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Souhrn

Probiotické bakterie jsou béZznou soucasti stievniho mikrobiomu, ktery dale tvoii dalsi
aerobni 1 anaerobni bakterie, houby, viry a dalsi mikroorganismy. Probiotika jsou definovana
jako zivé mikroorganismy, které maji pozitivni efekt pro hostitele a mohou chranit
organismus pred patogeny a efektivné chranit stfevni sliznici. Pro funk¢nost probiotik je
tieba, aby byla schopna piekonat biologické bariéry, jako je kyselina chlorovodikova, Zluc,
nebo pankreatick¢ a stfevni Stavy. Jednotlivé kmeny jsou na tyto podminky rozdilné
adaptované, a proto se také jejich pozitivni G€inky na hostitele rizni. Mistem hlavniho u¢inku
je stfevni sliznice, kde probiotika adheruji a kompetuji s patogeny o vazebna mista. V boji
proti patogeniim vyuZzivaji probiotika i dalSich svych schopnosti. Jsou schopna napftiklad
snizovat hodnotu pH ve stfevé, produkovat baktericidni latky, nebo vazat a metabolizovat
toxick¢ metabolity. Schopnost probiotik adherovat na stfevni epitelidlni bunky se
u jednotlivych kmenti vyrazné 1isi. Probiotika jsou uzivana jako dopliky stravy, nebo jako
soucdst fermentovanych mléénych vyrobkl. Mezi nejvyuzivanéjSi kmeny tadime
Lactobacillus spp. a Bifidobacterium. Ug¢inky probiotik ale nejsou omezeny pouze
na gastrointestinalni trakt. Jsou uzivéna také napiiklad v rdmci 1é€by urogenitalnich infekci,
nebo alergii. Né&které studie naznacuji, ze by také mohla hrat roli v prevenci karcinogenni

aktivity.

Smésna kultura epitelovych bun€k Caco-2 a HT29-MTX piedstavuje dva hlavni typy
bungk (absorpéni a poharkové) nalezené v epitelu tenkého stieva. Na bunkach Caco-2, HT-29
a HT29-MTX a jejich smésnych kulturach kultivovanych in vitro byla testovana adheze
vybranych kmena probiotickych bakterii. Cilem bylo dospét k bunéénému poméru s co
nejlepsi schopnosti adherence bifidobakterii a laktobacili a zarovenl s co nejvyssi odolnosti
proti mechanickému poskozeni béhem kultivace bunck. Testovany byly celkem tii kmeny
bifidobakterii (B. animalis ssp. lactis, B. bifidum a B. longum ssp.suis) a jeden kmen
laktobacilu (L. Fructivorans).

Na jednotlivych liniich nejlépe adherovaly bifidobakterie B. bifidum, v priméru 17,63
% na HT-29 a 25,88 % bakterii na Caco-2. Vyssi adheze bakterii na buniky Caco-2 naznacuje,
ze pro vyssi adhezi bakterii u smésnych jednotek budou Caco-2 ve vétSim zastoupeni oproti

HT29-MTX. Jako nejvhodnéjsi se ukazal pomér 10 : 90 HT29-MTX/Caco-2.

Klic¢ova slova: adheze, HT-29 MTX, Caco-2, probiotika, bifidobakterie, laktobacily



Summary

Probiotic bacterias are common part of intestinal microbiome, which is created
together with another aerobic and anaerobic bacterias, fungus, viruses and another
microorganisms. It's defined as live microorganisms, that have possitive effect for host and
can prottect organism from pathogens and effectively prottect intestinal mucosa. For the
function of probiotic its needed for them to be able overcome biologic barriers, like
hydrochloric acid, bile, or pancreatic and intestinal juices. Single strains are differently
adaptated to these conditions, and thats why it's possitive effects for host vary. The place of
the main effect is intestinal mucosa where probiotics adhere and compete with pathogenes for
binding sites. In the fight against pathogenes, probiotics uses its other abilities. It's for
example able to lover pH value in intestines, produce bactericidal substances or bind and
metabolize toxic metabolites. The ability of probiotics to adhere on intestinal epithelial cells is
quite variable. Probiotics are used as dietary supplement, or as a part of fermented milk
products. The most frequently used strains are Lactobacillus and Bifidobacterium. Effects of
probiotics are not limited to only gastrointestinal tract. It's also used as a part of medical
treatment of urogenical infections or alergies, for example. Some studies shows, that it could

also be a part of prevention of carcinogenic activity.

Mixed culture of epithelial Caco-2 and HT29-MTX represents two main types of cells
(absorptive and goblet) found in ephitelium of small intestine. Adhession of selected strains of
probiotic bacterias was tested on the Caco-2, HT-29 and HT29-MTX cells and its mixed
cultures cultivated in vitro. The aim was to reach to cell ratio with the best ability to adhere
bifidobacterias and lactobacilluses and simultaneously with the most resistance against
mechanical damage while the cell cultivation. Three bifidobacterial strains were tested (B.
animalis ssp. lactis, B. bifidum a B. longum ssp.suis) and one strain of lactobacillus (L.

Fructivorans).

On single lines best adhered bacterias B. bifidum, at average 17,63% on HT-29 and
25,88% bacterias on Caco-2. Higher adhession of bacterias on Caco-2 cells indicate, that for
higher bacterial adhesion of mixed units will the Caco-2 in higher representation compared to
HT29-MTX. As the best ratio of HT29-MTX/Caco-2 appeared 10 : 90.

Keywords: adhesion, HT-29 MTX, Caco-2, probiotics, Bifidobacterium, Lactobacillus
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1 Uvod

V soucasné dob¢ jsme prostrednictvim reklamy neustale pod tlakem vyrobct raznych
potravin a potravinovych doplnkt, kde je neustale zdlGraziiovan pozitivni efekt probiotickych
organismi na lidské zdravi. Fakt, Ze probiotické organismy jsou prospésné pro lidsky
organismus, je nepopiratelny, avsak efekt jednotlivych potravin a potravinovych dopliku je

rozporuplny, jak uz to v komerénim svété byva.

Pro spravné pisobeni a vyuziti probiotik pochazejicich z potravin je dilezita jejich
schopnost adherovat na epitel stfeva. V piipad¢, kdy jsou vazebnd mista na distalni ¢asti
mikroklkii obsazena adherovanymi bifidobakteriemi nebo laktobacily, nejsou uz tato mista
volna pro adhezi patogennich mikroorganismu, jako je E. coli a jiné. V disledku toho muze
dojit ke snizeni vyskytu rGznych priijmovych onemocnéni a je podpofena imunita a tim

i celkové zdravi ¢lovéka.

Adherence je tedy zadkladnim pfedpokladem pro posouzeni zdravotni prospéSnosti
vybrané¢ho kmene probiotik. Stupeni adheze Ize jistit pomoci in vitro a in vivo testu. In vivo
testy jsou naro¢né, vzhledem k potfebé velkého poctu zkoumanych jedinci. Na rozdil

od in vitro testt, kde je posuzovan zejména Vliv riizné potravy na mnozeni probiotik.



2 Cil prace

Cilem prace je vyvinout in cellulo metodu pro selekci kment probiotickych
mikroorganismi schopnych adherovat na kultivované buiky stfevniho epitelu. Schopnost
adheze je jednou ze zakladnich probiotickych vlastnosti mikroorganismu. S pomoci vyvinuté

metody bude otestovano nékolik kment sbirky mikroorganismi KMVD.



3 Literarni prehled

3.1 Probiotické organismy

Pocatek pozorovani pozitivniho vlivu nékterych bakterii je ptipisovan Metchnikoffové
prakopnické praci z pocatku roku 1900. V té navrhl, Ze tyto prospésné bakterie mohou byt
podavany s cilem nahrazovat skodlivé mikroorganismy za prospéSné. Samotny termin
probiotika, odvozeny z feckého jazyka a znamenajici ,,pro zivot™ byl ale poprvé pouzit az
vroce 1960 vpraci Lilly and Stillwell, ktefi probiotika popsali jako ,jednim
mikroorganismem vylucovanou latku, ktera stimuluje rust latky jiné*, tedy jako kontrast

K terminu antibiotikum (Schrezenmeier and de Vrese, 2001).

