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Vliv probiotickych mikroorganismii na hojeni ran in vitro

Souhrn

Probiotické mikroorganismy tvoii nedilnou soucést lidského stfevniho mikrobiomu.
Jedna se o zivé organismy, piedev§im Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp., které
vykazuji pozitivni pfinos pro lidské zdravi diky snaze o udrZeni potiebné stievni homeostazy,
modifikaci mikrobiomu a ochranu proti patogenim. V gastrointestinalnim traktu (GIT) vznika
z riznorodych divodi mnozstvi mensich ¢i vétSich poruseni integrity sliznice, tedy poranéni,
ktera Casto vedou ke vzniku zanéti a stfevnich onemocnénich. Proto je nezbytné témto
problémiim ptedchézet napiiklad pomoci pravidelné konzumace potravin a doplinkd stravy
obsahujici probiotika.

Cilem této prace bylo otestovat vybrané druhy probiotik, které by mohly napomahat
hojeni stfevniho epitelu a tim pozitivné ovliviiovat ¢innost GIT. Celkem byly testovany 4
kmeny Lactobacillus spp. v podminkach in vitro. Na modelech tvofenych bunéénymi liniemi
kolorektalniho karcinomu tlustého stfeva Caco-2 a HT29 byl vytvofen Skrabanec a byla
sledovéna rychlost hojeni poranéni.

Na bunééné linii Caco-2 se jednalo o L. rhamnosus, L. gasseri a L. plantarum, na
bunikach HT29 byly testovany L. rhamnosus, L. gasseri a L. fermentum. Ob¢ bunééné linie
vykazovaly znamky zrychleného hojeni ale i zpomalené re-epitelizace, a to v zavislosti na
daném casovém useku a konkrétnim kmeni. Celkové lepsich vysledku, tedy rychlejsiho hojeni
vzniklého poranéni dosahovaly buniky Caco-2, kdy rychlost uzavirani poskozeni byla vice jak
trojnasobna oproti bunnkam HT29. Na bunééné linii Caco-2 vykazoval ve 48. hoding nejvyssi
narust tkané kontrolni vzorek s 65,12 % nasledovan L. rhamnosus s 57,85 %, L. plantarum
$57.10 % a nejméné Gsp&Snym L. gasseri s 52,91 %. Na monovrstvé HT29 bylo hojeni
celkoveé znacné pomalejsi. Nejvétsi obnovy tkané ve 48. hoding dosahl L. fermentum s 15,33
%. L. gasseri po pomalej$im nastupu vykazoval koneénych 13,49 %, coz je stale ptiznivejsi
vysledek, nez mél kontrolni vzorek s 12,39 %. L. rhamnosus v porovnani s Caco-2 buikami
dosahl opac¢ného vysledku a mnozstvi zhojené tkan¢ bylo pouze 6,11 % po 48 hodinach.

Vliv probiotik na nartst epitelialni tkang, tedy hojeni vzniklého poranéni, se ukazal jako

casteCny, Kdy se uspésnost meénila v zavislosti na daném casovém useku i kmeni.

Klic¢ova slova: hojeni ran, stievni epitel, probiotika, poranéni, laktobacily



Effect of probiotic microorganisms on wound healing in

vitro

Summary

Probiotic microorganisms take important part of human intestinal microbiome.
Identified as living organisms, primarily Lactobacillus and Bifidobacterium genus, they are
known for their extensive benefits on human health and well-being, for maintaining intestinal
homeostasis, microbiome modifications and pathogen protection. They prevent or
significantly diminish inflammation process in human body. The mucous membrane integrity
is disrupted in GIT by various reasons, causing damage that leads to inflammation and
intestinal diseases. Therefore, it is crucial to prevent the above mentioned issues by regular
food income and supplements with probiotics.

The goal of the thesis is to lead a research on selected types of probiotics that may help
healing the intestinal epithelium and thus positively influence GIT general health. Four
Lactobacillus species were tested in conditions in vitro. A scratch was made on colorectal
colon cell-lines models Caco-2 and HT29 and the speed of healing was observed.

The cell-line Caco-2 was tested on L. rhamnosus, L. gasseri and L. plantarum; L.
rhamnosus, L. gasseri and L. fermentum were used on HT29. Both cell lines showed
indications of fastened healing process, as well as protracted reepithelialization according to
specific species and time given. Caco-2 cells showed better overall results, that is faster
healing, since the speed of closing the wound was more than triple to HT29 line. The highest
increase of tissue after 48 hours on monolayer Caco-2 could be seen on blind control with
65,12 %, followed by L. rhamnosus with 57,85 %, L. plantarum with 57,10 %. The least
succesful subject was L. gasseri with 52,91 % closure. HT29 monolayer proved significantly
slower healing. The highest level of healing was achieved by L. fermentum, 15,33 % in 48
hours specifically. L. gasseri reached 13,49 % after slow onset, which means better result than
12,39 % blind control. L. rhamnosus in comparison with Caco-2 cells showed opposite result
as the amount of healed tissue was only 6,11 % after 48 hours.

The influence of probiotics on increase of epithelial tissue (healing) appears to be only

partial, where the success rate was variable based on the time scale and species itself.

Keywords: wound healing; intestinal epithelium; probiotics; injuries, lactobacili



1 UVOUueueuerreereeressessessssessssessssssssssasssssessessesssssessssessessesssssesssssesssssessssassessassasssssesnsssesnaes 7
2 Cil prace a RYPOLEZa.....iiiiiisiiicnsisnnniisssnniicnsssnscsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssnsas 8
3 Literdrni Prehled .. eeeeieeniecnticntiesrecssssssasssssssssssssssssssssssssssssnessssasases 9
3.1  Anatomie a fyziologie traviciho traktu ..........cccoviveiiiiniiiin e 9
3.1.1 ANAOMIE GIT ..o 9
3.1.2 Stavba St€Ny travici truDICE .......vcviiieiiiiiciiee e 10

3.2 Mikrobiom lidského traviciho traktu ...........cccooiiiiiiiii e 12
3.2.1 IMUNTENT SYSEEIM....veitiiiiiiiieie e 14

3.3 Poranéni stfevniho epitelu.......cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiii i 15
3.3.1 VZNTK POTANGNT.....eiiiiiiiiiiii e 15
3.3.2  HOJeNT POTANEN. .. veiuriiiiiiiieiiiie et 16

1 JRC TRC TN el o 10 o101 231 1<) o | U PP OURR 17

3.4 Probiotick€ OrganiSMY ........ccccueiiieiiiiiieie s 18
3.4.1  Druhy probiotickych mikroorganismuil............ccerveivereeniniinieeseeesee s 18
34.1.1 LactobacCillus SPP. .....ooiiiiiieieee e 20

3.4.2  VIastnosti ProbiotiK..........ccccveeeiiieiiiie e 21
3.4.3  Probiotika V POLrave ... 22
3.4.4  VIiv probiotik na hojeni ran..........cccceveriiiiiiiic i 23

4 Material 2 MetodiKa ....uiveenireeniinrinnnnninnninnininesnnisnniasnssisssisssssessssssssses 25
A1 MALEIIAL ..o 25
4.2 MEOAIKA ...t 25
421  Kultivace bun€nych tkAnT.........ccoooveiiiiiiiiiiiiccee e 25
4.2.2  ZaloZeni 24 jamKoveé deStiCKY .......ccoviiiiiiiiiiiiiiiici 26
4.2.3  Ptiprava bunécného lyzatu probiotik ..........ccceviiieiiiiiiiiiiecc 26
4.2.4  Zkouska hojeni rany s puisobenim laktobacil@l in VItro............ccoceeveeeneee. 26
425  Statistické vyhodnoceni ..........cccviiiiiiiiiiiii 26

S5 VYSICAKY urrerriiiiiirecinicsniisncissecisnicssnesssisssssssnessssssssnsssssssassssnsssssssassssaessssessassssssssnesses 27
5.1  Bunécfnd linie CACO-2 ......cccuiiiuiiiiieiie ittt 27
5.2 Bunécnd lnie HT29 .......oooviiiiiiiiie e 30

0 DISKUZE coconiiiniiicniiinniiinininseiinneiisiesiississssisassssnssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssns 33
Y /7 R 38
8 Seznam PouZité HEEratUry ... i 39
9 Seznam PouZityCh ZKrateK.....ooieoiievciiiisneiisiieniiiessteessnniisssisssssssssssssssssssseses 48

10 Seznam pouZitych obrazkii a tabulek .......coeiveniniensnssnssnnsnnsnssenseessessssssasssenens 49



1 Uvod

V soucasné dobé¢ jsou probiotika a produkty, ve kterych jsou obsazeny, velmi
oblibenym tématem jak u laické vefejnosti, tak na poli odborném. Stfevni mikrobiom
piirozené¢ obsahuje obrovské mnozstvi probiotickych mikroorganismi, jejichz pozitivni
piinos pro lidské zdravi je znam jiz mnoho let. Velmi aktualnim a diskutovanym tématem je
mechanismus ucinku probiotik spolu s presnym slozenim mikrobiomu a rozdilnost mezi
jednotlivymi kmeny ve vztahu k jejich vyuziti. Spektrum tc€inku probiotik je velmi rozsahlé,
at uz se jednd o prevenci ¢i 1éCbu stfevnich onemocnéni, vliv na imunitni systém clovéka
nebo jeho metabolismus.

Stfevni mikrobiom muize byt narusen zanétlivym stfevnim onemocnénim, nevhodnou
zivotospravou nebo nasledkem 1écby antibiotiky, kdy dochdzi k naruseni stievni slizni¢ni
bariéry, a tim ke vzniku poranéni stfevniho epitelu. Konzumace probiotik tak mize témto
problémiim ¢astecné predchazet ¢i mirnit jejich nésledky. Jejich schopnost hojeni stfevniho
epitelu se li$i napt. v zavislosti na pH, konkrétnim slozeni a mnozstvi, spolu se schopnosti

kolonizovat stfevni trakt.



