky. Patogenni kmeny E.
coli zplisobuji intestindlni onemocnéni, ktera jsou casto doprovazena priajmy, a
extraintestindlni onemocnéni tykajici se nejcastéji mocovych cest a infekci ran.

Kmeny E. coli mtizeme rozdélit do ¢ty fylogenetickych skupin: A, Bl, B2 a D [1].
2.1.1 Probiotické kmeny Escherichia coli

Probiotické bakterie se fadi mezi nepatogenni mikroorganismy, které, kdyz jsou
podané v adekvatnim mnozstvi, pfinaseji zdravotni benefity hostiteli a pomahaji
predchdzet nebo zmirnit urc¢itd onemocnéni. Probiotické bakterie mohou byt

povazovany za dtilezitou komenzalni mikrobiotu [2].

Mechanismus ptisobeni probiotickych bakterii neni jednotny, protoze existuje

mnoho riiznych probiotickych kmenti a jejich metabolitti. Manipulace imunitniho
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systému probiotickymi bakteriemi je sloZitd na vyhodnoceni a obecné zavéry.
Stejny kmen bakterii mtize zlepSit antimikrobidlni aktivitu a Thl odpovéd stejné
jako snizit protizanétlivou Th2 odpovéd nebo regulovat jeji aktivitu. Jaky tcéinek
na organismus bude mit dany probioticky kmen, zalezi na hostiteli a
pravdépodobné na zptlisobu porodu daného jedince (cisatsky fez nebo vagindlni

porod) v pripadé casného postnatalniho podani [3].

U mikroorganismu zafazenych mezi probiotika musi byt prokdzana predevsim
jejich bezpecnost a ucinnost na zdkladé doporucenych podminek pro uzivani
vramci cilové populace (novorozenci versus dospéli), zpusobu aplikace
a davkovani. Ddle museji probiotika spliovat nasledujici pozadavky: detailni
definici a typizaci, absenci jakékoli patogenni charakteristiky (vcetné produkce
enterotoxin®i, cytotoxind, enteroinvazivity, patogenni adheze, hemolyzy,
pfitomnosti genti antibiotické rezistence apod.), odolnost viéi zaludec¢ni stavé a
zlu¢i, schopnost adherovat ke stfevnimu epitelu a kolonizovat tlusté stfevo.

Nakonec musi byt klinicky dokdzané, ze ptisobi prospésné na lidské zdravi [2].

Efekt probiotickych bakterii se zaklddd na nékolika vlastnostech, kterymi jsou:
soutéZeni s patogennimi kmeny bakterii o adhezi ke stfevnimi epitelu, syntéza
peptidii s bakteriostatickou a bakteriocidni aktivitou, regulace funkce stfevni
bariéry a mikrobidlni translokace, modulace funkce stfevniho epitelu a
dendritickych bunék, vliv na lokdlni a celkovou imunitni odpovéd, inhibice
prertistani patogennich bakterii ve stfevé, stimulace eliminace toxinti, syntéza
steroidni formy cholesterolu a vliv na sekreci slizu, absorpci, motilitu a priitoku

krve v atrobnich organech [2].

Existuje vice nez 25 rtiznych onemocnénich a patologickych zdravotnich stavti,
které jsou spojené s osidlenim mikrobti v gastrointestindlnim traktu. Mikrobiota
vytvofend v gastrointestindlnim traktu neovliviiuje jedince pouze lokalné (v misté

osidleni téchto mikrobti), ale také ptsobi na celou $kdlu jinych systémi.
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Pasobenim téchto mikrobti mohou vznikat rtizné nemoci, mezi které patfi néktera
autoimunitni onemocnéni, ¢i mohou mit neblahy vliv na psychiku jedince. Na
druhou stranu bylo zjisténo, Ze osidleni stfev probiotickymi kmeny bakterii ma
terapeuticky ucinek pravé na tyto nemoci ale i na jiné. Zajimavosti je, Ze by
probiotika mohla byt vyuzita jako jeden z podptrnych prostredka pfi 1écbé
obezity. Efekt probiotickych bakterii byl nejvice studovan pfi gastrointestindlnich
potizich, kterymi jsou akutni infekéni prajmy, idiopatické stfevni zanéty (dale jen

ISZ) a syndrom drazdivého trac¢niku [23].

Zaklad probiotickych pfipravki vétsinou tvofi konkrétni kmeny bakterii z rodu
Lactobacillus nebo Bifidobacterium. Méné casto se pouzivaji ostatni rody bakterii
(nebo dokonce i kvasinek) vcetné E. coli. Skutecnost, Ze se E. coli pouziva jako
probiotikum, souvisi sjeji pfedpoklddanou vSudypfitomnosti ve strevé.
Domnénka, Ze je E. coli vSudypfitomna ve stievé, byla vSak minimdalné
zpochybnéna studii, ktera dokazuje, ze E. coli nebyla pfitomnd ani mezi 56
nejhojnéjsimi druhy bakterii ve vykalech testovanych lidskych subjektt. E. coli se
typicky vyskytuje vileu (posledni tfetina tenkého stfeva) a také v tlustém stfeve,
ale nepfevysSuje pocet ostatnich cetnéjSich druhti bakterii. Tlusté stfevo obsahuje
priblizné 1,5 kg mokré vahy bakteridlnich bunék, zatimco vykaly obsahuji okolo
10”2 bakterii na gram. E. coli se jako jedind z mnoha enterobakterii typicky vyskytuje
ve stfevé clovéka. V poméru je osidleni enterobakteriemi prevysSeno stokrat az

tisickrat bakteriemi rodu Bacteroides a gram-pozitivnimi nesporulujicimi anaeroby

[4].

Podle velkého mnozstvi literatury se E. coli vyskytuje v lidském stfevé, ackoliv
v relativné nizkém poctu. Navzdory tomu E. coli tvofi zdklad tfech komerc¢né
dostupnych probiotickych pfipravk®, zndmych jako Mutaflor, Symbioflor 2 a
Colinfant Newborn. Mutaflor produkovany farmaceutickou firmou Ardeypharm
GmbH (zalozenou v roce 1970) se sidlem v némeckém mésté Herdecke obsahuje

zivotaschopné bunky zjediného kmene E. coli Nissle 1917. Symbioflor 2 (DSM
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17252) se vyrabi ve firmé SymbioPharm GmbH, ktera byla zalozena roku 1954 se
stejnym sidlem jako Mutaflor. Symbiolor 2 obsahuje Sest genotypu E. coli. Colinfant
Newborn je prodavany firmou Dyntec, ktera sidli v Tereziné v Ceské republice a
obsahuje jediny kmen E. coli. Colinfant Newborn se prodava jako pfipravek pro

novorozence [4].

Denni davky probiotickych pripravkia Mutaflor, Colinfant Newborn a
Symbioflor 2 se lisi. Doporucuje se podavat 1-2 tablety Mutafloru denné, coz
odpovida 2,5-50x10° CFU. Denni ddvka Symbiofloru odpovida 3-18x10” CFU.
Doporucend davka Colifantu Newbron se pohybuje v rozmezi 0,8-1,6x10® CFU a
radi se pfipravek uzivat tfikrat tydné. Doporucend davka bakterii je tedy nejvyssi
v pfipadé Mutafloru. Ohledné Mutafloru se také spekuluje o jeho schopnosti
kolonizovat stfeva. Na tuto otazku bylo provedeno nékolik studii. Jednim
prikladem je studie, ve které bylo stimulovdno sedm dobrovolnik(i kmenem EcN
po dobu jednoho tydne. Po ukonceni experimentu byla EcN detekovana pouze u
¢tyt stimulovanych jedincti. Tento objev ukazuje, ze EcN neni velmi tc¢innd jako

dlouhodoby kolonizator lidskych strev [4].
2.1.2 Escherichia coli Nissle

E. coli Nissle 1917 (dale jen EcN) dostala své jméno podle profesora Alfreda
Nissla (1874-1965), némeckého lékate, ktery vypozoroval, Ze riizné kmeny E. coli se
odliSuji ve své schopnosti potlacovat rist patogenti zptisobujicich tyfus. Pfi
studiich v némeckém institutu pro hygienu tspésné vylécil pacienty trpici prajmy
pravé pomoci kmene EcN. Na zakladné tspésné lécby zacal plnit Zelatinové
kapsle touto bakterii, kterou péstoval na agaru, a v roce 1917 zazadal o patent pro
Mutaflor. Od té doby se Mutaflor nezménil ve svém slozeni a obsahu 2,5-25x10°
CFU lyofilizovanych Zivotaschopnych bakterii kmene EcN. Dodnes je vyrabén a

prodavan jako podptirny piipravek pii gastrointestindlnich potiZich. [5]
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Navzdory desetileti od vyzkumu nejsou plné pochopeny zdkladni mechanismy,
kterymi EcN pusobi jako prospésna bakterie. Ke kolonizaci gastrointestindlniho
traktu a k projeveni prospésnych probiotickych ucinki musi bakterie mit urcité
fitness faktory zvyhodnujici je oproti dalsim bakteriim pfitomnych ve stfevé. Tyto
fitness faktory zahrnuji schopnost produkovat mikrociny, adheziny a proteazy [5].
Mikrociny jsou genové kédované antibakteridlni peptidy, produkované nékterymi

enerobakteridlnimi kmeny, hlavné z druhu E. coli [24].