Nejcastéji jsou probiotické organismy definované jako bakterie, které po poziti mohou
pusobit na vyvoj a udrZeni zdravého stfevniho mikrobiomu a jeho funkci. Také ovliviuji
vrozené imunitni reakce jedince a podili se na zlepSeni traveni potravin. Kazdy jedinec si
pestuje svou unikatni stfevni mikrofloru, od ostatnich se liSici pomérem téchto bakterii
a zastoupenim jednotlivych druhti (Stone et al., 2013). Mikrobiom gastrointestinalniho traktu
(Candela et al., 2008). Stfevni mikrobiom je tvofen z aerobnich a anaerobnich bakterii, vird,
hub a dalSich mikroorganismt. Metody sekvencni analyzy ribozomalni DNA a RNA ukazuji,
ze pocet mikrobidlnich kment obsaZenych ve stfevni mikroflofe miZe dosahovat celkového
poctu az 40 000 kmend. Stievni mikrobiom obsahuje 10x vice buné€k, nez je buné€k v lidském
organismu, a 100x vice gent, nez je obsaZzeno v celém lidském genomu. Slozeni mikroflory
stfevniho traktu je rozdilné podle lokalizace (tab. 1). VSechny tyto mikroorganismy slouzi
spole¢né s imunitnim slizniénim systémem k ochrané organismu hostitele (Lata and

Jurankova, 2011).



Tab. 1: SloZeni mikroflory lidského GIT

Mikroorganismy Pocty mikroorganismu (kolonie tvofici jednotky - cfu/q)

Zaludek Jejunum Ileum Kolon
Celkovy pocet bakterii 0-10° 0-10° 10°-10°  10%-10%
Aerobni bakterie
Celed Enterobacteriacae 0-10° 0-10° 10°-10"  10%-10"
Streptokoky 0-10° 0-10* 10%-10°  10°-10"
Stafylokoky 0-10° 0-10° 10%-10°  10*-10°
Laktobacily 0-10° 0-10* 10%-10°  10°-10%
Kvasinky 0-10° 0-10° 10%-10*  10*-10°
Anaerobni bakterie
Bakteroidy Vzécné 0-10° 10°-10"  10%-10%
Bifidobakterie Vzacné 0-10* 10°-10°  10*-10"
Peptostreptokoky Vzécné 0-10° 10%-10°  10%-10"
Klostridia Vzacné Vzicné 10%-10*  10°-10"
Eubakterie Vzacné Vzacné Vzacné 10%°-10"?

(Lata and Jurdnkova, 2011)

Lidské stfevni mikrofléra hraje kli¢ovou roli v lidské vyzivé a zdravi tim, Ze
podporuje piisun zivin, dale podporuje prevenci kolonizace, formovani patogeni a udrzuje
normalni slizni¢ni imunitu. Vycerpani individudlni mikrobidlni flory mize mit za nasledek
vy$s$i nachylnost k infekci enteropatogennimi bakteriemi, jako je Salmonella, Shigella,
enterotoxigenni E. coli nebo Vibrio cholerae (de Vrese and Marteau, 2007). Aby se toto
riziko snizilo, doporucuje se uzivani potravinovych dopliki s obsahem probiotickych bakterii
(Candela et al., 2008). Uginek probiotik je piisné omezen na jeden definovany kmen

a nemuze byt zobecnovan pro vice kmeni (Seksik et al., 2008).

Probiotika maji potencionalni zdravotni piinos v pfipadé zhorSeného zdravotniho
stavu, jako je gastrointestinalni infekce, urogenitdlni infekce, alergie a nékteré stfevni
poruchy, kterymi trpi znacna &ast svétové populace (Senok et al., 2005). Rada vyzkumi,
zalozenych predevsSim na zvifecich modelech in vitro, prokazala Siroky rozsah moznych
mechanismu, kterymi by probiotika mohla hrat roli v prevenci kolorektalniho karcinomu
(Chong, 2014). Naptiklad Pala et al. (2011) zvefejnili studii, kde byl navrhovan jogurt a dalsi
fermentované vyrobky jako soucast prevence proti kolorektalnimu karcinomu. Vysledky
ukézaly, ze vysoky pfijem jogurtu je vyznamné spojeny se sniZzenim rizika onemocnéni
kolorektalniho karcinomu, coz naznacuje, Ze jogurt a probiotika v ném obsazend, by mél byt

vyznamnou soucasti stravy.
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Blahodarné ucinky probiotik jako farmaceutickych prostiedki jsou zavislé na uzitém
kmenu a vcasné introdukci. Kombinace vybranych probiotickych kmenii se ukdzala byt
ucinngjsi, nez uziti jednoho samostatného kmenu. Vykazuje totiz vyssi profylaktické ucinky

(Sarkar, 2013).

Mnoho probiotickych produkti je rutinné uzivano zcela zdravymi jedinci. Na trh je
také uvadéno velké mnozstvi probiotickych doplikil stravy, jako jsou acidofilni mléka,
probiotické kapsle nebo kapky, zaméfenych pravé na zdravé jedince. Tvrzeni, ze pravidelné
uzivani téchto vyrobkl piispéje ke zdravému zivotnimu stylu a dlouhodobé snizuje riziko
vzniku chronickych gastrointestinalnich, respira¢nich nebo srde¢nich obtizi, piivedlo k jejich
pravidelné konzumaci mnoho lidi. Nicméné neexistuji zadné studie, které by tvrzeni, ze
dlouhodobé uzivani probiotik pomaha udrzovat dobry zdravotni stav, potvrzovaly (Senok et

al., 2005).

3.2 Probiotické kmeny

Pouziti exogennich probiotik jako je Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp. bylo
navrzeno jako zpisob, jak posilit obranu sliznice, a to zejména u tenkého stieva, organu
pomérné malo kolonizovaném oproti tlustému stievu. V souvislosti s tim bylo zjisténo, Ze L.
johnsonii Lal a L. casei GG maji u bunéénych i zvifecich modeld antipatogenni ucinky
(Granato et al., 1999). Kmeny pouzivané v probiotickych produktech jsou zaznamenany
v tabulce 2. Obecné jsou ale v souc¢asné dobé pro vyrobu probiotik nejvice vyuzivané kmeny
rodu Lactobacillus a Bifidobacterium (Chen et al. 2013). Na trh byly ale jako probiotika
uvadény i dalsi kmeny jako je Escherichia, Enterococcus a Saccharomyces a to i pies to, ze
pretrvavaji obavy, pokud jde o bezpecnost pouZzivani téchto organismu pro tento tcel (Senok

et al., 2005).

Specifické kmeny probiotickych mikroorganismi mohou znamenat pro hostitele
zdravotni vyhody. Nicméné tyto ucinky nelze extrapolovat na jiné kmeny, protoze jsou

pro dany kmen specifické (Senok et al., 2005).

11



Tab. 2: Mikroorganismy pouZivané v probiotickych produktech

) Ostatni Bakterie mlééného
Kmeny Laktobacila ~ Kmeny Bifidobakterii Jiné nez LAB
kvaseni (LAB)

L. acidophilus B. adolescentis Ent. faecalis® Bacillus cereu ¢
L.casei B. animalis Ent. faecium o -
. . . Escherichia coli
L. crispatus B. bifidum Lactoc. lactis®
L. gallinarum® B. breve Leuc. mesenteroides® o ) o
) ] ) o Propionibacterium freudenreuchii®
L. gasseri B. infantis Ped. acidilactici®
L. johnsonii B. lactis® Sporolactobacillus inulinus® Saccharomyces cerevisiae®
(L. paracasei) B. longum Strep. thermophilus
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

# Pouzivané predeviim u zvifat; ® Pravdépodobns shodné s B. animalis; © Mélo znamé probiotické vlastnosti; 9 pfedevsim

farmaceutické prostiedky

(Holzapfel et al. 1998)

3.3 Probiotické vlastnosti

Vybrané kmeny probiotik by mély byt schopny piekonat biologické bariéry jako je
kyselina chlorovodikova v zaludku nebo zlu¢ v tenkém stievé, dosahnout mista pusobeni
scilem uplatnit své zdravi prospésné ucinky, a jejich bezpecnost a U€innost musi byt
prokdzana u kazdého kmene a v kazdém vyrobku. Aby se projevily lé¢ebné ucinky, musi byt
kromé toho k dispozici dostatecné mnozstvi Zivotaschopnych mikroorganismt po celou dobu

pouzitelnosti pripravku (Chen et al., 2013).

Collins and Gibson (1999) dopliuji sedm klicovych vlastnosti, které hodnoti efektivitu

probiotik:
1) méla by mit pozitivni efekt na hostitele
2) nem¢la by byt patogenni ani toxicka
3) m¢éla by obsahovat velké mnozstvi zivotaschopnych bunék
4) méla byt schopnd metabolismu a preZiti ve stfevé
5) méla by ztistat zivotaschopnd béhem skladovani i béhem spotieby
6) méla by mit dobré senzorické vlastnosti
7) meéla by byt izolovdna ze stejného druhu jako je hostitel, pro kterého jsou

uréena
12



3.4 Utel probiotik v organismu

Probiotika nejen, ze stimuluji rdst zdravych bakterii jako jsou bifidobakterie
a laktobacily ve stfevé, ale také zvySuji odolnost proti patogeniim (Panesar et al., 2013).
Adheze probiotik na hostitelské stfevni builky mize byt dulezitym predpokladem
pro imunomodulaéni G¢inky probiotik a diky kompetici probiotickych bakterii s patogeny

o mista pfichyceni maji i podil na vylu¢ovani patogenti (Gleisner et al., 2012).