2 Cil prace a hypotéza

Cilem préace je otestovat rizné kmeny probiotik na jejich schopnost podpofit hojeni
sttevniho epitelu. K tomu budou vyuzity jak humanni, tak animalni kmeny, které¢ by bylo

mozné vyzivat v klinické praxi.

Na zékladé¢ stanoveného cile byla v této bakalafské praci stanovena ndasledujici
hypotéza, ze ,nckteré druhy probiotik mohou pii konzumaci napomahat hojeni stievniho

epitelu, ptipadné toto hojeni vyrazné urychlit*,



3 Literarni prehled
3.1 Anatomie a fyziologie traviciho traktu

Travici soustava je tvofena gastrointestinalnim traktem (GIT), jatry a slinivkou bfisni.
Vlastni GIT je trubice rozélenéna na jednotlivé oddily: dutinu ustni, hltan, jicen, Zaludek,
tenké a tlusté stfevo. Délka GIT ¢loveéka se pohybuje rozmezi 5 - 7 metri a jeho celkova
plocha ¢&ini az 300 m? (Zoetendal et al. 2008). Ukolem GIT je mechanicky a chemicky
pfeménit ziviny pfijat¢ stravou V podobé slozitych biomolekul na jednodussi
nizkomolekularni latky, které dokaze lidské t€lo metabolizovat (Marieb 2015). Dochazi zde
k absorpci a resorpci piijaté potravy, ktera je peristaltickymi pohyby posouvana dale az ke
kone¢niku, kde dochazi k defekaci (Kitthar 2011). Soucasné vSak musi GIT chréanit

organismus pied potencialné Skodlivymi antigeny a patogeny (Blackshaw et al. 2007).

3.1.1 Anatomie GIT

Prvni ¢ést travici trubice je dutina Ustni pfizplisobend k pfijimani potravy a jejimu
mechanickému rozm¢lnéni (Kittnar 2011). Dutinu Gstni tvofi tvafe, spodni a horni patro
a jazyk. Dale jsou soucasti mandle, zuby vsazené do dasni a tii pary velkych slinnych zlaz:
podjazykové, podcelistni a pfiusni, které spolu s mensimi slinnymi zlazami produkuji az 1,5 1
slin denné (Gilroy 2017). Sliny jsou ¢ira viskozni tekutina Slozena z vody, organickych soli,
travicich enzymu ptyalinu a mucinu, ktery zajist'uje skluznost potravy (Ployon et al. 2017).
Ptyalin neboli slinnd o—amylaza zajistuje enzymatické St€peni sacharidi a ma svou
nezastupitelnou roli pro slizni¢ni imunitu dutiny Gstni, kde zabranuje pfilnuti a reprodukci
bakterii (Sakac et al. 2014). Hltan je spole¢ny trubicovity organ cest dychacich i travicich,
ktery se sklada z nosohltanu, Gstni ¢asti hltanu a hrtanu (Hudak and Kachlik, 2013). Z hltanu
potrava prechdzi do jicnu, skrz ktery prochdzi nezménéna a je peristaltickymi pohyby
posouvana dale do zaludku (Marieb 2015).

Zaludek je vakovity organ, nachazejici se ptiblizné v levé horni ¢asti dutiny bfi$ni, jeho
tvar 1 pozice byva individudlni v zavislosti na daném jedinci (Hudak & Kachlik 2013). Je
tvofen Ctyfmi ¢astmi: Ceslem, Zaludecni klenbou, télem zaludku a vratnikem, jehoz soucasti je

vratnikovy svéra¢ prechazejici ve dvanactnik (Gilroy 2017).

9



Ucelem zaludku je skladovat, rozméliiovat a asteéné travit makromolekuly obsazené
Vv potravinach a regulovat rychlost vyprazdiiovani obsahu zaludku do tenkého stieva (Vander
et al. 2000). V zaludku je potrava mechanicky mélnéna, ptitomna kyselina chlorovodikova
(HCI) 1idi aktivaci pepsinogenu na pepsin a zajiStuje nizké pH potiebné pro aktivaci
zaludecnich enzymu a zniCeni patogent piijatych s potravou. Probiha zde denaturace a Stépeni
proteini na peptidy pomoci pepsinu, a az 30 % potravou pfijatych triacylglyceroll je zde
pomoci Zzaludeéni lipazy S$tépeno na 1,2-diacylglyceroly. Sousto se postupné méni na
traveninu — chymus, kterd se dostdva do tenkého stfeva reprezentujici stiedni tsek GIT
(Kittnar 2011).

Tenké stfevo se sklada ze tfi casti: dvanactniku (duodenum), la¢niku (jejunum)
a kycelniku (ileum). Dvanactnik je prvni a nejkratsi ¢ast tenkého stieva ve tvaru podkovy.
Lacnik je mistem nejintenzivnéjSiho traveni, proto je tvofen silnéjSi sténou a vysSimi
slizni¢nimi fasami, nez je tomu u kycelniku a tlustého stieva (Gilroy 2017). Tlusté stievo,
které tvoii posledni ¢ast GIT, je pfiblizné 1,5 metru dlouhé a 6,5 cm Siroké. Sklada se ze
slepého stieva, na které je pripojen Cervovity piivések apendix, dale traéniku (vzestupny,
pticny, sestupny a esovitd klicka), ktery reprezentuje hlavni ¢ast tlustého stfeva a posledni
¢asti je kone¢nik (Hudék & Kachlik 2013).

Kone&na faze traveni probiha pravé v tlustém stievé. Zlazy tlustého stieva vyluéuji hlen
zvany mucus a travenina zmensuje svij objem mimo jiné pisobenim saprofytickych sttevnich
bakterii, které fermentuji zbyvajici sacharidy, dale uvoliuji vodik, oxid uhli¢ity a metanové
plyny zptsobujici nadymani. Taktéz tyto bakterie $té€pi zbylé proteiny na aminokyseliny, které
se rozkladaji na jednodussi latky jako je indol, skatol, mastné kyseliny a sirovodik (Tortora &
Derrickson 2008).

3.1.2 Stavba stény travici trubice

Sténa travici trubice se od jicnu az po konecnik skladd ze Ctyf zakladnich, na sebe
navazujicich vrstev, kterymi jsou mukoza neboli sliznice, submukoza, svalova vrstva a ser6za
(obrazek ¢. 1).

Sliznice je nejhlubsi vrstva, ktera vystyla celou travici trubici. Jejim ukolem je sekrece
hlenové vrstvy zvané mucus, travicich enzymi, hormont, elektrolyti a vody, dale absorpce

koneénych produktd traveni do krve a ochrana proti patogenim prochazejicich skrz travici
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trakt. V zavislosti na konkrétni oblasti GIT muze sliznice vykonavat jednu nebo vSechny tyto
funkce dohromady (Kim & Pritts 2017). Na povrchu je pokryta hlenovou vrstvou nazyvanou
mucus. Jedna se o viskozni gel, ktery je vylucovan poharkovymi bunikami hostitele a piisobi
jako ochranna vrstva spolu s mechanickou bariérou. Hlen je kazdych 4-5 hodin pravidelné
obnovovan a je slozen z 95 % zvody, déile zmucinovych glykoproteind, lipidi
a anorganickych soli (Aulton & Taylor 2013; Li et al. 2015).

Sliznice se sklada z dalSich tii na sebe navazujicich vrstev: epitelu, slizni¢niho vaziva
v podob¢ lamina propria a hladké svaloviny — lamina muscularis mucosae. Slizni¢ni epitel,
ktery lemuje linii GIT, je v pfimém kontaktu s Zivinami pfijatymi potravou a hraje velmi
dilezitou roli pii sekreci enzymii a hlenu (Tortora & Derrickson 2008). Slizni¢ni vazivo se
sklada z pojivové tkan€, lymfatickych a krevnich cév. Nachazi se zde také lymfaticka tkan,
ktera obsahuje velké mnozstvi bilych krvinek, zejména makrofagh a lymfocyti. Pravé tyto
intraepitelové lymfocyty chrani integritu epitelu a zabranuji jeho pfipadnému poskozeni
vyvolaného patogeny ¢i indukci zanétlivych imunitnich reakci (Cheroutre et al. 2011,
Gropper & Smith 2012). Vrstva hladké svaloviny je zodpovédna za mistni pohyby mukozy,
kdy dochazi naptiklad k posunu potravy, kterd ulpéla na sténé¢ sliznice. V tenkém stfeveé se

jedna o sérii pohybi, které nékolikanasobné zvétsuji jeho povrch (Marieb 2015).

Entericka nervova soustava
= Nervova pleten - myentericky plexus
* Podslizni¢ni nervova pleten

Zlaza v submukéze

Mukoéza

* Epitel

* lamina propria
* Svalova vrstva

Submukéza

Svalova vrstva
« Zevni podélna vrstva
¥ “Vnitini kruhova vrstva
y Seroza
Q- Epitel
AN * Ridké vazivo
Lumen

Vnjsi Hliza Lymfaticka tkan

Obrazek ¢. 1: Jednotlivé vrstvy gastrointestinalniho traktu. Upraveno dle (Cremon et al. 2018).

11



Sliznice je jednou z nejrychleji proliferujicich tkani v téle, ktera je udrzovana
v dynamicky ustaleném stavu diky regulaci proliferace epitelidlnich bunék, zastaveni ristu
a bunécné apoptdze, coz umoziuje jeji pravidelnou regeneraci. Ta u lidi trva v fadu 4-5 dni
a s piibyvajicim vékem tato schopnost postupné klesa. Jakakoliv odchylka, kterd nastane,
muze vést ke ztrat¢ strukturni i funkéni integrity, a tim k rozvoji onemocnéni jako jsou viedy
¢i nadorovd onemocnéni. Samotny rist sliznice je regulovan stejnymi hormony, které
ovliviiuji metabolismus v jinych tkani, ale gastrointestinalni sliznice reaguje také na pfijem
a piitomnost poziené potravy (Sipos et al. 2011; N. Jaladanki & Wang 2016).

