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Vliv fenolovych sloucenin na adherenci mikroorganismi
v modelu stirevniho epitelu

Souhrn

Ovoce a zelenina jsou nedilnou soucasti lidského jidelnicku, kdy poskytuji fadu
biologicky aktivnich slou¢enin, mezi které patii fenolové slouCeniny. Tyto fenolové
slou¢eniny hraji roli v antioxida¢ni ochrané pted volnymi radikaly, ¢imz pfispivaji k prevenci
pied fadou onemocnéni. Jejich biologicka dostupnost je ovliviiovéana stfevnim mikrobiomem,
mezi ktery patii probiotické kmeny Lactobacillus spp. a Bifidobacterium. spp.

Pro hostitele maji probiotika nenahraditelny vyznam v ochran€ organismu
pfed patogeny, zabranuji poSkozeni stfevni sliznice a hraji roli v imunitnim systému.
Pro jejich ucinnost je dilezitd jejich schopnost adherovat na stfevni sliznici. Adherence
probiotik je ovliviiovana prichodem gastrointestinalnim traktem, kde hraje roli pH a Zlucové
kyseliny. Zaroven ji mohou ovliviiovat fenolové slouc¢eniny v potravé.

Pomoci in vitro modelu gastrointestinalniho traktu na vybrané kmeny Lactobacillus
brevis a Lactobacillus gasseri bylo simulovano jejich traveni a nasledné spole¢né
s resveratrolem (4,5; 2,25 a 1,125 pg/ml) byly testovany na schopnost adherovat na bunéény
model tlustého stfeva, slozeny z Caco-2 a HT29-MTX bunc¢k.

Simulace traveni snizila Zivotaschopnost L. brevis na 12.76 %, respektive na 14,76 %
u L. gasseri. Zaroven byla u L. gasseri zaznamenana nejvys$i adherence a to 28 %
pti koncentraci resveratrolu 2,25 upg/ml, ktera byla o 10 % vy$s§i nez adherence
bez resveratrolu. Ostatni koncentrace naopak adherenci snizovaly o 2 %, respektive o 8 %
pii koncentraci 1,125, respektive 4,5 pg/ml. Naopak L. brevis ani vjedné testované
koncentraci neadheroval o vice nez 1,1 %. DosaZzené vysledky jsou vSak statistiky nepriikazné
(p < 0,05), coz mize byt zapfi¢inéno zvolenym bunéénym modelem.

Priichod travicim traktem vyrazné snizuje Zivotaschopnost konzumovanych probiotik
a zéroven konzumované fenolové slouc¢eniny nemusi mit vzdy pozitivni efekt na adhezi

na sttevni epitel.

Kli¢ova slova: probiotika, model stievniho epitelu, model travici soustavy, travici soustava

¢lovéka, fenolové slouceniny



The effect of phenolic compounds on the adherence of
microorganisms in the epithelial model

Summary

Fruit and vegetables are important part of the human diet, providing a range
of biologically active compounds include phenolic compounds. These phenolic compounds
have effect in the antioxidant protection and thereby helping to prevent many diseases. Their
bioavailability is effected by the intestinal microbe, which includes probiotic strains
of Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp.

Probiotics have irreplaceable importance fot host in protecting the organism against
pathogens, preventing damage of intestinal mucosa and are imporatnt for the immune system.
The ability of probiotics to adhere to the intestinal mucosa is important for their effectiveness.
Adhesion of probiotics is influenced by the passage through the gastrointestinal tract with
different pH and bile acids. Equally phenolic compounds may influence adhesion in the diet.

Selected strains of Lactobacillus brevis and Lactobacillus gasseri were digested
by in vitro model of the gastrointestinal tract and then this strains were tested for adhesion
to a colon cell model composed of Caco-2 and HT29-MTX cells together with resveratrol
(4.5;2.25 and 1.125 pg / ml).

Simulation of digestion reduced the viability of L. brevis to 12.76% and 14.76%
for L. gasseri. Concurrently, the highest adhesion was observed for L. gasseri, 28%
at a resveratrol concentration of 2.25 pg / ml, which was 10% higher than adherence
without resveratrol. Other concentrations, on the contrary, decreased by 2% respectively 8%,
in concentration of 1.125 respectively 4.5 ug / ml, respectively. Conversely L. brevis did not
adhere to more than 1.1% even at one concentration. However, the results are statistically
inconclusive (p <0.05), which may be due to the chosen cellular model.

The passage through the digestive tract significantly reduces the life of the consumed
probiotics and the consumed phenolic compounds may not always have a positive effect

on adherence to the intestinal epithelium.

Keywords: probiotics, intestinal epithelium model, digestive system model, human digestive

system, phenolic compounds
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1 Uvod

Lidsky gastrointestindlni trakt vytvaii prostiedi pro velkého mnozstvi mikroorganismt.
Mimotadné komplikovany mikrobiom je funkéné stabilni a ptesto jeho slozeni je rozmanité
amuze se ménit. Podili se na ziskdvani energie, zachovani funkcnosti prostfedi, obrané
proti patogenim ¢i na imunologickych reakcich. V disledku toho je fyziologie Cloveka
zavisla na interakci stimto mikrobiomem (Minekus et al., 2014). Dysbioza stievniho
ekosystému vede krozvoji nckterych onemocnéni, od infekénich prijmi a prijmi
zpusobenych antibiotiky, az po chronické neurologické poruchy a mnoho dalSich. Tato
onemocnéni mohou byt napravena ptiznivymi U€inky probiotik. Probiotické kmeny zabraiuji
¢i zlepSuji ptiznaky tim, Ze méni slozeni stfevniho mikrobiomu a vedou k produkci
metabolitti, které ovliviuji zdravi (Patel et Dupont, 2015).

Jednim z kritérii pro vybér probiotickych kment je rezistence bakterii predevSim
vuci traveni v Kyselém prostiedi Zaludku a ve stieve. Je tedy i dilezita schopnost bakterii
ptezit pisobeni Zlu€ovych soli a tato schopnost je obecné zahrnuta mezi kritéria pouzZivana
k vybéru potencialnich probiotickych kment (Yadav et al., 2017). Dalsi z vlastnosti dilezitou
proto, aby probiotika pifezila a mohla tak pusobit, je jejich adherence Kk epitelialnim bunkam
tlustého streva. Tato schopnost je do znacné miry specificka pro dany druh a vybér lidskych
bakterialnich izolati tak zvys$i moznost nalezeni organismu, které nejlépe pieziji (Sarao
et Arora, 2017).

Jelikoz zpusob stravovani je hlavnim faktorem urCujicim slozeni a vyvoj stfevniho
mikrobiomu, vedle hlavnich zivin (sacharidd, bilkovin a tuki) je zde velké mnozstvi
sloucenin, které mohou mit jak prospésny, tak nepifiznivy ucinek na lidské zdravi. Fenolové
slouc¢eniny jsou riznorodou skupinou sekundarnich metabolitti v rostlindch a mohou hrat
dileZitou roli v prevenci mnoha onemocnéni. Odhaduje se, Ze 90-95 % piijatych fenolovych
slou¢enin se hromadi Vv tlustém stfevé, kde mohou selektivné potlacovat nebo naopak
stimulovat rast nékterych bakterii a mohou tak ovlivnit dynamiku bakteridlni populace
(Cueva et al., 2010). In vitro modely lidského traviciho traktu umoziuji védcim dohled
nad specifickymi podminkami pro podrobngjsi zkoumani konkrétnich parametri (Deepika

et Charalampopoulos, 2010).



2 Cil prace

Na sttevni mikrofloru maji vyrazny vliv dopliky stravy ze skupiny probiotik. Nejvice
komeréné¢ vyuzivané mikroorganismy do probiotik jsou ¢lenové roda Lactobacillus
a Bifidobacterium, které jsou vybirany mimo jiné na zaklad¢ schopnosti pieziti pti prichodu
travicim traktem nebo schopnosti adherence na stfevni epitelidlni buiiky. Cilem diplomové
prace je v teoretické Casti zpracovani literarni reSerSe zaméfené zejména na probiotika,
fenolové slouceniny a in vitro modely travici soustavy. Cilem praktické ¢asti bude nalezeni
vhodnych kmeni laktobacilti, které prokazou dobrou schopnost piezit prichod travicim
traktem, zachovaji si adherencni vlastnosti a budou mit schopnost na zdkladé¢ konkurence
0 vazebna mista snizovat pocty adherujicich patogent.

Hypotéza: Ptitomnost vybranych dietdrnich fenolovych sloucenin zvySuje adherenci
urcitého perspektivniho probiotického kmene a zéroveil snizuje adherenci potencialniho

patogenu.



3 Literarni reSerse

3.1 Travici soustava ¢lovéka

3.1.1 Stavba a funkce

Primarni funkci jednotlivych c¢asti gastrointestindlni traktu je traveni, absorpce,
vylucovani a ochrana vnitfniho prostiedi. Tyto funkce zajistuje fada organd s rozdilnymi
Gilohami od st az po kone¢nik. Zaludek a tenké stievo jsou zodpovédné hlavné za traveni
a absorpci, proces zahrnujici fyzikalni (retropulse) a chemické mechanismy (zlu¢ a enzymy).
V tlustém stievé pak predevSim dochazi k vysuSeni a zhutnéni odpadu, ktery je
pied vyloucenim ulozen v esovité kli¢ce a kone¢niku (Cheng et al., 2010).

Gastrointestinalni trakt (Obr. 1) zacina dutinou ustni, kde se rozkladaji velké kusy
potravy a pomoci slin vyluCovanych tfremi pary slinnych zldz (ptiuSni, podcelistni
a podjazykova) jsou lépe polykany. Zaroven sliny rozpoustéji nékteré z molekul potravy,
které mohou reagovat s chemoreceptory v ustech a vedou tak ke vzniku chuti. Sliny obsahuji
nékteré elektrolyty, hlen pro lepsi prichod potravy, antibakterialni slouceniny, jako je
thiokyanat a peroxid vodiku, sekrecni imunoglobulin A, epidermalni ristovy faktor a travici
enzymy a-amylazu, lipasu a kalikrein (Gelberg, 2014). Dale Gstni dutina piechazi v jicen,
svalovou trubici prochazejici krkem a hrudnikem, ktera ustni dutinu spojuje se zaludkem
(Goyal et Chaudhury, 2006). Epitel jicnu se sklada z vice bunéénych vrstev, jako ochrana
pied prichodem nestravené Ci pouze Casteéné stravené potravy (San Roman et Shivdasani,
2011).

Zaludek lze rozdélit na 2 funkéni oblasti, a to s oxyntickymi (parientalnimi) Zlazami,
které zabiraji 80 % zaludku a anatomicky zahrnuji fundus a korpus (t€lo Zzaludku). V oblasti
antra zaludku se nachazi pylorické zlazy, které jsou charakteristické bunikkami tvofici gastrin
(G-buitkami) a zahrnuji zbylych 20 % zaludku. Lidsky Zaludek obsahuje priblizng 1 x 10°
parietalnich bungk a 9 x 10° bungk gastrinu (Joseph et al., 2003). Parietalni buiiky vyluguji
kyselinu chlorovodikovou (cca pH 0,8). V lidském zaludku se hodnota pH pohybuje
okolo 1,4. V zalude¢nim epitelu jsou pfitomny také neuroendokrinni buiky, zahrnujici
potencialni hormonalni a parakrinni signalizaci. Jedna se napt. o buiky obsahujici

somatostatin, amylin, serotonin, melatonin, histamin, ghrelin, obestatin aj. (Schubert, 2008).



Zaludek prechazi pies vratnik (pylorus) do tenkého stfeva, které miZeme rozdélit
do tfech funk¢nich oblasti: dvanactnik (duodenum), lac¢nik (jejunum) a kycelnik (ileum).
Epitel tenkého stfeva se sklada ztubuldéznich Zzlazek, tzv. Lieberkiihnovych krypt,
nachazejicich se mezi klky, které vstupuji do stievniho lumenu a maximalizuji povrch
pro traveni a absorpci (Li et Jasper, 2016). Epitelové bunky duodena syntetizuji enzymy, které
spolecné se zlu¢i produkovanou jatry a pankreatickymi travicimi enzymy dokoncuji traveni
proteint, tukii a sacharidu. Epitel jejuna absorbuje vétsinu objemu zivin a epitel ilea absorbuje
vitamin B, spolu se solemi zlu¢ovych kyselin, které se opét vraci do jater.

Na tenké stfevo navazuje pies ileocekalni chlopen stfevo tlusté. Pohyby tlustého stfeva
jsou pomalejsi, potrava se zde zdrzuje 18-24 hodin, tedy 6x déle neZ v tenkém stieve. I tlusté
stfevo lze rozdé€lit do trech ¢asti: slepé stievo (intestinum caecum), traénik (colon) a kone¢nik
(rectum) (Thompson et al., 2018). Slepé stievo a vzestupny trac¢nik hraji vyznamnou roli
V absorpci vody a elektrolytli a fermentaci nestravenych sacharidl. Sestupny tracnik, esovita
klicka tlustého stfeva a kone¢nik se pievazné podileji na skladovani a odvadeéni stolice.
Sliznice tlustého stfeva ma hladky povrch, bez klkid, ale s cetnym mnozstvim krypt,

vylucujicich hlen do lumen (Phillips et al., 1993).

Piiusni 7Zlaza
Podjazykova zlaza
Podcelistni 7laza

Jicen —>

Zaludek

Pylorus
Dvanactnik
Vzestupny tracnik Lacnik

Slepé stievo Sestupny traénik

Ileocekalni chlopent

Kycelnik Konecnik

Obrazek 1: Travici soustava



Travici §tavy gastrointestindlniho systému se vylucuji k podpofe enzymatického
Stépeni bilkovin, sacharidii a tuki, zatimco svalové kontrakce celého traktu zajistuji
mechanické zpracovani, chemické traveni, absorpci a transport (Ferrua et Singh, 2010).
Motilita gastrointestinalniho traktu je zajiSténa vSudypiitomnou elektrickou aktivitou.
V zaludku a tenkém stfevé prochdzi pomalé¢ viny za zmény membranového potencionalu,
které koordinované podporuji svalstvo traktu (Sanders et al., 2006). Vngjsi vrstva stievni
stény, tvofena svalovymi vlakny, umoznuje promichani a pfesun obsahu traktu. Kontrola
motility zavisi na aktivité enterické nervové soustavy, ktera vytvari sit’ neurond nachazejicich
se v gastrointestinalni sténé (Bornstein, 2008).