EcN ma sérotyp O6:K5:H]1, tim se tedy fadi mezi ostatni bakterii ze skupiny O6,
kterda obsahuje nepatogenni komenzaly i patogenni kmeny. H skupina je uréena
flagelinovym antigenem. Mezi dalsi vlastnosti EcN patfi schopnost produkce beta-
defensinu 2. Beta-defensin spada mezi peptidy s antimikrobidlni funkci a pfispiva
k ochrané sliznic proti invazi patogennich bakteridlnich kmenti (Salmonella, Shigella
atd.). Samotny bicik potom slouzi k lepsi adhezi. Diky témto fitness faktortm je
EcN dobfe vybavend na preziti ve stievé. EcN vyuzivd metabolické dradhy pro
ziskdvani nutri¢nich slozek, které umoznuji bakterii (pomoci sideroforti) presun
zeleza z gastrointestindlniho traktu hostitele do bunky bakterie. Tento proces
poskytuje EcN potencidlni vyhodu k pfeZiti, protoZe Zelezo je dileZitou Zivinou
pro mikroorganismy. VySe zminény systém nejenZe zajiStuje lepsi kolonizaci, ale
také predstavuje hlavni mechanismus prospésného ptisobeni EcN v pribéhu lécby

kolitid zptisobenych Salmonelou [5, 6].

Predchdzejici informace podtrhuji fakt, Ze je EcN pozoruhodné probiotikum, které
obsahuje velky pocet fitness faktort. Tyto fitness faktory umoznuji EcN alespon
docasnou kolonizaci gastrointestindlniho traktu s naprostou absenci jakychkoliv
virulentnich faktord. EcN md mnoho prospéSnych probiotickych vlastnosti

vedouci k tspésné klinické aplikaci [5].

EcN dokédZe regulovat slizniéni zanétlivou odpovéd ovlivnénim produkce

urcitych cytokind v T-lymfocytech, a to jejich aktivaci pres Toll-like receptory. Vliv
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EcN na T-lymfocyty umozZniuje snizit produkci prozanétlivych cytokint (IL-2, IFN-
v, TNF-a, IL-1) a zvysit produkci cytokinu IL-10 [6, 22].

EcN byla pouzita v nékolika klinickych studiich pro lécbu gastrointestindlnich
onemocnéni véetné ISZ. ISZ jsou bézné déleny do dvou skupin reprezentovanych
ulcerdzni kolitidou (UC) a Crohnovou nemoci (CN). Existuje nékolik studii, které
porovnavaji 1é¢bu UC pomoci EcN oproti konvenéni 1écbé. Standardni 1écba UC je
reprezentovana podavanim 1é¢iva mesalazinu [6]. Mesalazin obsahuje
protizanétlivou latku urcenou k 1écbé zanétlivych stfevnich onemocnénich [30].
Z téchto studiich vyplyva, ze pacienti lééeni EcN a pacienti léceni standardem
dosahli podobnych klinickych vysledkt. V jedné z téchto studii byla EcN jesté
porovnana s placebem. Vysledek této studie popisuje lepsi vysledky u pacientti
lécenych EcN nez pfi podani placeba [6]. Dale bylo zjisténo, Ze kdyz se podava
EcN soucasné s mesalazinem, nezvysi se u pacient s UC pravdépodobnost
vyvolani remise. Lécba pomoci EcN by mohla mit podobny téinek na udrzeni
remise pacienti s UC jako pravé mesalazin. Mechanismy EcN pfi 1écbé UC jsou
spojovany s jeji schopnosti regulovat produkci cytokinti v nékterych imunitnich

bunkach a také v antibakterialnich vlastnostech EcN [25].

Dalsi studie porovnava preventivni podani ciprofloxacinu s placebem oproti
ciprofloxacinu s EcN. [4] Ciprofloxain je antibiotikum (dale jen ATB) patfici do
skupiny fluorochinolonti. [7] Touto studii se da zpochybmnovat ucinnost EcN,
protoze jeji vysledek ukazuje na to, Ze pacienti, ktefi byli léceni ciprofloxacinem
nasledovanym placebem, dosahli vyssi remise oproti pacienttim, kterym byla po

ciprofloxacinu podana EcN [4].

Crohnova nemoc patfici mezi ISZ a je spojovana s kolonizaci invazivnim typem
E. coli. Neni tedy prekvapivé, Ze se CN nelé¢i pomoci EcN a jsou radsi vybirany
jiné typy probiotik [4]. V roce 2016 byla vytvofena nova hypotéza ohledné lécby

CN, kterd je zalozend na aplikaci geneticky modifikovaného kmene EcN jako
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nosice kolicint pro specifickou adherentni invazivni E. coli (dale jen AIEC). Kmeny
AIEC se bézné izoluji u pacientti s UC a CN [26]. Koliciny patfi mezi bakteriocidni
molekuly, které jsou produkované nékterymi kmeny bakterii zrodu
Enterobacteriaceae [27]. Tato nova hypotéza byla vytvorena, protoze lécba UC a CN
pomoci ATB a 1écba UC pomoci EcN je prilis pomald a ¢asto se u lécenych pacientt
nemoc znovu projevi. Stavajici lécba neni zcela efektivni, protoze ATB neni
schopné kompletné odstranit patogenni bakterie ze stfev, a protoze EcN
neobsahuje specificky kolicin toxicky pro AIEC zptisobujici UC a CN. Aplikace
nové 1écby by teoreticky mohla fungovat nejen jako dlouhotrvajici lék pro pacienty
s ISZ infikovanych kmeny AIEC, ale také by mohla byt feSenim ke sniZeni

pouzivani ATB pfi 1écbé stfevnich nemoci [26].

Ucinnost EcN byla také potvrzena ve dvojité slepé randomizované klinické studii
zahrnujicich novorozence. Pfi této studii byla zdravym novorozenctim v pribéhu
jejich prvnich 5 dnt1 zivota podana EcN. Stolice téchto subjektii byla pozitivni na
EcN ve vice neZ 90 % po dobu 6 mésicti, a dokonce v nékolika pfipadech byl poté
pozorovan pokles nebo absence patogennich kmenti bakterii ve stolici téchto déti.
Stejny vyzkumny tym realizoval dalsi klinickou studii, a to na kojencich a
batolatech, kde prokazovali efekt EcN na détské priijmy. Vysledek této studie
ukazal, ze EcN vykazuje schopnost sniZit délku trvani prijmového onemocnéni o

2,3 dne [4].

Mezi dalsi kladné ucinky EcN mutZeme zafadit zvySeni cetnosti stolice u
pacientti trpicich zadcpami. Také byl pozorovan pfiznivy tcinek u pacientti s jaterni
cirhézou, u kterych EcN vyvolala zlepSeni jaterni funkce a pomohla redukovat
hladiny endotoxinu, ackoli Zadné jiné zlepSeni prokdzdno nebylo. Nasledujici
méné uspeésny experiment popsal neefektivni lécbu senné rymy pomoci EcN.
Mutaflor také nebyl schopny redukovat nemoci zptisobené kmeny E. coli
rezistentnimi na antibiotika u starSich osob, které jsou dlouhodobé v lékafském
zarizeni [4].
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Jako vedlejsi ucinek 1ééby EcN bylo popsano nadymani. Ve snaze vyvratit toto
tvrzeni byla uskuteénéna dalsi studie. Ta byla zaméfend na zdravé jedince a z
vysledkti vychazi, Ze lé¢ba pomoci EcN nezptsobuje neptiznivé ovlivnéni funkce
stfev, tj. frekvenci stolice a jeji konzistenci, ale také nema Zzadny efekt na plynatost

[4].

Nékteré kmeny bakterii (véetné EcN) jsou schopné kolonizovat nddorové burky a
replikovat se v nich. Na zdkladé této informace vznikly studie, které se zabyvaji
potencidlnim pouzitim téchto kmenti bakterii k pfenosu 1é¢iv do mista nddoru, ¢i
jako producentti cytotoxickych proteinti, cytokinti, nadorové specifickych
protilatek apod. Vysledky studie z roku 2018 ukézaly, ze pravé EcN by mohla byt
idedlnim prostfednikem pro prenos cytotoxickych sloucenin cilenych ke zniceni

nadoru [28].

2.1.3 Escherichia coli O83:K24:H31

E. coli O83 se fadi mezi probiotické kmene bakterie E. coli. E. coli O83 je
obsazena v probiotickém pfipravku Colinfant Newborn. Péivod E. coli O83 neni
uplné jasny, ale pravdépodobné byla poprvé izolovana z prasecich vykalt. Kmen
E. coli O83 byl popsan jako nepatogenni pro bezmikrobni selata [4]. Bylo zjiSténo,
Ze genom E. coli O83 je bohaty na geny, které koduji fimbridlni adheziny, systém
prijmu Zeleza, toxiny, mikrociny, protedzy a autotransportéry. Fenotypové se
projevuje jako hladky lipopolysacharid (déle jen LPS). VSechny tyto fitness faktory
jsou vyhodou v soutéZi s ostatnimi mikroorganismy a v pfizptisobeni se na
prosttedi ve sttevé [9]. E. coli O83:K24:H31 nevytvari termolabilni ani termostabilni
enterotoxiny, ale produkuje a-haemolysin (dale jen hlyA). HlyA je virulentnim
faktorem patogennich kmenu E. coli [10]. Tento piekvapujici fenotyp by mohl
zpochybnovat bezpec¢nost ptipravku [4]. Pfesto je Colinfant Newborn povazovan
za bezpecné a ucinné 1é¢ivo, které se pouziva jako oralni vakcina pro novorozence

[10].
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Colinfant Newborn byl v minulosti porovnavan s Mutaflorem a vysledkem byla
informace, Ze oba typy probiotickych kmenti jsou vhodné pro kolonizaci
novorozenct [4]. Pii osidleni gastrointestindlniho traktu tato bakterie stimuluje
produkci specifickych a nespecifickych protildtek jak na lokdlni drovni, tak ve
slinach a krvi. Colinfant sniZuje pocet nozokomialnich infekci, imrtnost ve spojeni
s infekci a pottebu ATB [8]. Bylo zjisténo, Ze novorozenci kolonizovani kmenem E.
coli O83 jsou méné ndchylni k opakovanym infekcim a krozvoji alergii [10].
Z dalsich studii vyplyva, Ze E. coli O83 snizuje pouze pravdépodobnost vzniku
urcitych projevi alergie napf. atopického ekzému, ale nesnizuje pravdépodobnost

vzniku respiracni alergie [29].