Submuko6za neboli podslizni¢ni vazivo je nepiiliS pevnd tkan kolagenovych
a elastinovych vlaken, obsahujici krevni cévy, nervovou pletent a zlazy produkujici travici
enzymy (Kittnar 2011). Svalova vrstva nachazejici se v duting Ustni, hltanu, horni ¢asti jicnu
a ve svéraci obsahuje pficné pruhovanou svalovinu, kterd umoznuje polykani a kontrolované
vyméSovani. Ve zbytku travici trubice je tato vrstva zhladké svaloviny umoZiujici
peristaltické pohyby a napomaha miseni traveniny (Tortora & Derrickson 2008).

Serdza je posledni vrstva stény travici trubice. Sklada se z pojivové tkdn¢ a peritonea,
coz je blana, kterd obklopuje a chrani organy dutiny bfiSni a hrudni. Peritoneum je velmi

dobie krevné zasobeno a je selektivné propustné (Gropper & Smith 2012).

3.2 Mikrobiom lidského traviciho traktu

Mikroby kolonizuji veSkery povrch lidského téla, ktery je vystaven vnéjSimu prostiedi,
pfiemZ nejvetsi mnoZstvi se nachdzi v travicim traktu, dale v Gstech a na kizi. Jedna se
0 mikrobialni systém, ktery se zacina tvofit bezprostfedné po narozeni. Mikrobiom hraje
velmi dutlezitou roli v oblasti zdravi a onemocnéni u lidi, nékdy je oznacovan také jako nas
»zapomenuty organ®. Podili se na hospodafeni s energii a metabolickych dé&jich, napiiklad
fermentaci ¢i absorpci nestravenych sacharid. To je pravdépodobné jeden z duvodu, ktery
pusobil jako evoluéni hnaci sila pro vytvofeni symbiotickych bakterii. Stievni mikrobiom
ovliviluje imunitni systém a vysila signaly, které podporuji zrani buné¢k imunitniho systému
a jeho vyvoj (Palmer et al. 2007; Clemente et al. 2012).

Mikrobiom traviciho traktu (TT) nezahrnuje pouze bakterie, ale soucasti jsou taktéz
vSechny mikroorganismy kolonizujici stfevo, jako jsou viry, houby a Kkvasinky.

V mikrobiomu nalezneme priblizng 1014 bakterii vice jak 35 tisicti druhtl, jejichz mnozstvi
12



a rozmanitost vzrasta smérem od Zaludku ke sttevam (Derikx et al. 2016). Mezi sloZenim,
aktivitou mikrobiomu TT a zdravim c¢lovéka existuje tésnd souvislost, proto zajem o tuto
problematiku stale roste (Maccaferri et al. 2011). Nase porozuméni lidskému mikrobiomu se
vyviji rychlym tempem i diky vysokokapacitnimu, velmi piesnému sekvenovani DNA
mikrobidlnich komunit z lidského GIT nemocnych i zdravych jedinc. AvSak uspésné
ptevedeni ziskanych poznatkl do praxe bude potiebovat mnoho dalsiho ¢asu a tsili (Gilbert et
al. 2018; Schmidt et al. 2018).

Trvald interakce mezi hostitelem a mikrobem miva zpravidla pozitivni G€inky na zdravi
hostitele i1 presto, ze jsou nékteré bakterialni kmeny povaZzovany za potencidlni patogeny.
Dominantnimi anaerobnimi bakteriemi v travicim traktu ¢lovéka jsou kmeny Bakteroides,
Bifidobacterium, Eubacterium a Clostridium nasledovany fakultativné anaerobnimi kmeny
Escherichia a Lactobacillus (Prakash et al. 2011). Ptesné slozeni mikrobiomu je u kazdého
jedince jedinecné. Rozdily, které se naSly ve sloZeni mikrobiomu u dvojvaje¢nych dvojcat
nebyly vétsi nez ty, které byly nalezeny mezi dvojCaty jednovajecnymi. To naznacuje, ze
slozeni mikrobiomu je zavislé mimo genetické vybavy také na environmentalnich faktorech
(obrazek ¢. 2) (Gilbert et al. 2018).

I Vnitini faktorv mikrobiomu

Slokeni

Ve mikrobiomu  VEV nihody
Onemocnéni 9 VBv rodich -
’ etika
Taxonomicke

vitahy -

E

L Pohlavi o 8
g mikrobiomu Zrvotni <
- prostieds <
8 Vrozens B
2 Tozend e«
= munita wie
5 Strevni 3
z Genetika Ziskana an Viiv matky na dité _g
© it mikrobiom 3
S w
5 5
£ =

Vnéjsi faktory hostitele

Obrazek ¢. 2: Faktory ovliviiujici mikrobiom. Upraveno dle (Cremon et al. 2018).
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3.2.1 Imunitni systém

Travici trakt je povazovan za nejvétsi imunologicky organ v téle obratloveu, ktery
predstavuje jak vrozenou, tak po narozeni ziskanou imunologickou bariéru. Slizni¢ni imunitni
systém traviciho traktu je souhrnné oznacovan jako GALT - gut-associated lymphoid tissue
(Garcia-Arraras 2014).

Travici trakt je kontinualné€ vystavovan zdrojim vnéjsiho prostiedi, jako jsou napiiklad
bakterie a viry. Ty se do téla hostitele dostavaji s pfijatou potravou nebo mohou byt soucasti
sttevniho mikrobiomu (Peterson & Artis 2014). Z tohoto divodu ma GIT rozsahly systém
ochrany. Jedna se o nizké pH zaludku, slizni¢ni bariéru pokrytou hlenovou vrstvou, velké
mnozstvi bunék imunitniho systému a pfitomnost komensalnich bakterii hojné kolonizujici
travici trakt (Zoetendal et al. 2008).

Lidsky GIT se vyznaCuje svou schopnosti tolerance antigeni pfijatych potravou
a obrovskym poctem symbiotickych mikroorganisml nachazejicich se ve stfevnim lumenu.
SouCasné ma pomoci riznorodych mechanismi schopnost rozpoznat a signalizovat
pfitomnost patogent, které porusuji stfevni chemické a fyzikélni bariéry, naptiklad skrz
Imunoglobin A (IgA), antimikrobialni peptidy, hlenovou vrstvu mucus ¢i tésné propojené
bunky stfevniho epitelu. Stfevni mikrobiom ma klicovou roli v regulaci a vyvoji imunitniho
systému (O Hara et al. 2006; Sommer & Béckhed 2013). Bakterie mezi sebou soutézi o své
misto na stfevnim epitelu a nepatogenni bakterie mohou svou adherenci zabranit pfilnuti a
prichodu patogenti do bunck stfevniho epitelu. Nékteré stfevni bakterie produkuji rtizné
druhy latek, od mastnych kyselin a peroxidi az po specifické bakteriociny, které dokazi
inhibovat ¢i zabit potencialni patogenni bakterie (Guarner & Malagelada 2003; Quigley
2013).

Imunitni systém, stejn¢ jako mikrobiom, s pfibyvajicim vékem sniZuje svou schopnost
aktivni ochrany. Starnuti je Uzce spojeno s otupenim ziskané imunity a zaroven aktivaci
vrozené, coz ma za nasledek chronické zanéty nizkého stupné (Kim & Pritts 2017). Velmi
dulezitym divodem naruseni stfevni stény a celkové homeostazy je i konzumace antibiotik,
véetné kratkodobé. Jakobsson et al. (2010) uvadi obrovsky pokles stievniho mikrobiomu, tedy
i celkové bakterialni diverzity jiz po tydnu uzivani antibiotik. Ackoliv dochazi K postupné
regeneraci mikrobiomu, ani 4 roky po ukonceni 1é¢by nedoslo k jeho plnému obnoveni, navic

po této dobé pietrvavala i ¢asteCna rezistence K antibiotikiim.
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Naruseni stievni homeostazy miize dale vést také k neocekavané aktivaci infekce
chronického HIV, vzniku atopie nebo syndromu drazdivého tra¢niku (Sekirov et al. 2010).

V ptipadé, ze stievni mikroorganismy ¢i jejich produkty penetruji ptes hranici stievni
sliznice, buinky imunitniho systému okamzité zahajuji obrannou reakci. Pokud dojde
k poSkozeni tkané¢ a piitomnych bunék, jsou aktivovany zanétlivé odpovédi imunitniho
systtmu — vznikd tedy zanét. Tyto drobné mistni zdnéty zplisobuji gastrointestinalni
hypomobilitu az zhorSeni prichodnosti stieva neboli ileus (Hakansson & Molin 2011; Lata &
Jurankova 2011).

3.3 Poranéni stievniho epitelu

3.3.1 Vznik poranéni

Ve stfevnim epitelu mize dojit k poranéni z mnoha riznych divodt. Buiiky mohou byt
poskozeny toxickymi latkami v lumenu, procesem traveni, vznikem zanéti, vzajemnym
pusobenim mikrobli, oxidacnim stresem ¢i farmaceutiky, kdy dochéazi k poruseni stfevni
ochranné bariéry (lizuka & Konno 2011). Jedna z latek, ktera miZze ovlivnit prostupnost
stievni bariéry skrz apoptoézu enterocytll, nekrézu ¢i zménou té€sné propojenych spojit bunék
sttevniho epitelu (tight junctions - TJs) majici vyznam pii udrZeni celistvosti epitelialni
vrstvy, je derivat oxidu dusnatého peroxynitrit (Chokshi et al. 2008). TJs je multiproteinovy
komplex, ktery tvofi selektivné propustny prostor mezi sousednimi buiikami epitelu, ¢imz
reguluje transport skrz tuto cestu na malé, hydrofilni molekuly a ionty. Poruseni této bariéry
ma za nasledek prunik patogenti, coz vyvold poruchu imunitniho systému sliznice,
nasledovanou zanétem. To muze byt spouStécim mechanismem pro stfevni a systémova
onemocnéni (Seltana et al. 2010; Lee 2015). Dalsi z pfi¢in vzniku poranéni mize byt za
béZnych fyziologickych podminek poruseni integrity povrchové sliznice, a to napiiklad
vlivem enzymu, vlastnim mikrobiomem, slozkami pfijaté potravy a dal$imi (Kim & Ho
2010).