Sténa gastrointestinalniho traktu je sloZzena ze Ctyf vrstev, tj. mukézy (sliznice),
submukozy, vn¢jsi svaloveé vrstvy a serdzy. Svalova vrstva se sklada z vnéjsi longitudinalni
a vnitini cirkularni vrstvy. Submukéza a mukoza bohaté na kolagen se nachazi uvnitt svalové
vrstvy. Dals$i tenka vrstva svalu - muscularis mucosae, se nachazi témét po celé délce traktu
(Liao et al., 2009). Epitel gastrointestinalniho traktu je chranén sekreci hlenu, jehoz hlavni
slozkou je glykoprotein mucin. Déle obsahuje soli, lipidy a proteiny podilejici se na obran¢
vnitiniho prostfedi, jako jsou rlstové faktory, imunoglobuliny nebo lysozym. Tvorba
a vylucovani hlenu muze trvat nékolik minut az hodin, v zavislosti na organu a na situaci,
napt. invazi patogeny, kterd vyzaduje rychlou reakci epitelu. Stejné tak se lisi tloustka
hlenovité vrstvy (Derrien et al., 2010). Ustni dutina je pokryta slinnym filmem 70 - 100 pm,
zaludecni sténa vykazuje silnéj$i hlenovou vrstvu, pfiblizné¢ 300 pum, kterd chrani zaludecni
epitel pred kyselou Zalude¢ni stavou. Tenké stievo je prevazné pokryto volné€ ptipojenou
hlenovou vrstvou 150 - 400 um, ktera je nejtenéi v jejunu, kde dochazi k hlavnimu piijmu
zivin. V tlustém stieve stoupa tloustka hlenu az na 800 - 900 um v distalni ¢asti (Atuma et al.,
2001). Hlenova vrstva se dale déli na dvé rizné vrstvy. Vngjsi vrstva je neadherentni, z velké
¢asti rozpustnd a je neustdle odstranovana spolu s potenciondlné nebezpeCnymi Ciniteli
(napf. mikroorganismy nebo viry). Vnitini adherentni vrstva pevné piiléha k epitelu,
neni rozpustna ve vod¢ a plsobi jako selektivni bariéra a umoziuje prichod pouze pro mensi
molekuly. Zatimco vrchni vrstva je bohata na mikrobiom, spodni vrstva neobsahuje témé&f

zadné bakterie (Hansson et Johansson, 2010).



3.2 Mikrobiom traviciho traktu ¢lovéka

Travici soustava Cloveka se sklada z funkéné odlisnych oblasti — ustni dutiny, zaludku,
tenkého a tlustého stfeva. Lisi se tedy i mikroorganismy, které se v téchto castech nachazi,
ato kvantitativn® i kvalitativnd. Odhaduje se na 10 (Cooper et al., 2007)
bunék gastrointestinalniho mikrobiomu, ktery zahrnuje bakterie, archea, eukaryota a viry.
Mnozstvi, typ a funkce mikrobiomu se 1isi podle mista traviciho traktu, ale vét$ina se nachazi
Vv tlustém stieve, kde se mj. podili na fermentaci slozek potravy, zejména sacharidti / vlakniny
a na formovani stolice. (Hattori et Taylor, 2009; Conlon et Bird, 2015). Pomoci 16S rRNA
genu byla analyzovana (Eckburg et al., 2005) mikrobialni rozmanitost a bylo zji§téno,
ze 98 % druht patii ke ¢tyfem bakterialnim kmeniim (Tab. 1) — Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobakteria a Actinobakteria. Proteobakteria jsou bézné, ale obvykle nejsou dominantni
(Dave et al., 2012).

Tabulka 1: Kmeny mikrobiomu travici soustavy a jejich rody

Kmeny Rody

Firmicutes Lactobacillus, Clostridium, Faecalibacterium, Streptococcus, Eubacterieum
Bacteroidetes Bacteorides

Proteobacteria Escherichia

Actinobacteria Bifidobacterium

Pomoci kultivace byla zkoumana mikrobialni ekologie, kdy az 80 % stievnich bakterii
nemiize byt kultivovano konven¢nimi technikami. Je to predevSim z divodu narokt bakterii
na ziviny, anaerobni podminky a komplexni zavislosti jednoho organismu na druhém
(Béackhed et al.,, 2005; Dave et al, 2012). Nejvice rozmanité a bohaté mikrobidlni
spolecenstva se vyskytuji v dutin€ tstni, kde se nachazi 750 druhti mikroorganismti a distalni
Casti gastrointestinalniho traktu. Pomérné jednoduchy je pak mikrobiom jicnu, Zaludku
a tenkého stieva (Hattori et Taylor, 2009). N¢které bakterie vytvareji biofilmy a zvySuji tak
odolnost vii¢i kolonizaci potenciondlnich patogenti a podileji se na stimulaci imunitnich
a hormonalnich systéma hostitele. V téchto strukturach se udrzuji predevsim Bacteroides
spp., Bifidobacterium spp., Firmicutes (napf. Lactobacillus spp.) a Fusobacterium spp.
Biofilm vytvafi ochranu pro bakterie, umoznuje komunikovat ptimo s hostitelem a prodlouzit
jejich pobyt v gastrointestinalnim traktu s vy$$i metabolickou ¢innosti. Zvlastnim znakem
biofilmu je pfitomnost mikroaerofilniho prostfedi na bazalni stran€ a anaerobnich podminek

na vrcholu (Marzorati et al., 2010).



V zaludku dospélého c¢loveéka se nachazi 10% az 10* KTJ/ml bakterii (Petra et al.,
mikrobiom, az na nékolik vyjimek, pfedevsim Helicobacter pylori, nejcastéjsi lidsky patogen,
ktery neutralizuje kyselé prostifedi zaludku a je pivodcem gastroduodendlnich onemocnéni,
napft. viedl nebo rakoviny Zaludku (Savage, 1977; Kafshdooz et al., 2017). Podle Bik et al.
(2006) zaludek vSak zahrnuje rtiznorodé mikrobidlni spolecenstvi, kterému dominuji kmeny
stejné jako u dutiny Ustni a jicnu, ale slozeni bakterii se vyrazné liSi. Prevlada zde
Lactobacillus spp, Streptococcus a Prevotella, které jsou odolné vuci kyselému prostiedi.
Slozeni v zalude¢nim antru a samotném télu zaludku je pak téméf totozné (Zilberstein et al.,
2007; Wang et al., 2014). V duodenu se pocty bakterii pohybuji kolem 10° - 10° KTJ/ml
a smérem k ileu se zvysuji az na 10® KTJ/ml (Ley et al., 2006). Pokud jde o rozmanitost,
duodenum, jejunum a ileum jsou obohaceny hlavné o Firmicutes (Lactobacillaceae),
Proteobacteria (Enterobacteriaceae) a Actinobacteria (Bifidobacterium a Collinsella) (Aratjo
et al., 2017). Mikrobiom tenkého stieva je mén¢ slozity nez u tlustého stieva a obsahuje vice
fakultativné anaerobnich bakterii (Hayashi et al., 2005).

Nejvice bakterii s vysokou druhovou rozmanitosti se nachazi v tlustém stievu
s piiblizng 10™ - 10™ KTJ/g (Ley et al., 2006). Mezi prvni bakterie kolonizujici stievo patii
aerobni a fakultativni bakterie, jako jsou koliformni bakterie, laktobacily a streptokoky.
Kolonizace témito druhy snizi oxida¢né-redukéni potencidl ve stievé ve prospéch rustu
anaerobnich bakterii, jako jsou Bacteroides a Bifidobacteria. Se zavedenim tuhé stravy
se mikrobiom stale vice podoba mikrobiomu dospélého ¢loveéka, kde pfevazuji anaerobni
bakterie (McCracken et Lorenz, 2001). Jakmile mikrobiom dosahne zralosti, zstava pievazné
stabilni az do stafi, ackoli se U starSich lidi vyskytuji urcité rozdily, nez u mladych dospélych
a vyznacuje se mensi variabilitou. Starsi lidé napt. zaznamenavaji vyznamné snizeni bakterii
rodu Bifidobacterium. Tato zjisténi mohou souviset s vét§im poc¢tem nemoci U starSich osob
a s léky pouzivanych k jejich 1é¢bé (Roca-Saavedra et al., 2017).

U dospélého cloveéka se v tlustém strevé vyskytuji z90 % kmeny Firmicutes
a narozdil od tenkého stieva hlavné Bakteroidetes. Zajimavé je, Ze v horni Casti stfevnich
Lieberkiihnovych krypt obvykle dominuje Firmicutes, zatimco na dné¢ dominuje
Proteobacteria (Aratjo et al., 2017). Rod Clostridium, Enterobacteriaceae a Streptococcus
jsou také vyznamné rody, ale v tlustém stievé méné pocetné (Roca-Saavedra et al., 2017).
Pocty 1 rozmanitost bakterii se zvySuji od proximalnich oblasti smérem k distalnim. Naopak
oxidacné-redukeéni potencial distalné klesa, proto je vice nez 99 % bakterii nachdzejicich se

V tlustém stfevé anaerobnich (McCracken et Lorenz, 2001).
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Gastrointestindlni mikrobiom se intenzivné podili na proliferaci lidskych stfevnich
bunék a pomaha udrzovat jejich homeostdzu. Zaroveni vSak miZze byt pfi¢inou rtznych
onemocnéni. Vytvofeni i udrzovani intestinalniho mikrobiomu mize byt ovlivnéno dietou,
zpusobem narozeni nebo interakcemi mezi mikrobiomem ¢i mikrobiomem a hostitelem
(Hattori et Taylor, 2009). Zasadni roli pfi udrZzovani zdravi hostitele hraje rezistentni
mikrobiom. Napft. laktobacily mohou indukovat sekreci mucinu. Bakterie rodu Bacteroides
thetaiotaomicron mtzou modulovat expresi gend podilejici se na absorpci zivin, fortifikaci
muko6zni bariéry a metabolismu xenobiotik. Také mohou podporovat utlum prozanétlive
exprese cytokinti. Stejny pozitivni efekt byl objeven u Lactobacillus acidophilus (Marzorati et
al., 2010).

3.2.1 Symbiotické bakterie

Lidské stfevo vytvaii vhodné prostfedi pro rozsahld spoleCenstvi symbiotickych
bakterii. Tyto bakterie jsou schopné metabolizovat latky, napt. rostlinné polysacharidy, které
jsou jinak clovékem nestravitelné a zasadné tak piispivaji k metabolismu zivin. Konecné
produkty metabolizovanych latek pisobi také jako signalni molekuly a maji pfimy vliv
na mozkovou, stfevni, jaterni, tukovou a svalovou tkan (MacFarlane et MacFarlane, 2010;
Cash et al., 2016). Samotna bakterialni buné¢na hmota stimuluje peristaltické pohyby, ¢imz
usnadnuje pruchod zbytkd traveni stievem. Dojde-li k nerovnovaze stievniho mikrobiomu,
snizeni mikrobidlni diverzity a naslednému nedostatku specifickych slozek, které hostitele
chrani pied patogeny, mize dojit k zanétlivému stievnimu onemocnéni (Louis et al., 2014).

K nejintenzivnéj$i mikrobidlni aktivité dochazi v proximalni Césti tlustého stteva,
kde je vysoka dostupnost substratti. Nestravitelné slozky stravy, ale také produkty organismu
(pfedevsim mucin), které se dostavaji do tlustého stieva, jsou fermentovany anaerobnim
mikrobiomem a dochazi tak ke vzniku metaboliti. U zdravého dospélého ¢loveéka jsou
hlavnimi produkty plyny a organické kyseliny. Nesnadno stravitelné¢ sacharidy,
jako polysacharidy stén rostlinnych bungk, rezistentni Skrob a nékteré rozpustné
oligosacharidy (napf. frukto-oligosacharidy), jsou obvykle primarnim substratem
pro mikrobidlni fermentaci. Diky fermentaci sacharidii v této casti stfeva je pH kyselejsi
(MacFarlane et MacFarlane, 2010) a smérem k distalni ¢asti se postupné blizi k neutralité.
To ovliviiuje fyziologické a biochemické procesy, jako je vazba Zlu€ovych kyselin na zbytky
potravy, odstrafiovani vodiku, fermentace peptidi nebo aktivitu proteolytickych

a peptidolytickych enzymu (Louis et al., 2014). Pii katabolismu sacharidli v tlustém stfeve



vznikaji vlivem fermentujicich anaerobnich bakterii vodik, oxid uhli¢ity, metan a mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA). Jedna se piedev§im o kyselinu maselnou, propionovou
a octovou, priblizné¢ v poméru 1:1:3 (Inglis et al., 2012). Zastupci kmenu Bacteroidetes
produkuji propionovou a octovou kyselinu, zatimco bakterie kmene Firmicutes, zejména
klostridie ¢i Faecalibacterium prausnitzii, produkuji maselnou Kkyselinu. Tyto mastné
kyseliny s kratkym fetézcem maji schopnost potlacit zanét a hraji dilezitou roli jako produkty
pro glukosu, cholesterol a metabolismus lipida (LeBlanc et al., 2017). PiedevS§im kyselina
maselnd je dilezitym zdrojem energie pro bunky sliznice tlustého stfeva, které mohou
az ze 70 % své energetické potieby ziskat prostiednictvim fermentace a mé vliv na regulaci
imunitniho systému. V reakci na zvySeny pfijem zivoc¢iSnych produktl, tedy pii zvySené
konzumaci bilkovin a tukd, se zvySuje mnozstvi zastupcii kmenu Bacteroidetes, zatimco pocet
zastupcu kmene Firmicutes klesa (Louis et al., 2014; Haque et Haque, 2017).

Fermentace bilkovin je typicka pro distalni c¢ast tlustého stifeva, je ovlivnéna
dostupnosti sacharidii a vede k produkci mastnych kyselin s rozvétvenym fetézcem (BCFA),
amoniaku, thiolt, fenoli a indoli (Koecher et al., 2014). BCFA jsou dulezitym darcem dusiku
pro aminokyseliny, jako glutamin nebo alanin, které jsou zdrojem energie
pro gastrointestinalni trakt. Mnohé z téchto latek jsou potencidlné toxické a maji karcinogenni
efekt. Ochranu pred nezadoucimi Gc¢inky téchto plynii vytvareji metabolity sacharolytickych
laktobacila (Nyangale et al., 2012; Pessione, 2012).