Studie tykajici se Colinfantu Newborn se casto zaméfuji na prospésny efekt
bakterie E. coli O83 na novorozence a predcasné narozené déti. Bylo zjisténo, Ze ma
pozitivni efekt na potlaceni patogennich bakterii ve stfevé a na sniZzeni vyskytu

infekci u pfedcasné narozenych déti [4].

2.1.4 Escherichia coli O142:K86(B):H6

E. coli O142:K86:H6 (dale jen E. coli O142) byla poprvé izolovdna z kojencti
s prijmy v Indonésii a ndsledné po vypuknuti prdjmovych onemocnéni u
predcasné narozenych déti v Mexiku. V nékolika pfipadech nakaZeni timto
kmenem byly déti vazné nemocné. DoSlo k tmrti v piipadech, které byly

zkomplikované jesté dalsi vaznou nemoci [12].

E. coli O142 spadé do skupiny enteropatogennich E. coli (dale jen EPEC). EPEC
rozdélujeme na typické a atypické. Typické EPEC lidského plivodu obsahuji
specificky virulentni plazmid, ktery kéduje lokdlni adherenci bakterie na epitelové
buriky. Sérotyp E. coli O142 spada pod typické EPEC, které jsou si podobné ve
virulenci. Kromé nékolika vyjimek, do kterych nespadd sérotyp O142, produkuji

typické EPEC pouze virulentni faktor produkovany jiz zminénym plazmidem [13].
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Typické sérotypy EPEC jsou spojovany s prijmy u déti do 1 roku. V této vékové
skupiné se podle nékolika studii v Brazilii nasly bakterie, identifikované jako
typické EPEC. Typické EPEC byvaji oznacovany za hlavni ptivodce endemickych
prajmu. Infekce dospélych jedincti kmeny EPEC vznika pouze vzacné a casto se
spojuje s dalsim onemocnénim. ZvysSena rezistence na EPEC u dospélych a starSich
déti se vysvétluje rozvojem imunitniho systému nebo ztratou né€kterych receptorti
pro specificky adhezin. Typické EPEC se nevyskytuji u zvifat, a tim vznika

predpoklad, zZe jejich jedinym rezervodrem jsou lidé [13].

2.1.5 Escherichia coli W (ATCC 9637)

E. coli se obecné povazuje za dulezity a populdrni organismus pro pouziti
v biotechnologiich. Ze vSech znamych kmenu E. coli jsou pouze 4 kmeny a jejich
derivaty zarazeny do 1. rizikové skupiny organismit v biologické bezpecnostni

prirucce. Jsou to kmeny K-12, B, Ca W [11].

Kmen E. coli W (ATCC 9637) byl pojmenovan podle pdna Selmana A.
Waksmana, ktery ho poprvé izoloval z pudy hibitova v roce 1943. Pismeno , W*
v nazvu oznacuje Waksmantiv kmen. Ve stejné dobé¢, kdy poprvé kmen izoloval,
objevil Waksman jesté s Alanem Schatzem antibiotikum streptomycin, na které je
W kmen vysoce citlivy. Prvni uZitek tohoto kmene byl v pouZiti kmene W jako

standardu v testu senzitivity na streptomycin a dalsi ATB [11].

Geneticky upraveny kmen E. coli W se také pouziva k produkci chemikalii napf.
etanolu, kyseliné mlééné a alaninu. Pouzivani E. coli W v biotechnologickém
primyslu nesouvisi pouze sjeho bezpecnosti, ale také protoZe produkuje malé
mnozstvi acetdtu a neni naroény na kultivaci. Kmen E. coli W velmi dobfe
odpovida na stresové podminky zokolniho prostfedi, jakymi jsou vysoké
koncentrace etanolu, kyselé prostfedi, vysoka teplota a osmoticky stres. Dalsi

vyhodnou kmene E. coli W je, Ze patii mezi kmeny E. coli, které dokdzi vyuzit
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sachardzu jako zdroj energie, a zaroven roste stejné kvalitné pfi pfisunu glukdzy i
sacharozy. VSechny zminéné vlastnosti délaji kmen E. coli W atraktivni zejména

pro pouziti pfi mikrobidlnich experimentech a v biotechnologickém priamyslu [11].

2.2 Makrofagy

Makrofagy jsou tkaniovou formou monocytt a jde o tzv. profesiondlni fagocyty,
coz znamena, ze zprostfedkovavaji obranyschopnost organismu prostfednictvim
tagocytozy. Patfi do pfirozené imunity a fadi se mezi buniky hrajici vyznamnou
roli pfi zadnétlivé reakci. U lidi predstavuji 5-10 % ze vSech bunék imunitniho
systému. Makrofagy spadaji do skupiny bunék prezentujici antigen (dale jen APC).
Na rozdil od jinych fagocytujicich bunék se stale nachézeji ve tkanich. V pfipadé
vyskytu infekéniho zanétu se podileji na jeho vyléceni, a vjeho nepfitomnosti
fagocytuji odpadni ¢astice (zejména buriky zahynulé apoptézou). Kromé toho také
participuji v boji proti extraceluldrnim a intraceluldrnim parazitim. Makrofagy
maji schopnost sekretovat cytokiny, které se vyznamné podileji na zahajeni ¢i
ukonceni zanétlivé reakce a pri reparaci poskozené tkané. Dale produkuji slozky
komplementu C3 a metabolity kyseliny arachidonové, coz jsou latky fadici se do

zakladnich mediatori zanétlivé reakce [15].

Makrofagy se v prtibéhu svého zivota mohou transformovat a prochdzet
riznymi aktivaénimi fazemi. Aby byl makrofdg plné funkéni, musi byt predem
aktivovan signdly, které produkuji T lymfocyty ve formé cytokint hlavné IFN-y a
TNF. Makrofagy ziji v praméru del$i dobu neZ jiné fagocytujici buriky a proces

fagocytdzy mohou vicekrat opakovat [15].
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2.1 Cytokiny

,Cytokiny jsou zdkladni requldtory imunitniho systému, tkdiiové hormony — proteiny
sekretované leukocyty a jinymi burikami, které piisobi prostfednictvim specifickych
receptorti na riizné buniky imunitniho systému i mimo néj.” [15, str. 102]. Kromé
cirkulyjicich cytokint zname i cytokiny vdzané na bunécném povrchu. Ty jsou
umistény v cytoplazmatické membrané burnikky a maji tu vyhodou, Ze ptsobi
zejména lokalné a nejsou odplavovany. Dalsi cytokiny jsou schopné vazat se na

proteoglykany nékterych bunék [15].

U zdravych jedincti zptsobuje kolisani urcitych cytokind hlavneé jejich genetika,
nedédi¢né faktory (napf. vék, vaha a Zivotni prostfedi) a mikrobiota. Genetika
jedince je zodpovédnd za rtiznorodost produkce cytokinti. Mikroorganismy a
produkty vzniklé jejich metabolismem maji velky imunomodulacni efekt, mohou
podporovat vznik regulacnich T lymfocyti (dale jen Treg) a vedou k obméné B
lymfocyti a také k sekreci specifickych protilatek. Pfedevsim kvtli pfitomnosti
nékterych stfevnich bakterii jsou produkovany cytokiny TNF-a a IFN-y. Cytokiny
jsou sekretovany z makrofagti, B lymfocytti a Zirnych bunék. Ale také mohou byt
produkovany burikkami endotélii, fibroblasty a stromalnimi burnikami. Mezi
cytokiny patfi chemokiny, interferony, interleukiny a také faktory nekrotizujici

nadory [14].

Receptory cytokinti jsou slozené ze dvou az tfi podjednotek. Prvni z nich vzdy
zajistuje jedinecnou vazbu cytokinu. Druhd, piipadné tfeti, zprostfedkovava
spojeni se signaliza¢nimi intraceluldarnimi molekulami. Na zdkladé toho, Ze je
signalizacni podjednotka casto sdilena riznymi cytokinovymi receptory, mohou

byt sdruzeny do skupin tzv. receptorovych rodin [15].
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2.1.1 Vybrané cytokiny produkované makrofagy

2.1.1.1 Interleukin-1

Hlavni biologickou roli interleukinu-1 (dale jen IL-1) je jeho schopnost fungovat
jako endogenni pyrogen. IL-1 a jemu podobné cytokiny hraji roli pfi reparaci tkani,
pfi rastu bunky a také pfi chronickych zanétlivych onemocnénich. Rodina
cytokinii IL-1 obsahuje dvé prozanétlivé izoformy IL-la a IL-13, a jednu
protizanétlivou formu IL-1Ra (receptorovy antagonista). Izoformy IL-la a IL-18
nejsou kodovany stejnymi geny, ale jsou strukturné pfibuzné, a vazi se na stejny
receptor [16]. IL-la mtze byt tvofen i burikami nehematopoetického ptivodu, a
také vznikd vriznych typech tkanich (plice, jatra, ledviny). IL-la neni bézné
pfitomny v krevnim obéhu ¢i v télnich tekutindch, nicméné jeho produkce se
vyrazné zvysSuje prii zanétlivych onemocnénich. Hlavnim zdrojem IL-18 jsou

monocyty, makrofagy, dendritické buriky, neutrofily, B lymfocyty a NK [31].

Skupina cytokinu IL-1 ovliviiuje rychlost metabolismu glukézy v krvi, krevni
tlak, metabolismu Zeleza a remodelaci kosti. Mimoto se zjistilo, Ze IL-1
zprostfedkovava spojeni mezi imunitnim a neuroendokrinnim systémem. IL-1
zastava klicovou roli v procesu termostatické regulace, pfi vnimani bolesti a
ovliviiuje chut kjidlu. IL-1 je produkovany nékterymi typy bunék na zakladé
zanétlivych podnétli, které vznikaji pfi vyskytu produktt urcitych bakterii
(zejména LPS), na podkladé sekrece cytokinti (hlavné TNF-a) nebo bioaktivnimi

lipidy (napf. aktivaéni faktory trombocytu) [16].