Podle Mombelli and Gismondo (2000) mohou byt probiotika alternativou, nebo
doplitkem pii 1écbé antibiotiky. Rovnovdha mezi prospéSnymi a potencidlné patogennimi
mikroorganismy je v lidském téle velmi kichka a za ur€itych podminek, zvlasté pii uzivani
antibiotik, je tato pfirozend rovnovaha naruSena zvySenym mnoZzstvim potencionalnich
patogeni nebo zvysSenou virulenci. Bylo prokdzano, ze mnoho kmenii probiotickych
mikroorganismt dokéze inhibovat rast, adhezi na stfevni buiiky a metabolickou aktivitu
enteropatogennich bakterii, jako je Salmonella, Shigella, enterotoxigenni E. coli nebo Vibrio
cholerae (de Vrese and Marteau, 2007).

Mechanismem uc¢inku probiotickych mikroorganismi na tyto patogeny je napiiklad
snizovani hodnoty pH ve stieve, produkce baktericidnich latek, jako jsou organické kyseliny
(kyselina mlécnd, kyselina octovd, kyselina maselnd), peroxid vodiku a bakteriociny,
aglutinace patogennich mikroorganismu, adherence na bunécny povrch sliznice, kompetice
o zkvasitelné substraty nebo receptory, posileny bariérovy efekt na stfevni sliznici, metabolity
chranici stfevo (arginin, glutamin, mastné kyseliny s kratkym fetézcem, nebo konjugované
linolové kyseliny), vazba toxickych metaboliti a jejich metabolismus, imunologické

mechanismy, nebo regulace stfevni motility a produkce hlenu (de Vrese and Marteau, 2007).

3.5 Uzivani probiotik

Pro podani probiotik existuji rtizné zptsoby. Peroralni podani ve formé potravin nebo
farmaceutik je nejobvyklejsi. Oproti peroralnimu podani ma ale mnohé vyhody uziti rektalni
terapie. Prikladem jejich vyhod mutize byt pestiejsi vybér mikroorganismi, které nemusi byt
pH rezistentni a navic mohou byt vyuZzity nebo ulozeny v misté piisobeni v ptipad¢ stfevnich
poruch. Vaginalni podani probiotik je vyuzivano v prevenci nebo 1é¢bé bakteridlni vagindzy,
nebo pfi recidivujicich infekcich mocovych cest u Zen (Mombelli and Gismondo, 2000).
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Probiotika jsou uzivana bud’ jako lyofilizované vyrobky, kde je zastoupeny jediny
kmen nebo kombinace rtiznych kment, piipadné jako geneticky modifikovana probiotika
(Seksik et al., 2008). V potravinach jsou probiotika ve dvou zéakladnich formach -
suspendovand v mléce, nebo ve fermentovanych mléénych vyrobcich. Tyto produkty mohou
poskytnout ochranné prostiedi pro mikroorganismy a zvysit procento jejich preziti, nicméné
z vysledka studie podle Ouwehand et al. (2001) vyplyva, ze napiiklad mléko muze také
vyraznym zpusobem snizit schopnost adheze jinak dobte adherujicich kmenii. Adhezi vyrazné
snizuje zejména mléko, které obsahuje vétsi mnozstvi tuku. Probiotika jsou obecné u vétSiny
lidi dobfe snasena. Ve vyjimecnych ptipadech se ale u jednotliveli mize objevit prijem nebo
zacpa, zvraceni, flatulence, bolesti bficha a nevolnost. Pii podavani probiotik citlivéjSim
jedinctim, vcetné¢ imunosupresivnich jednotlived a novorozencl je proto nutnd zvysSena
opatrnost. Stejné jako vitaminy je mnoho druhl probiotik uvadéno na trh bez nutného
predpisu a pies obchody se zdravou vyzivou. Nekteré piipravky jsou kontrolovany
a testovany lépe nez ostatni. Na rozdil od vitamind jsou ale probiotika zivé organismy a jejich
uéinnost zavisi na jejich zivotaschopnosti. Ve vysledku se tedy jejich ucinnost v organismu
muze liSit s ohledem na pouzitou smés kment, zpracovani, skladovani nebo podle zptisobu

podani (Stone et al., 2013).

3.6 Prebiotické organismy

Prebiotika jsou, podle prace Gibson and Roberfroid (1995), nestravitelné slozky
potravy, které pfiznivé ovliviluji hostitele selektivni stimulaci riistu a aktivity omezeného
poctu bakterialnich druhti obyvajicich lidské sttevo. Tato kritéria ov§em splituji pouze neékteré
nestravitelné, ale zkvasitelné oligosacharidy jako je inulin, laktuléza nebo nékteré
oligosacharidy. Prebiotika proto byla Gibson et al. (2004) piedefinovana na selektivné
fermentované slozky potravy, které umoznuji specifické zmény, a to jak ve sloZeni, tak
Vv Cinnosti  gastrointestindlni mikroflory, znamenajici ptfiznivy vliv na pohodu a zdravi
hostitele. Podle téchto autort spliiuji kritéria pro zafazeni do probiotik pouze dva

nestravitelné oligosacharidy:

1) inulin a fruktany inulinového typu, vyrobené ¢éaste¢nou hydrolyzou inulinu
nebo synteticky z monomeri

2) (trans-) galaktooligosacharidy (de Vrese and Marteau, 2007).
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Podle Collins and Gibson (1999) je pro kvalifikaci jednotlivych slozek potravin jako

prebiotikum, nutné spliiovat tyto nasledujici podminky:

e nesmi byt ani hydrolyzovany, ani absorbovany Vv horni €asti gastrointestinalniho traktu,
e musi byt selektivnim substritem pro omezeny pocet potencidlné prospesnych
komensalnich bakterii tlustého stfeva a podnécovat jejich riist a mikrobidlni aktivitu,

e na zéklad¢ toho musi byt schopné zlepsit slozeni stfevni mikroflory.

Obecn¢ jsou mezi prebiotika fazeny nestravitelné oligosacharidy, zejména pak
fruktooligosacharidy. Bylo prokazano, ze stimuluji riist endogennich bifidobakterii a také tyto
prebiotika, s nejvétsi pravdépodobnosti pomoci fermentovanych produktli, moduluji
metabolismus lipida (Gibson and Roberfroid, 1995). Kromé toho pusobi také jako vlaknina,
nahrazka cukru, po pfevedeni na mastné kyseliny s kratkym fetézcem také jako zdroj energie

pro stievni buiiky, nebo jako stimulator imunitnich systéma (Panesar et al., 2013).

Hlavni charakteristikou prebiotik je odolnost proti travicim enzymim v lidském
stieve, schopnost kvaseni diky stfevni mikroflofe tlustého stieva a bifidogenni a pH snizujici
ucinky. Snizenim pH prebiotika inhibuji nékteré kmeny potencialné patogennich bakterii,

zejména Clostridium, a zabranuji tim prijmim (de Vrese and Marteau, 2007).

3.7 Symbiotika

Dalsi moZnosti v fizeni stfevni mikroflory je uZiti symbiotik, tedy kombinaci probiotik
a prebiotik. Zivé mikrobidlni dopliiky — probiotika mohou byt pouzity ve spojeni s vhodnym
substratem — prebiotiky (Collins and Gibson, 1999). Kombinace probiotik a prebiotik ma
synergicky ucinek. Podporuji rist stavajicich kmenti probiotickych bakterii v tlustém stfeve

a také pisobi na zlepSeni preziti, implantaci a rist kment novych (Liong, 2008).

Symbioticka kombinace inulinu a oligofruktozy s L. plantarum a L. bifidum zvySuje
rast bifidobakterii, ale hlavné potlacuje pro ¢loveéka patogenni kmeny jako je Campylobacter
jejuni, E. coli a Salmonella enteritidis in vitro nez jakékoliv jiné testované sacharidy (de
Vrese and Marteau, 2007). Piikladem symbiotik mohou byt fruktooligosacharidy ve spojeni
s bifidobakterialnim kmenem nebo laktitol v kombinaci s laktobacily. Tato kombinace by

mohla zlepsit preziti probiotickych organismu, protoze je zde ptimo k dispozici vhodny
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substrat pro jeho fermentaci (Collins and Gibson, 1999). Pro spravnou funkcénost
symbiotickych kombinaci je nezbytna adherence jednotlivych kmenti na stfevni epitelidlni

bunky (de Vrese and Marteau, 2007).

3.8 Buiiky stievni mukosy

Sliznice stfeva je uz od narozeni vystavovana vnéjSimu prostiedi a hraje zasadni roli
v absorpci a metabolismu Zzivin, 1é¢iv a jinych latek prochazejicich stfevnim lumenem.
Ve struktuie sliznice tenkého a tlustého stfeva existuji kvalitativni i kvantitativni rozdily

(Quaroni and Hochman, 1996).