Metabolismus ¢lovéka dale ovliviiuji bifidobakterie a bakterie mlééného kvasSeni, které
syntetizuji vitamin K a vétSinu vitaminl skupiny B, jako biotin, kobalamin, kyselinu listovou,
kyselinu nikotinovou, kyselinu pathotenovou, pyridoxin, riboflavin a thiamin (LeBlanc et al.,
2013). Bifidobacterium pseoudocatenulatum, B. infantis a dalsi druhy bifidobakterii produkuji
V tlustém stfevu enzym fytdzu pro traveni kyseliny fytové a tim zvysuji dostupnost vapniku,
hotéiku a fosfatt. L. helveticus, B. longum, Escherichia a Enterococcus produkuji kyselinu
gama-aminobutyrovou (GABA), serotonin, dopamin, katecholaminy a acetylcholin
ovliviiujici funkci mozku a chovani (Daliri et al., 2016). Samotny rod Lactobacillus je velmi
heterogenni a zahrnuje Sirokou Skalu druhd. Mezi bézné laktobacily izolované z lidského
gastrointestinalniho traktu patfi L. acidophilus, L. gasseri (obr. 2), L. salivarius, L. casei,
L plantarum, L. fermentum, L. brevis (obr. 3) a L. reuteri (Yadav et al., 2017). Obecné patii
laktobacily mezi gram-pozitivni bakterie, vyuzivajici sacharidy jako hlavni zdroj vyzivy.
Kyselina mlécnd, jako hlavni kone¢ny produkty jejich fermentace glukoézy, vede ke sniZeni

pH o jednu nebo vice jednotek. Kromé mlécné kyseliny produkuji i kyselinu octovou
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a peroxid vodiku a dokazi tak potlacit rdst potencialn¢ patogennich organismii, jako jsou

Staphylococcus, Pseudomonas a Salmonella (Nord et Lidbeck, 1993).

Obrazek 2: L. gasseri
Zdroj: (http://mwww.supplementsglobal.com/products/lactobacillus-gasseri-250billion-cfug/)

Obrazek 3: L. brevis

Zdroj: (http://mwww.supplementsglobal.com/products/lactobacillus-brevis/)
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3.2.2 Patogenni bakterie

Lidsky organismus je chranén pted potenciondlné skodlivymi mikroorganismy pomoci
fyzikdlnich a chemickych bariér, které jsou vytvafeny imunitnim systémem clovéka,
prostfedim (pfitomnosti kyseliny chlorovodikové a zluCovych soli) a rezidentnim stievnim
mikrobiomem. Ne¢které bakterie jsou schopné zniCit konkurenty, véetné patogend, pomoci
vyluéovani bakterocidnich latek nebo modulaci imunitnich funkci (Vogt et al., 2015).
Udrzovani vyvazeného stievniho mikrobiomu je dulezité pro lidské zdravi a v ptipadé zmény
stravy, zanétll, zhorSené imunity, infekce, antibiotik ¢i vystaveni toxiny, mize dojit ke zméné
slozeni sttevniho mikrobiomu, tzv. dysbioze (Zeng et al., 2017). Dysbidéza je pak Casto
spojena se zvySenou nachylnosti k infekcim a také k nepfenosnym nemocem, jako je obezita,
metabolické syndromy (napt. diabetes nebo kardiovaskuldrni onemocnéni), alergie a jina
zanétliva onemocnéni a v n€kterych pripadech i neurologické poruchy (Sirisinha, 2016).

Ptedni vliv na kolonizaci patogennimi bakteriemi ma efektivni vyuzivani Zivin, o které
patogenni druhy soutéZi s komenzalnimi bakteriemi. Dysbidza stievniho mikrobiomu mize
zaroven poskytovat nékterym bakteriim, které jsou ve stievu zastoupeny v mensim mnoZstvi,
ristovou vyhodu a tyto druhy mohou pfispivat k onemocnénim. Jednd se predevSim
0 Enterobakterie, nachazejici se piirozené¢ ve stfevé v malém mnozstvi v tésné blizkosti
epitelu sliznice, vzhledem k jejich vyssi toleranci ke kysliku difundovaného z epitelu.
Tento rod zarhnuje Escherichia coli, Klebsiella spp. a Proteus spp., které maji potencial
K nadmérnému rastu a stievni ,nadvladé“ béhem dysbidzy (Zeng et al, 2017).
Rod Bacteroides napf. prispiva k dalezitym metabolickym funkcim a obecné udrzuje
prospésny vztah k hostiteli, pokud je uchovavan ve stievnim lumenu, ale nékteti zastupci
tohoto rodu mohou byt patogenni. Bacteroides fragilis se typicky nachazi v dolni ¢asti
gastrointestinalniho traktu a prokdzalo se, ze ma priznivé Uc¢inky, jako je stimulace rozvoje
imunitniho systému hostitele. Enterotoxigenni B. fragilis (ETBF) vsSak produkuje toxin,
ktery zpusobuje kolitidu (Sears, 2009). Zastupci rodu Clostridium, kteti se nachazeji
ve stfevnim traktu, kde kolonizuji zdhyby sliznice a vytvaieji uzky vztah se stievnimi
epitelialnimi bunikami, které podporuji pomoci produkce kyseliny maselné. Rod Clostridium
také zahrnuje dulezité patogeny, jako C. perfringens a C. tetani nebo C. difficile,
zpusobujicich onemocnéni. Enterococcus spp. a Streptococcus spp., které se bézné vyskytuji
v malém mnozstvi, mohou pusobit jako patogeny béhem intestinalni dysbiozy (Kim et al.,
2017).
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Mezi nejbéznéjsi stfevni patogeny, zpusobujici gastrointestindlni infekci
napft. po 1é¢bé antibiotiky, patii Salmonella enterica, Vibrio cholerae, E. faecalis, patogenni
kmeny E. coli a predevsim Clostridium difficale (Rakowska et al., 2016). Salmonella enterica
patii mezi intracelularni patogeny a pii pomnozeni ve stfevé mize vyvolat nemoci od mirné
gastroenteritidy, az po bfiSni tyfus pii rozsahlé kolonizaci (Yurist-Doutsch et al., 2014).
Piibuzny druh bakterie E. coli zahrnuje mimo patogennich kment také probiotické
a komenzalni kmeny, které prospivaji nebo maji maly vliv na svého hostitele (Do et al.,
2017). Patogenni kmeny se fenotypicky déli na dvé skupiny, a to stfevni a mimostievni.
Mezi kmeny, které infikuji, kolonizuji gastrointestinalni trakt a obvykle zpasobuji sekre¢ni
nebo krvavy prijem patii enterotoxigenni E. coli (ETEC), enteropatogenni E. coli (EPEC),
enteroagregativni E. coli (EAEC), Shiga toxin (STEC) produkujici E. coli, jako je
enterohemoragicka (EHEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC) a Shigella spp., adherentné
invazivni E. coli (AIEC) a difizné adherentni E. coli (DAEC). Zatimco nékteré patovary

ovliviuji tenké stfevo, jiné zptsobuji infekci v tlustém stievu (Rossi et al., 2017).
3.2.3 Probiotika, prebiotika a synbiotika

Probiotika jsou zivé nepatogenni mikroorganismy, schopné kolonizovat sliznici
tlustého stteva (van Wyk, 2015). Do travici soustavy se dodavaji peroraln¢, a aby se dostala
do stiev a byla t¢inna, existuji pro klasifikaci probiotickych bakterii jako probiotik specificka
kritéria. Kmen musi byt bezpecny pivodem a musi byt rezistentni vac¢i antibiotikiim.
Musi také prezit priichod gastrointestinalnim traktem a vykazovat imunomodula¢ni G¢inky
(Lee et Salaminien, 2009). Dilezita je piedev$im schopnost pfezit v kyselém prostiedi
zaludku, kde pH mutze dosahnout az 1,5 (Sarao et Arora, 2017). Dale také musi spliovat
pozadavky spojené s technologii jejich vyroby, coz znamend, ze maji byt schopny piezit
a udrzovat své vlastnosti béhem zpracovani, piepravy a skladovani. Probiotika musi mit navic
prokazané klinické zdravotni vysledky (West et al., 2009). Zdravi hostitele ovliviiuji bud’
probiotika samotné nebo pusobenim na dal$i mikrobiom. Mohou posilovat rizné obranné
mechanismy, upravovat vrozenou a adaptivni imunitu, odstrafiovat toXiny, karcinogeny
a patogeny, uvoliovat antioxidanty a stimulovat gastrointestinalni motilitu (Nosova et al.,
2000). Vybér probiotik je také zaloZen na schopnosti pfilnout ke gastrointestinalni sliznici
a konkuren¢nimu vylouéeni patogend. Pfilnavost a kolonizace slizni¢nich povrchil jsou
moZznymi ochrannymi mechanismy proti patogeniim prostfednictvim soutéZze o vazebna mista
a Ziviny nebo imunitnich modulaci. Adheze k epitelidlnim bunkam je dalezitym krokem jak
pro patogenni bakterie, tak pro probiotika, coZ naznacuje potencidlni interakci mezi nimi.
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(Collado et al.,, 2007). Napt. diky druhové specifické adaptaci na lidskou sliznici
a dostupnosti genomové sekvence byl L. gasseri vyhodnocen jako vhodné probiotikum.
Schopnost kolonizovat stievni sliznici zahrnuje toleranci k prostfedi s niz§im pH, odolnost
vici zluCovym solim a adheze ke stievnimu epitelu. Diky produkci bakteriocinu
a imunomodulac¢nich systémui pak vyvolava zdravotni pfinosy, jako zmirnéni prijmi nebo
infekce Helicobacter pylori (Selle et Klaenhammer, 2013).

Probiotické  produkty = mohou obsahovat jeden nebo vice vybranych
mikrobialnich kmenti (West et al., 2009). Mezi bézné pouzivané probiotické mikroorganismy
patii L. rhamnosus, L. reuteri, L. casei, L. acidophilus, L. fermentum, L. gasseri, L. johnsonii,
L. paracasei, L. plantarum, L. salivarus, bifidobakterie, Bacillus coagulans, Escherichia coli
(kmen Nissle 1917), nékteré enterokoky, zejména E. faecium a kvasinky Saccharomyces
boulardii (Pandey et al., 2015). Probiotické laktobacily jsou spojovany s prevenci a 1é¢bou
gastrointestinalnich poruch, jako je rotavirovy prujem nebo prijmem spojeny s antibiotiky,
ale byly také navrhnuty jako potencialni 1éc¢ba proti syndromu drazdivého stfeva
a zanétlivému onemocnéni stiev. Adherentni schopnosti laktobacild souvisi S jejich
povrchovymi vlastnostmi, které jsou zase ovlivnény slozenim, strukturou a uspofadanim
bunééné stény, které piispivaji napt. k jeji hydrofobicité (Deepika et Charalampopoulos,
2010).

Probiotické kmeny maji velmi specifické ucinky. Nékteré, predevsim laktobacily, ale
také bifidobatkerie, mohou produkovat antibakterialni produkty (napt. bakteriociny, peroxid
vodiku a organické kyseliny), které mohou inhibovat rist patogent, jako jsou Clostridium
perfringens, Campylobacter jejuni, Salmonella Enteritidis, E. coli, rizné druhy Shigella,
Staphylococcus a Yersinia (Haque et Haque, 2017; Markowiak et Slizewska, 2017).
Hydrolytické enzymy produkované nékterymi probiotiky pfispivaji ke zvySeni mnoZzstvi
mlécné, propionové, maselné Kyseliny a dalSich mastnych kyselin s kratkym fetézcem Vv
intestindlnim lumenu, coZ snizuje luminalni pH a tim mohou inhibovat patogenni bakterie
(Asahara et al., 2004). Probiotika také soutézi s jinymi mikroorganismy o nékteré prvky, napf.
o zelezo, které je nezbytnym prvkem téméf vSech mikroorganismi. Probioticka E. coli
(Nissle 1917) ma nekolik mechanizmi vychytavani zeleza, coz ji umoznuje efektivné
inhibovat rast jinych stfevnich patogent (Grosse et al., 2006) .

Probiotika se dale podileji na metabolismu Zluovych kyselin a syntéze vitamind.
Probiotické mikroorganismy, jako je L. plantarum, L. reuteri, Bifidobacterium adolescentis
a B. pseudocatenulatum jsou ptirozenymi producenty vitaminti skupiny B (Nova et al., 2007,
Pompei et al., 2007). Uinné ovliviiuji nervovy systém a endokrinni systém, jsou podavany
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pro léCeni gastrointestindlnich onemocnéni, jako je infekéni prijem, prijmy spojené
s antibiotiky nebo s C. difficile (zejména L. rhamnosus a Saccharomyces boulardi), infek¢ni
gastroenteritida, zdcpa, zanétlivé nemoci jako je zanétlivé onemocnéni stfev, Crohnova
nemoc, ulcerdzni kolitida, infekce H. pylori, intolerance laktézy, syndrom drazdivého
tracniku a autoimunitnich onemocnéni véetné diabetes mellitus 1. typu (Cooper et al., 2007).

Probiotika také zvySuji ucinnost imunologického systému, maji anti-karcinogenni
vlastnosti, zvySuji absorpci vitamini a mineralnich latek a stimuluji tvorbu aminokyselin.
Probiotické mikroorganismy mohou také produkovat enzymy, jako je esteraza, lipaza
a koenzymy A, Q, NAD a NADP. Mezi produkty metabolismu néekterych probiotik patii
i antibiotika, jako napt. vacidofilin, bacitracin anebo laktacin (Nova et al., 2007; Markowiak
et Slizewska, 2017).

Prebiotikum je nestravitelna slozka potraviny, ktera ptiznivé ovliviiuje hostitele.
Aby bylo prebiotikum G¢inné, nesmi byt latka hydrolyzovana, ani absorbovana v horni ¢asti
traviciho traktu ani tenkym stfevem (Sarao et Arora, 2017). Na rozdil od probiotik nejsou
prebiotika tedy zivymi piipravky, nybrz jedna se o potravinaiské ptisady, které se dostavaji
do tlustého stieva, kde mohou byt fermentovany sacharolytickymi bakteriemi (napi. rod
Bifidobacterium), ale nejsou traveny. Fermentace prebiotik miize prospét hostiteli stimulaci
mikrobialniho rtstu a aktivity, umoziuje endogennim bakteriim produkovat energii
a metabolické substraty (Van Loo et al., 2005; Ho et al., 2015). V duasledku fermentace
sacharidd muze Bifidobacterium nebo Lactobacillus produkovat nékteré slou¢eniny, které
zpusobi snizeni stievniho pH a inhibuji tak vyvoj gastrointestinalnich patogent. Bylo rovnéz
prokazano, ze podavani prebiotik zvySuje absorpci minerdlii, zejména hotciku a vapniku
(De Preter et al., 2011). Nejbéznéjsimi probiotickymi latkami jsou oligosacharidy, které maji
potencial stimulovat rist selektivnich a prospésnych stievnich bakterii, zejména laktobacila
a bifidobakterii (Bouhnik et al., 2004; Lee et Salaminien, 2009). Patii sem piedevsim
ruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy, isomaltooligosacharidy, xylooligosacharidy,
transgalaktooligosacharidy a s6jové oligosacharidy. Také polysacharidy, jako inulin, refluxni
Skrob, celuld6za, hemiceluloza nebo pektin, mohou byt potencialné prebiotiky (Markowiak et
Slizewska, 2017). Prebiotika vykazuji pozitivni vysledky v oblasti nadvahy a obezity, ukazala
se jako uzite¢né pii hypercholesterolemii, pfi opakovanych vyskytech prijmu spojeného s C.
difficile ¢i snizeni ekzému pfi pouziti kombinace galaktooligosacharidu a
fruktooligosacharidu (Patel et Dupont, 2015). Je vSak tieba zminit, Ze piedavkovani

prebiotiky mtze vést k nadymani a prajmu. Pokud se vSak prebiotika pouzivaji ve spravnych
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davkach, nevznikaji zadné nezaddouci ucinky, jako je prijem nebo nachylnost k UV zafeni
(Markowiak et Slizewska, 2017).