2.1.1.2 Interleukin-10

Interleukin-10 (déle jen IL-10) ma neuroprotektivni funkci a vznikd sekreci z
bunék piirozené imunity konkrétné dendritickymi burikami, makrofdgy, Zirnymi

burtkkami a eozinofily. Sekretovan ovSem mtuize byt i buitkami adaptivni imunity,

23



napt. Treg. IL-10 muze byt také produkovan mikrogliemi, astrocyty a neurony, coz

jsou buniky centralniho nervového systému [17].

Casto vznika v priibéhu zanétlivé kaskady spolecné s typickymi prozanétlivymi
cytokiny. Aktivace IL-10 vede k inhibici TNF, IL-1@, IL-6, IL-8 a IL-12 a k uvolnéni
IL-23 a nékterych protizanétlivych mediatort. IL-10 je cytokin, ktery potlacuje
schopnost makrofdgti prezentovat antigen tim, Ze redukuje povrchovou expresi

hlavniho histokompatibilniho komplexu II (déle jen MHC II) [17].
2.1.1.3 Interleukin-6

Kolisani hladin cytokind IL-6 a IL-6Ra byva vyznamné ovlivnéno dédicnosti
[14]. IL-6, téZ znamy jako hepatdlni ristovy faktor a IFN-2, je glykopeptid, ktery
stimuluje B buriky. IL-6 muize byt sekretovan monocyty, T a B burikami, fibroblasty
a adipocyty. Bylo zjiSténo, ze IL-6 miuze byt také produkovany nékterymi
nadorovymi bumikami. IL-6 dokdze regulovat rtzné imunitni a fyziologické
procesy v organismu, napf. zanétlivou antigenné specifickou imunitni odpovéd,

krvetvorbu a metabolismus buriky [20].

IL-6 se nachazi ve zvySené koncentraci v organismu po vystaveni podnétu, ktery
zpusobuje zanétlivou odpoveéd. Podnétem mohou byt tfeba rtizné interferony, IL-1,
TNF-a, TNF-{, ale také bakteridlni endotoxiny, LPS nebo virové infekce. Bez vétsi

stimulace vykazuje vyssi hodnoty IL-6 normalni tkan ledvin ¢i naddory ledvin [21].
2.1.1.4 TNF-a

TNF-a a IL-12 jsou dva hlavni mediatory zanétlivych reakci a maji dileZitou roli
pii spojeni pfirozené a adaptivni imunity. TNF-a md schopnost inhibovat produkci
IL-12 u lidskych makrofagli. Vzdjemna regulace téchto cytokini ma ucinek na

aktivaci makrofagti a na rozvoj antigenné specifické imunitni odpovédi [18].
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TNF-a vznikd ve velkém spektru bun€k; v makrofazich, polymorfonukledrnich
leukocytech, astrocytech, Langerhansovych burikdch a gliovych burikdch. TNF-a je
klicovym mediatorem pfi regulaci exprese MHC typu I a II. Pfi neddvné studii byla
zjisténa snizend produkce TNF-a pfi chronickych zdnétech a bylo prokazano jeho
spojeni s autoimunitnimi chorobami, napf. u roztrousené sklerézy. Makrofagy,
které se potkavaji se zanétlivymi podnéty jako s LPS, produkuji TNF-a po né€kolika
minutdch od setkdni s podnétem. Vrchol produkce nastavd po 90 minutach po
setkani s antigenem ¢i po stimulaci a na zdkladni hladinu se TNF-a vraci po 4-6

hodinach [18].

Systematické vystaveni TNF-a zplisobuje Sokovy syndrom a poskozuje tkané.
Tato odpovéd organismu je nerozeznatelna od septického Soku. Pfi intravendzni ¢i
intraarteridlni aplikaci TNF-a v mnozZstvi, které by mohlo byt vytvofeno pfi
bakteridlni infekci, mtize dojit nejen k Sokovému syndromu a poruse tkani, ale také

k hypoxii, k plicnimu edému a k orgdnovému selhdni s vysokou mortalitou [18].

2.1.1.5 Interleukin 12

Rodinu cytokint IL-12 tvofi ¢tyfi cleny; IL-12, IL-23, IL-27 a IL-35. Kazdy z téchto
¢lenti obsahuje dvé podjednotky, a to a a 3 [19]. Mezi hlavni buriky tvorici IL-12
fadime fagocyty a APC. Podle nékterych studii jsou pravé fagocyty pfi infekcich

nejvétsimi producenty IL-12 [18].

Pri stimulaci makrofagli infekénim agens, vcetné gram negativnich bakterii a
jejich produkti (napt. LPS), dochazi k tvorbé vysokych hladin IL-12. IL-12 nevznika
ihned po stimulaci. Nejvétsi koncentrace IL-12 se vyskytuje po osmi hodinach od
stimulace. Pfi experimentu na lidskych imunitnich burikach bylo dokazano, Ze IL-
12 aktivuje TNF-a a spoustu jinych zanétlivych cytokinti. Mezi dalsi zanétlivé
cytokiny patii IL-1p3, IL-6, IFN-y, coz miize vést k aktivaci T a B bunék, monocytd,

makrofagti a pfirozenych zabije¢i (NK) i k regulaci imunitni odpovédi [18].

25



IL-12 je sloZen ze dvou podjednotek z lehkého fetézce proteinu s molekulovou
hmotnosti 35kDa IL-12A (p35) a z téZzkého fetézce proteinu s molekulovou
hmotnosti 40KDa IL-12B (p40) [32]. IL-12A aktivuje B bunky a podporuje
zanétlivou odpovéd organismu potlacenim transformujiciho rtistového faktoru

beta (TGF-B) [33].

2.1.1.6 Indolamin 2,3-dioxygendaza

Indolamin 2,3-dioxygenaza (dale jen IDO) je enzym ovliviiujici metabolismus
tryptofanu. Protein IDO vytvafi velké mnozstvi tkdni a bunék napf. nddorové
burtkky a makrofdgy. Jeho exprese vimunitnich bunkdch mtize byt ovlivnéna
nékterymi cytokiny, mezi které patii i IL-10 [34]. Metabolismus tryptofanu
ovliviiyje tim, Ze reguluje jeho degradaci na N-formylkyneurenin. Existuji dva typy
enzymu IDO (IDO1 a IDO2), oba dva reguluji metabolismus tryptofanu ovSem
kazdy jinou mirou aktivity. IDO2 byva oproti IDO1 produkovan pouze zfidka a
vykazuje pouze 3-5 % jeho enzymatické aktivity. Bylo zjisténo, Ze nékteré
nadorové tkané vykazuji expresi IDO, zatimco ty stejné zdravé tkané nikoliv. IDO
hraje dtleZitou roli pfi vzniku a projevu zhoubného bujeni a podporuje vznik

infekce v okoli nadoru [35]

IDO se podili na imunitni odpovédi pfi chronickych infekcich, zanétech tkané, u
transplantacich a také pfi autoimunitnich onemocnénich. Ma pozitivni vliv na
toleranci plodu u téhotnych matek. Prokdzalo se, Ze nékteré interferony a TNF-a

dokazi regulovat genovou expresi IDO [36].
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3 CIL PRACE

Cilem bakaldfské prace bylo v teoretické casti popsat vybrané kmeny E. coli
(Nissle, O83, 0142 a W) s podrobnéjsim zaméfenim na probiotické kmeny E. coli
Nissle a E. coli O83 a dale charakterizovat sledované cytokiny (IL-13, IL-10, IL-6, IL-
12A, TNF-a) a IDO produkované makrofagy.

Cilem experimentalni ¢asti bylo porovnani vlivu ¢tyt bakteridlnich kmenti E. coli
(Nissle, O83, 0142 a W) na genovou expresi cytokinti v bunécné linii makrofagt

THP1 pomoci metody kvantitativni PCR v redlném case.
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4 METODIKA

4.1 Material a metody

4.1.1 Kultivace bakterii a makrofagu

Kultivace bakterii i makrofagti probéhla podle standartniho postupu laboratofe.
Pro vSechny experimenty byla pouzitd lidska bunécna linie makrofagta THP1 a tyto
kmeny E. coli; Nissle prodavany v pfipravku Mutaflor (Ardeypharm Gmbh,
Némecko), 083 prodavany v piipravku Colinfant Newborn (Dyntec, CR), O142

(Statni zdravotni tstav, CR) a W (Statni zdravotni ustav, CR).

4.1.2 Stimulace makrofagi THP1 pomoci kment E. coli

Makrofagy odebrané z kultivaéni ldhve byly centrifugované pfi 20 °C po dobu
10 minut p¥i 300G na centrifuze Universal 30 RF (Hettich, Némecko). Po centifugaci
byl slit supernatant a bylo pfiddno médium na makrofagy bez ATB. Kultivaéni
médium pro makrofagy bylo slozeno z roztoku RPMI LONZA (BioWhittaker®,
gvycarsko), fetalniho teleciho séra FTS (GIBCO, USA), L-glutaminu (SIGMA, USA)
a pufru HEPES (SIGMA, USA) a pfipraveno podle navodu laboratofe. Objemové
zastoupeni roztoki pouzitych k pfipravé média na makrofagy bylo do 500ml;
RPMI LONZA 427,5ml, FTS 50ml, L-Glutamin 5ml a HEPES 12,5ml. Dle navodu
laboratofe by do média mélo jesté patfit 5ml ATB Peu-Strep (GIBCO, USA), které

bylo pouzito v pokusu az pozdéji.