Sténa stfeva ma laminarni strukturu, Na vnitini stran¢ sliznice stieva je tenka, silné
zvInéna vrstva epitelovych bunék — enterocyti. Ty jsou pokryty stievnimi klky (Grajek and
Olejnik, 2004). Nejvétsi klky nalezneme v distdlnim duodenu a proximalnim jejunu, jejich
velikost se smérem k ileocekalnimu ventilu zmenSuje. Vnéjsi vrstva sliznice stfeva se sklada
z vrstvy bun¢k hladké svaloviny, pifipadné se podilejici na pohybu klkti (Quaroni and
Hochman, 1996).

Vrchni ¢ast bunéné membrany vnitini strany stieva tvoifi kartaCovy lem, ktery
je slozeny z Cetnych, 1 um dlouhych mikroklkti. Diky karticovému lemu se povrch stifeva
zveétsi 20 — 30x. Jeden ctverecni milimetr stfevni sliznice mize pokryvat az 200 milioni

mikroklki (Grajek and Olejnik, 2004).

Enterocyty obklopuje silnd ochranna vrstva — glykokalyx, sloZeny z glykoproteint
a polysacharidi. V glykokalyxu se také shromazd'uje velké mnozstvi enzymi, vylou¢enych
enterocyty. Patfi mezi né oligo-1,6-glukosidazy, glukoamylaza, sacharazy, laktaza, maltaza,

enterokinaza a stfevni lipazy (Grajek and Olejnik, 2004).

Epitelové buiky exprimuji také jak povrchové, tak intracelularni receptory, které

mohou snimat bakteridlni a virové komponenty a umoziuji tak reagovat na tyto slozky

o 24

jsou TLR receptory, které jsou schopné aktivovat bunécnou odpovéd na mozné nebezpeci

(Boirivant and Strober, 2007).
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Charakteristickym znakem epitelidlni buiiky je polarni struktura s odd¢lenou
basolateralni a apikéalni ¢asti. Tvar bunky je valcovity a podlouhly, s jadrem umisténym
ve spodni Casti. Enterocyty se tvoii v kryptach mezi klky, na které se posléze premist'uji
a diferencuji se. Zivotnost enterocytu se uvadi okolo 2 - 5 dni, poskozeny enterocyt dokaze

zregenerovat za pouhych 20 minut (Grajek and Olejnik, 2004).

Ko-kultury Caco-2 a HT29-MTX piedstavuji dva hlavni typy bunék (absorpéni

a poharkové) nalezené v epitelu tenkého stieva (Mahler et al., 2009).

3.8.1 Caco-2

Z modelt bunéénych kultur je nejlépe popsana a nejcastéji pouzivana bunééné linie
Caco-2 (Hilgendorf et al., 1999). Byla izolovana z kolorektalniho karcinomu 72letého muze
kavkazského puvodu. Tato bunééna linie je schopna rist adherentné na pevnych povrsich
a mikroporéznich (Grajek and Olejnik, 2004). Bunécné linie Caco-2 jsou vyuzivany in vitro
jako model lidskych stfevnich epitelialnich bun¢k, a to diky jejich funkéni i1 fyzické
podobnosti  podobnost (Wong and  Ustunol, 2006). Péstované in  Vitro,
za standardnich kultivacnich podminek a v nepfitomnosti induktort diferenciace, spontanné
vykazuji znaky strukturalni a funk¢ni diferenciace a polarizace (Pinto et al., 1983) a mezi
sebou tvofi tésné spoje, ¢imZz se podobaji normalnim stfevnim epitelidlnim bunkam.
Na hranici mikroklkt také vykazuji struktury pfipominajici kartacovy lem podobnost (Wong
and Ustunol, 2006).

Od ostatnich bunéénych linii stejného plivodu se 1i8i tim, Ze se za obvyklych podminek
bunécné kultivace po 2 — 3 tydnech spontanné diferencuje do monovrstev polarizovanych
bunék, jejichz struktura je typicka pro enterocyty, s jadrem nachazejicim se v bazalni cCasti,
s hustym zastoupenim mitochondrii a s kartacovym lemem v apikalni ¢asti. Diky tomuto typu
konstrukce jsou Caco-2 bunécné linie vyuzivané jako model linie enterocytti v in cellulo
kulturach (Artursson and Karlsson, 1991; Grajek and Olejnik, 2004).
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3.8.2 HT-29

Do sbirky tkanovych kultur patii také HT-29, ktera byla izolovana od 44leté zeny
kavkazského plivodu a stejné¢ jako Caco-2 byla izolovana z adenokarcinomu tkané¢ tlustého
stieva. V in cellulo kulturach je jeho morfologie typicka pro epitelové buiiky, avSak netvoii
kartacovy lem. Velka ¢ast bunécné populace HT-29 je tvofena poharkovymi bunkami, tudiz
produkuje velké mnozstvi mucinu. Jejich struktura zahrnuje mikroklky, fylamenta, silné
vakuolizované mitochondrie, endoplazmatické retikulum s volnymi ribozomy, kapénky lipida

a velké mnozstvi lysozomu (Grajek and Olejnik, 2004).

Exprese mucinu byla analyzovana, ve vztahu k bunécnému rtstu, v rodicovskych HT-
29 a ve dvou populacich hlen-sekretujicich HT-29, vybranych podle adaptace na methotrexat
(HT29-MTX), nebo adaptace na 5-fluorouracil (HT29-FU). Tyto dvé populace exprimuji
zralé muciny, liSici se v jejich imunoreaktivit¢ na protilatky proti zalude¢nim mucintim

(HT29-MTX) a mucinim tlustého stieva (HT29-FU) (Lesuffleur et al., 1993).

Bunky HT-29, HT29-MTX a HT29-FU vykazuji rozdilné vzory mucinii genové
exprese MUC1-MUCS5. HT29-MTX jsou rezistentni vic¢i methotrexatu a produkuji velké
mnozstvi mucinu. Od parentdlnich bunék HT-29 se 1isi v mnoha smérech. Maji niz$i obsah
hydroxy—aminokyselin a prolinu a vyssi pomér GIcNAc/GalNAc, dale se 1isi niz§im obsahem

kyseliny sialové a vy$§im obsahem siranu. Hlavnimi exprimovanymi geny bun¢k HT29-MTX

jsou MUC1, MUC2, MUC3 a MUCS5C (Huet et al., 1995).

3.9 Mucin

Gastrointestindlni trakt je pokryty tenkou vrstvou hlenu, sloZeného z vysoce
glykosilovanych proteind, zvanych muciny (Velcich et al., 2002). Piisobi jako bariéra chranici
hostitele pred Skodlivymi antigeny a podporuje motilitu lumenu stieva. Tato vrstva hlenu
je prvni fyzickou bariérou hostitelskych bunék proti stimulaci bakteriemi ve stievé. Adheze
tohoto hlenu je tedy prvnim krokem nutnym pro interakci probiotickych organism
S hostitelskymi bunkami ve snaze vyvolat konkrétni reakci. V lidském intestinalnim traktu se
vrstva hlenu mtize liSit ve své tloustce od 30 do 300 um. Obecné se jeho tloustka zvySuje

smérem z tenkého stfeva do koneéniku (Maxwell and Miller, 2011).
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Muciny d¢lime na sekre¢ni a membranové. Sekrecni muciny tvoii viskozni
hlen tracheobronchialni, gastrointestinalni a reprodukéni soustavy a obvykle tvoii extrémné
velké oligomery spojenim proteinovych monomerti pomoci disulfidovych vazeb. Tyto buiikou
vyloucené proteiny zlstavaji na apikdlnim konci epitelidlnich bun¢k ve formé gelovitého

hlenu (Gendler and Spicer, 1995).

Bunky sekretujici mucin, cylindrické poharkové buiiky, jsou fidce rozmistény mezi
bunky epitelové. V jejich rozSifené casti jsou mucinogenni zrna, tvofend pievazné
glykoproteiny - mucinem. Mucin je z roz$ifené apikalni ¢ast buiiky sekretovan do stieva, kde
tvofi hydrofilni membranu na jeho povrchu. V hlenu se hromadi mnoho proteinti uc¢astnicich
se traveni a transportu zivin do organismu. Pfechodem do tlustého stieva se pocet
poharkovych bunék zvysuje, v samotném tlustém stfevé se pomér enterocytti k poharkovym

bunkam rovna 2 : 1 (Grajek and Olejnik, 2004).

V soucasné dob¢ je znamo nékolik riznych gent kodujicich apomucin (Lesuffleur et
al., 1993). Hlen v tenkém i tlustém stievé se sklada predevsim z MUC2 a MUC3 (Gum, 1995)
a predpokladd se, Ze oba proteiny maji podobné receptory v podobnych koncentracich.
To potvrzuje i velmi silnd korelace mezi adhezi k obéma typiim hlenu (Ouwehand et al.,

2001).