Synbiotika jsou kombinaci prebiotik a probiotik a maji schopnost formovat stfevni
mikrobiom (Ho et al., 2015). Byla vyvinuta k ptekonani ptipadnych problému s pfezivanim
probiotik béhem priichodu horni ¢asti traviciho traktu (Pefia, 2007). Maji usnadnit preziti
a aktivitu prokazanych probiotik a zaroven maji stimulovat pivodni anaerobni bakterie
pritomné v gastrointestindlnim traktu, kde zvySuji pfedev§im hladinu laktobacilii
a bifidobakterii (Zhang et al., 2010; Patel et Dupont, 2015). Probiotické kmeny pouZzivané
v synbiotickych pfipravcich zahrnuji Lachbobacilli, Bifidobacteria spp, S. boulardii, Bacillus
coagulans aj., zatimco hlavni pouzité prebiotika zahrnuji oligosacharidy jako je
fruktooligosacharid, galaktooligosacharid a xyloseoligosacharid a inulin (Pandey et al., 2015).
Vzhledem k tomu, Ze probiotikum je aktivni v tenkém a tlustém stfevé a ucinek prebiotika
je pozorovan hlavné v tlustém stfevé, jejich kombinace mize mit synergicky uéinek a vytvofit
tak zivotaschopné mikrobiologické doplitkky stravy s pozitivnim vlivem na zdravi hostitele

(Hamasalim, 2016).
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3.3 Invitro modely travici soustavy

In vitro travici modely byly pivodné vyvinuty jako nastroje pro vyzkum
charakterizace a objasnéni strukturalnich a biochemickych zmén potravinovych slozek nebo
1é¢iv za fyziologickych podminek, zpisobenych enzymy, motilitou gastrointestinalniho traktu
a také mikrobiomem (Bornhorst et al., 2016). Nejbézné&jsimi sledovanymi parametry v in vitro
studiich jsou: stravitelnost / degradace > biologicka dostupnost > stabilita vzorku >
strukturalni zmény (Jin et al, 2011). Pfestoze studiec na zvifatech in vivo jsou stale
povazovany za ,standart“ pro feSeni biologické dostupnosti, absorpci, metabolismus
a vylucovani, in vitro modely travici soustavy maji tu vyhodu, Ze jsou rychlej$i, méné
narocné na praci, nemaji etické omezeni, a proto se stale Castéji vyuZivaji pro posouzeni
osudu latky v zazivacim traktu (Lefebvre et al., 2015). Jsou piedevs§im vyhodné, pokud
se jedna o potencidln¢ Skodlivé latky, jako jsou napt. xenobiotika nebo patogenni organismy.
Studium osudu pfijatych mikroorganismtii v lidském gastrointestinalnim traktu je vSak
nezbytné nejen pro vyhodnoceni rizika infekci pifendSenych potravinami, ale také
pro posouzeni zdravotniho u¢inku prospé$nych mikroorganismd, jako jsou probiotika (Guerra
et al., 2012). V praxi jakakoli in vitro metoda nevyhnutelné¢ neodpovida piesnosti, kterou lze
dosahnout skuteénym studiem potravin in vivo kvuli vlastni slozitosti celého procesu. V
dasledku toho je zapotiebi n¢jakého kompromisu mezi spravnosti a snadnosti vyuziti
jakéhokoli modelu invitro traveni, ktery by mél byt co nejvice piesny, flexibilni a
reprodukovatelny (Jin et al., 2011). Existuje tedy skute¢na potieba in vitro modeld, které
napodobuji fyziologické procesy lidského traveni, mj. s prihlédnutim na pfitomnost travicich
enzymu a jejich koncentraci, pH, ¢asu traveni a koncentraci soli. Simulované modely traveni
typicky zahrnuji oralni, Zalude¢ni a stievni fazi a v nékterych piipadech i stievni fermentaci
(Minekus et al., 2014).

Pro ptesngjsi simulaci in vivo byly vyvinuty a v mnoha studiich pouzity rtzné
dynamické modely, které napi. zohlediiuji specifitu jednotlivych ¢&asti Zaludku, kde jsou
mnohem rozsahlej$i zmény pH a koncentrace enzymi nez zmény v tenkém stievé a také
zde dochazi k rozdéleni dvou hlavnich funkci Zaludku. Jeho vyssi ¢ast, fundus, ma zasadni
ptinos pro sekreci zalude¢ni kyseliny a enzymii (pepsin, Zaludecni lipdza), zatimco spodni
¢ast, antrum, vytvaii mechanické sily pro smichéani, naruSuje a transportuje Zaludecni obsah
peristaltickymi pohyby (Sams et al., 2016). Dynamické modely pouzivaji také rizné tidici
systémy, které reguluji teplotu, zmény pH v Zaludku a dvanactniku, tidi vyprazdnéni zaludku,

pfidani pepsinu a pankreatické S$tavy a Zluc¢i a dialyzu koncovych produktti zaZivani.
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Tyto studie byly vétSinou pouzity pro specifické aplikace, jako studie antacidové aktivity
nebo preziti probiotik (Guerra et al, 2012). Jedna se napf. o holandsky model
gastrointestinalniho traktu TIM (TNO in vitro model of the gastrointestinal tract).
Tento model se sklada ze zaludku a tii ¢asti tenkého stteva - duodena, jejuna a ilea. Obsahuje
klicové parametry lidského traveni: teplota, kinetika pH zaludku a stfeva, doba priichodu,
peristaltické michani a transport, postupné pridavani travicich $§tav a pasivni absorpce vody
a malych molekul prostfednictvim dialyzy (Blanquet-Diot et al., 2009). | pfes vytvoifeni
viceslozkovych systémi, zddny z nich neobsahuje vSechny kroky od ust az po tlusté strevo.
SHIME (simulator lidského stfevniho mikrobidlniho ekosystému) integruje cely
gastrointestinalni trakt, ale byl konkrétnéji navrzen pro studium interakci potravinarskych
slozek s rezidentnim mikrobiomem (Marzorati et al., 2010).

Nejvice pievladajicimi (95%) in vitro modely jsou vSak statické, tedy zahrnuji
omezeny pocet simulovanych parametru (pH, koncentrace enzymu, fedéni jidla, michani),
které maji byt reprezentativni pro traveni na daném misté v gastrointestindlnim traktu
(N’Goma et al., 2012). Zaludeéni faze probiha pomoci hydrolyzy homogenizovanych potravin
za pritomnosti pepsinu, a to za stanoveného pH, teploty a po stanovenou dobu (pH 1-2, 37 °C,
1-3 hodiny). Tento krok je nasledovan stievni fazi zahrnujici pankreatické enzymy se zluci
nebo bez (pH 6-7). Pro vytvofeni prostiedi traveni jsou vyuzivany simulované Zzaludeéni
a stfevni tekutiny a pro simulaci slozitych peristaltickych pohybti se vyuzivd michéni vzorka
(Guerra et al., 2012). Statické modely lidského traveni byly pouzity k feSeni rozmanitych
védeckych otazek, jako je stravitelnost a biologicka piistupnost (tj. mnozstvi slouceniny, ktera
se uvolnuje z matrice a je povazovana za dostupnou pro absorpci stfevni sténou) 1éCiv,
mykotoxind, a makronutrientti, jako jsou proteiny, sacharidy a lipidy. Byly také ale pouzity
pro studium uvolilovani mikrozivin z matrice, jako jsou mineraly, stopové prvky
a také sekundarni rostlinné slou¢eniny vcetné karotenoidt a fenolovych slouéenin (Minekus et
al., 2014)

Od pocatku devadesatych let byla vyvinuta fada in vitro modeli pro analyzu lidského
traveni. Nicméné, navzdory pouziti farmakologickych, fyziologickych a biochemickych
znalosti lidského gastrointestninalniho traktu byly ziskany protichidné vysledky (Ferrua et
Singh, 2010). Problémem byly rozdilné hodnoty a postupy. Napi. hodnoty pH je ve statickych
modelech vysoce variabilni a pohybuje se v rozmezi 1 az 5,5. Ve vétSin¢ publikaci bylo
zaroven opomenuto pouziti lipazy béhem zaludecni faze. Pouze 5% publikaci na modelech
statického traveni pouzije lipazu, aby se zohlednila zalude¢ni lipolyza (Sams et al., 2016).
Nékolik studii vyuZzilo enzymy shromazdéné od lidi, zatimco jiné pouzivaji extrahované
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enzymy z zivoc€iSnych nebo rostlinnych zdroji. Zde se pak lisi i plivod a aktivita enzymi
(Almaas et al., 2006). Obvykle jsou vsak enzymy piidany postupné, aby simulovaly rizné
kroky traviciho procesu. Je tfeba také poznamenat, ze enzymy Casto vyzaduji dalsi slozky
Vv travicich tekutinach pro efektivni fungovani, napt. pankreaticka lipaza vyzaduje pritomnost
vapniku a Zlucovych soli (Boisen et Eggum, 1991). Aktivita enzymového piipravku se mtize
Casem snizovat, a proto je dualezité pripravit je Cerstvé pro kazdou studii. Typicky vyssi
koncentrace enzymil urychluji trdveni nebo degradaci potravinovych slozek, a proto je
dulezité pouzivat fyziologicky relevantni hladiny. In vitro testované modely rozkladu
pouzivaly rizné hladiny enzymit, coz vedlo ke zménam ve vysledcich mezi studiemi (Jin et
al., 2011). Tyto skute¢nosti vedly ke snaze sjednoceni a byl vytvoien harmonizovany staticky
in vitro travici model (Shani-Levi et al., 2017). COST INFOGEST (Minekus et al., 2014) je
mezinarodni sit’, do které se zapojilo vice nez 200 védch z 32 zemi zabyvajicich se travenim.
Jednim z cila této sité je sjednoceni podminek pro simulované traveni potravy. Pokud by se
vSak mélo ptihlizet k simulacim traveni u kojencii nebo starsich lidi, bylo by zapotiebi dalSich

zmen, napt. by se vyrazné lisila koncentrace enzymi (Minekus et al., 2014).

3.4 Invitro modely stfevniho epitelu

In vitro bunééné modely jsou jednou z moznosti nahrazeni metod s pouzitim zivych
zvifat. Primarni epitelidlni buniky izolované z gastrointestinalniho traktu nejsou tolik
pouzivany ke studiu absorpce latek (Lefebvre et al., 2015). Tyto explantatové kultury stievni
tkan¢, které jsou odebrany z modelovych organismi, oddéleny od vzorku pacientd nebo
shromazdéné od darct lidskych organti nabizeji plné spektrum bunéfné rozmanitosti
a stievnich funkci, ale jsou omezovany zivotaschopnosti mimo t¢lo a Casto je obtizné je ziskat
v dostatedném mnoZstvi, obzvlasté v piipadé lidskych tkani (Hill et Spence, 2017). Uginné
in vitro systémy Casto pouzivaji imortalizované bunééné linie, které mohou tvofit ptilnavou
monovrstvu a vytvaret urcité charakteristiky epitelu gastrointestinalniho traktu (Lefebvre et
al., 2015). Bun&cné linie jsou po desetileti dulezité pro gastrointestinalni pokusy in vitro
a vedly k velkym poznatkim, ale také maji sva uréitd omezeni. Jsou vSak vyuzivany jako
soucast modelit in vitro traveni, mj. pro vyhodnoceni G¢inkii probiotik nebo absorpce
a transportu 1éku (Jin et al., 2011; Payne et al., 2012).

Klasické modely in vitro sestavaji z jedné epitelidlni bunééné populace a jsou
po mnoho let vyuzivany, i pies to, Ze se v tak velké mife neshoduji se skute¢nou strukturou

tkané, bunécnou signalizaci nebo nachylnosti k lidskym patogenim (Blutt et al., 2017).
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Mezi bunééné linie vyuzivané v in vitro modelu a pochazejici z nadorti gastrointestinalniho
traktu patfi napt. Caco-2, HT-29, T-84 nebo DLD-1 (von Martels et al., 2017). Tyto bunécné
linie jsou snadno pfistupné a maji vysokou zivotaschopnost a metabolickou aktivitu, coz je
¢ini atraktivnimi v laboratofich pro testovani hypotéz a ziskani rychlych a rozsahlych
vysledkt (Pedersen, 2015). Bunky T-84 jsou velmi vhodné pro in vitro model stievniho
epitelu, protoze jsou schopné vylu¢ovat hlen. Nevyhodou je vSak velmi nizka propustnost
monovrstvy (Lefebvre et al., 2015). HT-29 buiky jsou také lidské nadorové bunky, které
si zachovaly uréité vlastnosti normalni tkané. Pti péstovani za standardnich podminek tvofi
vicevrstvé prevazné nediferencované bun€k, pouze s malou cCasti diferencovanych, bunék
produkujicich mucin a absorpénich bunék. Morfologie HT29 mtze byt modulovana pro rizné
cesty modifikace. Napf. pfi pestovani v médiu bez glukozy tyto buiky diferencuji a ziskaji
morfologické vlastnosti absorp¢nich epitelidlnich bunék nebo poharkovych bunck, které
vyluéuji mucin. Byly vyvinuty i dalsi klony buné¢éné linie HT-29 vylucujici hlen, jako
napt. HT29-MTX, HT29-B6 a HT29-FU (Gonzales et al., 2015).