Ke stimulaci makrofadgti byly pouZity 12-jamkové kultivacni desticky. Do vSech
jamek byly pfidany 2ml rozsuspendovanych makrofagt THP1 v médiu v poctu
2x10° bunék. Do jednotlivych jamek kultiva¢ni desticky byly déle pfidany kmeny E.
coli; Nissle, O83, O83 bez hlyA, 0142 a W v poctu 2x10°. V jamkach byly tedy vzdy
makrofagy s jednim kmenem E. coli v poméru 1:10 (1 makrofag : 10 bakteriim). Do
jedné z jamek byl pfidan LPS (SIGMA-ALDRICH, USA) jako pozitivni kontrola a

jedna jamka byla ponechdna bez stimulace jako kontrolni vzorek. Takto byly
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pfipraveny dveé kultivacni desticky. Obé desticky byly inkubované v termostatu pri
37 °C 30 minut a poté do kazdé jamky bylo priddno ATB Pen-Strep. Celkové byla
jedna kultivacéni deska inkubovana 1 hodinu, a to 30 minut bez ATB a 30 minut
s ATB. Druha deska byla celkové inkubovana 4 hodiny opét 30 minut bez ATB a 3 a
pul hodiny s ATB. Po inkubaci byl z kazdé jamky odebran vzorek na kontrolu
zivotnosti makrofagti (tabulka 2, 3). Po této kontrole byl z jamek odebran cely
objem vzorkt a byl pfepipetovan do mikrozkumavek eppendorf. Zkumavky byly
centrifugovany pfi 22 °C 10 minut pfi 300 G. Ze vzorku byl slit supernatant a peleta

bunék byla vyuzita pro ndslednou izolaci RNA, ktera byla skladovana pfi -20°C.

4.1.3 Kontrola Zivotnosti makrofagu

Vzorek (pfiblizné 5ul) uréeny pro kontrolu zivotnosti makrofagti byl vloZen na
podlozni sklicko a bylo k nému pfiddno pfiblizné 20ul trypanové modfi. Nasledné
byl pod mikroskopem pozorovan charakter makrofagt a spocitalo se celkové 100
bunék (zivych i mrtvych). Vysledkem Zivotnosti makrofagti je pomér zivych bunék

a mrtvych bunék. Zivotnost je udavana v procentech.

4.1.4 Izolace RNA areverzni transkripce

Buriky byly po predeslé stimulaci lyzovany pfidanim 350ul lyza¢niho roztoku
k peleté bun€k, vzniklého smichanim 5ul B-merkaptoethanolu a 495ul lyza¢niho
pufru (QIAGEN, Némecko), a inkubovany 5 minut pfi pokojové teploté. Dale bylo
do zkumavek pridano 350ul 70% ethanolu a cely objem 700ul byl =z
mikrozkumavky prenesen do izola¢ni kolonky RNeasy mini spin (QIAGEN,
Némecko). Izolacni kolonky byly centrifugovany na centrifuze Mikro 22 R
(Hettich, Némecko) 15 sekund pfi 300G. Po stoceni na centrifuze se pfidaly roztoky
z kitu RNeasy® Mini Kit (250) (QIAGEN, Némecko). Po pfidani jednotlivych
roztokt byly vzdy zkumavky centrifugovany 15 sekund pfi 300G. Roztoky se
aplikovaly do izola¢ni kolonky v tomto pofadi; 350ul RW1, 80ul roztoku DN&za
vzniklého smichdanim 70ul RDD pufru a 10ul Dndzy po tomto kroku nésledovala
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15minutova inkubace pfi pokojové teploté, 500ul RPE a nakonec 30ul vody bez
RN4z, ktera byla aplikovana pfimo na membranu izolacni kolonky, a material
prosly po centrifugaci se ponechal k dalsimu postupu. Koncentrace RNA byla

meéfena na pristroji NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA).

Izolovana RNA byla pouZita k prepisu do cDNA pomoci High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA). V prvni fadé byl namichdn
Master mix dle ndvodu pfilozenému ke kitu (smés nukleotidi, nahodnych
hexamer(i, roztoku s hofe¢natymi ionty, enzymu reverzni transkriptdzy a
inhibitoru RNdz - celkovy objem 10ul/l reakce). Ke vzorkim RNA
v mikrozkumavkach bylo pfidano 10ul master mixu a vzorek byl doplnén do 20l
vodou pro PCR. Reakéni smés ve zkumavkach byla promichdna na vortexu,
zcentrifugovdna a vloZzena do gradientového cykleru (Bio-Rad, USA) a byla
provedena reverzni transkripce v ndsledujicich 3 krocich; 10minut pfi 25 °C,
120minut pfi 37 °C, 5minut pfi 85 °C. Do takto ziskanych vzorkd ¢cDNA bylo

pridano 80ul vody bez DNaz a byly zamrazeny pri -20 °C do dalsiho postupu.

4.1.5 Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case (qQRT
PCR)

qRT PCR byla provedena pomoci sond pro genovou expresi TagMan® (Applied
Biosystems, USA) a pomoci kitu Xceed qPCR Probe 2x Mix Hi-ROX (Biotech
Praha). V prvni fadé byl pfipraven mix na qRT PCR, ktery obsahuje sondy pro
genovou expresi (viz. Tabulka 1), vodu bez DN4z a master mix v poméru
uvedeném v navodu. Vzorky cDNA vzniklé reverzni transkripci se napipetovaly
vobjemu 5ul do desky na PCR MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate
(Applied Biosystems, USA) a bylo k nim pfidano 20ul vytvofeného mixu. Vzorky
byly vlozeny do piistroje 7300 Real Time PCR System (SeqGen, USA). qRT PCR
byla provddéna za téchto podminek: 2 minuty pfi 50 °C, 10 minut pfi 95 °C, 15
sekund pfi 95 °C a 1 minutu pfi 60 °C v 40 cyklech. Jako referen¢ni gen byla
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pouzita peptidylprolyl-izomeraza A (dale jen PPIA). K vyhodnoceni vysledkt byla

pouzita delta-delta Ct metoda pro relativni kvantifikaci.

Tabulka 1 - Seznam pouZityjch sond pro genovou expresi TagMan®

Taq sondy Identifikace pouzité sondy
IL-1B Hs00174097_m1

IL-6 Hs01174131_ml

IL-10 Hs00174086_m1

IL-12A Hs00168405_ml1

TNF-a Hs00174128_ml1

IDO1 Hs00984148_ml

PPIA Hs99999904_m1

4.1.6 Statistické vyhodnocovani vysledku

Experiment byl tfikrat opakovan. Rozdily mezi skupinami byly vyhodnoceny
pomoci neparametrického Mann-Whitney testu. Statistickd signifikance testu byla
nastavena na p=0,05. Vysledky jsou graficky vyjadfeny jako medidny se

smérodatnou odchylkou +o.
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5 VYSLEDKY

5.1 Zivotnosti stimulovanych makrofagt po 1 a 4 hodinach
inkubace

Makrofagy THP1 byly stimulované bakteriemi v poméru 1:10. Hodnoty zZivotnosti
makrofagt (Tabulka 2) byly vypocteny jako praméry ze tii individudlnich
experimentu. Vysledky Zivotnosti po jedné hodiné stimulace kmeny E. coli Nissle a
zjisténa po stimulaci kmeny E. coli HLY-, O142 a W. ZvysSena zZivotnost makrofagu

oproti kontrole byla nalezena u LPS. Zadné hodnoty se oviem od kontroly vyrazné

nelisily.
Tabulka 2- Priimérmé hodnoty ivotnosti makrofdgii po jedné hodiné stimulace
K LPS Nissle 083 HLY- 0142 W
Zivotnost 78 85 79 79 70 68 70
[%]

Pouzité zkratky v Tabulce 2:
K-kontrola
LPS-lipopolysacharid
Nissle — E. coli Nissle

083 - E. coli O83

HLY- - E. coli O83 bez hlyA
0142 - E. coli O142

W —E. coli W

Hodnoty zivotnosti makrofagti po ¢tyfech hodindch stimulace byly vypoéteny
stejné jako hodnoty po jedné hodiné stimulace. Vysledky Zivotnosti makrofagt po
¢tyfech hodinéach stimulace (Tabulka 3) poukazuji na pokles Zivotnosti makrofagt
u stimulace kmeny E. coli Nissle, O83 a HLY". Nejvyraznéjsi pokles Zivotnosti byl
nalezen u E. coli Nissle, u kterého Zivotnost poklesla o 21 %. Dale je také viditelny

pokles Zivotnosti po stimulaci LPS.
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Tabulka 3- Priimérné hodnoty Zivotnosti makrofdgii po étyfech hodindch stimulace

K LPS Nissle 083 HLY- 0142

Zivotnost [%] | 75 74 58 69 70 67

Pouzité zkratky v Tabulce 3:
K-kontrola
LPS-lipopolysacharid
Nissle — E. coli Nissle

083 — E. coli O83

HLY- - E. coli O83 bez hlyA
0142 - E. coli 0142

W —E. coli W




5.2 V1iv kmend E. coli na genovou expresi THP1

K porovnani rozdilti genové exprese cytokinti (IL-13, IL-6, IL-10, IL-12A, TNF-a)
a IDO v bunécné linii makrofagti THP1 po stimulaci riznymi kmeny E. coli (Nissle,
083, O142 a W) byla vyuzita metoda PCR v redlném case. Genova exprese
zminénych cytokinti se méfila po jedné hodiné stimulace (Obrazek 1) a nasledné po

¢tyfech hodindch stimulace (Obrazek 2).

Genova exprese IL-18 (Obrazek la) byla signifikantné sniZena oproti LPS u vSech
pouzitych kmenti E. coli. Genova exprese IL-13 u makrofagti stimulovanych
riznymi kmeny E. coli byla podobna jako u nestimulované kontroly. U IL-6
(Obrazek 1b) byla naméfena snizena genova exprese u makrofagti stimulovanych
kmeny E. coli; Nissle, O83, O142 a W oproti makrofdgtim stimulovanych LPS.
Genova exprese IL-6 byla signifikantné vyssi u makrofagt stimulovanych LPS
oproti nestimulované kontrole. Zvysena genova exprese IL-6 u E. coli HLY
nedosdhla statisticky signifikantniho rozdilu. Pfi porovnani hladiny genové
exprese IL-6 u bunék stimulovanych kmeny E. coli ke kontrolnim burikdm nebyly

zjistény zadné signifikantni rozdily.