Krom¢ tlohy mucind v oblasti ochrany a lubrikace epitelu, jsou muciny spojovany
s proliferaci, diferenciaci a karcinogenezi. Zd4 se ze muciny maji ulohu v progresi nadord,
invazi a metastazach a také pfeZivani nadorovych bunék a ochrané proti imunitnim reakcim

hostitele (Leteurtre et al., 2003).

Pro ucinnost potencionalnich probiotik je nezbytné, aby na mucin nebo lidské
epitelialni buiiky a buné¢né linie byla tato probiotika schopna adherovat. Testovani adheze in
vitro u potencionalnich probiotik je doporu¢eno FAO a WHO (Gonzalez-Rodriguez et al.,
2012).

3.10 Adherence

Hlenova vrstva pokryvajici epitelové buiky je pro pozité mikroorganismy prvni

kontaktni plochou po vstupu do stfeva a je povazovana za misto dilezit¢ pro adhezi
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a naslednou kolonizaci téchto bakterii (Ouwehand et al., 2001). Rizné mikroorganismy

preferuji pro adhezi riizné stanovisté, ktera se mohou lisit u jednotlivych druht hostitelt.
Tato stanovisté¢ rozdélujeme na:

1) povrch epitelialnich bunék,
2) krypty v ileu, slepém a tlustém stieve,
3) gelovity hlen pokryvajici epitel,

4) lumen stieva (Schrezenmeier and de Vrese, 2001).

Adheze patogennich bakterii na epitel stievnich bunék je dulezitym ptedpokladem
pro kolonizaci mikroorganismil a projevy virulence. Zejména patogenni bakterie tvoti velmi
uzké spojeni se stievni sliznici, coz je prvnim krokem Kk bakterialni infekci a zahajeni
infek¢énich onemocnéni. Laktobacily a bifidobakterie ve fermentovanych mléénych vyrobeich
mohou pomoci pfi prevenci stievnich infekci tim, Ze inhibuji uchyceni patogennich bakterii
na jejich vazebna mista na kartacovém lemu (Bernet et al., 1994). Adherence probiotik
na stfevni sliznici mize prodlouzit dobu jejich ptisobeni na travici trakt (Ouwehand et al.,
2001), ¢imz je podpoieno vylu¢ovani patogent a interakce s butikami epitelialniho imunitniho
systému hostitele (Jensen et al., 2011). Schopnost probiotik adherovat in vivo je povazovano
za dulezité kritérium pii vybéru potencialnich probiotickych kment (Ouwehand et al., 2001).
Bakterie schopné adherovat na hlen, ale neschopné adherovat k epitelu stfevni sliznice mohou

byt spolu s degradovanymi muciny vyplaveny dal travicim traktem (Buck et al., 2005).

Podle studie, provedenou Granato et al. (1999) se zda, ze adheze laktobacilt
a bifidobakterii nezavisi na jedine¢ném a vSudypfitomném mechanismu. Byl prokazan
vyznam Kyseliny lipoteichoové (LTA) jako mediatoru adheze Lactobacillus spp. i jinych
bakterii na lidské epitelialni buiky Caco-2. Adheze Lactobacillus spp. na epitelialni bunky
zavisi také na fyziologii bakterii a fyzikalné-chemickych parametrech, které mohou byt
zavislé na stavu rastu (Granato et al., 1999). Jensen et al. (2012) potvrzuje, ze adheze bakterii
na stfevni epitel je multifaktorialni jev, ktery zahrnuje elektrostatické interakce, hydrofobni

reakce nebo specifickou bakteridlni strukturu, jako jsou vnéjsi ptivésky.
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3.10.1 Faktory ovliviiujici adhezi

Byl testovan vliv na adhezi ptisobenim kyseliny a pepsinu, jakozto simulace prostredi
traviciho traktu. Vysledky ukazaly, ze jednotlivé kmeny jsou témito podminkami rtzné

ovlivnény (Ouwehand et al., 2001).

Dalsimi faktory, kterymi by mohla byt ovlivnéna adheze, jsou proteiny, identifikované
na povrchu bakteridlnich bun¢k nékterych probiotickych druht, které by mohly podporovat
adhezi téchto bakterii na mukozni vrstvy stfeva, extracelularni matrix a na receptory
cytoplazmatické membrany stfevnich bun¢k (Bove et al., 2013). Zvysena adheze probiotik
na hlenovou vrstvu stieva mize byt také pozitivnim vedlejSim G¢inkem uzivani nékterych
kyseliné nebo zlu¢i odolnych bakterii. Ty vznikaji pfizpiisobovanim rodicovskych kmeni
na expozici postupné zvysSujici se koncentraci zlu¢ovych soli. U téchto bakterii je diky tomuto
procesu  vyrazn¢ zlepSend mikrobidlni  zivotaschopnost v drsnych  podminkach

gastrointestinalniho traktu (Reyes-Gavilan et al., 2011).

Jelikoz laktobacily jsou pro vyzkumné ucely obvykle péstovany na mediu MRS
(ristové medium pojmenované podle jeho vynalezch Man, Rogosa a Sharpe), ale
pro prumyslovou vyrobu jsou péstovany na mediu na bazi mléka, byl testovan také vliv
riznych kultiva¢nich medii na adhezi bakterii. Kultivacni media adheren¢ni schopnost

zkoumanych kment baterii siln€ ovliviiovala (Ouwehand et al., 2001).
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4 Material a metody

4.1 Material

Byly pouzity bunééné tkané¢ Caco-2, HT-29, HT29-MTX, které jsou
adenokarcinomem tlustého stfeva. Dale methotrexat, Dulbecco's Modified Eagle's medium
(DMEM), penicilin a streptomycin, hydrogenuhliitan sodny, pyruvat sodny, neesencialni
aminokyseliny, fetalni bovinni sérum (FBS), fosfat bufer saline (PBS) a trypsin. To vse od
firmy Sigma-Aldrich (CZ). Plastik pro tkanové kultury: 24 jamkové desticky, serologické
pipety, kultiva¢ni lahve, Petriho misky od firmy Nunc (UK).

4.1.1 Slozeni DMEM media

Medium pro kultivaci bunéénych tkéni:
450 ml DMEM,

50 ml FBS,

5 ml hydrogenuhli¢itan sodny,

5 ml pyruvét sodny,

5 ml neesencialni aminokyseliny,

5 ml penicilin a streptomycin

Medium pro vlastni test adherence:

450 ml DMEM, medium bez dal§ich pfimési, které by mohly byt nevhodné pro

mikroorganismy.
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4.2 Metodika
4.2.1 Kultivace tkani

DMEM medium a FBS byly zahiaty na 37 °C po dobu 20 minut. Pomoci vakuové
odsavacky bylo odstranéno staré medium z kultivacni lahve a tkan byla proplachnuta 1x PBS.
PBS bylo nasledné odstranéno a bylo piidano 5 ml trypsinu s dobou inkubace 3 minuty.
Nasledné byl piidan 1 ml DMEM media na neutralizaci trypsinu. Pomoci plastové sterilni
Skrabky byly bunky uvolnény ze dna kultiva¢ni 1ahve a jeji obsah byl pienesen serologickou
pipetou do 15 ml zkumavky. Ta byla dana centrifugovat na 200x g po dobu 10 minut. Staré
medium bylo opatrné odsato pomoci serologické pipety, a t0 bez poruseni usazenych bun¢k
na dné¢ zkumavky. Do zkumavky bylo ndsledné ptfidano 5 ml media a pomoci serologické
pipety, opétovnym nasavanim a vyprazdiiovanim obsahu zkumavky, doslo k rozvolnéni
usazenych bunék. Po dikladném rozvolnéni bunék bylo do nové kultivaéni 14hve ptidano 15
ml nového media a poté pifidin 1 ml bunécné suspenze. Léhev byla popsana
a ulozena v CO; inkubatoru s 5% CO, atmosférou a teplotou 37 °C. Medium bylo mé&néno

kazdé dva dny.

4.2.2 Selekce HT29-MTX

Bunééna linie HT-29 byla oSetiena methotrexatem o koncentraci 4 pg/ml media.
Methotrexat byl pfidan do kultivaéni lahve pii zakladani. Nasledné¢ bylo DMEM medium
standardné ménéno kazdé dva dny bez dalsiho pfidani methotrexatu. Po 7 dnech byla bunéc¢na

linie sklizena a vyuzita k testovani.