Caco-2 bunky byly od roku 1989 Siroce vyuzivany diky vykazovani vlastnosti
absorp¢nich epitelialnich bunék enterocytt, kdy kopirovaly charakteristiky permeability stiev
u ¢loveka a transport in vitro (Foulke-abel et al., 2014). Caco-2 je nejlépe popsanou bunéénou
linii, odvozenou z kolorektalniho adenokarcinomu. Jednd se o heterogenni bunky,
které jsou schopny rist adherentné na pevném povrchu a na mikroporéznich membranach
apo 2-3 tydnech dokazi diky spontanni diferenciaci vytvofit monovrstvu vysoce
polarizovanych bunék, jejichz morfologie i funk¢ni charakteristika je typicka pro enterocyty.
Dokazi iprodukovat enzymy (disacharidasy a peptidazy) a transportni proteiny typické
pro absorpci bun¢k epitelu (Grajek et Olejnik, 2004; Gonzales et al., 2015). Model buné¢né
kultury Caco-2 tak zacal byt Siroce pouzivan jako nastroj pro absorpci bioaktivnich slozek
z potravin a farmaceutickych pfipravka (Jin et al., 2011). Béhem pfistich 20 let vSak bylo
mnoho bunék Caco-2 klonovano a vyvinuly se tak buriky s velkou rozmanitosti v expresi
a lokalizaci proteini (Foulke-abel et al., 2014). Né&které studie totiz naznaCovali, ze
nehomogenita bunék vede ke zméndm a nedostatecné reprodukovatelnosti. Aby se ziskala
homogenni populace a tim zlepsila reprodukovatelnost a mezibunééné spoje, byly vytvoreny
Klony, jako je TC-7, izolovany z rodi¢ovskych bunék Caco-2. Klon TC7 v§ak nemusi byt
vhodnym modelem napf. pro intestinalni absorpci vysoce lipofilnich a $patné absorbovanych

slouéenin (Turco et al., 2011).
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Jednou z nejvétsich nevyhod tohoto bunééného modelu je neschopnost bun¢k Caco-2
produkovat hlenovou vrstvu. Jelikoz mnohé studie komentuji funkéni nedostatek korelace
mezi Caco-2 buinkami a lidskym stfevem, pfisly studie se smé€snymi kulturami Caco-2 bunék
s bunikami, které vyluéujicimi mucin, ve snaze zlepsit in vitro kultury a pfiblizit je co nejvice
in vivo reakcim (Blutt et al., 2017). Proto pro simulaci stfevni sliznice se bunky Caco-2
kultivuji spolecné s klony bunck HT-29, nejvice s HT29-MTX, stdle castéji pouzivané
pro pouziti realisti¢téjStho modelu. HT29-MTX buiky pii kultivaci s buitkami Caco-2
prindseji vyznamné zlepSeni v absorpci riznych makromolekul a metaboliti ve srovnani
s monokulturou Caco-2 (Gonzales et al., 2015). Bunky Caco-2 a HT-29 byly proto pouzity
ke studiu intestinalni absorpce, transportu Iékt a dalich aspekti transportni fyziologie.

Dalsi dilezité omezeni sou€asnych bunécnych linii spociva v tom, Ze se skladaji
Z jedné epitelidlni bunécné populace, a proto nedokdzi vytvofit rozmanitost bunécnych typt,
které¢ jsou pfitomny v normalnim stfevnim epitelu. Kazdy jednotlivy typ intestindlni
epitelialni bunky casto ptisobi na jiné typy bunék (Foulke-abel et al., 2014). V poslednich
letech byly navrzeny nové a vylepSené intestindlni modely. Trojrozmérné (3D) intestindlni
modely byly zavedeny jako alternativy ke klasickym tak, aby 1épe napodobovaly funkce
zivych tkani. Prokazaly kvalitativné a kvantitativné, Ze mnozstvi hlenu na tomto 3D modelu
bylo vyss$i ve srovnani s monovrstvou bun¢k Caco-2. Nicméné tento vysledek nebyl porovnan
se smésnymi kulturami (Lechanteur et al., 2017). Nedavno byly také vytvofeny stievni
organoidy, jako modely lidského intestinalniho epitelu, které obsahuji vSechny hlavni typy
epitelidlnich bun€k, napt. enterocyty, pohdrkové bunky, enteroendokrinni buniky a Panethovy
bunky. Tyto stievni organoidy mohou byt péstovany in vitro z kmenovych bun¢k ve stievé
a zustavaji geneticky stabilni v kultufe pro mnoho bunécnych déleni (mésice az roky). Také
stievni organoidy udrzuji své specifické charakteristiky, takze je mozné rozliSovat mezi
ilealnim, jejunalnim a duodendlnim primarnim lidskym intestindlnim epitelem. Modely
pouzivajici epitelialni butiky mohou byt vystaveny bakteriim nebo produktim vylu¢ovanym

bakteriemi (von Martels et al., 2017).

21



3.5 Fenolové slou¢eniny

Fenolové slouceniny jako sekundarni metabolity rostlin vznikaji z aminokyselin
fenylalaninu nebo tyrosinu a podileji na obrané¢ proti ultrafialovému zafeni nebo agresi
patogent, kdy jejich koncentrace mohou byt v rostlin€ zvySeny (Soto-vaca et al., 2012; Baiao
et al., 2017). V potravinach a napojich jsou fenolové slouceniny spojeny se smyslovymi
atributy, jako je barva, hofkost a trpkost (Babbar et al., 2015). Nachazeji se piedevsim
Vv zelening, bylinach, obilovinach, ovoci a jejich produktech, jako je ¢aj, cervené vino Ci
kakaové vyrobky. Potravinové matrice obsahuji slozitou smés téchto sloucenin s rtiznymi
koncentracemi. Fenolové slouceniny obsahuji alesponi jednu hydroxylovou skupinu, vazanou
na jeden nebo vice benzenovych aromatickych kruhti (Baido et al., 2017). Bézné se fenolové
slouceniny vyskytuji konjugované se sacharidy a organickymi kyselinami (Cartea et al.,
2010). V nerozpustnych formach jsou vazany na strukturni slozky bunééné stény, jako je
celuloza, hemiceluloza, lignin, pektin a strukturni proteiny (Acosta-Estrada et al., 2014).
Podle poctu fenolovych kruhii a podle prvki, které tyto kruhy k sobé navzajem vazi, fadime
tyto latky mezi fenolové kyseliny, flavonoidy, taniny (hydrolyzovatelné a kondenzované),
stilbenoidy nebo lignany (Manach et al., 2004; Kushwaha et Karanjekar, 2011). N¢které
fenolové latky jsou specifické pro urCité potraviny (flavanony v citrusovych plodech,
isoflavony v sd@ji), zatimco jiné, jako je kvercetin, se nachazeji ve vSech rostlinnych
produktech, jako jsou ovoce, zelenina, obiloviny, lusténiny, ¢aj a vino (D’Archivio et al.,
2010).

Fenolové kyseliny se vyskytuji pfedevsim ve formé esterti, glykosidli nebo amid, ale
mohou se také vyskytovat ve volné formé (Khoddami et al., 2013). Lze je rozdélit do dvou
skupin — hydroxyderivaty benzoové Kyseliny (napf. galova, p-hydroxybenzoova,
protocatechova, vanilova a syringova Kyselina), které jsou spiSe sou¢asti komplexni struktury,
jako jsou hydrolyzovatelné ttisloviny, a hydroxyderivaty skoficové kyseliny (napft. ferulova,
kavova, p-kumarova, chlorogenova a sinapova kyselina). Hydroxyderivaty skoficové kyseliny
jsou Castéjsi a vyskytuji se prevazné v glykosylované formé¢ (Huang et al., 2010; Martel et al.,
2010). Hlavnimi zdroji téchto kyselin je ovoce (jablka, tfe$né, ostruziny, maliny), zelenina
(brokolice, salat, rajcata), semena luSténin, vino a kavova zrna. (Amarowicz et al., 2009).
Zatimco ovoce a zelenina obsahuji mnoho volnych fenolovych kyselin, v zrnech a semenech
(zejména v otrubach nebo slupce) jsou fenolové kyseliny ¢asto vazané (Rosillo et al., 2016).

Flavonoidy jsou vedle karotenoidti a chlorofyli ¢asto zodpovédné za modré, fialové,

zluté, oranzové a Cervené barvy v rostlindch. VSechny flavonoidy maji aglykonovou kostru
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dvou flavonoidnich kruht, spojenych jednim heterocyklickym kruhem a zahrnuji flavony,
flavonoly, flavanony, flavanoly, antokyany a isoflavony (Khoddami et al., 2013; Rosillo et
al., 2016). V potravinach, kromé flavan-3-0lu, se flavonoidy vyskytuji obvykle jako glykosidy
nebo konjugaty organickych kyselin (Mosele et al., 2015). Flavonoly se bézné vyskytuji
umnoha druhd ovoce a zeleniny, jejich obsah se vsSak li§i v zavislosti na podminkach
pestovani, klima nebo skladovani. Flavanony jsou pfitomny ve vysoké koncentrace pouze
v citrusovych plodech, ale vyskytuji se také v rajéatech nebo bramborech a nékterych
aromatickych rostlinach, jako je mata (Kushwaha et Karanjekar, 2011). Flavanoly nejsou
glykosylovany a existuji jak v monomerni formé (katechiny), tak ve formé polymeru
(proantokyanidiny nebo tfisloviny). Katechin a epikatechin, déavaji zaklad polymernim
prokyanidinim (Ogah et al., 2014). Antokyany jsou ve vodé rozpustné pigmenty a mohou
objevit jako cervené, fialové nebo modré, v zavislosti na pH. Anthokyaniny se vyskytuji
ve vSech rostlinnych tkanich, v¢etné listd, stonkt, kotfent, kvétin a ovoce. Anthokyanidiny
jsou zékladni struktury antokyaninti a patii sem pelargonidin, kyanidin, peonidin, delfinidin,
petunidin a malvidin (Babbar et al., 2015). Isoflavony, slouceniny citlivé na teplo, jsou
strukturalné¢ podobné estrogenu. Nejbohat$i zdroje isoflavont jsou luSténiny, zejména sdjoveé
boby (Baido et al., 2017).

Taniny ve své struktufe obsahuji velké mnozstvi fenolovych kruhii. Jsou rozd€leny
do dvou skupin — hydrolyzovatelné a kondenzované tiisloviny. Hydrolyzovatelné taniny
(gallo- a ellagi-taniny) jsou derivaty kyseliny gallové. Tyto taniny jsou hydrolyzovatelné
alkalickymi slouCeninami, mineralnimi kyselinami a enzymy (Altemimi et al., 2017).
pievazné o oligomery a polymery flavan-3-dioli (derivaty katechinu nebo epikatechinu)
(Huang et al., 2010).

Nejéastéjsimi lignany v rostlinnych produktech jsou syringesinol, pinoresinol,
lariciresinol,  secoisolariciresinol a matairesinol. Konecné mikrobidlni produkty
secoisolariciresinolu s nékolika meziprodukty jsou enterodiol a jeho oxidovany produkt,
enterolakton (Mosele et al., 2015). Tato skupina latek je znama také jako fytoestrogeny.
Obecné se nachazeji ve vlakning, hlavnim zdrojem je Inéné seminko (Baido et al., 2017).

Stilbenoidy jsou fenolové slouceniny s kyselym a amfifilnim charakterem. Maji dva
aromatické kruhy spojené etylenovym nebo ethenovym mistkem s fadou substituentd.
V piirodé jsou stilbenoidy syntetizovany z fenylalaninu prostfednictvim nékolika
enzymatickych reakci. Nechazeji se obzvlasté v roslinach celedi Gnetaceae, Pinaceae,

Cyperaceae, Fabaceae, Dipterocarpaceae a Vitaceae (Riviére et al., 2012). Protizanétlivé
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a antioxidacni ucinky stoji za témetf vSemi ostatnimi pozitivnimi farmakologickymi ucinky
stilbenoidii. Ve srovnani s oligomernimi stilbenoidy byly monomery studovany mnohem
intenzivnéji. To pravdépodobné souvisi s jejich vyssim vyskytem v piirod¢ a jednoduchou
strukturou umoznujici jejich snadné&jsi identifikaci (Dvorakova et Landa, 2017). Stylbenoidy
existuji jako stereoizomery ve formach cis a trans, v zavislosti na tom, kde jsou funk¢ni
skupiny navazany na obou stranach dvojné vazby. Nejznaméjs$i a nejlépe charakterizovany
stilbenoid je resveratrol. Existuji vSak dalsi, strukturné podobné stilbenové slouceniny, jako
jsou piceatanol, pinosylvin, rapontigenin a pterostilben (Roupe et al., 2006). Piceatanol (trans-
3, 4, 3 ', 5'-tetrahydroxystilben) (Obr. 4) se piirozené vyskytuje v cukrové titin€, bobulich,
araSidech a ¢erveném vinu. Jedna se o metabolit resveratrolu. Trans-resveratrol produkuje dva

hlavni metabolity, z nichz jeden je piceatanol (Piotrowska et al., 2012).

OH

HO AN OH

OH

Obrazek 4: Piceatanol

Pterostilben (trans-3,5-dimethoxy-4-hydroxystilben) (Obr. 5) je jednim z jdulezitéjsich
analoga resveratrolu. Nachazi se hlavné v bortvkach, ale také napf. v santalovém dievu.

Pterostilbenu se ptipisuji vétsi fyziologické ucinky, nez u resveratrolu (Peng et al., 2018).

OH

H;CO A

OCHs5

Obrazek 5: Pterostilben
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Biologicka dostupnost fenolovych sloucenin se pohybuje od 0,3 % do 43 % a je
uréena nékolika riznymi faktory, jako je cukerna skupina napojena na aglykon (Linseisen et
Rohrmann, 2008). Vyznamné se muze také liSit v zavislosti na potravinové matrici
(vzajemnych reakci, pH, teploté a struktuie) a také schopnosti organismu absorbovat tyto
latky z matrice, na interakci slou¢enin s krevnimi proteiny a bunéénymi transportéry (Rosillo
et al., 2016; Angelino et al., 2017). Obecné plati, ze vyssi biologicka dostupnost byla
zaznamenana pro isoflavony, nasledné flavanoly a flavanony, zatimco proanthokyanidiny,
flavanol gallaty anthokyanidiny jsou hiife absorbovany (Rosillo et al., 2016).