Kvelmi vyznamnym divodim poranéni bfiSni dutiny patii uUrazy, piedev§im
autonehody (Kim et al. 2004). Dal§im velmi ¢astym poranénim v klinické praxi, a to hlavné u
déti, je mechanické poskozeni predmétem, ktery je piijaty skrz dutinu ustni. Zpravidla se
jedna o mince, hracky, ostré predméty, ale i kosti a béznou potravu. Velké mnozstvi téchto

cizich predméti projde travicim traktem bez poSkozeni, v nékterych ptipadech vSak dochézi
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ke komplikacim (Kay & Wyllie 2005). Diagnostika byva mnohdy obtizna, klinické piiznaky
mohou byt jak akutni, tak chronické a mohou pfipominat akutni zanét pobfisnice, nador bfisni
stény ¢i vznikajici absces. V hor$im piipadé mize pozieni ciziho télesa vyustit az v perforaci
stiev (Hsu et al. 2005; Goh et al. 2006).

Dalsi riziko perforace vznika pii endoskopickych vySetfenich a zakrocich, jako je
kolonoskopie ¢i polypektomie, kterd se vyuziva pti 1é€bé kolorektalniho karcinomu neboli
nadoru tlustého stfeva. Terapeuticka kolonoskopie zplisobuje vétSinou mensi trhlinky, kdezto
pii kolonoskopii diagnostické je riziko perforace mnohem vétsi. Vyjimkou neni ani
barotrauma zptisobené pfilisnou insuflaci vzduchu do dutiny bfi$ni ¢i nemoznost dostat se
K mistu problému. Lécba je v pfipadé mensiho poranéni konzervativni, vétSinou je vSak
nezbytny chirurgicky zasah. Riziko perforace stiev spociva v kontaminaci dutiny bfisni
stfevnim obsahem, po které nasleduje celkova sepse organismu (Panteris et al. 2009; Loffeld
et al. 2011). Ta nastava v dusledku peritonitidy a nasledné vzniklého bakterialni zanétu.
Jedna se o velmi nebezpecny, zivot ohrozujici stav (Maier et al. 2004).

Peritonitida nemusi vzniknout pouze nasledkem perforace, ale také jako dusledek
prasknuti peptickych viedu, apendixu pii zanétu slepého stieva, dale divertikulitidy ¢i
idiopatickych stfevnich zanétd (inflamantory bowel disease - IBD) mezi néz patii ulcerdzni
kolitida (UC) a Crohnova choroba (CD) (Agarwal et al. 2008). Divertikulitida je onemocnéni,
pii némz se v tlustém stievé nachazi vychlipky neboli divertikly. Casto je doprovéazena
dal$imi komplikacemi jako je neprichodnost stiev, vznik pistéli, ¢i abscesem (Rafferty et al.
2006).

Tato zanétliva stievni onemocnéni mohou byt zptisobena mutacemi a poruchou regulace
Toll-like receptortt imunitniho systému (TLR), které jsou aktivovany komensalnimi
bakteriemi a jsou jednim z mechanismt pomahajicich k udrzeni stfevni homeostazy (lizuka &
Konno 2011). Na zminénou poruchu regulace navazuje pomérné agresivni imunitni odpovéd’,

ktera se objevuje pravé u lidi s genetickou predispozici k témto onemocnénim (Sartor 2004).

3.3.2 Hojeni poranéni

Hojeni ran je jeden znejkomplexnéjSich biologickych procesi, ktery nastava

Vv pribéhu naseho zivota (Gurtner et al. 2008). Rychlé a efektivni hojeni stievniho epitelu je
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zasadni pro spravnou funkci tenkého stieva, a tim i celého traviciho traktu (Seltana et al.
2010).

Hojeni je proces migrace epitelialnich bunék, ktery je zahajen v piipadé, ze dojde
k poranéni a je zavisly na rovnovaze tii buné¢nych funkci: restituci, proliferaci a diferenciaci
bunék stfevniho epitelu sousedicich s poranénou oblasti a zdvisi na ném opétovné uzavieni
povrchového epitelu. Samotné hojeni je ovlivnéno mnoha faktory: gastrointestinalnimi
regula¢nimi peptidy zahrnujicimi rastovy faktor a cytokininy, ddle TLR, stravovacimi navyky
a mnohymi dal$imi jako jsou molekuly peptidti zahrnujici extracelularni matrix, faktory
srazeni krve i molekuly, které s peptidy nesouvisi jako jsou mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, fosfolipidy, nukleotidy adeninu a stopové prvky (Dignass 2001; lizuka & Konno,
2011).

3.3.3 Lécba poranéni

Jak jiz bylo feceno, poranéni a onemocnéni stfev se Casto sklada z vétsiho mnozstvi
problému, které spolu velmi uzce souvisi. Proto je i 1écba velmi komplexni a riiznoroda.
Zakladem byvaji antibiotika pro odeznéni zanétd a eliminaci ¢i snizeni bakterialnich kmeni
v zavislosti na spektru jejich pusobeni (Sartor 2004). Zejména pii IBD se pristupuje ke
dlouhodobé, konzervativni 1é¢bé zahrnujici pravé podavani antibiotik, dale kortikosteroidd,
aminosalicilatl ¢i imunopresiv (Carter et al. 2004). Jak pfi konzervativni, tak i v ramci
pfedoperacni a pooperacni 1é€by se u gastrointestinalnich poruch ¢asto vyskytuje malnutrice
a sni souvisejici deficit mikronutrientll a vitaminl.. Tento problém se fesi jak dietnimi
opatfenimi, tak velmi Casto také enteralni a parenterdlni vyzivou. Vycerpani ¢i ubytek
nutriénich Zivin je spojen se zménami télesného sloZeni, poSkozenim tkané a funkcnosti
organu, tyto faktory vedou k naruSeni imunitni i svalové funkce (Ward 2003; Meisnerova
2011). Malnutrice je spojovana také S pomalejS§im hojenim a zvySenym vyskytem
pooperacnich komplikaci. Je zfeymé, Ze porozumeéni uloze vyZivy pii hojeni ran GIT je velmi
dalezité, at’ uz se jedna o hojeni pooperacni, peptickych viedi nebo IBD. I tak zlstava tato
problematika stale pomérné¢ neprozkoumand a je nezbytné vyménit modelové systémy na
hlodavcich za klinické a transla¢ni vyzkumy u lidi (Mukherjee et al. 2016).

Jednou z moznosti, jak obnovit prospésné kmeny Lactobacillus a Bifidobacterium ve
stievech je podavani probiotik, prebiotik ¢i jejich kombinace — synbiotik (Sartor 2004).
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3.4 Probiotické organismy

Termin ,,Probiotika® pochazi zfeckého souslovi ,,Pro Bios“ (pro zivot). Moderni
historie probiotik je datovana mezi konec 19. a zacatek 20. stoleti. Prvni mySlenka
o pritomnosti a vyuziti pratelskych mikroorganismt lidského téla pochazi od Henryho
Tissiera, pediatra Pasteurova institutu. S myslenkou pfinosu probiotickych mikroorganismu
pro lidské zdravi je vSak castéji spojovan Eliee Metchnikov, ktery pfipisoval dlouhovékost
bulharskych venkovanii konzumaci fermentovanych mléénych produktt jako je jogurt (Ozen
& Dinleyici 2015; Friedrich et al. 2017). Metchnikov popsal mikroorganismy, které
fermentuji obsah stiev a produkuji prospésné metabolické produkty (napi. mlé¢nou Kyselinu),
coz byl kli¢ovy objev vzhledem k faktu, Ze stfevni buiiky tuto schopnost nemaji. Navic
piedpokladal, Ze mléc¢na kyselina zabranuje toxicité tlejicich mikrobu. To pfispélo
k myslence, Ze laktobacily mohou piiznivé ovliviiovat gastrointestinalni ekosystém,
zmirfiovat nemoci a starnuti (Schepper et al. 2017).

Termin probiotikum poprvé definovali Lilly a Stillwell v roce 1965. Oznadili jim latku
produkovanou jednim prvokem, stimulujici rist jiného prvoka. Pozdéji byl tento termin
pouzivan pro krmné a potravni dopliikky uréené pro vyzivu hospodaiskych zvirat a lidi. Pojem
v tomto obdobi zahrnoval jak zivé kultury bakterii, tak mikrobialni metabolity, enzymy
a aminokyseliny, které pozitivné ovliviiuji mikrofloru traviciho traktu. Fuller roku 1989
publikoval definici ,,Probiotika jsou zivé mikrobidlni a krmné potravni doplnky, které
ptiznivé ovliviuji hostitele zlepSenim jeho stievni mikrobiocendzy“ (Rada 2010). Tato
definice se od nasledujici, ktera je platnd v soucasnosti li§i pouze minimalné. Svétova
zdravotnicka organizace (World Health Organization) definuje probiotika jako zivé
organismy, které pfi podavani v pfiméfeném mnozstvi poskytuji hostiteli zdravotni pfinos

(Rowland et al. 2008).