4.2.3 ZaloZeni 24jamkové desticky

Z dikladné rozpusténé bunécné suspenze byl pomoci Biirkerovy komurky spocitan
obsah bunék v 1 ml suspenze. Pomoci vypoctu byla zjiSténa pfesnd koncentrace bunék. Poté
byla urcena koncentrace bunék, bud’ samostatnych tkani nebo ko-kultury, napipetovana
do 24jamkové desti¢ky do 12 pozic v objemu 300 ul a ulozena v kultivaénim boxu. Krmeni
bunck probihalo kazdé dva dny aZ do stafi 14 dnl, kdy u nich doSlo k plné diferenciaci

mikroklkd a byly vhodné pro adhezni testy.
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4.2.4 Adheze bakterii

Z monovrstev bylo odstranéno staré medium a kazdd jamka byla proplachnuta
3x pomoci PBS. Nésledné byl ptidan 1 ml bunécné suspenze obsahujici bifidobakterie nebo
laktobacily o koncentraci 10° cfu, kde byl pufr v poméru 1:1 k mediu DMEM bez suplementi,
které by mohly zaptiinit agregaci, ptipadné smrt bakterii. Bifidobacterie a lactobacily byly
ptidany do urCenych jamek a zaroven byly pfidany do jedné jamky, ktera neobsahovala
bunénou monovrtsvu. Tato jamka slouzila jako kontrola. Desticka byla umisténa
do anaerostatu zaroven s katalyzatorem nebo samostatné a vlozena do inkubdtoru na dvé

hodiny.

Po dvou hodinach byla desti¢ka vyjmuta a pipetou byl z desticky odebran kontrolni
vzorek. Ten byl ulozen do sterilni mikrozkumavky, a byl 2 minuty centrifugovan. Poté bylo
odstranéno medium a na 30 vtefin pfidan 1 % TRITON, ktery byl néasledné neutralizovan

kultivacnim mediem a dale nafedén na pozadovanou koncentraci.

Tekuty obsah jamek s bunéénymi tkanémi, byl odstranén pomoci odsavacky. Nasledné
byly monovrstvy 3x proplachnuty pomoci sterilniho PBS tak, aby byly odstranény veskeré
neadherované bifidobakterie a laktobacily. Po proplachnuti byl do jamek ptidan 1% TRITON
v mnozstvi 300 pul na dobu 30 vtefin a nasledné neutralizovan 700 pl kultivaéniho media.
Béhem 30 vtefin doslo k naruseni bunécnych membran stievnich tkéni, ale nebyly poskozeny
bifidobakterie a laktobacily. Veskery obsah jamek byl pienesen do zkumavek, kde doslo

k nafedéni na pozadovanou koncentraci.

Obsah zkumavek byl 10x nafedén na 5 koncentraci. Vzorky byly zockovany
do Petriho misek s MRS mediem a uzavieny do anaerostatu nebo samostatné vlozen
do inkubatort s 37 °C na dva dny. Po dvou dnech byly spo¢teny obsahy bifidobakterii

a laktobacilt na Petriho miskach.
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5 Vysledky

Testovani adherence probihalo ve dvou fazich. V prvni fazi byly testovany samostatné
bunécéné linie Caco-2 a HT-29 (tab. 3). V druhé fazi se testovala smésna kultura téchto
bunéénych linii a to vrozdilnych koncentracich tak, aby se dospélo k bunéénému
pomeéru s co nejlepsi schopnosti adherence bifidobakterii a laktobacili a zaroven s co nejvyssi
odolnosti proti mechanickému poskozeni béhem kultivace bun¢k. Byly testovany celkem tfi
kmeny bifidobakterii a to B. animalis ssp. lactis, B. bifidum a B. longum ssp. suis a jeden
kmen lactobacilu Lactobacilus Fructivorans, kdy se jejich inokula¢ni davky pohybovaly
v rozmezi 1x10" - 10°. Testované poméry koncentraci bungk HT29-MTX/Caco-2 byly 70 : 30
(tab. 4), 10 : 90 (tab. 5) u bifidobakterii, a v poméru 10 : 90 u Lactobacillus Fructivorans (tab.
6).

Tab. 3: Procento adherovanych bunék na samostatnych bunéénych liniich

% adherovanych bifidobakterii na jednotlivych liniich

HT-29 Caco-2
2x10% bun&k/ml media 2x10* bungk/ml media

Primér + SD Primér + SD
B. animalis ssp. lactis 342 + 12 1,37 £ 0,3
B. bifidum 17,63 + 5,2 25,88 + 9.3
B. longum ssp. suis 13,95 + 1,7 7,10 £ 11

Tab. 4: Procento adherovanych bunék na smésné kultuie bunéénych linii

vV poméru 70 : 30

% adherovanych bifidobakterii ve smésné kultuie HT29-MTX/Caco-2
2x10%1,4x10* bunék /ml media

Primér + SD

B. animalis ssp. lactis 286 + 0,2
B. bifidum 16,67 -*
B. longum ssp. suis 9,725 + 56
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*Bylo stanoveno pouze jedno méfeni

Tab. 5: Procento adherovanych bunék na smésné kultuie bunéénych linii
vV poméru 10 : 90

% adherovanych bifidobakterii smésné kulture H29MTX/Caco-2;
0,4x10%3,6x10* bun&k/ml media

Primér + SD

B. animalis ssp. lactis 2,23 -*
B. bifidum 21,12 -*
B. longum ssp. suis 18,76 -*

*Bylo stanoveno pouze jedno méfeni

Tab. 6: Procento adherovanych bunék na smésné kultuie bunéénych linii
v poméru 10 : 90

% adherovanych bifidobakterii smésné kultufe Ht29MTX/Caco-2;
0,4x10%3,6x10* bun&k/ml media

Prumér + SD

Lactobacillus S kravskym mlékem 23 £+ 08
Fructivorans Bez kravského mléka 29 + 0,7

26



6 Diskuse

Onemocnénimi jako jsou alergie, urogenitalni nebo gastrointestinalni infekce, stfevni
poruchy, jako je syndrom drazdivého tra¢niku, rizna prijmova onemocnéni nebo zacpy, trpi
v soucasné dob¢ znacna Cast svétové populace. V 1éCbe i1 prevenci téchto onemocnéni mohou
hrat probiotika vyznamnou roli. Maji-li probiotika zajistit jakykoliv pfiznivy uc¢inek
na hostitele, musi byt schopna dosahnout lumenu stfeva (Stone et al., 2013), tedy odolat stresu
spojenym s prichodem gastrointestindlniho traktu (Bove et al., 2013), a urcitou dobu
ve stfeve setrvat. Bylo provedeno n¢kolik studii, zkoumajicich stupent odolnosti jednotlivych
kmenli probiotik proti rizikim gastrointestindlniho traktu. U bakteridlnich bunék
Lactobacillus plantarum WCFS1, v riznych médiich, bylo testovano, do jaké miry podléhaji
simulovanému orogastrointestinalnim traktu. Jako medium bylo pouzito mléko, fyziologicky
roztok, MRS bujon a homogenaty z béznych a o glukany obohacenych téstovin. Bylo zjisténo,
ze medium, se kterym jsou probiotika vpravena do orogastointestinalniho traktu, muiize
pfispivat k jejich probiotickému piisobeni, a to zvySenim odolnosti vii¢i stresu pii prichodu
travicim traktem, nebo zvySenim stievni kolonizace. Pfitomnost zkvasitelnych substratd,
stejné jako vyskyt mlécnych bilkovin a lipidd, muze udrzovat bakterialni metabolismus
a chranit prokaryotické buiiky pted drastickymi podminkami prostiedi (Charteris et al., 1998).
Oproti tomu u fyziologického roztoku jako media bylo, diky nedostatku Zivin a Spatnému
bariérovému efektu, zaznamenano vysoké procento uhynu bakterii. U MRS media, media
specialné navrzeného pro bakterie mlééného kvasSeni, byl jeho ochranny ucinek potvrzen
dobrou zivotaschopnosti mikroorganismti. Je pravdépodobné, ze MRS medium implementuje
rast bakterii a zajiStuje bakteriim ochranu v gastrointestinalnim traktu (Bove et al., 2013).
V porovnani s mediem MRS byla adheze L. reuteri ING1 a L. brevis PEL1, péstovanych
v mlécné syrovatce, mediu LDM nebo API vyrazné¢ niz$i, avSak u Lactobacillus GG,
péstovaného na API a BHI, nebo u L. rhamnosus E-800, péstovaného na LDM byla adheze
vyrazn¢ vyssi nez u kultivace v MRC nebo mlééné syrovatce. Na adhezi kmene L. rhamnosus

LC-705 nemél typ kultivaéniho media Zadny vliv (Ouwehand et al., 2001).