Hladiny genové exprese IL-10 (Obrazek 1c) byly u vSech kment E. coli podobné
a nebyl u nich nalezen Zadny signifikantni rozdil v porovnani s genovou expresi
IL-10 u makrofagti stimulovanych LPS ¢i kontrolnim nestimulovanym vzorkem.
Mezi skupinami kmenti E. coli, kontrolou a LPS nebyly u genové exprese IL-12A
v makrofazich (Obrazek 1d) nalezeny Zadné signifikantni rozdily. U genové
exprese TNF-a (Obrazek 1le) byl zjistén signifikantni rozdil pfi porovnani vSech
pouzitych kmenti E. coli v porovnani s makrofagy stimulovanymi LPS. Statisticky
signifikantni rozdil genové exprese TNF-a byl také mezi nestimulovanou

kontrolou a LPS.
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U genové exprese IDO (Obrazek 1f) byla naméfena vyssi hodnota genové
exprese u bunék stimulovanych E. coli Nissle neZ u bun€k stimulovanych LPS, ale
nebyl mezi nimi nalezen signifikantni rozdil. VSechny ostatni kmeny E. coli
vykazovaly nizsi hladiny exprese IDO nez u bunék stimulovanych LPS, ale opét

nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi jednotlivymi kmeny E. coli.
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Vliv kmenti E. coli na genovou expresi IL-13 v bunécné linii makrofagi THP1

Vliv kmenti E. coli na genovou expresi IL-6 v bunécné linii makrofagti THP1

Vliv kmenti E. coli na genovou expresi IL-10 v bunééné linii makrofagti THP1

Vliv kmenti E. coli na genovou expresi IL-12A v bunééné linii makrofagti THP1

Vliv kmenti E. coli na genovou expresi TNF-a v bunéc¢né linii makrofagti THP1

Vliv kmenti E. coli na genovou expresi IDO v bunécné linii makrofagtit THP1

Pouzité zkratky:

K - kontrola

LPS - lipopolysacharid (pouZzity jako pozitivni kontrola)

NISSLE —E. coli Nissle

083:K24:H31 - E. coli O83

HLY~E. coli O83 bez hlyA

0142:K86(B):H6 — E. coli 0142

ATCC9637 — E. coli W

IDO - Indolamin 2,3-dioxygenaza

*p<0,05

n=3 (n - pocet opakovani pokusu)

Genova exprese jednotlivych cytokint a IDO u stimulovanych vzorkt byla statisticky
vyhodnocena k hodnotam genové exprese cytokinti a IDO u nestimulovanych kontrolnich

vzorkill a k hodnotam pozitivni kontroly stimulace pomoci LPS.

Hodnoty genové exprese IL-1p3 (Obrazek 2a) po ¢tythodinové stimulaci makrofagt
mély u vSech kmenti E. coli podobné vysledky relativni kvantifikace genové
exprese jako po jedné hodiné stimulace. U genové exprese IL-1f3 byl opét nalezen
signifikantni rozdil u bunék stimulovanych kmeny E. coli a u nestimulované
kontroly oproti burikdm stimulovanym LPS. Hladiny genové exprese IL-6
(Obrazek 2b) u bunék stimulovanych kmeny E. coli byly po ¢tyfech hodinach
stimulace zvySené oproti jednohodinové stimulaci. Hodnoty genové exprese IL-6
u makrofagu stimulovanych LPS byly stéle signifikantné zvysené oproti genové
expresi IL-6 u bunék stimulovanych kmeny E. coli a také u kontrolnich

nestimulovanych bunék. Nebyl zjistén Zadny signifikantni rozdil v genové expresi
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IL-6 pfi porovnani kment E. coli s kontrolou. VSechny hladiny genové exprese IL-
10 u makrofagti stimulovanych kmeny E. coli vykazovaly niZsi hodnoty nez

hodnoty kontroly.

U bunék stimulovanych kmeny E. coli Nissle, O83 a W byl zjistén
signifikantni rozdil v genové expresi IL-10 (Obrazek 2c) oproti kontrolnim
nestimulovanym burikdm. Buriky stimulované kmeny E. coli mély také
signifikantné snizené hodnoty genové exprese IL-10 oproti bunikdm stimulovanym
pomoci LPS. U hodnot genové exprese IL-12A (Obrazek 2d) opét nebyly nalezeny
zadné signifikantni vysledky. Genova exprese TNF-a u bunék stimulovanych
kmeny E. coli (Obrazek 2e) byla sniZena ve srovnani s burikami stimulovanymi
LPS, ale pouze u bunék stimulovanych E. coli HLY- dosahl rozdjil statistické
vyznamnosti. Hodnoty genové exprese TNF-a u bunék stimulovanych kmeny E.
coli nebyly signifikantné rozdilné oproti hodnotam genové exprese bunék

nestimulované kontroly.

Po ¢tyfech hodinach stimulace byla dale zjisténa statisticky vyznamné
zvysena genova exprese IDO (Obrazek 2f) u bunék stimulovanych LPS oproti
burikdm stimulovanych kmeny E. coli: O83, HLY" a Ol142. U genové exprese IDO
v makrofazich po ¢tyfech hodinach stimulace kmenem E. coli W byla metodou PCR
v redlném case naméfena hodnota genové exprese pouze v jednom experimentu.

V ostatnich dvou experimentech se hodnoty genové exprese nachdzely pod

detekénim limitem.
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Vliv kmenti E. coli na genovou expresi IL-1f v bunécné linii makrofagti THP1
Vliv kmenti E. coli na genovou expresi IL-6 v bunécné linii makrofagti THP1
Vliv kmenti E. coli na genovou expresi IL-10 v bunécné linii makrofagti THP1
Vliv kmenti E. coli na genovou expresi IL-12A v buné¢né linii makrofagti THP1
Vliv kmenti E. coli na genovou expresi TNF-a v bunéc¢né linii makrofagti THP1
Vliv kmenti E. coli na genovou expresi IDO v bunécné linii makrofaga THP1

Pouzité zkratky:

K - kontrola

LPS - lipopolysacharid (pouzity jako pozitivni kontrola)

NISSLE —E. coli Nissle

083:K24:H31 - E. coli O83

HLY~E. coli O83 bez hlyA

0142:K86(B):H6 — E. coli 0142

ATCC9637 - E. coli W

IDO - Indolamin 2,3-dioxygenaza

*p <0,05

n=3 (pocet opakovani pokusu)

Hodnoty genové exprese cytokinti a IDO u stimulovanych bunék THP1 byly porovnavany

k hodnotam genové exprese cytokinti a IDO u kontrolnich nestimulovanych vzorkii a

k hodnotam pozitivni kontroly LPS.
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6 DISKUZE

Z vysledkt této bakalarské prace je patrné, Ze po stimulaci makrofagt THP1
kmeny EcN, E. coli O83, E. coli O142 a E. coli W nedoslo ke zvySené genové expresi
zadného pozorovaného cytokinu (IL-18, IL-6, IL-10, IL-12A, TNF-a), ani IDO.
Z4dny pouzity kmen E. coli neovliviiuje tedy stimulované makrofdgy THP1 ke
zvySeni genové exprese zadného pozorovaného cytokinu ani IDO v naSem

experimentalnim uspofadani.

Probiotickd EcN byla popsdna jako prospésna pii lécbé gastrointestindlnich
onemocnéni, jakym je napt. UC. Mechanismy pusobeni EcN jsou spojovany hlavné
s jeji antibakterialni vlastnosti a s regulaci produkce urcitych cytokind v imunitnich
burikdch [25]. EcN se také stala pfedmétem diskuze, ve které figuruje jako
prostfednik nové 1écby ISZ u pacientd infikovanych kmeny AIEC [26]. V piipadé
cytokint IL-1f3 a IL-6 byly naméfeny signifikantné nizsi vysledky genové exprese
oproti hodnotdm ziskanych u makrofadgti stimulovanych LPS. Produkce obou
téchto cytokinti se podobaji hodnotdm genové exprese nestimulované kontroly jak
po jedné tak po ctyfech hodindch stimulace makrofagt kmeny E. coli. Cytokin IL-
1B je prozanétlivy a zastava diileZitou schopnost fungovat jako endogenni pyrogen
[31]. IL-1B se tvofi na podkladé zanétlivych podnétii (napf. pfi vyskytu LPS) a také
v odpovédi na sekreci cytokinu TNF-a [16]. V publikaci Ulfa Helwinga z roku 2006
[45] byl proveden experiment, zda E. coli Nissle stimuluje mononukledrni burky
z periferni krve k sekreci IL-1B. V této praci byly pouZzity mononuklearni burky
zdravych darci a byly knim pfidany bakterie EcN, Lactobacilli a Bifidobacteria.
Bakterie byly inkubovany s mononukledrnimi burikami po dobu 36 hodin a
nasledné byla z odebraného supernatantu provedena metoda ELISA. Vysledky
popisuji lepsi schopnost EcN stimulovat buriky k sekreci IL-13 nez bakterie
Lactobacilli a Bifidobacteria. Fakt, Ze ECN dokaze stimulovat T-lymfocyty k produkci

IL-1B  [6], poukazuje, ze za zvySenou sekreci IL-13 stimulovanymi
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mononukledrnimi bunikami budou zodpovédné pravdépodobné T-lymfocyty,

nikoli makrofagy.

IL-6 se podili na regulaci akutniho zanétu a v pfipadé chronického zanétu muze
hrat negativni roli podporou sekrece chemokinu MCP-1 (monocytarni
chemoatraktivni protein 1), a tim zptlisobit nakumulovani mononukledrnich
fagocytti do mista poskozeni [37]. Vysledky sekrece cytokinu IL-6 po stimulaci
makrofagt probiotickym kmenem EcN jsou tedy v souladu s teorii, ze EcN funguje
jako prospésny ptipravek pfi ISZ, tim padem tedy nestimuluje makrofagy k sekreci

cytokinu Skodlivého pfi chronickych onemocnénich.