3.4.1 Druhy probiotickych mikroorganismi

V gastrointestindlnim traktu najdeme zhruba 10 biliont bakterii, které plisobi pozitivné
na lidské zdravi. V ramci stejného druhu se Casto objevuji rtiznorodé ucinky, proto byva
ptiznivy ucinek probiotik specificky pro dany kmen (Igbal et al. 2014; Schepper et al. 2017).

Mikroorganismy pouzivané jako probiotické lze rozdélit do tii skupin:
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a) Nepatogenni — Rody Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium a Saccharomyces

b) Patogenni — Bacillus cereus

¢) Potencionalné patogenni — Enterococcus a nékteré druhy bakterii mlééného kvaseni
Piedevsim u skupiny b) a C) je nezbytna jista opatrnost, a to v souvislosti nejen s patogenitou,
ale i se skrytymi nosi¢i rezistence k antibiotikiim a moznou toxicitou.

Nejcastéjsimi mikroorganismy pouzivané jako probiotika je heterogenni skupina gram
pozitivnich bakterii mlééného kvaseni (BMK) (Watson & Preedy; 2015). | pies rozdilny
fylogeneticky vyvoj je Casto mezi BMK diky podobnému metabolismu fazeny také rod
Bifidobacterium (Klijn et al. 2005). Konkrétni nejpouzivanéjsi druhy probiotik jsou uvedeny
Vv tabulce €. 1

Ptinos BMK pro lidské zdravi vyplyva mimo jiné z jejich fermentac¢niho vysledného
metabolitu, kterym je mlééna Kkyselina. Biochemicky se BMK déli na dvé skupiny:
homofermentativni (rody Lactobacillus, Streptococcus, Pedicoccus) a heterofermentativni
(rod Leuconostoc a nekteré poddruhy laktobacilt), které produkuji mimo mlééné kyseliny i
fadu dalSich produktii jako je CO2, octova kyselina a ethanol (Klaenhammer et al. 2005;
Schepper et al. 2017)

Tabulka ¢. 1: Mikroorganismy nejcastéji vyuzivané jako probiotika (Saad et al. 2013)

Lactobacillus Bifidobacterium Ostatni BMK Ostatni
L. acidophillus B. adolescentis Enterococcus faecium Escherichia coli strain Nissle
L. casei B. animalis Lactococcus lactis Saccharomyces cerevisae
L. crispatus B. bifidum Leuconstoc mesenteroides Saccharomyces bourlardii
L. curvatus B. breve Pediococcus acidilactici
L. delbruecki B. infantis Streptococcus thermophilis
L. farciminis B. lactis Streptococcus diacetylactis
L. fermentum B. longum Streptococcus intermedius
L. gasseri B. thermophilum
L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus
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3.4.1.1 Lactobacillus spp.

Vv

Rody Lactobacillus a  Bifidobacterium  patii ktém  nejdalezitéjSim
Vv odvétvi potravinaiské mikrobiologie a potravinafstvi. Laktobacily jsou gram pozitivni,
kataldza negativni tyCinky, které jsou nepohyblivé, anaerobni a izoluji se z lidského
gastrointestinalniho a genitourinarniho traktu, kde tvofi pfirozenou soucast mikrobiomu.
Jejich izolace je mozna také z ruznych rostlinnych ¢i zivocisnych zdroji. Taxonomicky se
jedna o prokaryotické bunky, kmene Firmicutes, tfidy Bacilly, fadu Lactobacillales a ¢eledi
Lactobacillaceae (Carretto et al. 2001; Felis & Dellaglio 2007).

Rust laktobacild je piimo zavisly na dostupnosti zivin, pH a teploté. Laktobacily jsou
velmi naro¢né mikroorganismy, které vyzaduji bohatd média a idedlni podminky pro
kultivaci. AvSak produkce bakteriocini, a tim i antibakterialni aktivita se s prostfedim
bohatym na ziviny a bez dostatku mikroorganismu snizuje (Barbosa et al. 2018).

U kment laktobacili véetné komponent bunécnych stén bylo zjisténo, ze vykazuji
imunomodula¢ni aktivitu, a to zejména v in vitro experimentech. Pozitivni vysledky byly jiz
popsany i u in vivo modeld, klinické studie jsou stale pifedmétem vyzkumu (Liévin-Le Moal

& Servin 2014).

Tabulka 2a: Terapeutické a profylaktické vlastnosti specifickych laktobacili na lidské
zdravi. Dle ptehledového ¢lanku (Parvez et al. 2006).

Probioticky kmen Prokéazané ucinky

Lactobacillus U podavani probiotik, pfevazné z kmenu Lactobacillus, bylo prokazano
zlepSeni stavu pouchitidy
ZlepSeni traveni laktézy, sniZzeni nesnaSenlivosti laktézy u jedincd
S timto problémem, sniZzeni prijmi u déti a jedinct se syndromem
kratkého stieva
Mikrobialni interferen¢ni terapie — pouziti nepatogennich bakterii k
odstranéni patogent a jako doplnék k antibiotiktim.
VylepSena imunitni funkce mukézy, sekrece mucinu a prevence
onemocnénich

Lactobacillus acidophilus Snizeni frekvence prijmu u pacientl po radioterapii panve

Snizené frekvence polypt, adenomt, rakovina tlustého stieva u
pokusnych zvitat

Prevence urogenitalni infekce s naslednym vystavenim Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa

SniZzena hladina cholesterolu
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Tabulka 2b: Terapeutické a profylaktické vlastnosti specifickych laktobacili na lidské
zdravi. Dle ptehledového ¢lanku (Parvez et al. 2006).

Probioticky kmen

Prokazané ucinky

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus salivarius

Snizeny vyskyt prijjmu vV dennich centrech pfi podani poloviné déti
Velmi efektivni pii redukci zanétl ve stfevech: enterokolitidy u krys,
nadmérny rust bakterii tenkého stfeva u déti, pouchitidy

Redukce bolestivosti a zacpy u syndromu drazdivého tra¢niku

SniZzeni nadymani, bolesti a zacpy u syndromu drazdivého tracniku
v klinickych studiich

Pozitivni efekt na zlepSeni imunity u infekce HIV u déti

Zkraceni doby trvani akutni gastroenteritidy
Zkraceni doby trvani akutniho prajmu

Zlepseni bunééné imunity u zdravych, dospélych jedincl v klinickych
studiich

Potlaceni a vyhubeni Helicobacter pylori v tkafiovych kulturach a
zvifecich modelech diky sekreci kyseliny mlé¢né

3.4.2 Vlastnosti probiotik

Zatazeni mikroorganismt mezi probiotika ma nékolik nezbytnych ptedpokladt. Aby se

z potencialnich probiotickych kment stalo probiotikum, prvnim piedpokladem je jejich

izolace nasledovana ur¢enim jejich klicovych vlastnosti jako je: odolnost vuci Zzaludecni

kyselosti a Zlu¢ovym solim, adheze k hlentim, intestindlnim epitelidlnim bunikdm a bunéénym

liniim a dale jejich antimikrobidlni a antagonisticky Uc¢inek. Poslednim kritériem je ovéteni

bezpecnosti pro ¢loveéka pomoci taxonomického zafazeni, in vitro a in vivo testl, klinickymi

studiemi a sekvenovanim genomu (Shokryazdan et al. 2017).

Mezi pozitivni ucinky probiotik na zdravi ¢lovéka patii mnoho zdravotnich pfinost

(obrazek ¢. 3)
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Obrazek ¢€.3: schématické znazornéni hlavnich mechanismi u¢inku, pti kterych probiotika vykazuji

své piiznivé u¢inky. Upraveno dle (Cremon et al. 2018).

3.4.3 Probiotika v potravé

Probiotika jsou v soucasnosti Siroce vyuzivana jako takzvané funkéni potraviny, které
podporuji homeostazu stievni mikroflory a pomahaji pii 1écbé gastrointestinalnich poruch
(Lam et al. 2007). Probiotické potraviny, dopliiky stravy a napoje jsou vyuzivany v mnoha
zemich svéta a pro svoje slibné zdravotni G€inky a zanedbatelné vedlejsi ucinky se stavaji
stale oblibengjsimi (Sanders et al. 2018). V ptipad¢ zatazeni probiotickych mikroorganismu
do potravinaiského primyslu je nezbytné dbat na bezpecnost — ptivod a nepatogenitu, dale na
funkénost — zivotaschopnost a perzistenci v GIT spolu s imunomodulaci a antitimutagennimi
vlastnostmi. Jen tak Ize zajistit optimalni pfinos pro spotiebitele (Saarela et al. 2000).

Pravidelna konzumace probiotik mutze byt efektivni prevenci k udrzeni stievni
homeostazy a ochrané téla pred infekci. Probiotické piipravky jsou dostupné v mnoha

riznych formach, jako jsou tablety, prasek, potraviny a kojenecka vyziva (Sanders 2003).

22



Nejpouzivanéj$i  probiotické  mikroorganismy  pochazeji  zrodid  Lactobacillus,
Bifidobacterium, Streptococcus, Lactococcus a Enterococcus. Dal$imi bakterialnimi rody
a druhy jsou Bacillus, Clostridium butyricum, Propionibacterium, ale také kvasinky a plisn¢.
Tyto kultury jsou dnes bézné pfiddvany do mlécnych kysanych vyrobkd, syri,
fermentovanych masnych vyrobkt, ale i do ndplni suSenek a oplatkti. Probiotické

mikroorganismy nachazi uplatnéni ve vyzivé lidi i zvirat (Rada 2010).
3.4.4 Vliv probiotik na hojeni ran

Probiotika mohou vykazovat pozitivni piinos pro stieva pomoci raznorodych
mechanismu, jako je napiiklad: posileni stfevni bariéry, inhibice zanétlivych a stimulace
protizanétlivych cytokint, inhibice ristu patogennich bakterii a konkurenc¢ni adheze K hlenu
a epitelu (Ohland & MacNaughton 2010; Guandalini & Sansotta 2019).