U laktobacilti stievniho ptivodu a piivodem z fermentovanych mléénych vyrobki byla
porovnavana jejich schopnost piezit pusobeni nizkého pH a zlué¢i, a jejich metabolicka
aktivita v ptitomnosti zZlu¢ovych soli a mucinti. Tii kmeny potravinového pivodu L. sakei, L.

plantarum a L. paracasei byly vybrany pro jejich potencialni schopnosti pfezit ptisobeni
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kyseliny chlorovodikové o pH 2,5 po dobu jedné hodiny. L. johnsonii LA1 byl pouzit jako
dobfte charakterizovana kontrola. Postupné expozice bakterii kyselin¢ chlorovodikové a zluci
byla zkoumana tak, ze bakteridlni buniky ve stacionarni fazi byly vystaveny pH 1,0 az 2,5
a kyseliné€ cholové ve dvou krocich, aby byl napodoben prichod gastrointestindlnim traktem.
Tolerance na gastrointestinalni tekutiny byla nejvyssi u probiotického kmene stievniho
puvodu. Kritickd mez pro preziti L. Johnsonii expozici kyselin¢ chlorovodikové a cholové
bylo pH 1,5. Podobna tolerance na kyselinu chlorovodikovou byla pozorovana u nékterych
kment L. plantarum potravinového ptivodu, avSak zadny z téchto kment nepfezil naslednou
expozici kyseliny cholové pti pH 1,5. Kritickd mez pro pfeziti nasledného plisobeni kyseliny
cholové u kment druhu L. Paracasei byla dosazena na pH 2,0. U kmenti druhu L. sakei bylo
zaznamenano vyznamné mnozstvi prezivsich bakterii i pfi hodnoté pH 2,5. Vliv lidské Zluci
na kyselinou oslabené bakterie byl podobny jako u ptisobeni kyseliny cholové a degradace

mucint nebyla u laktobacili pozorovana (Haller et al., 2001).

Zadouci schopnosti probiotickych bakterii je jejich adheze na hostitelskou stfevni
sliznici. Jedna se o dulezity krok v kolonizaénim procesu, ktery zarucuje setrvani bakterie
ve stfevnim traktu, ¢imZ je umoZnéna modulace imunity hostitele a vylu¢ovani patogend.
Schopnost adherence se mezi jednotlivymi kmeny vyznamné li§i (Ouwehand et al., 2001).
Byly stanoveny také adhezni vlastnosti tfi probiotickych kment, Lactobacillus rhamnosus
DR20, Lactobacillus acidophilus HNO17 a Bifidobacterium lactis DR10, a to na lidskych
sttevnich buné¢nych liniich véetné Caco-2. HT-29 a HT29-MTX. Vysledky byly porovnany
s vlastnostmi  komer¢nich  probiotickych kmentt  Lactobacillus acidophilus LAl
a Lactobacillus rhamnosus GG. Jako negativni kontrola byl pouzit neadherujici kmen
Lactobacillus bulgaricus LB1. Byly pouzity dvé nezavislé metody pro kvantifikaci adhezivity
jednotlivych kmend. V prvni metodé¢ byly adherované bakterie detekovany Gramovym
barvenim a secitany pod mikroskopem v riznych oblastech. Bakterie byly také oznaceny
radioizotopy a rozsah adheze byl urcen scintilaénim s¢itdnim. VSechny tfi kmeny vykazovaly
silnou adhezi na lidské stfevni bunééné linie in vitro. Vysledek byl zaznamenan v podobé
adherenc¢niho indexu, ktery znaci primérny pocet adherovanych bakterii na 100 epitelidlnich
bun¢k. Adherencni index tii studovanych kment se pohyboval u bunééné linie Caco-2 99+17
adherovanych bakterii na 100 epitelidlnich bun€k a u HT-29 219+36 adherovanych bakterii
na 100 epitelidlnich bun€k. U bunéénych linii HT29-MTX byl adheren¢ni index dvakrat
az tiikrat vyssi (Gopal et al., 2000). Ouwehand et al. (2001) testoval adhezi potencialnich
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novych kmenti Lactobacillus brevis PEL1, L. reuteri ING1, L. rhamnosus VTT E-800 a L.
rhamnosus na model lidského stfevniho hlenu. Vysledky byly porovnavany s dobie
prozkoumanym probiotickym kmenem L. rhamnosus GG a bylo zjisténo, ze tfi z péti
zkoumanych kmend, v¢etné L. rhamnosus GG, vykazovaly v modelu hlenu vysokou adhezi,

stiedni adhezi vykazoval kmen L. brevis PEL1 a L. rhamnosus LC-705 adheroval minimalné.

Adherence na bunécné linie Caco-2 byla prokazana u nékolika bakterialnich kment
z fermentovanych mléénych vyrobki in vitro. Pro testy adherence byly pouzity bunééné linie
Caco-2 v koncentraci 2.5x10° bundk/ml. Adheze Vv pfitomnosti homologniho straveného
supernatantu byla pozorovana u L. johnsonii LA1 (11,9 %), L. plantarum LTH 2966 (11,1 %),
L. plantarum LTH 2963 (10,8 %), L. plantarum LTH 2611 (6,1 %), L. paracasei LTH 2552
(3,9 %), L. paracasei LTH 2579 (5,9 %), L. paracasei LTH 2568 (3,7 %), L. paracasei LTH
2570 (7,2 %), L.sakei LTH 4122 (2,1 %), L. sakei LTH 1185 (5,0 %) a L. sakei LTH 681
(11,0 %). V téchto experimentech, pH bunétné kultury supernatantu bylo upraveno
na hodnotu 5,0 (Haller et al., 2001).

Ve studii Jensen et al. (2011) byla zkoumana adheze osmnacti probiotickych kment
na bunécné linie Caco-2, HT-29 a LS 174T v koncentraci 106 cfu (+0,5 log) v 1 ml. Vysledna
adheze u zkoumanych kmenti byla vysoce variabilni (< 1 % az 25 %), v zavislosti
na bakterialnim kmenu a lidskych bunkach. Kmeny L. reuteri DSM 20016, mm4-1a, a fj1
vykazovaly oproti ostatnim testovanym kmenim obecné vysoky stupent adheze na vSechny
testované epitelialni bunky, a to 11 — 26 %. Kmen L. plantarum MF 1298 vykazoval stiedni
stupen adheze (6,5 az 8,9 %) na vSech testovanych buné¢nych liniich a L. rhamnosus GG
adheroval pomérné malo, na Caco-2 2,7 %, na HT-29 1,5 % a stfedné na LS 174T 4,5 %. P.
pentosaceus Q3 adheroval celkem dobfe na HT-29 (6,2 %) ve srovnani s buitkami Caco-2
a LS174T. Pro siln€ adherujici kmeny L. plantarum MF1298, L. reuteri DSM 20016, mm4-1a
a afjl se jako nejvhodnéjsi typ bunék pro adhezi jevi buiiky Caco-2, nasledujici buikami LS
174T a HT-29.

Na povrchu bakteridlnich bunék nékterych probiotickych druht byly identifikovany
proteiny, které by mohly podporovat adhezi téchto bakterii na mukédzni vrstvy stieva,
na extraceluldrni matrix a na receptory cytoplazmatické membrany sttevnich bunék. Hlen
vazici proteiny byly charakterizovany u Lactobacillus reuteri 1063 a u Lactobacillus

acidophilus NCFM. Na manézu specifikovany adhezin pravdépodobné zprostiedkovavajici

29



vazby na receptory hostitelskych epitelovych bunék, obsahujicich manozu, byl identifikovan
u Lactobacillus plantarum WCFS1. Fibrokinetin vazajici protein s ndzvem alfa-1 enolaza
(EnoAl), byl identifikovan a funkéné charakterizovan u Lactobacillus plantarum LM8 (Bove
etal., 2013).

Gugliemetti et al. (2008) zjistili, ze lidsky stfevni izolat Bifidobacterium bifidum
MIMBb75 pevné adheroval na bunky Caco-2. OSetfeni proteinazou K a chloridem lithnym
ukazalo, ze kliCovou roli v adhezi MIMBb75 na buiikky Caco-2 maji proteiny. Studiem
bunééné stény byl identifikovan povrchovy protein, znaeny BopA. Protein byl
chromatograficky purifikovan a bylo zjiSténo, ze plsobi jako promotor adheze na Caco-2
bunky. Protein odpovidajici BopA a jeho genu byl nalezen i u dalSich osmi vysoce
adherujicich kmenu Bifidobacterium bifidum. Nakonec bylo zjisténo, ze B. bifidum MIMBb75
a BopA maji vliv na produkci interleukinu-8 na Caco-2 epitelidlnich buiikach. BopA je prvni
popsany protein, ktery je ptimo zapojeny do adheze bifidobakterii na epitelidlni buiikky Caco-2

a vykazujici imunomodulaéni aktivitu.