Fenolové slou¢eniny existuji v piirodé prevazné jako konjugaty O- nebo C-glykosidu
a v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu dochazi pouze k nepatrnym zménam (Lewandowska
et al, 2013). Vustni dutiné jsou fenolové slouCeniny (zejména flavanoly
a proanthokyanidiny) ¢astecné¢ uvolnéné z potravinové matrice a jsou schopné interagovat
s bilkovinami slin bohatych na prolin pomoci vodikovych vazeb nebo hydrofobnimi
interakcemi za vzniku rozpustnych agregati. Tyto agregaty se mohou navzajem vazat
vytvaiet vétsi komplexy. Diky zméné tercialni struktury proteinu, mohou fenolové slouceniny
ovlivnit i jejich ¢innost (Lewandowska et al., 2013). Absorpce v gastrointestinalnim traktu
probiha nékolika cestami. Ucastni se ji mikroorganismy, enzymy a dokonce i glukozové
transportéry (Acosta-Estrada et al, 2014). V zaludku silné kyselé prostiedi ovliviiuje jejich
stabilitu (Lewandowska et al., 2013). Po dosaZeni tenkého stfeva podléhaji rozsahlému
metabolismu pomoci enzymu epitelidlnich bunék sliznice, které jsou schopné uvolnovat
aglykon. Mezi tyto enzymy patfi cytosolické B-glukosidazy nebo laktaza-phlorizin hydrolaza,
ktera hydrolyzuje piedevsim glukozu a galaktozu (Lewandowska et al., 2013; Angelino et al.,
2017). Napft. u skoficové kyseliny je hlavni cestou pro uvolnéni a in vivo absorpce hydrolyza
intestindlni esterazou. V tlustém stfevu je vétSina esterdz mikrobialniho piivodu.
Napf. flavonoly jsou degradovany mikrobiotou tlustého stfeva, napf. Clostridium spp.
a Eubacterium spp., kdy vznikaji jednodus$i fenolové slouceniny (Acosta-Estrada et al.,
2014). Stfevni mikrobiota ovliviiuje metabolismus fenolovych sloucenin pfemykem jejich
struktury, ptidanim nebo odstranénim hydroxylovych a methoskupin (Angelino et al., 2017).
Uvolnéné aglykony jsou po hydrolyze lipofilngjsi a mohou vstupovat pasivni difuzi
do epitelialnich bun€k. Po vstupu do vnitiniho prostoru enterocytll jsou fenolové slouceniny
transportovany portalni zilou do jater, kde dochazi, podobné¢ jako u jinych xenobiotik,
k dalsimu metabolismu faze I1. Ne¢které metabolity se mohou ale nékolikrat transportovat zpét
do tenkého stfeva zZluCovodem, metabolizovat a znovu se vracet do jater (Angelino et al.,

2017). V jatrech dochazi predevsim k sulfataci, methylaci a v menSim rozsahu
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I glukuronidaci. Poté jsou transportovany konjugované metabolity do krevniho ob&hu
a nasledné se vylucuji moci, zatimco zbyvajici (neabsorbované) metabolity jsou eliminovany
se stolici (Lewandowska et al., 2013).

Fenolové slouceniny jsou spojovany se Sirokym spektrem 1é¢ivych vlastnosti, jako
se projevuji jako antioxidanty (Yildrim et al., 2017). Antioxida¢ni aktivita fenolovych
sloucenin souvisi s jejich chemickou strukturou, kterd jim dava redoxni vlastnosti. Mohou
hrat dialezitou roli pfi adsorpci a neutralizaci reaktivnich druhii kysliku. Z tohoto divodu
se fenolové slou€eniny povazuji za ochranné latky, schopné zpomalovat vyvoj mnoha
chronickych onemocnéni, jako je ateroskleroza (Chedea et al., 2017). Antioxidaéni aktivita
souvisi s po¢tem a pozici hydroxylovych skupin v molekule. Ztrata jedné hydroxylové
skupiny mirné snizuje aktivitu, zatimco ztrata dvou hydroxylovych skupin ji snizuje
vyznamné. Navic glykosylace vede k niz8i antioxidac¢ni aktivité u nékterych flavonoidd, jako
je kvercetin (Shen et al., 2010). Z in vitro a interven¢nich studii také rostou dukazy o tom, ze
nékteré z biologicky aktivnich metaboliti spolu s nezménénymi substraty mohou fungovat
jako prebiotika schopné modulovat lidsky stfevni mikrobiom (Williamson et Clifford, 2017).
Fenolové slouceniny obecné mohou piimo stimulovat nebo inhibovat rast bakterii. Inhibice
uzce souvisi s antimikrobialnim uc¢inkem téchto latek, které maji selektivné bakteriostaticky
nebo baktericidni t¢inek a inhibujici tak rast Siroké skaly potencialnich patogennich bakterii,
a tim chrani a prodluzuji stfevni homeostazu (Mosele et al., 2015). Flavonoly a flavony
inhibuji aktivity bakterialni helikazy u Staphylococcus. Flavan-3-oly, jako je napiiklad
flavonoidni epigallokatechin gallat, tvoii komplexy s bakterialnimi membranami, snizuji
tvorbu biofilmu patogeni a vazi se na enterotoxiny. Flavanony potlacuji patogenni geny.
(Espin et al., 2017). Zaroven mohou fenolové slouceniny, zvlasté hydrolyzovatelné
a kondenzované taniny, diky zminénym probiotickym ucinkim podporovat napt. rast

laktobacild a bifidobatkerii (Tomas-Barberan et al., 2016).

3.5.1 Resveratrol

Resveratrol (3,5,4'-trihydroxystilben) je ptirodni, neflavonoidni fenolova sloucenina,
patfici mezi stilbenoidy. Jeho zakladni struktura se sklada ze dvou fenolovych kruhd,
spojenych dohromady dvojitou styrenovou vazbou. Tato dvojnd vazba je zodpovédnd
za izomerické cis- a trans-formy resveratrolu (Obr. 6) (Trela et Waterhouse, 1996). Existuje

mnoho syntetickych a pfirodnich analogli resveratrolu, jako jsou derivaty nebo konjugaty,
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véetné glukosidii. Akumulace téchto latek v rostlinach je zpiisobena mechanismem rezistence
vici parazitim a dal$im neptiznivym podminkdm, jako je houbova infekce, UV zéfeni nebo
chemické latky. Na tyto stresujici situace reaguje produkci resveratrolu vice nez 70 druht
rostlin (Gambini et al., 2015). Nachazi se pievazné v hroznech, ofechach a bobulich (borivky,
brusinky, cerveny rybiz), ale i vchmelu. V téchto rostlinach se vyskytuje pirevazné
v glykosidové formé, jako resveratrol-3-O-b-D-glukosid, nazyvany piceid nebo polydatin
(Basholli-Salihu et al., 2016).
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Obr. 6 trans-resveratrol cis-resveratrol

Pokud je trans-resveratrol vystaven slune¢nimu zafeni, umélému svétlu nebo UV
zateni, muze dojit k izomeraci na cis-formu. Trans-izomer je cast&j$i a je povazovan
za stabiln€jsi a biologicky aktivni formu (Chedea et al., 2017). Obecné pfijem resveratrolu
ze stravy je Vv porovnani s jinymi fenolovymi slou¢eninami niz$i. Typicky pfijem u lidi je
mensi nez 4 mg/den (Christenson et al., 2016). EXxistuje vSak zna¢na interindividualni
variabilita v biologické dostupnosti resveratrolu (Smoliga et Blanchard, 2014). Pii peroralnim
ptijmu se pouze 1-8 % volného resveratrolu naléza v krvi, 25 % se vylucuje bez absorpce
a zbytek (> 70%) se znatné metabolizuje v jatrech, stfevnim traktu a pomoci stfevni
mikrobioty (Bird et al., 2017). V plazm¢ byla nejvyssi koncentrace volného resveratrolu
zaznamenana 30 minut jako dusledek absorpce v Zaludku. V tenkém stievu se resveratrol
absorbuje relativné vysokou rychlosti, a to pasivni difuzi nebo vytvafenim komplext
s membranovymi transportéry (Gambini et al., 2015). V tlustém stfevu je stfevni mikrobiom
schopen metabolizovat resveratrol a ovliviiovat jeho fyziologii G¢inkd. Zaroven ovliviiuje
druhy produkovanych metabolitd. Naptiklad rod Bacteroides spp. je schopen metabolizovat
resveratrol na dihydroresveratrol (Bird et al., 2017). Vkrvi se resveratrol nachazi
ve ttech riiznych formach — glukoronid, sulfat nebo volny. Volnd forma miZze byt
navazana na albumin a lipoproteiny (Gambini et al, 2015). Konjugované formy
na sttevnim epitelu zahrnuji glukoronidované metabolity, jako resveratrol-3-O-glukuronid
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a resveratrol-4°-O-glukuronid. V pfipadé sulfatd, které jsou primarnimi metabolity, je to
resveratrol-3-O-sulfat, dale resveratrol-4°-O-sulfat a resveratrol-3-O-4‘-O-disulfat (Guthrie et
al., 2017). Glukoronidace cis- formy je rychlejsi (5-10krat) nez trans-forma, coz vede k nizsi
biologické dostupnosti cis-formy. Dalsi, II. faze metabolismu resveratrolu nebo jeho
metabolitti probiha v jatrech. Diky enterohepatdlnimu ob&hu zlu¢i se mulize resveratrol nebo
jeho derivat navratit do tenkého stieva se zachovanim ur¢ité biologické aktivity (Gambini et
al., 2015). Ostatni se vylouc¢i moc¢i ¢i stolici. Metabolity II faze biotransformace jsou
predevsim reveratrol-3-sulfat a resveratrol-3-glukoronid (Hu et al., 2017).

Z divodu vyssi biologické aktivity trans-resveratrolu je mnoho studii zaméfeno praveé
na jeho ucinky (Chedea et al., 2017). Tras-resveratrol je spojovan ¢asto s ,,francouzskym
paradoxem®, protoZe jeho denni spotfeba, napt. ve formé cerveného vina (koncentrace
v rozmezi 1,5-3 mg), ma pfiznivé antioxidani UCinky a hraji roli v prevenci srdeCnich
onemocnéni (Singh et al., 2008). Krom¢ téchto ucinkd resveratrolu na kardiovaskularni
onemocnéni nékolik dalsich studii popisuje jeho schopnost zmirnit zanét, oxida¢ni stres
a dokonce byl navrzen pro prevenci rakoviny (Chedea et al., 2017). S ohledem na G¢innost
na prevenci rakoviny, dokaze inhibovat rizné metabolické enzymy cytochromu P450 a tim
snizit zatizeni potencialné toxickych metaboliti. Na druhou stranu inhibice aktivity
cytochromu P450 muze vést ke zméné farmakokinetik (absorpci a dispozici) soub&zné
podavanych 1é¢iv a vést k nezadoucim téinkim (Detampel et al., 2012). Klinické udaje také
naznacuji, ze protizanétlivé a analgetické uinky trans-resveratrolu mohou byt pouzity jako
dopliikova 1é¢ba pro onemocnéni kloubd (Nguyen et al, 2017). Dale také chrani
pied diabetem II. typu a neurodegenerativnimi onemocnénimi (Donnez et al., 2009). Naopak
pii pouziti vysokych davek (> 1 g) byly pozorovany poruchy zazivaciho traktu vcetné prajmu,

bolesti bricha, nauzee, plynatosti a vysoké hladina bilirubinu (Chedea et al., 2017).
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4  Materialy a metody

4.1 Material

Byly pouzity dva bakterialni kmeny, ziskané z Ceské sbirky mikroorganismi:
Lactobacillus brevis (CCM 3805; lidska stolice) a Lactobacillus gaserri (DSMZ 20243,
lidsky kmen). Bunééna kultura Caco-2 ziskand z American Type Tissue Collection
(Rockville, Maryland, USA) a HT29-MTX od spole¢nosti Sigma-Aldrich (Praha, CZ).

Chlorid draselny (KCl), dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POj,), hydrogenuhli¢itan
sodny (NaHCOs3), chlorid sodny (NaCl), hexahydrat chloridu hotecnatého (MgCl,(H20)),
uhli¢itan amonny ((NH4)2COg3), hydrat chloridu vapenatého (CaCl, x H,0), kyselina
chlorovodikova (HCI) a hydroxid sodny (NaOH), vie od Lach-Ner (CR). Pepsin, pankreatin,
zlu¢, fosfatovy pufr (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline DPBS), Dulbecco’s modified
Eagles medium (DMEM/F12), fetalni bovinni sérum (FBS), neesencialni aminokyseliny,
penicilin, streptomycin, fosfatovy pufr (PBS), Wilkins-Chalgren agar, resveratrol,
dimethylsulfoxid (DMSO) a Triton-X1000d Sigma-Aldrich (USA). Propidium iodid
zakoupen od Thermo Fischer Scientific (USA), bujon Wilkins Chalgren a Rogosa agar
od Oxoid (UK).

Déle byly pouzity Reader infinite M200 (Tecan Austria GmbH, Grodig, Austria),
vodni lazeti (Schoeller Instruments, CR), vodni lazen (Huber Kiltemnsaschinenbau AG, DE),
termostat (Schoeller Instruments, CR), centrifuga (Universal 320, Schoeller Instruments, CR),
analytické vahy Practum 213-1S (Sartorius, Némecko), laboratorni michatka Vortex (IKA®,
DE), souprava na ¢isténi vody (Merck Millipore, USA). Kultivaéni lahve, serologické pipety,
24-jamkové kultivacni desticky a 96-ti jamkové kultivacni destiCky, Petriho misky byly
pofizeny od ThermoFisher (UK)

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava bakterialni suspenze

Bakterie byly pfes noc uchovany ve Wilkins-Chalgren bujonu pti 37°C za anaerobnich
podminek. Poté byly centrifugovany (2000 rpm, 10 minut), téikrat promyty fosfatovym
pufrem PBS a resuspendovany v PBS pfi koncentraci 10% KTJ/ml, stanovené z jejich optické

hustoty pti 600 nm, na Tecan Infinite M200.
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4.2.2 Invitro traveni

4.2.2.1 Priprava roztoku travicich stav

Simulovana zalude¢ni §t'ava (SGF) a simulovana stifevni Stava (SIF) byly pfipraveny
ze zéasobnich roztokd elektrolyti podle tabulky 2. Roztoky byly pfipraveny vzdy Cerstvé

maximalné 24 hodin pied in vitro travenim.

Tabulka €. 2: Slozeni a hodnoty koncentraci simulovanych travicich §tav

Koncentrace zésobniho roztoku Vysledna koncentrace Vysledna koncentrace

Chemikilie soli v SGF soli v SIF
mol/l mmol/I mmol/I
KCI 0,5 6,9 6,8
KH,PO, 0,5 0,9 0,8
NaHCO; 1 25 85
NaCl 2 47,2 38,4
MgCl,(H,0)s 0,15 0,12 0,33
(NH4),COs 0,5 0,5 -

4.2.2.2 Invitro traveni

Bakterie byly podrobeny in vitro traveni ve dvou krocich — zalude¢ni a stfevni fazi.
V zalude¢ni fazi byl enzym pepsin (2000 U/ml ve vysledném roztoku) rozpustén v SGF
a0,3M CaCl, x H,O (0,075 mM ve vysledném roztoku) a smichan s bakterialni suspenzi
o koncentraci 10° KTJ/ml v poméru 1:1. Pomoci 1M HCl byl roztok upraven na pH 3. Vzorky
byly umistény do vodni lazné (37°C), za stalého tfepani (100 rpm), po dobu dvou hodin.

Strevni faze byla ptipravena rozpusténim 20mM zluci (10mM ve vysledném roztoku)
a enzymu pankreatinu (100 U/ml ve vysledném roztoku) v pfislusnych objemech a smichanim
s SIF a 0,3M CaCl, x H,0O (0,3 mM ve vysledném roztoku). Po ptidani zaludeéni faze
v poméru 1:1 byly vzorky upraveny pomoci 1M NaOH na pH 7 a umistény do vodni 14zné

(37°C), za stalého ttepani (100 rpm), po dobu dvou hodin.