Potencidlni ptfiznivé U¢inky konzumace probiotik béZznou fortifikovanou stravou na
zdravi stiev jsou stdle rozsdhle zkoumany. Mohammedsaeed et al. (2015) uvadi, Ze by
bakterii v oblasti hojeni ran, a to proto, ze potencialni riziko vstupu zivych bakterii do
krevniho tecisté skrz poranéni nebylo dosud posouzeno. Bakterialni lyzaty piedstavuji rovnéz
jednodussi pozadavky na vyrobu a udrzeni potfebné zivotaschopnosti v oblasti rany.

Lam et al. (2007) ve své studii na krysach potvrdil hypotézu ucinku Lactobacillus
rhamnosus pfi zaludecnich viedech. Lactobacillus rhamnosus byl podavan piimo do zaludku
po dobu tii dnli po indukci viedu a Usp&$né v Zalude€ni sliznici kolonizoval, zejména na
okrajich vfedu. Mechanismem tohoto U¢inku je pravdépodobné utlum bunécéné apoptdzy
a soucasna podpora proliferace bunék a procesu novotvorby cév neboli angiongeneze. Na
krysach byl zkouman i kefir. Zvitata s koznim zranénim infikovanym Staphyloccocus aureus,
ktera byla oSetfena ptipravkem ze susenych kefirovych zrn vykazovala lepsi schopnost hojeni,
nez tomu bylo u jedinct oSetfenych antibiotiky (Rodrigues et al. 2005).

Studie na kryséach ukazuji, Ze usp€$né pouziti probiotik se odviji také od toho, jak je
dané probiotikum komplementarni k zdkladnimu mikrobidlnimu slozeni daného jedince
(Schmidt et al. 2018). Buffie et al. (2015) uvadi, ze podavanim Clostridium scindens bylo
dosazeno zvySeni mikrobidlni diverzity a rezistence vuci infekci zpasobené Clostridium
difficile v kombinaci s podavanim antibiotik. Tento vysledek je zalozen na klinickych udajich,

modelech mysi, metagenomickych analyzach a matematickém modelovani.
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Obrovsky potencial, pfedevSim u IBD a tam, kde jednotlivé kmeny probiotickych
mikroorganismi neuspély, je pfipisovan patentované probiotické smési VSL #3, ktera je
piedmétem mnoha klinickych studii (Guandalini et al. (2010); Michail & Kenche (2011);
Wong et al. (2015); Staudacher et al. (2017)). Jedna se o piipravek zosmi ruznych
bakterialnich kment: Bifidobacterium longum, B. infantis, B. breve, Lactobacillus
acidophilus, L.casei, L. delbrueckii ssp.bulgaricus, L. plantarum a Streptococcus salivarus
ssp. Thermophilus. Pfesny mechanismus fungovani této smési neni doposud znam, studie in

vivo a in vitro ukazuji, ze VSL #3 muze pomoci modulovat imunitni odpovéd hostitele,

-----

vvvvv

(2017) mtize byt smés VSL #3 efektivni v indukci remise a prevenci recidivy UC.

Na zakladé prehledového ¢lanku predpoklada Guandalini & Sansotta (2019) budoucnost
probiotik pfi onemocnéni GIT ve vyzkumu lepSich bakterialnich kment v laboratornim
prostfedi, kdy aplikace metagenomiky miize pomoci identifikovat specifické kmeny s
presvédéivym efektem na IBD a dale ve vyzkumu moznych kombinaci kmenti, které mohou

pusobit synergicky.

24



4  Material a Metodika

4.1 Material

Testovany byly celkem 4 kmeny zrodu Lactobacillus - Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacilus gasseri a Lactobacillus plantarum, které meéla
k dispozici katedra Mikrobiologie, vyzivy a dietetiky. Dale byly pouzity bunécné linie Caco-2
a HT29, pochazejici =z kolorektalniho adenokarcinomu tlustého stfeva, penicilin
a streptomycin, pyruvat sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, neesencialni aminokyseliny, fetalni
bovinni sérum (FBS), fosfatovy pudr (PBS — Phosphate Buffered Saline), trypsin
a Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM), v§e zakoupeno od firmy Sigma — Aldrich
(CZ — Czech republic). Pro tkanové kultury byly pouzity 24 jamkové desticky, serologické
pipety, kultiva¢ni lahve a Petriho misky od firmy Thermo Fisher Scientific (UK - United
Kingdom).

4.2 Metodika

4.2.1 Kultivace bunéénych tkani

Kultivace buné¢né linie kolorektalniho adenokarcinomu Caco-2 a HT29 probihala
DMEM mediu, které bylo doplnéno 10% FBS, 1% hydrogen uhli¢itanem sodnym, 1%
penicilinem a streptomycinem, 1% pyruvatem sodnym, 1% neesencialnimi aminokyselinami.
Kultivace probihala v CO; inkubatoru pii teploté 37 °C, 95% vlhkosti a 5% CO> atmosféie po
dobu 7 dni. Bun&éné linie byly umistény v kultiva¢nich lahvich o velikosti 75 cm?, pricemz
medium bylo obden ménéno za Cerstvé. Posledni den byly bunééné monovrstvy sklizeny.

Pti sklizeni byly buiiky oplachnuty 5 ml PBS, ten byl nasledné odstranén. Dale se
k bunikam piidalo 5 ml trypsinu, ktery pasobil po dobu 3-5 minut. Po této dobé byl trypsin
zneutralizovan pomoci 1 ml DMEM media. Nésledné byly bunky pomoci plastové Skrabky
uvolnény ze dna kultiva¢ni lahve a vlozeny do 15 ml centrifugac¢ni zkumavky typu Falcon. Ta
byla centrifugovana po dobu 10 minut. Staré medium bylo nahrazeno novym o objemu 5 ml,
ve kterém postupné doslo pomoci serologické pipety k resuspendaci bun¢k. 15 ml DMEM
media spolu s 1 ml pfipravené suspenze bylo vlozeno do nové kultivaéni lahve a ulozeno

Vv CO> inkubatoru.
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4.2.2 ZaloZeni 24 jamkové desti¢ky

Pro zjisténi poctu bunc¢k v 1 ml suspenze byla pouzita metoda pocitani v Biirkerové
komurce. Buiikky byly obarveny trypanovou modii, z roztoku byla odebrana kapka do
Biirkerovi komirky, kde byl spo¢itan obsah bunék v 1 ml a pomoci vypoctu byla nasledné
zjisténa presna koncentrace sklizenych bun¢k. Bunécna kultura byla nafedéna na koncentraci

2,5 x 10° na 1 ml a napipetovéana do jamek.
4.2.3 Priprava bunééného lyzatu probiotik

Piiprava lyzatd probéhla dle metody Mohammedsaeed et al. (2014), ktera byla
modifikovana pro nase ucely. Laktobacily v mnozstvi 10 ml 108 CFU/ml byly centrifugovany
pii 2000 x g po dobu 10 minut, nasledné 3x promyty 10 ml PBS, resuspendovany v 5 ml PBS
a dale extrahovany pomoci ultrazvuku po dobu 15 minut v ledové vodni lazni. Pro filtraci

vzorku kvuli odstranéni zbylych bakterii byl pouzit stiikackovy filtr o velikosti pord 0,22 pm.
4.2.4 Zkouska hojeni rany s pasobenim laktobacili in vitro

Po 24 h inkubaci bylo dno jamky pokryto buitkami z 80 az 90 %. Pomoci 200 pl $picky
bylo ve vSech jamkach zptisobeno poranéni ve tvaru dvou svislych ryh. Uvolnéné bunky ze
star¢ho média byly odstranény pomoci promyti jamek s PBS, které bylo provedeno 3x.

Nasledné bylo ptfidano 900 ul DMEM a 100 pl bunééného lyzatu. Pomoci mikroskopu
ZEISS PrimoVert a fotoaparatu ZEISS Axiocam 512 color byly z kazdé ryhy potizeny
fotografie. Celkové se jedna o 4 fotografie z kazdé jamky. Méfeni probihalo nasledné u HT29
po 16; 24 a 48 hodinach u Caco-2 po 24 a 48 hodinach. Poiizené fotografie byly nasledovné
analyzovany pomoci opensource programu TSscretch (https://github.com/cselab/TScratch),

ktery vyhodnocuje % volného prostoru na potizené fotografii.
4.2.5 Statistické vyhodnoceni

Analyza pofizenych fotografii byla vytvofena pomoci programu TScratch, ktery
automaticky vyhodnocuje velikost poskozeného mista v jednotlivych ¢asovych bodech pro
ziskani udaji o rychlosti hojeni. Ziskana data byla ve finale analyzovana v programu MS
excel, kde prob¢hla i tvorba grafii. Pro statisticky vypocet byl pouzit parovy t-test a statisticka

vyznamnost byla posouzena na hladiné p < 0,05.
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5 Vysledky

Cilem prace bylo zjistit, jak mohou odlisné kmeny laktobacili ovliviiovat schopnost
hojeni bunééné monovrstvy tvofené bunéénymi liniemi Caco-2 a HT29. Na bunécné linii
Caco-2 byly testovany lyzaty kment L. rhamnosus, L. gasseri a L.plantarum, ten byl jako
jediny z vyjmenovanych na bunééné linii HT29 vyménén za L. fermentum. V obou in vitro
modelech byl jako kontrola pouzit PBS puft.