Byl zkouman vliv pH na adhezi dvou kment Lactobacillus na lidské sttevni bunky
Caco-2. Jeden kmen, Lactobacillus johnsonii Lal, adheroval za kazdého pH mezi 4 a 7 druhy,
L. acidophilus Lal0, na tuto bun&nou linii za stejnych experimentalnich podminek
neadheroval. Ve vysledku lze tedy fici, ze vliv pH mize hrat dulezitou roli ve zvySeni adheze
laktobacilti, pH ovSem neni jedinym faktorem. Dlikazem mohou byt neadherované bakterie
Lactobacillus acidophilus LA10, které neadherovaly za zadného pH, oproti tomu bakterie
Lactobacillus johnsonii LAl adherovaly za kazdého pH v rozmezi od 4 do 7, a stupen adheze
se od sebe vyrazné nelisil (Granato et al., 1999). Ve studii Jensen et al. (2011) byly
tenkého stieva o pH 7,5. Bakterialni tolerance k simulované Zaludecni a stfevni stavé byla
testovana smichanim 15 pl 10® cfu/ml bakterialni suspenze s 1000 ml Zzalude¢ni nebo
stitevni §tavy. Kmeny Lactobacillus reuteri DSM 20016, mm4-la a fj1 a Pediococcus
pentosaceus Q3 zachovaly stejnou uroven Zzivotaschopnosti az 180 minut, Lactobacillus
reuteri DSM 17938 vykazoval po 180 minutach nepatrnou redukci Zivotaschopnosti 0,5-l0g,
kmeny L. plantarum WCFS1, NC8, MF 1298, AD2 a kmeny Lactobacillus rhamnosus GG
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a Lactobacillus gasseri ATCC 33323 odhalily mirné snizeni Zivotaschopnosti a to 1 az 2-log
po 180 minutach. Lactobacillus plantarum 299v vykazovaly snizeni Zivotaschopnosti vysoké,
4-log, zatimco u Lactobacillus pentosus, Lactobacillus farciminis a vSech kment
zivotaschopnosti. Simulovanou S$tavu tenkého stfeva s pankreatinem a zluci tolerovaly
vSechny testované kmeny téméf stejné, u zaddného zkmend nedosSlo k vyssi ztraté
zivotaschopnosti nez 1-log. Mezi kmeny, které udrzely svou Zivotaschopnost v simulované
Stave tenkého stfeva s pankreatinem a zluéi po dobu 240 minut, patii L. plantarum WCFSL,
NC8, MF1298, AD2, L. sakei 23K a LS 25, P. pentosaceus Q3, a L. reuteri mm41-a a fj1.
Mezi kmeny s minimalnim sniZzenim Zivotaschopnosti od 0,1 do 0,5-log pattily L. plantarum
299v, L. pentosus MF1300, L. sakei MF1053, L. gasseri ATCC 33323, a L. reuteri
DSM20016 a DSM 17938. Kmeny s rozsahem ztraty zivotaschopnosti od 0,5 do 1-log byly L.
sakei Lb790, L. rhamnosus GG, a L. farciminis MF1318.

Adhezi probiotickych bakterii na buiiky stfevni mukézy dochazi ke zlepSeni prevence
kolonizace a formovani patogenid a udrZzeni normadlni slizni¢ni imunity. Byla zkouména
ochranna role vybranych kment probiotickych bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium
viiéi enteropatogenni infekci. Bun&éné kultury Caco-2 byly vysazeny v koncentraci 1x10°
bunék/ml media v jedné jamce 24jamkové desti¢ce pro tkanové kultury. Bunky HT-29 byly
v koncentraci 1x10® bun&k/ml media v jedné jamce 24jamkové desticky pro tkanové kultury.
Podle experimentalnich dat byly kmeny Lactobacillus acidophilus Barl3, Lactobacillus
plantarum Barl0, Bifidobacterium longum Bar33 a Bifidobacterium lactis Bar30 ucinné
pfi presunu enteropatogentt Salmonella typhimurium a Escherichia coli H10407 z bunééné
vrstvy Caco-2. Probiotické bakterie Lactobacillus acidophilus Barl3 a Bifidobacterium
longum Bar33 byly navic kladn¢ hodnoceny také pro jejich imunomodulaéni aktivitu na IL-8
produkovanych bunkami HT-29. Oba kmeny tedy vykazovaly potencial pro ochranu
enterocytl pii akutni zanétlivé reakci Candela et al. (2008).

V ramci studie Haller et al. (2001) byl také zkouman vliv faze ristu probiotickych
bakterii na jejich potencialni odolnost ptisobeni kyselin a zlu¢i. Prokazan byl u L. sakei LTH
681, u kterého byl baktericidni Gcinek kyseliny chlorovodikové v kombinaci s kyselinou
cholové maximalni (pokles o > 5 log cfu/ml) v ¢asné exponencialni fazi rastu (5 - 8 h).
V pozdni exponencialni fazi ristu (12 h) byla tolerance zvysena (pokles o 2,8 log cfu/ml).

Nejsilngjsi tolerance (pokles o 1,4 log cfu/ml) byla prokazana ve stacionarni fazi ristu
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bakterii (24 h). Pocet bakterialnich bun¢k Vv této fazi se po plsobeni kyseliny chlorovodikové
a zlucovych soli snizil z 8,1 log cfu/ml na 6,7 log cfu/ml. Na konci stacionarni fazi ristu (48
h) byl relativni pocet odolnych bunék (pokles o 1,5 log cfu/ml) srovnatelny se stacionarni fazi
ristu, a to i kdyz se hustota bun€k bakterialnich kultur snizila z 8,1 na 7,4 log cfu/ml.
Z vysledkt je tedy patrné, ze faze rlstu probiotickych bakterii ma vyznamny vliv na jejich

potencidlni odolnost expozici kyselin a zluci.

V lidském stieveé jsou zastoupeny dva hlavni bunécné fenotypy, sekrecni a poharkové
bunky. Bernet et al. (1994) zkoumal adhezi kmene Lactobacillus acidophilus LA1 na lidské
Caco-2 a HT29-MTX buiiky v bun&né kultute. Buiiky byly vysazeny v koncentraci 2x10*
HT29-MTX bungk/cm?® a 1 - 4x10* Caco-2 bun&k/cm?. U kmene Lactobacillus acidophilus
LAl byla pozorovana silnd adheze na difuzni vzorek hlenu, vylu¢ovaného homogenni
subpopulaci bunék HT29-MTX. Stupen adheze celych bunék Lactobacillus acidophilus LA 1

na hlen sekterujici bunky se zdala vyssi nez na bunky Caco-2.

Polarizované bunky Caco-2 bunééné linie jsou Casto vyuzivany jako in vitro model
lidskych epitelialnich bun¢k, a to pro svou jak funkéni, tak i fyzickou podobnost (Wong and
Ustunol, 2006). Caco-2 bunky jsou schopné exprese gent kodujicich protein 1, ktery vaze
kyselinu retinovou a protein 2, ktery vaze retinol. Také maji receptor pro termostabilni

enterotoxin a epidermalni ristovy faktor (Grajek a Olejnik, 2004).
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[ Zaver

Cilem této bakaléaiské prace bylo vyhodnotit nejlepsi pomér jednotlivych stfevnich
bun¢k ve smésné kultufe modelujici skutecné stievo v in cellulo systému. Jak vyplyva
z vysledkli, smésna kultura bunéénych linii Caco-2 a HT29-MTX v poméru 90 : 10
se vV naSem in cellulo modelu jevi jako nejvhodné&jsi pomér stievnich bunék. Vhodnost tohoto
poméru je dana relativné vysokou odolnosti této smésné kultury po 14denni kultivaci,
a zaroven zachovanim vlastnosti modelu stieva, tak aby byl stale vhodny pro testovani adheze
probiotickych bakterii. Tento vysledek je i v souladu s publikovanou literaturou, kdy
se poméry bunék pohybuji od 50 : 50 do 90 : 10 pro Caco-2 : HT29-MTX buné&éné linie.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolii

API: rastové medium pojmenované podle American Petroleum Institute

BHI: Brain-heart infusion medium, ristové medium vyrabéné z vyvaru kravskych nebo

prasecich srdci a mozka

CFU: kolonie tvofici jednotka

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's medium

DNA: deoxyribonukleova kyselina

FAO: Food and Agriculture Organization; Organizace pro vyzivu a zem&dé&lstvi
FBS: fetalni bovinni sérum

FU: 5-fluorouracil

GalNAc: N-acetylgalaktosamin

GIT: gastrointestinalni trakt

GIcNAc: N-acetylglukosamin

LAB: lactic acid bacteria; bakterie mlé¢ného kvaseni

LDM: riastové medium modifikované z Lewinovych moiskych rozsivek

LOG: logaritmus

LTA: kyselina lipoteichoova

MRS: ristové medium pojmenované podle jeho vynalezci Man, Rogosa a Sharpe
MTX: methotrexat

MUC: geny kodujici membranové proteiny z fady mucint

PBS: fosfat bufer saline

RNA: ribonukleova kyselina
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SD: smérodatnd odchylka
TLR: Toll-like receptor

WHO: World Health Organization; Svétova zdravotnickd organizace
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