4.2.2.3 Meg¢feni zivotaschopnosti laktobacili pomoci fluorescence

Méfeni fluorescence bylo provedeno za pomoci fluorescenéniho barviva, barviciho
DNA mrtvych bunék, propidium iodid. Pro ziskani celkového po¢tu bunék byla odebrana ¢ast

vzorku pted a po simulaci in vitro traveni a bakterie byly usmrceny (75 °C, 15 min.). Rozdil
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celkového poétu bundk a poétu mrtvych bundk dal celkovy podet Zivych. Zivotaschopnost
buné¢k byla zjisténa porovnanim poctu zivych bunék pted a po simulaci in vitro traveni.

Na mikrotitra¢ni desticku bylo napipetovano 100 ul vzorku s 10 ul propidium iodidu
(10 nM) a nasledné byl vzorek fadné protiepan a inkubovan ve tmé v termostatu (37 °C,

30 min). Poté byla zméfena fluorescence pomoci Reader infinite M200 (535 nm / 600 nm).

4.2.3 Test adherence

4.2.3.1 Kultivace tkané

Bunécné linie kolorektalniho adenokarcinomu Caco-2 a HT29-MTX byly kultivovany
v kultivacnich lahvich, o velikosti 75 cmz, v 15 ml DMEM media, které bylo obohaceno
10% FBS, 1 % hydrogenuhli¢itanu sodného, 1 % pyruvatu sodného, 1 % neesencialnich
aminokyselin, 1 % penicilinu a streptomycinu, a to po dobu 7 dni, kdy kazdy druhy den bylo
toto medium vyménéno za Cerstvé. Po sedmi dnech byly bunééné linie sklizeny. V prvnim
kroku byly buniky oplachnuty 5 ml PBS, které bylo nasledné odstranéno. Poté bylo k buiikdm
piidano 5 ml 1x trypsinu, ktery byl nechan pasobit po dobu 3-5 minut. Po uplynuti této doby
byl triton zneutralizovan, a to pfidinim 1 ml DMEM media. Pomoci plastové Skrabky byly
bunééné linie uvolnény a obsah lahve byl pfenesen do 15 ml zkumavky typu Falcon
a centrifugovan pti 200 x g po dobu 10 minut. Staré¢ medium bylo odstranéno a bylo ptidano
medium nové v objemu 5 ml, ve kterém byly bunky rozpustény. Do nové kultiva¢ni lahve
bylo ptfipraveno 15 ml DMEM media. Ze zkumavky byl odebran 1 ml suspenze a pienesen do
této nové kultivaéni lahve. Kultiva¢ni lahev byla umisténa do CO; inkubatoru (37 °C

a 5% CO, atmosféra).

4.2.3.2 Zalozeni 24-jamkové desticky

Z bunécné suspenze, kterd byla dikladné rozpusténa, bylo odebrano 100 pl, smichano
se 100 pl tripanové modie a ndsledné byla odebrana kapka a byla dana na Biirkerovu
komirku. V1 ml suspenze byl spocitan obsah bunék. Dle vypoctu byla
zjisténa presna koncentrace sklizenych bunék. Do smési bylo pridano 3,6 x 10% Caco-2
20,4 x 10" HT29-MTX. Tato smés byla pipetovina na jamku v objemu 500 pl a takto
ptipravena desticka byla uloZena v kultivaénim boxu. Po dobu 14 dni bylo kazdé 2 — 3 dny
vyménéno medium za Cerstvé. Po 14 dnech by méla probéhnout plnd diferenciace bunék

a také by mélo dojit k plné konflucenci monovrstvy.
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4.2.3.3 Prtiprava resveratrolu

Zasobni roztok o koncentraci 10 mg/ml byl pfipraven v DMSO. Pted testem adherence
byl piipraven pracovni roztok resveratrolu v DMEM, bez ptidavkl, v koncentracich 5; 2,5

a 1,25 pg/ml.

4.2.3.4 Test adherence

Pro tento test byla modifikovana metodika dle Jensen et al. (2012). Staré medium bylo
odsato a bunécnd monovrstva byla 3x promyta PBS. Poté bylo na monovrstvu ptiddno 900
ul roztoku resveratrolu (v koncentraci 5, 2,5 a 1,25 ul/ml) nebo ¢istého média pro kontrolu
a 100 pl bakterialni suspenze. Vysledna koncentrace resveratrolu byla 4,5; 2,25 a 1,125 pl/ml.
Pro kazdou bakterii a koncentraci bylo pfipraveno Sest opakovani a destiCky se déle
inkubovaly po dobu 2 hodin, pifi 37 °C a v 5% atmosféfe CO,. Po uplynuti této doby byly
jamky 3x promyty PBS, pro odstranéni neadherovanych bakterii na monovrstvu, ktera byla
nasledné rozrusena piidanim 300 ul 1% Tritonu-X100 na jamku po dobu 30 s a dale doplnény
700 pl PBS. Vytvofend suspenze s zivotaschopnymi bakteriemi byla ziedéna a poté
naoCkovana na Petriho misky a zalita Rogosa agarem. Po 72 hodinach inkubace za aerobnich
podminek a ptfi 37 °C byly spocitany KTJ a byla stanovena adherence, vyjadiend jako

procento adhereovanych bakterii na mnozstvi celkové ptidanych bakterii.

4.3 Statistické vyhodnoceni

K vyhodnoceni statistického vlivu in vitro traveni na vybrané druhy bakterii byl pouzit
t-test a pro vyhodnoceni vlivu resveratrolu na adhezi bakterii byla pouzita analyza rozptylu
(ANOVA, p <0,05), pomoci programu Statistica 12. Data byla vyjadiena jako prumér +

smérodatnd chyba priméru a pro porovnani byl pouzit Scheffé¢ho test.
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5 Vysledky

5.1 Invitro traveni

Byly testovany vybrané kmeny laktobacilti na schopnost pieziti prichodem pies travici
trakt. Po&ateéni koncentrace &inila 108 KTJ/ml, vysledna Zivotaschopnost po simulaci byla
14,76 % jak je vidét v grafu 1. Zivotaschopnost obou bakterii byla tak po priichodu in vitro
travicim modelem vyznamné snizena (p <0,05). Tento graf mimoto ukazuje i mrtvé bakterie

2, kter¢ jsou nedekovatelné bunky pti mefeni fluorescence.
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Graf 1: Zivotaschopnost (KTJ / ml) bakterialni suspenze L. brevis a L. gasseri po priichodu
in vitro modelem traviciho traktu, zahrnujici zaludeéni a stfevni ¢ast. Méteno fluorescenci
(535 nm / 600 nm) po barveni DNA mrtvych bun€k propidium iodidem. Mrtvé bakterie 2
zahrnuji nedekovatelné buiiky pii méfeni.
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5.2 Adherence

Testovana byla adherence za pfitomnosti resveratrolu na smésné kulture bunéénych linii
Caco-2 a HT29-MTX. Ve schopnosti adherence testovanych kmenti byly vyznamné rozdily
(Graf 2). U L. gasseri s po&ate¢ni koncentraci 10° KTJ / ml byla potvrzena vysoké schopnost
adherovat. Primérnd adherence bez pfidani resveratrolu byla 18,69 %. Po pfidani
resveratrolu, byla nejvyssi adherence zaznamenana pii koncentraci 2,25 pg/ml (28 %). Ostatni
koncentrace, tedy 1,125 a 4,5 ug/ml, schopnost adherence naopak snizovaly (0 2 %,
respektive 0 8 %). L. brevis s pocateéni koncentraci 10’ KTJ / ml naopak v kontrole,
bez ptidani resveratrolu, vykazoval velmi nizkou adherenci s primérnou hodnotou 1,09 %.
Po pfidani resveratrolu vSak jeho schopnost adherence nepfesdhla 1,1 % u zadné
z koncentraci. Vliv resveratrolu u Zadné z bakterii nebyl statisticky vyznamny na hladiné
vyznamnosti (p <0,05). To mize byt mimo jiné zplsobeno i1 vysokou variabilitou vysledka

mezi jednotlivymi métenimi.
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Graf 2: Vliv resveratrolu (v koncentraci 4,5; 2,25 a 1,125 pg/ml) na adherenci L. brevis a L.
gasseri na bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT29-MTX, pouzitych jako
in vitro model sliznice tlustého stfeva. Vysledky vyjadieny jako primér + standardni chyba
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6 Diskuze

Probiotika jsou mikroorganismy, které pii konzumaci v dostatecném mnozstvi
vykazuji ptiznivé G€inky na lidské zdravi. Zdravotni uc€inky probiotickych bakterii jsou
specifické pro kmen, a proto je jejich rozliSeni a identifikace velmi dualezitd a rozhodujici
pii vybéru probiotika (Haghshenas et al., 2016). Komer¢ni zajem o funkéni potraviny
obsahujici probiotické kmeny se neustale zvysuje kviili povédomi o ptinosech pro zdravi sttev
a prevenci onemocnéni. Aby mohly byt probiotické bakterie ucinné, je zapotiebi jejich preziti
v prostfedi gastrointestinalniho traktu. Schopnost probiotickych kmend piezit prichod
traktem je zptisobena predevsim toleranci vici kyselému prostfedi a zZlu¢ovym solim. Jedna se
o vnitini charakteristiky kmene, které Ize zlepSit ochrannym G¢inkem nosicii nebo pfitomnosti
zivin, jako jsou metabolizovatelné cukry. Ukézalo se, ze asi 10 % aZz 30 % probiotik obecné
piezije, variabilita zavisi na tfad¢ faktorii, jako je typ probiotik nebo na slozeni potravni
matrice (Lo Curto et al., 2011). S touto studii se shoduji vysledky této prace, kde
zivotaschopnost bakterii byla mirn€ pod 15 %.

Vybér matrice se objevuje jako rozhodujicim krokem k uc¢inné ochrané probiotik,
dokud nedosahnou tlustého stieva. Dobrda matrice by méla nejprve chranit bakterie béhem
zpracovani a skladovani, poté musi chranit bakterie béhem Zalude¢niho traveni a uvolnéni
bakterii ve stievé v intaktnim stavu. Jsou-li volné bakterie inkubovdny v simulované
zaludecni tekutin€, pti pH simulujicim zaludek, je pozorovana vysokd ztrata bakteridlni
Zivotaschopnosti (Guerin et al. 2017). Cisté bakterialni kultury budou tedy pravdépodobné
vice vystaveny tézkym staviim béhem traveni nez bakterie obsazené v potravinach (Faye et al.
2012). V této praci byly testovany bakterie jako soucast bakteridlni suspenze. Tato forma
mohla tedy vyrazné ovlivnit nizkou Zivotaschopnost bakterii a pouziti jiné¢ formy matrice
by mohlo vést ke zméné vysledkti u obou kmenti L. gasseri i L. brevis.

Mnozstvi potiebné pro ziskani jakychkoli terapeutickych pfinosti je minimalné
10° zivotaschopnych probiotickych bunék na mililitr béhem skladovani do data exspirace.
Vétsina studii hodnoticich rezistenci potencialnich probiotickych kmenti na sekreci zaludku
a zlu¢i byla provedena pomoci in vitro testu. I ptes to nebyly pozorovany zadné vyznamné
rozdily mezi in vitro a in vivo pozorovanimi, zpisobenymi komplexni povahou lidského
systému, a metoda in vitro se jevi jako vhodny model pro preziti bakterii (Sahadeva et al.
2011).

Ackoliv pH v Zaludku je vyssi (pH 4-6) pfi pfijmu potravy, v zavislosti na kapacité

pufrovaciho G¢inku, obecné se po urcité dob¢ stabilizuje na 2,5 az 3,5. Proto in vitro simulace
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zalude¢niho traveni probihala pii pH 3. Poté bakterie musi pfezit ucinky zlucovych soli
a proteaz dvanactniku. Faye et al. (2012) porovnavali pieziti laktobacili pomoci standartnich
testll acidity a tolerance vuci zluci a lidského modelu se zalude¢ni a stievni $tavou, které
jejich podty sniZeny na pribliznd 10* KTJ / ml pfi testech acidity (3 hodiny, pH 3), zatimco
po traveni byla jejich koncentrace sniZzena na 10° KTJ / ml, bez ohledu na matrici. Po simulaci
traveni L. paracasei piezil 1épe jako Cista kultura, nez jako soucast fermentovaného mléka.
bakterii jako soucdst potravinaiské matrice. Studie Pitino et al. (2010) zkoumala
zivotaschopnost kmend L. rhamnosus za simulace dynamického in vitro modelu horniho
gastrointestinalniho traktu. Bakterialni koncentrace L. rhamnosus GG se snizila pfiblizné
na 63 % své poc¢ateéni hodnoty. Zivotaschopnost bakterie byla pomémé vysoka, obzvlastd
oproti vysledkim této prace (L. brevis 12,76% a L. gasseri 14,76 %), ale je dulezité zminit, Zze
byla travena jako soucast syrové matrice. Marteau et al. (1997) testovali zivotaschopnost
kment laktobacilti, které byly soucasti jogurtl. Po stievni ¢asti byly hodnoty jednoho vyrobku
vyrazné niz§i u L. bulgaricus (26 %). U L. acidophilus byla hodnota z pivodniho mnoZzstvi
snizena na 64 %. Prichod tenkym stfevem s fyziologickymi koncentracemi zluci vedl
ke snizeni Zivotaschopnosti u vSech druhti testovanych bakterii. Pokud doslo ke snizeni
koncentrace zluéi, byla zivotaschopnost L. acidophilus o néco zvySena, na rozdil
od L. bulgaricus (pravdépodobné kvili nizké zivotaschopnosti za obou podminek).

Studie Ashraf et Smith (2015) byla zaméfena na posouzeni variability probiotickych
kmenti, pokud jde o toleranci na simulovanou zalude¢ni stavu a zluCové soli za podminek,
které napodobuji prostiedi gastrointestinalniho traktu u clovéka. Z kment laktobacila
L. reuteri, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. thermophilus,
L. casei, a L. plantarum prokazaly pteziti o vice nez 50 % a udrzovaly Zivotaschopnost
béhem 3-hodinové expozice pepsinu, pii pH 2 a jsou povazovany tolerantni vi¢i prichodu
zaludkem. L. reuteri, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus
a L. plantarum udrzely Zivotaschopnost po expozici 0,5% a 2% (s vyjimkou L. plantarum)
zlu¢i po dobu 12 hodin. L. paracasei a L. salivarius vykazovaly vyznamné snizeni
zivotaschopnosti pii 0,5% koncentraci ZIuci, ale obnovila se Zivotaschopnost po 12 hodinach
pfi vyssi koncentraci Zlu¢i (2 %). U nékterych kment, jako je L. rhamnosus a L. acidophilus
nedoslo témét ke zménam v chovani ke zvySeni koncentrace Zluce. Lze tedy fici, ze vSechny
testované kmeny jsou tolerantni ke kyselému prostredi, i ke ZIu¢i (> 92% pteZiti v pepsinu pH

3 po dobu 3 hodin, > 60% pfteziti na 0,5% Zzlu¢i po dobu 12 hodin) kromé& L. paracasei.
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L. reuteri, L. rhamnosus, L. acidophilus a L. delbrueckii subsp. bulgaricus se ukazaly jako
vysoce tolerantni ke gastrointestindlnim stresim mezi testovanymi kmeny (Ashraf et Smith,
2015). Protonovana (nedisociovana) forma zluCovych soli zpiisobuje disociaci lipidové
dvojvrstvy a integralniho proteinu bunéénych membran, coz vede k tuniku bakterialniho
obsahu a nakonec ke smrti bunék. Tolerance Zlu¢ovych soli souvisi s aktivitou zlu¢ové soli
hydrolazy, ktera hydrolyzuje konjugovanou zlu¢, ¢imz minimalizuje jeji baktericidni u¢inek
na kmeny (Moser et Savage, 2001). Kyselé prostiedi zaludku a zlu¢ové soli tedy ovliviuji
zivotaschopnost bakterii, ale do jaké miry zavisi z velké €asti i na tom, jaky bakteridlni kmen
je pouzit.