Na buné¢né monovrstvé Caco-2 bylo pofizeno a vyhodnoceno celkem 120 snimku
v rozmezi 0, 24 a 48 hodin. Na bunécné monovrstvé HT29 probihal sbér ¢astéji — vV rozmezi 0,
16, 24 a 48 hodin a bylo zde pofizeno celkem 148 snimki. Pribéh hojeni jednotlivych kmeni
je zobrazen na obrazcich ¢. 4 a 5. Vysledky byly statisticky zpracovany v programu Microsoft
Excel, v tabulkach ¢. 4 a 5 je znazornéna $itka Skrabancti v % a jejich postupné uzavirani
v danych c¢asovych intervalech s vyhodnocenymi aritmetické praméry, které pro uplnost
doplfiuji smérodatné odchylky. Grafy ¢. 1 a 2 znazorfuji pribéh primérného nartstu

epitelidlni tkang, tedy samotné hojeni v danych ¢asovych usecich.

5.1 Bunécna linie Caco-2

Vysledky hojeni stfevniho epitelu ziskané na bunétné linie Caco-2 dokumentujte

tabulka ¢. 3, graf ¢. 2 a obrazek ¢. 4.

Tabulka €. 3 - Bunécna re-epitelizace epitelialnich bunék kolorektalniho adenokarcinomu

bunécné linie Caco-2 S vybranymi kmeny laktobacilti.

Sitka skrabance v % na bunééné monovrstvé Caco-2

24 hodin 48 hodin
Kmen Pramér = SD Priimér = SD
Kontrola 76,66 + 8,89 34,88 + 11,24
Lactobacillus gasseri 79,98 + 9,09 47,09 + 11,52*
Lactobacillus plantarum 75,42 +7,33 42,90 + 8,31*
Lactobacillus rhamnosus 74,80 + 7,22 42,15 + 9,95*

Vysledky jsou vyjadieny jako praméry + smérodatné odchylky Siiky skrabance v %. * statisticky vyznamné
rozdily hodnot (p < 0,05)
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Tabulka ¢. 3 zobrazuje postupné zatahovani vytvofeného poranéni pomoci danych
kment laktobacilt, kdy v 0. hodiné byla §itka poranéni 100 % a postupem ¢asu dochazelo
k jeho zuZzovani, tedy k hojeni poSkozené tkané. Z tabulky je patrné, Ze nejlepSich vysledki
dosahl v ramci probiotik L. rhamnosus, i zde vSak bylo v kone¢ném useku — tedy ve 48.
hodin¢ ziejmé, ze se hojeni, oproti kontrole které zbyvalo pouze 34,88 % do uplného uzavieni

rany, zpomalilo.

Priibéh hojeni epitelu na bunécné linii Caco-2
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H Kontrola M L. gasseri L. plantarum L. rhamnosus

Graf €. 1. Grafické znazornéni hojeni bun&¢ni linie Caco-2 v asovych intervalech 0, 24 a 48 hodin. Byly zde

pouzity vzorky lyzatd probiotik L. gasseri (m), L. plantarum(m), L. rhamnosus (=) a kontrolni vzorek (m).

Tento graf €.1 je vyobrazenim naristu epitelialni tkan¢ bunécné linie Caco-2 v casovych
usecich 24 a 48 hodin vic¢i poc¢ate€nimu Casu 0. V prvnim pozorovaném casovém useku —
tedy ve 24. hodiné jsou hodnoty pomérn¢ vyrovnané. Nejvétsi obnova epitelialni tkané je
patrna u L. rhamnosus s 25,2 %, jen o 0,62 % méné je hodnota L. plantarum. U L. gasseri
$ 20,02 % je patrna znamka zpomalené re-epitelizaci oproti kontrole, ktera dosahla 23,34 %.
Pravé kontrola s 65,12 % dosahla nejlepsich vysledkl ve 48. hoding, kdy je zifejma tendence
zpomalujiciho se narGstu epitelialni tkan¢ u vSech vzorkd obsahujici probiotika. Po kontrole
ma nejvetsi hodnotu opét L. rhamnosus s 57,85 %, tésné nasledovany L. plantarum s 57,10 %.

Na posledni pfi¢ce zustal L. gasseri s 52,91 %.
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Nasledujici snimek (obrazek. ¢. 4) zachycuje postupny prubeh hojeni tkdné tvotené bunénou

linii Caco-2 pomoci laktobacilii v danych ¢asovych intervalech.

Oh. 24 h. 48 h.

BL

LP

LG

LR

Obrazek €. 4 Snimky mechanicky zplisobeného poranéni monovrstvy Caco-2 bunék a jejich re-epitelizace.
Foceni probihalo v ¢asovych intervalech 0, 16, 24 a 48 hodin. Byly zde pouzity lyzaty probiotik L.plantarum
(LP), L. gasseri (LG), L. rhamnosus (LR) a kontrola (BL). Fotky byly pofizeny pomoci mikroskopu ZEISS
PrimoVert a fotaaparatu ZEISS Axiocam 512 color.
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5.2 Bunéc¢na linie HT29

Vysledky hojeni stievniho epitelu ziskané na bunécné linie HT29 dokumentujte tabulka

¢. 4, graf €. 2 a obrazek ¢. 5.

Tabulka ¢. 4 - Bunécna re-epitelizace epitelialnich buné€k kolorektalniho adenokarcinomu

bunécné linie HT29 s vybranymi kmeny laktobacili.

Sitka Skrabance v % na buné¢né monovrstvé HT29

16 hodin 24 hodin 48 hodin
Kmen Primér+SD  Primér+SD  Primér + SD
Kontrola 95,25 +£3,84 94,64 +2,776 87,61 +£4,58*
Lactobacillus fermentum 89,29 + 5,34 87,53 +£5,98* 84,67 +7,54*
Lactobacillus gasseri 97,28 £2.34 93,19+5,52 86,51 +6,70*

Lactobacillus rhamnosus 95,42+ 1,61 94,10+ 3,41 93,89 +£2,89

Vysledky jsou vyjadieny jako primeéry + smérodatné odchylky Sitky Skrabance v %. * statisticky vyznamné
rozdily hodnot (p < 0,05)

Tabulka ¢. 4 zobrazuje postupné uzavirani vytvoieného poranéni pomoci danych kment
laktobacilt,, kdy v 0. hodiné byla Sitka poranéni 100 % a postupem ¢asu dochazelo k jeho
zuzovani, tedy k hojeni poskozené tkané. Je patrné, Ze nejlepSich vysledki dosahl ve vSech
¢asovych usecich L. fermentum. L. gasseri ukazuje nejpomalejsi uzavirani rany v 16. hodiné
S hodnotou, kdy poranéni dosahovalo 97,28 %, postupem ¢asu vSak doSlo ke zrychleni hojeni
a ve 48. hodin¢ vykazoval lepsi vysledky nez kontrola. Nejmén¢ uspésny v tomto pokusu se
zda byt L. rhamnosus se $iikou skrabance 93,89 %, poranéni se tedy za tuto dobu uzavielo

pouze 0 6,11 %.
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Priibéh hojeni epitelu na linii HT29
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Graf &. 2. Grafické znazornéni hojeni bunééni linie HT29 v ¢asovych intervalech 0, 16, 24 a 48 hodin. Byly zde

pouzity vzorky lyzath probiotik L.fermentum (m), L. gasseri (m), L. rhamnosus (=) a kontrolni vzorek (m).

Tento graf ¢.2 je znazornénim narustu epitelidlni tkdné bunécéné linie HT29 v ¢asovych
usecich 16, 24 a 48 hodin vuéi pocate¢nimu Casu 0. Jak je vidét, Gspésnost jednotlivych
kmeni se v prub&éhu ¢asu ménila, nejpatrnéjsi je to u L. gasseri, ktery mél v 16. hodiné
uspésnost pouze 2,72 %, avsak ve 24. hodin¢ to bylo jiz 6,81 % a ve 48. hodin¢ 13,49 %, coz
je lepsi vysledek, nez méla kontrola (12,39 %) i L. rhamnosus (6,11 %). U L. rhamnosus lze
konstatovat zpomaleni nartstu epitelidlni tkan€, tedy zpomalené hojeni oproti kontole.
Nejlepsi vysledky na této bunééné linii vykazoval L. fermentum, a to ve vSech Casovych
usecich s hodnotami 10,71 %, 12,47 %, 15,33 %, i z téchto Cisel je vSak ziejmé, Zze v pribéhu

casu se hojeni zpomalovalo.
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Nasledujici snimek (obrazek ¢. 5) zachycuje postupny prubéh hojeni tkané tvorené bunéénou

linii HT29 pomoci laktobacilti v danych casovych intervalech.

Oh. 16 h. 24 h. 48 h.

BL

LF

LG

LR

Obrazek ¢. 5. Snimky mechanicky zplisobeného poranéni monovrstvy HT29 bunék a jejich re-epitelizace.
Foceni probihalo v ¢asovych intervalech 0, 16, 24 a 48 hodin. Byly zde pouzity lyzaty probiotik L. fermentum
(LF), L. gasseri (LG), L. rhamnosus (LR) a kontrola (BL). Fotky byly potizeny pomoci mikroskopu ZEISS
PrimoVert a fotaaparatu ZEISS Axiocam 512 color.