TNF-a je spolu s IL-12 hlavnim medidtorem zanétlivych reakci a byla prokazana
jeho sniZzend produkce pfi chronickych zanétech [18]. Zvysena sekrece TNF-a mtize
vést k patologické zanétlivé imunitni odpovédi. Snizenim genové exprese TNF-a
se da docilit zvySenim hladiny IL-10, protoZe IL-10 ovliviiuje buriky imunitniho
systému pravé k regulaci jeho genové exprese [44]. Ve vysledcich u genové exprese
TNF-a po hodinové stimulaci bunék kmenem EcN pozorujeme sniZenou expresi
oproti burikkdm stimulovanych LPS. Hladiny IL-12A po stimulaci makrofagt
kmenem EcN jsou podobné s genovou expresi v burikdch nestimulované kontroly.
IL-12 vznikd mimo jiné po stimulaci LPS a jeho nejvyssi hladina se vyskytuje po
osmi hodinach [18]. Ve vysledcich této prace byla hladina IL-12A po stimulaci LPS

nizsi po ¢tyfech hodindch stimulace neZ po jedné hodiné.

Genova exprese cytokinu IL-10 byla po ctyfhodinové stimulaci kmenem EcN
signifikantné nizsi oproti stimulaci LPS i oproti nestimulované kontrole. SniZené
hodnoty genové exprese IL-10 u bunék stimulovanych EcN oproti nestimulované
kontrole by mohly vypovidat o efektu EcN na regulaci genové exprese tohoto
cytokinu vbunécéné linii makrofaghh THP1. IL-10 se fadi mezi imunoregula¢ni
cytokiny a vyuzivd imunosupresivni funkce kredukci poskozeni tkdné po

nadmérné a nekontrolované efektorové zanétlivé odpovédi. Po zjiSténi
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imunosupresivni funkce cytokinu IL-10 bylo zvazovano jeho pouZiti pro navraceni
tkdnové homeostazy pri zanétlivych onemocnénich, zejména pri ISZ [41]. Podle
predchozi informace jsou tedy vysledky hladiny genové exprese IL-10 po stimulaci
bunék kmenem EcN ptekvapivé, pravé protoze EcN se pouziva jako probioticky
pripravek pri lécbé ISZ. Vysledky genové exprese IL-10 miZzeme diskutovat na
zdkladé informace, ze hladiny IL-10 jsou nejvyssi po 12 hodindch od setkdni
s podnétem, ktery genovou expresi vyvolal [42]. Je tedy mozZné, Ze kdyby se

prodlouzila doba inkubace na 12 hodin, byl by IL-10 jiz dostate¢né exprimovan.

Probioticky kmen E. coli O83 se pouziva jako ordlni vakcina pro novorozence ke
sniZzeni incidence opakovanych infekci a ke sniZeni rizika rozvoje alergii [10]. E.
coli O83 obsahuje hlyA [10]. V této bakaldfské praci byl pouzit jeden kmen E. coli
083 shlyA a jeden kmen E. coli O83 bez hlyA. HlyA napomaha bakteridlnim
burtkkdm zptsobit poSkozeni a smrt bunky (zejména erytrocytd a epitelidlnich
bun€k), a tim ptisobi jako nastroj pro bakterie k ziskani zivin z rozpadlych bunék
[43]. V publikaci z roku 2016 [4] bylo popsano, Ze kolonie bakterii z pripravku
Colinfant Newborn vykazuji nizkou hemolytickou aktivitu na krevnim agaru.
Porovnavani E. coli O83 a E. coli O83 bez hlyA se provadi kvili snaze odhalit, zda
ma E. coli O83 bez hlyA stejné zadouci vlastnosti jako E. coli O83. Pokud by

vlastnosti obou variant kment E. coli O83 byly stejné, mohl by soucasny kmen

Vev/s

coli O83 bez hlyA.

Hladiny genové exprese prozanétlivého IL-1B byly signifikantné snizené po
stimulaci E. coli O83 shlyA i bez hlyA. Obé varianty probiotického kmene
nestimuluji makrofagy k produkci prozanétlivého IL-1B. U IL-6 byly hodnoty
signifikantné nizsi nez LPS u E. coli O83, ale u E. coli O83 hlyA- byly signifikantné
nizsi pouze po ¢tyfhodinové stimulaci. Nicméné stejné jako EcN probioticky kmen

E. coli O83 nestimuluje makrofagy ke zvysené genové expresi jak IL-1(3 tak ani IL-6.
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Po jedné hodiné stimulace makrofagti kmeny E. coli O83 a E. coli hlyA- nebyly
zjistény signifikantni rozdily v genové expresi IL-10 oproti burikdm stimulovanych
LPS ani oproti kontrolnim burtkkdm. U hodnot genové exprese IL-10 po
¢tythodinové stimulaci makrofdgti kmeny E. coli O83 a E. coli O83 hlyA- byla
naméfena sniZena signifikance oproti bunikkdm stimulovanych pomoci LPS. Po
¢tyfech hodinach stimulace byla zjiSténa signifikantné snizena genova exprese IL-
10 oproti kontrole pouze po stimulaci bunék kmenem E. coli O83 s hlyA. Hladiny
genové exprese IL-10 po stimulaci E. coli O83 bez hlyA nejsou sice signifikantné
snizené oproti nestimulované kontrole, ale jsou stidle niz$i nez u bunék
stimulovanych LPS. U vysledkti genové exprese IL-10 u stimulace bunék kmenem
EcN mutzeme konstatovat, Ze IL-10 dosahuje nejvyssich hladin po 12 hodinach od
setkani s podnétem, a vysledky by tedy mohly po prodlouzeni inkubace ukazovat

vyssi genovou expresi IL-10.

Z publikace roku 2019 [38] vyplyva, Ze E. coli O83 je probioticky kmen schopny
vyvolat produkci IL-10, a tim se podilet na udrZeni tolerance proti neSkodnym
antigenim vnéjSiho prostfedi jedince. Tato publikace se nicméné nezaméfuje
pfimo na makrofagy, ale pozoruje sekreci urcitych cytokini z bunék periferni krve
devitiletych déti osidlenych E. coli O83 ¢asné postnatalné [38]. Stejny zavér, ze E.
coli O83 podporuje produkci IL-10 byl popsan v publikaci z roku 2018 [47], ve
kterém byla provedena stimulace mononuklearnich bunék z pupecnikové krve
novorozenci kmenem E. coli O83 a kmenem EcN in vitro. Genova exprese IL-10
byla zvysend po stimulaci kmeny E. coli O83 i EcN oproti nestimulované kontrole a
oproti stimulovanym burikdm pomoci LPS. Nicméné po stimulaci bunék kmenem
E. coli O83 byly naméfeny signifikantné vyssi hodnoty v porovnani s kontrolnim
vzorkem nez po stimulaci EcN. Z vysledka této bakaldfské prace vychdazi, ze
kmeny EcN a E. coli 83 nezvySuji hladiny genové exprese IL-10. Je tedy
pravdépodobné, ze sekreci IL-10 E. coli O83 nevyvolava prostiednictvim

makrofagti, ale napf. pomoci indukovanych Tregs, které jsou definovany pravé

44



schopnosti produkovat vysoké hladiny IL-10, pfirozenych Tregs ¢i tolerogennich
DC [46].

TNF-a byl signifikantné sniZen po jedné hodiné stimulace oproti LPS u obou
variant E. coli O83, nicméné po ¢tyrhodinové stimulaci byly nalezeny signifikantné
snizené vysledky pouze u E. coli O83 hlyA- oproti LPS. U genové exprese enzymu
IDO byly detekovany signifikantni rozdily oproti makrofagtim stimulovanych LPS

po ctyfech hodindch inkubace u obou variant E. coli O83.

E. coli Ol42 patii mezi typické EPEC kmeny [13]. Po stimulaci makrofagt
kmenem E. coli Ol42 byl detekovan signifikantné sniZeny efekt oproti stimulaci
pomoci LPS u cytokint; IL-13, IL-6, IL-10 (pouze po ctyfech hodindch), TNF-a

(pouze po jedné hodiné) a u IDO (pouze po ctyfech hodinach).

Kmen E. coli W se hojné pouziva v biotechnologickém primyslu [11]. Stimulaci
makrofagti kmenem E. coli W byl nalezen signifikantné snizeny rozdil oproti
stimulaci LPS po jedné i ¢tyfech hodinach stimulace u cytokina IL-1B, IL-6, dale

pouze po jedné hodiné u TNF-a a pouze po ctyfech hodinach u IL-10.

Pri porovnani efektu dvou probiotickych kmenti E. coli Nissle a E. coli O83 bylo
zjisténo, Ze se lisi v hodnotach genové exprese téchto cytokini: IL-6, TNF-a a IDO.
V piipadé IL-6 po jednohodinové stimulaci byly signifikantné niZ3i hodnoty pouze
u makrofaga stimulovanych EcN a E. coli O83, nikoli u E. coli hlyA-. Na tomto
prikladu je zfejmé, Ze E. coli O83 s hlyA ma odlisSny efekt na makrofagy nez E. coli
bez hlyA. U genové exprese TNF-a byly po ¢tyfech hodinach nizsi signifikantni
rozdily oproti LPS jen u E. coli HLY- a u IDO pouze E. coli O83 a E. coli O83 hlyA,
nikoli EcN.