Aby mohly probiotické bakterie byt kolonizovany ve stfevé a nebyly odstranény
stievni peristaltikou, musi adherovat ke stfevni sliznici (Haghshenas et al., 2016). Tato
schopnost je povazovana za dalsi a jednu z hlavnich kritérii pro vybér potencialnich probiotik,
protoze zvySuje jejich stalost ve stfevé a umoziiuje tak zdravotni u€innost. Mezi nejCastéji
pouzivané probiotika patti kmeny Lactobacillus (WHO, 2002). Vzhledem k obtiznosti
stanoveni adherence bakterii in vivo byla tato schopnost studovana za pouziti stfevnich
bunéénych linii lidského pivodu v kultufe jako in vitro model sttevniho epitelu. V této praci
byla pouzita smésna kultura Caco 2 a HT29-MTX diky lepsi simulaci sliznice stfevniho
epitelu, vylucujici mucin.

Studie Haghshenas et al. (2016) zkoumala schopnost nékterych probiotik adherovat
k buiikam Caco-2. Jednim z kmenti s vysokou adhezivni schopnosti byl L. plantarum (3,2
a2,6 % adheze) a v ramci studie bylo prokdzano, Ze tento izolat byl zarovenl jeden
Z nejrezistentnéjSich kmenti vic¢i gastrointestindlnimu traveni a je schopen adherovat 1épe
nez jiné laktobacily (1,6 — 1,8 %). L. gasseri pouzity v této praci vykazoval tedy vysokou
adheren¢ni schopnost (18,69 %).

[ pfes to, Ze pfesny mechanismus vlivu fenolovych sloucenin na adherenci
mikrobiomu neni jesté zcela pochopen, byla jiz vyslovena hypotéza, Ze na adhezi bakterii
K epitelialnim bunkam tlustého stieva se podili proteinové slouéeniny bakterii. Studie
ukazaly, ze povrchové proteiny nckterych laktobacili se ucastni adheze k epitelidlnim
bunécnym liniim, hlenu gastrointestinalniho traktu nebo proteiniim extracelularniho matrixu
(Granato et al., 2004). Devét kmeni laktobacili bylo testovano na schopnost adherence
K buiikdm HT-29. Byly extrahovany proteiny buné¢ného povrchu, které se podilely na adhezi
laktobacilt k bunikam HT-29. Bylo prokézano (Wang et al., 2008), Ze schopnost laktobacili
adherovat k bunkam HT-29 in vitro se mezi jednotlivymi kmeny znacné lisila. Nejvice

adhezivnim kmenem byl L. reuteri s 21,30 %. L. gasseri adheroval z 12,05 %, tedy pouze
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0 necelych 7 % méné nez v této praci za pouziti kultury Caco 2 a HT29-MTX. L. brevis
adheroval z pouhych 3,57 %, tedy i tento vysledek byl podobny vysledkim této prace
(L. brevis 1,09 %). Bylo prokazano, ze L. acidophilus a L. casei vykazuji mensi adhezi
k buiikam Caco-2, ale lepsi schopnost adheze pii pouziti monovrstev bunék HT-29. Adhezni
schopnosti zkoumanych laktobacili prokazaly variabilitu mezi kmeny, s vyjimkou
L. acidophilus a L. casei, u nichz nebyly mezi nimi zadné vyznamné rozdily. V této studii byl
predevsim L. plantarum velmi dobfe adherujicim kmenem k bunkam Caco-2 ve srovnani
s L. acidophilus, o kterém bylo dfive prokazano, ze ma vyznamné adhezni schopnosti
(Palencia et al., 2008). Vliv na vysokou schopnost adherence L. plantarum muze byt
zpusobena nalezenymi proteiny sekretovanymi timto kmenem, ale zaroven tuto schopnost
muze podporovat hydrofobicita bakterie (Sanchez et al., 2009).

Vedle interakci mezi hostitelem a bakteriemi a stfevnimi bakteriemi navzijem ma
velmi silny vliv na modulaci stfevniho mikrobiomu alimentarni pfijem nékterych slozek
potravin. Proto je dulezité¢ zvazit, zda piijem téchto slozek mlze ovlivnit kolonizaci
intestinilnimi mikroorganismy (Toivanen et al., 2011). Uloha fenolovych slou¢enin
V ptisobeni na lidské zdravi zavisi do zna¢né miry na jejich biologické dostupnosti, absorpci
a metabolismu. Odhaduje se, Ze pouze 5 % az 10 % celkového piijmu fenolovych slouc¢enin
by mohlo byt absorbovdno v tenkém sttevé, zatimco 90 % az 95 % se dostane do tlustého
stteva, kde jsou tyto latky transformovany mikrobiomem na biologicky dostupné metabolity,
které mohou byt jesté vice bioaktivni nez jejich prekurzory. Je znamo, ze nejen metabolismus
fenolovych sloucenin se podili na intestinalnim mikrobiomu, ale také fenolové slouceniny
a jejich mikrobialni metabolity mohou mit jako prebiotikum vliv na mikrobiom tlustého
stteva a vyvolat U¢inky (Cueva et al., 2017). Napfi. resveratrol, silny antioxidant nalezeny
ve vin¢, mize podporovat nartst poc¢ti bakterii Bifidobacterium a Lactobacillus (Laparra et
al., 2010). Fenolové¢ slou€eniny a probiotické bakterie prokazaly vzajemnou interakei, pokud
koexistujyi v potravinach, dopliicich stravy nebo v gastrointestindlnim traktu. Adherence
mikroorganismi ke stievni sliznici je dilezitd pro dobu pobytu v gastrointestindlnim traktu
asouvisi se schopnosti bakterialniho kmenu piiznivé ovlivnit zdravi hostitele tim, Zze
produkuji antimikrobidlni metabolity, moduluji imunitni i neimunitni obranné mechanismy a
soutéZi o Ziviny a prostor a tim mohou vyloucit konkurencni patogen. Zvyseni adherence
probiotickych bakterii by tak mohlo pomoci obnovit rovnovahu stfevniho mikrobiomu
(Bustos et al. 2012; Duda-Chodak et al., 2008).

Studie Celebioglu et al. (2018) vybrala pét rostlinnych fenolovych sloucenin, aby

zjistila jejich vliv na Siroce vyuzivanou probiotickou bakterii L. acidophilus NCFM. Jedna se
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0 gram-pozitivni, homofermentativni bakterii, ktera se nachdzi v gastrointestindlnim traktu
aje vyuzivana nejen v mlécnych vyrobcich, kde vykazuje vynikajici stabilitu, ale
i ve vyzivovych doplicich. Studie byla provadéna na bunkach HT-29. Adhezivni schopnost
L. acidophilus NCFM se lisila podle vybéru fenolové slouceniny. Napi. resveratrol
(100 pg/ml) vyznamné zvysil adhezi (o 2,4 nasobek) k bunikdm, oproti kdvové nebo ferulové
kyseling, ktera adherenci naopak snizila. Pfitomnost ani jedné fenolové slouceniny ve vSech
davkach vsak neinhibovala rust bunc¢k bakterie. Skutecnost, ze na schopnosti adherovat
ke sttevnim epitelialnim bunikdm zavisi také na pfislusné fenolové sloucening, podpoftila
i studie Peres et al. (2015), ktera zkoumala t¢inek dvou fenolovych sloucenin (oleuropeinu
a hydroxytyrosolu) na adherenci L. plantarum na Caco-2. V piipadé pouziti oleuropeinu
schopnost adherence vyrazné poklesla, zatimco v piipadé pouziti hydroxytyrosolu se
adherence zvysila. Studie Volstatova et al. (2017) se zaméfila na zkoumani vlivu jable¢nych
extrakti (duziny a slupky) a jejich fenolovych slozek na adhezi dvou kment laktobacila
na intestinalni epitelidlni buiiky Caco-2 a HT29-MTX. Vytazky z jablecné slupky snizili
adhezi L. gasseri (0 39,7 % a 45,9 %) i L.casei (o 6,8 % a 19,4 %), vytazek z duziny tuto
schopnost zvysil o 35,7 % u L. gasseri a 28,2 % L. casei. Bustos et al. (2012) sledovali vliv
flavan-3-olu na adhezi bakterii. U¢inek rtiznych flavan-3-ol sloucenin na adhezi bakterii se
1181l v zavislosti jak na kmeni laktobacilu, tak na testované bunécné linii. VétSina testovanych
fenolovych sloucenin flavan-3-olu vykazovala inhibi¢ni uc¢inek na adhezi laktobacila
na bunky HT-29. U L. acidophilus dochazelo i k inhibici na Caco-2 s vyjimkou piidani
epigallokatechingallatu, ktery zvysil adhezi L. acidophilus o 31 %. Pfidani procyanidinu ale
pozoruhodné zvySilo adhezi L.casei na buné¢né linii HT-29. Nékteré bézné piijimané flavan-
3-oly tedy maji potencidl ménit stievni mikrobiom modifikaci adheze probiotickych kment
Lactobacillus na stfevni buiiky. Nelze vSak urcit vztah mezi chemickou strukturou flavan-3-
olil a jejich u¢inkem na adhezi bakterii na testované bunécné linii. Fenolové slouceniny jsou
schopny interagovat s mikrobialnimi membranovymi bilkovinami, enzymy a lipidy, ¢imz se
meéni propustnost bunék a umoziuje ztraté protonil, iont a makromolekul (Bustos et al.,
2012).

Fenolové slou¢eniny ovliviiuji Zivotaschopnost stievniho mikrobiomu in vitro, a to
v mnozstvich, které se pravdépodobné vyskytuji v gastrointestinalnim traktu. Neexistuje tedy
ale Zadny ziejmy vztah mezi strukturou a aktivitou vzhledem k polarité, glykosylaci nebo
tftid¢ fenolové slouCeniny a jejich vlivu na bakteridlni adhezi k bunkam Caco-2.
Mechanismus, kterym tyto slouc¢eniny ovliviiuji adhezi bakterii na stfevni buiiky, neni dosud

pln€ pochopen. Zvysena adherence probiotik poméha pii udrzovani obranyschopnosti sliznice
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stteva. Nékteré fenolové slouceniny, jako je floridzin nebo rutin, inhibuji rist a adhezi
stievnich patogenti na stievni burniky a zvysuji proliferaci a adherenci probiotika L. rhamnosus
(Parkar et al. 2008).

Vzhledem k tomu, Ze vSechny tyto vysledky publikované literatury byly podobné
v adherenci bakterii bez pfidani fenolové slouceniny a lisily se pouze podle pouzitého kmenu
a v malych hodnotach podle pouzit¢ bunééné kultury, u¢inky vzijemného plisobeni mezi
fenolovymi slouceninami a stfevnim mikrobiomem zistavaji do znacné miry neznamé.
Vysledky se 1i8i podle pouzitého kmene 1 pouzité¢ fenolové sloucCeniny a je potieba dalSich
studii. Lze vSak fici, ze pfitomnost resveratrolu nema vliv na adherenci kment L. gasseri

a L. brevis.
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7  Zavér

Dysbidza stievniho mikrobiomu je povazovdna za moznou priinu intestindlnich,
metabolickych a autoimunitnich onemocnéni, a proto v dnesni dobé roste zajem o ucinna
probiotika, kterd mohou témto stavim predchdzet nebo je 1éCit. 1 kdyz je dulezité mit
na paméti, ze podminky in vivo je obtizné pietvaret na in vitro modely z divodu velmi
dynamického prostiedi gastrointestinalniho traktu, in Vitro experimenty jsou nezbytné
pro pochopeni mechanismu traveni i adheze a poskytuji dilezité informace. Jelikoz pro vybér
kment probiotik je dilezitym kritériem pteziti prichodu gastrointestinalnim traktem, je tfeba
dalsich vyzkumii jednotlivych kmeni, jak na tento proces reaguji, aby se mohla zlepsit jejich
zivotaschopnost a tim 1 ucinnost. Stejn¢ tak u schopnosti adherence, kterd je druhym
dilezitym kritériem pro vybér probiotik, bylo prokazano, ze zavisi na mnoha faktorech, jako
je bakterialni kmen, pouZiti bunééné linie, ¢i nékteré funkcni slozky potravy. I to se mize
meénit v zavislosti na stfevnim mikrobiomu z jednoho jedince na druhého. Proto jsou pokroky
ve znalostech o interakcich mezi bioaktivnimi potravinovymi slouceninami a specifickymi
intestindlnimi bakteriemi duleZit¢ pro lepsi pochopeni pozitivnich i negativnich U¢inkQ
a identifikaci funk¢nich mikroorganismti obyvajicich nas travici trakt.

Laktobacillus gasseri i Latobacillus brevis prokazaly podobnou a pomérné nizkou
zivotaschopnost pod 15 % po prichodu in vitro modelem traviciho traktu. Zaroven z vysledki
této prace vyplyva, ze resveratrol nema statisticky vyznamny vliv na adherenci na smésné kulture
Caco-2 a HT29-MTX ani na jeden z obou vybranych druhi laktobacilii. Tento vysledek se ¢asto
neshoduje s publikovanou literaturou, coz nas dovadi k zavéru, ze je zde mnozstvi faktord, jako je
bakterialni kmen, matrice nebo konkrétni fenolova slouceniny, které ovliviuji adherenci
latobacilu. Avsak nejvyznamnéjsim faktorem bude pravdépodobné pouzity bunéény model, kdy
bunécna linie HT29-MTX produkuje prevahu mucinu typu MUCS a ne MUC 2, na ktery bézné
adheruji laktobacily. Z tohoto divodu je bézné v literatuie uvadéna vyssi adheze na bunécnou
linie HT29, ktera produkuje minimum mucinu tim mohou bakterie snaze adherovat na tuto

bunéénou linii.
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