K porovndni vysledka této prace byl vybran clanek zroku 2017 [39], ktery
modeluje odpoveéd organismu po stimulaci kmenem E. coli O83 u novorozencli

narozenych zdravym matkdm a u novorozencti narozenych alergickym matkam.
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Z pupecnikové krve byly ziskany DC a stimulovany kmenem E. coli O83 a LPS
(Sigma). Bunky moDC (z monocyti odvozené DC) byly stimulovany bakteriemi
v poméru 1:10 [39], tedy ve stejném pomeéru jako makrofagy s bakteriemi v této
bakalafské praci. Po pétihodinové stimulaci byla stanovena genova exprese [39]
podobné jako v nasi praci. Vysledky genové exprese vyzkumu ukdzaly, Ze E. coli
083 podporuje genovou expresi IDO v DC novorozencti zdravych i alergickych
matek. Ddle také zvySuje hladinu IL-10 opét u obou skupin ku nestimulovanym
kontroldm, pouze u stimulace novorozencti zdravych matek byla genova exprese
signifikantné vyssi u IL-10 v poméru s kontrolou [39]. Vysledky bakalafské prace
sledujici genovou expresi IDO neukdzaly zadné signifikantni rozdily v porovnani
s kontrolu. U IL-10 byla po ¢tythodinové stimulaci naméfena sniZena genova
exprese, tudiz pfesny opak nezZ u moDC, kde byla hladina IL-10 zvySena [39]. Da se
tedy predpokladat, ze E. coli O83 nema stejny efekt na makrofagy THPI jako na
moDC.

Dale byla v publikaci [39] také pomeéfovana sekrece cytokint v moDC po
24hodinové stimulaci pomoci metody ELISA [39]. Tyto vysledky popisuji
signifikantni sekreci cytokint IL-10, TNF-a a IL-6 oproti nestimulovanym
kontroldam u obou skupin novorozencli zdravych i alergickych matek [39]. Na
zakladé této informace by bylo vhodné detekovat cytokiny v supernatantu kultur
THP1 pomoci ELISA metody i vnasi praci. K doméfeni koncentrace cytokint
v supernatantu kultur metodou ELISA by bylo potfeba vice c¢asu urceného

k vypracovani experimentalni ¢asti prace.

Dalsi porovnani vysledkt bylo provedeno s ¢lankem z roku 2018 [25], ktery se
zaméfuje na informaci, jestli je podavani EcN prospésné pii DSS vyvolané kolitidé
u mysi [25]. DSS se fadi mezi chemické latky, které dokazi vyvolat kolitidu [25].
Experiment byl proveden na skupiné mysi, kterd byla rozdélena do tfi podskupin.
Dvé podskupiny mysi bez kolitidy a mysi s kolitidou vyvolanou DSS dostavaly

pouze roztok pufru PBS. Jedné podskupiné byla podavana EcN v koncentraci 5x10°
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CFU pomoci katedru zavedeného do jicnu. Mysi byly po pokusu usmrceny a mimo
jiné jim byly odebrany vzorky tlustého stfeva na izolaci RNA. Vzorky RNA byly
pouzity na analyzu genové exprese cytokinu pomoci metody qRT PCR. Mimo jiné
byla poméfovana genova exprese IL-13 a IL-12, u kterych byly zjistény niZsi
hladiny po poddni EcN nez u DSS-vyvolané kolitidy [25]. V bakalafské praci
nebyla po stimulaci kmenem EcN dokazana zvysena genova exprese IL-1p3, ani IL-
12A, tudiz ve srovnani s publikaci 2018 [25] milizeme potvrdit, Ze EcN nezvysuje
genovou expresi téchto cytokind v makrofdzich ani u zdravych mysi

stimulovanych pomoci EcN.

Dalsi publikace [40] pouzitd k porovndni vysledkii se zabyva biotechnologickym
upravenim EcN k prevenci nepfimérfené alergické reakce u alergii vyvolanych pyly
bfizy a trav. V této praci se mimo jiné stimulovaly epitelidlni burky MLE-12 a
MODE-K upravenym kmenem EcN v poméru 1:10 a byla pozorovana produkce
urcitych cytokinti. Napfiklad cytokiny IL-10 a IL-6 vykazovaly vysoké hodnoty
produkce oproti nestimulovanym kontrolam [40]. Tato prace nebyla v souladu
s vysledky nasi prace, ve které stimulace kmenem EcN nevedla ke zvysené genové
exprese cytokinu IL-10 ani IL-6. MtZeme opét tedy fici, Ze EcN pravdépodobné
ucinkuje jinym zpusobem na epitelidlni buriky a makrofdgy ve smyslu indukce

genoveé exprese cytokint IL-10 a IL-6.

Pomér pouzitych bakterii pfi stimulaci makrofagt by mohl mit vyznamny efekt na
metabolismus makrofdgli, tedy i na genovou expresi cytokind jimi
produkovanych. V nasi bakalafské praci byl pouzit pomér makrofagii a bakterii
1:10 jako v publikaci Sukenikové z roku 2017 [39], kde byla pouzita 1 moDC na 10
bakterii a v publikaci Rodrigueze-Noagalese zroku?2018 [25], ve které se
stimulovaly MLE-12 a MODE-K bunky 1 ku 10 bakteriim. V nasi praci je ve
vysledcich (Tabulka 1, 2) popsana sniZena Zivotnost makrofadgt po delsi stimulaci.
Na tento fakt, ze makrofagy ztracely Zivotnost po delsi dobé stimulace, by mohl

mit efekt pravé pomér bunék pfi stimulaci. V laboratofi, kde byl experiment

47



bakalarské prace vypracovan, je nyni realizovan jiny podobny experiment, pri
kterém jsou makrofdgy stimulovany bakteriemi v poméru 1:1 a makrofagy

prospivaji lépe.

Experimentdlni ¢ast prace by se tedy dala zlepsit upravou poméru makrofaga ku
bakteriim na pomér 1:1. Pokud by se zménou poméru zlepsila Zivotnost
makrofagt, dala by se inkubace stimulovanych vzorkt prodlouzit na osm a dvacet
¢tyfi hodin. ZvySeni ¢asového intervalu inkubace by mohlo mit pozitivni vliv na
vysledky, zejména protoZe jednotlivé cytokiny jsou tvofeny individudlné v uréitém
mnozstvi podle casového intervalu od setkdni s podnétem, ktery tuto produkci
vyvolal. Napfiklad TNF-a je po stimulaci makrofagt LPS produkovan ihned a
vrchol jeho produkce je pfiblizné po hodiné a ptl po stimulaci [18]. Zatimco
hladina IL-12 neni nejvyssi po hodiné a pul, ale vznikd okolo osmé hodiny po
setkani s podnétem [18]. Prodlouzeni doby inkubace by tedy mohlo pomoci odhalit
vice signifikantné zvySenych ¢i snizenych hladin cytokinti. Delsi stimulace
makrofagti kmeny E. coli vpoméru 1:1 by mohla rovnéz vést k pozorovani
odliSnosti v imunumodulacnich vlastnostech jednotlivych kment. Zejména
charakterizace odlisné tvorby cytokinti u probiotickych a patogennich kment E.
coli. Dale by ke zlepSeni kvality experimentdalni ¢asti prace mohlo pfispét stanoveni

koncentrace cytokinti v supernatantu bunéénych kultur metodou ELISA.
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7 ZAVER

Bakalarska prace v teoretické casti popisuje mozné mechanismy prospésnych
ucinkt probiotickych bakterii, vyuziti pfipravkti Mutaflor a Colinfant Newborn,
Symbioflor 2 a vybrané kmeny E. coli kmeny (Nissle, O83, 0142 a W). Déle jsou
v teoretické casti popsany makrofdgy a nékteré cytokiny jimi produkované.
V praktické casti je porovnan vliv kmentt E. coli (Nissle, O83, Ol42 a W) na
genovou expresi cytokint v bunééné linii makrofagti THP1. Experiment praktické
¢asti byl vypracovan pomoci metody kvantitativni PCR v redlném case. Pozorovani
vlivu probiotickych bakterii na genovou expresi v imunitnich bunkach je dtlezité
k odhaleni jejich moznych mechanismti pusobeni na imunitni systém

kolonizovaného jednice.

Vybrané probiotické kmeny E. coli Nissle a E. coli O83 vyznamné nezvysovaly
genovou expresi zadného vybraného cytokinu ani IDO. Z vysledkt prace vyplyva,
ze EcN a E. coli O83 maji rozdilny vliv na genovou expresi cytokint v bunééné linii
THPL. E. coli O83 se nejcast€ji pouziva jako pfipravek pro novorozence ke snizeni
rizika vyvoje alergii. Je tedy prekvapujicim vysledkem sniZend genova exprese IL-
10, ktery se podili na udrZeni tolerance proti neSkodnym antigentim z okoli jedince.
Vysledky prace nevylucuji prospésny efekt probiotickych kmenti E. coli Nissle a E.
coli O83.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AIEC
ATB
APC
CFU
CN

E. coli
EcN

E. coli O83
E. coli O142
E. coli W
HLY-
ELISA
ISZ
IDO
IL-1Ra
IL

INF
PCR-RT
LPS
TNF
ucC
hlyA
EPEC
NK
MHC
INF-32
TGF

adherentné invazivni Escherichia coli
antibiotikum

antigen prezentujici burika

colony forming units (kolonie tvofici jednotky)
Crohnova nemoc

Escherichia coli

Escherichia coli Nissle 1917

Escherichia coli O83:K24:H31

Escherichia coli O142:K86(B):H6
Escherichia coli ATCC9637

Escherichia coli O83 bez a-haemolysinu
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
idiopatickeé stfevni zanéty
Indolamin-2,3-dioxogendza

interleukin 1 receptorovy antagonista
interleukin

interferon

kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném case
lipopolysacharid

tumor nekrotizujici faktor

ulcer6zni kolitida

a-haemolysin

enteropatogenni Escherichia coli
prirozeny zabijak

hlavni histokompatibilni komplex
hepatarni rtistovy faktor

transformujici ristovy faktor
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PCR
PPIA
MCP-1
moDC
DSS
Treg
MHC

polymerdzova retézova reakce
peptidylpropyl izomeraza A
monocytarni chemoatraktivni protein 1

z monocytt odvozené dendritické burky
dextran sulfat sodny

regulacni T lymfocyt

hlavni histokompatibilni komplex
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