Z obrazku ¢. 4 a 51 z grafického zobrazeni je zcela ziejmé, Ze hojeni na buné&cné linii
Caco-2 dosahlo v tomto pokusu mnohem lepSich vysledkil, nez tomu bylo u linie HT29.
Nejlepsi vysledek na buikach Caco-2 — L. rhamnosus, ktery dosahl za 48 hodin 65,12%

vvvvvv

13,49 % na linii HT29 vyznamny rozdil.
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6 Diskuze

Soucasny vyzkum na poli mikrobiologie, imunologie a lidského zdravi je zaméfovan na
sloZeni a aktivitu mikrobiomu, coz je velmi Gizce spojené s tématem probiotickych organismu
a jejich ptinosem pro lidské zdravi. Fermentované produkty obsahujici zivé mikroorganismy
se jiz od Staroveéku uvadéji jako zdravi prospéSné potraviny (Sanchez et al. 2017). Razné
probiotické kmeny maji odlisné ucinky a tim i rozdilny vliv na hostitele, vétSiné
probiotickych bakterii mizeme pfipsat hlavni i vedlejsi pozitivni Gi€inky na fyziologii a zdravi
GIT. Klinické testy Bernaola Aponte et al. (2011); Ritchie & Romanuk (2012); AlFaleh &
Anabrees (2014) ukazuji pozitivni vliv konzumace probiotik p#i obtizich jako je: infekéni
prijem a prijem nasledkem [éCby antibiotiky, zhorSena prichodnost stfev, syndrom
drazdivého tra¢niku, bolest bficha a nadymani, ulcerézni kolitida a nekrotizujici
enterokolitida (Hill et al. 2014). Mezi mechanismy uc¢inku, diky kterym probiotika funguji,

patii naptiklad modulace hostitelského imunitniho systému, posileni ochranné stfevni bariéry,

-----

k epitelu a hlenu (Ohland & MacNaughton 2010; Plaza-Diaz et al. 2017).

Testy in vitro jsou rozhodujici pro posouzeni bezpec¢nosti probiotickych kment. Mezi
nejbéznéjsi testy pouzivané pro vyzkum v souvislosti s efektem probiotik patii: rezistence
vuci zaludecnim a zluCovym kyselindm, adherence k mucus, lidskému epitelu a bunécnym
liniim, antimikrobidlni aktivita proti potencionalné patogennim bakteriim, schopnost sniZeni
adherence patogenii na povrchu a aktivita hydrolazy ZluCovych soli. Nami zkoumany vliv
probiotik na hojeni ran stfevniho epitelu patii tedy mezi doposud relativné neprozkoumanou
oblast vyzkumu. U¢innost kazdého in vitro testu s pozitivnim vysledkem je nutné pozdgji
zvalidovat v testech in vivo (Sanchez et al. 2017).

Cilem prace bylo zjistit vliv 4 lyzata laktobacila (L. rhamnosus, L. gasseri, L.
plantarum a L. fermentum) na schopnost podpofit hojeni stievniho epitelu. Testovani
probéhlo na dvou bunéénych linii Caco-2 a HT29. Caco-2 je oblibena, velmi ¢asto pouzivana
linie, kterd pii kultivaci vykazuje bunécnou monovrstvu, kterd napodobuje morfologicke,
funk¢ni a biochemické vlastnosti enterocytti, navic je vysoce stabilni a celistva (Saez-Tenorio
et al. 2019). HT29 je bunétna linie, ktera obsahuje poharkové buiky sekretujici mucus,
entero-endokrinni bunky i enterocyty (Donetti et al. 2014). Jelikoz se vSak jednalo o prvni

pokusy tohoto typu na pracovisti, byly zvolené samostatné linie a nikoliv smésna kultura,
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ktera vytvaii realisti¢téjsi in vitro model lidského stievniho epitelu v porovnani s jednotlivymi
liniemi (Saez-Tenorio et al. 2019).

Na bunééné linii Caco-2 byly zkoumany L. gasseri, L. plantarum, a L. rhamnosus, a na
bunééné linii HT29 byl L. plantarum vyménén za L. fermentum. Ze ziskanych vysledku je
patrné, ze u bunééné linie HT29 po 48hodinové expozici bylo dosazeno nejlepsich vysledku u
L. fermentum a L. gasseri. Naproti tomu L. gasseri u bunécné linie Caco-2 nevykazoval po
48 hodinach vyrazné vyssi hojeni posSkozené tkang, pfitom po 24hod. expozici vykazovaly
vSechny testované lyzaty zrychleni oproti neoSetiené kontrole. Z dosazenych vysledkd je
patrné, ze buné¢na linie Caco-2 ma vyrazné lepsi schopnost hojit poSkozeni, nez je tomu u
bunécné linie HT29.

Ackoli L. gasseri u nas nemé¢l pozitivni vysledky na rychlost hojeni bunééné linie Caco-
2, globaln¢ je tento kmen povazovan za velmi perspektivni pro jeho dobrou adherenci,
produkci metabolitd s antimikrobialni aktivitou, schopnost pfeziti pfi nizkém pH i za
ptitomnosti zaludecnich kyselin. Vliv na GspéSnost miize mit i skutecnost, ze dané¢ kmeny
maji své dalsi podkmeny, které vykazuji riznorodé schopnosti (Bogovi¢ Matijasi¢ et al. 2003;
Ferreira et al. 2011).

Vliv na hojeni muZze mit i fakt, ze buné¢né linie Caco-2 i HT29 jsou schopné zvySovat
potvrzeno i v in vitro studii, kdy pfebytek zivin zpisobil nastup zanétlivého stavu pravé
v disledku produkce prozanétlivych cytokinii nebo volnych radikali (Bottani et al. 2019).
Velmi zajimavych vysledki pii hojeni stfevniho epitelu dosahl Seltana et al. (2010)
kombinaci linie Caco-2 s lidskymi myofibroblasty izolovanymi z laéniku 16-18 tydenniho
plodu. Kultivace monovrstev Caco-2 probihala na myofibroblastech, ¢imz byla vytvofena
bazalni membrana, ktera obsahovala mnoho dulezitych slozek nachazejicich se na rozhrani
epitel — mezenchym ve stfeveé. Drobné 1éze byly vytvofeny v bunéénych monovrstvach na
plastu i smésné kultute. Hojeni na smésné kultufe se ukazalo mnohem u¢inngjsi, navic
zahrnovalo uchovani komponent bazalni membrany. Nasledné experimenty ukazaly, ze
pfidani kolagenu typu I €1 lidského fibronektinu ke kultivaénimu médiu vyznamné urychluje
uzavieni rany na buiikéach epitelu.

Probiotické mikroorganismy maji jako soucast 1écby svou nezpochybnitelnou roli,
vyzkum probiha na mnoha zvifecich modelech, piedev§im krysach a kralicich. Jak uvadi

Doron & Snydman (2015), velkou vyhodou probiotik je, Ze jsou jiz mnoho let povazovany za
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mikroorganismy s malym bezpe¢nostnim rizikem pro vétSinu populace. Teoreticka rizika
souvisejici s konzumaci probiotik jsou popisovany jako infekce, Skodliva metabolicka
aktivita, nadmérna metabolicka stimulace u vnimavych jedinct a vedlejsi gastrointestinalni
problémy.

Uginnost kmene L. rhamnosus na hojeni stievniho epitelu byla potvrzena i u potkant
s indukovanymi zalude¢nimi viedy. Probiotika byla v tomto piipadé¢ podavéana 3 po sobé
jdouci dny po indukei viedu. L. rhamnosus uspésné kolonizoval v Zaludeéni sliznici, zejména
na okraji viedu. Také vyrazné, v zavislosti na davce, redukoval oblast zalude¢nich viedd.
Bunécna apoptdza k poméru bunécné proliferace byla siln€ snizena. Angiogeneze byla rovnéz
vyznamné stimulovana spolecné s indukci exprese vaskularniho endotelového riistového
faktoru. Tato zjisténi naznacuji, Zze L. rhamnosus zlepSuje hojeni zaludecnich viedu
prostfednictvim vySe uvedenych mechanismi (Lam et al. 2007). 1 opakovana aplikace
probiotik do vytvofené rany by tedy mohla vyznamné ptispet k rychlejSimu hojeni rany,
pricemz presné poméry a frekvence opakovani by mohly byt pfedmétem dalSiho vyzkumu.

Doposud nejsou publikace vénujicich se vlivu probiotik na rychlost hojeni stfevniho
epitelu u ¢loveka. Jsou vsak studie, pti kterych jsou sledovany jejich vlastnosti na hojeni, a to
zejména kozniho epitelu. Tam se urcitd probiotika jevi jako velmi perspektivni. Mezi takové
patii i L. fermentum pouzity ve form¢ probiotickych naplasti na hojeni ran situovanych na
usich bilych kralikt. Tyto naplasti dale obsahovaly glukézu, dusitan a chlorid sodny a jejich
pouziti vyrazné urychlilo hojeni ischemickych ran i ran do kterych se dostala infekce, coz by
mohlo v budoucnu pomoci hojeni chronickych vieda (Jones et al. 2012). L. fermentum dosahl
I v naSem pokusu v ramci bunééné linie HT29 nejvétsi obnovy epitelialni tkané, a to ve vSech
Casovych usecich. Oproti tomu lyzat tohoto probiotického kmene byl spolu s dal§imi vyuzit
na modifikaci TTj lidskych epidermalnich keratinocytd. L. fermentum jako jediny ze
zkoumanych laktobacild a bifidobakterii vykazoval snizeni zivotaschopnosti bunék a snizeni
exprese TTj proteinti v keratinocytech a tim nevyhnutelné doslo také ke snizeni ochranné
bariéry, ktera byla méfena pomoci transepitelialni elektrické rezistence. Jako nejefektivnéjsi
probiotika se ukazali L. longum a L. rhamnosus. Zajimavym vysledkem je, Ze modulace TTj
je u L. longum zprostiedkovana pomoci TLR, nicméné pii neutralizaci téchto receptort
L. rhamnosus nereagoval a nadale pozitivné pusobil na TTj. To naznacuje, Ze néckteré
probiotické kmeny maji podobné ucinky, které jsou vSak zplsobeny odliSnymi mechanismy.

Na uspé&snost probiotik méla vliv i koncentrace, kdy pti 105 CFU/ml bylo dosaZeno lepsich
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vysledki v porovnani s kontrolou, nicméné pii niz§i koncentraci 10> CFU/ml byly vysledky
ve srovnani S kontrolou velmi podobné (Sultana et al. 2013). Lyzat L. rhamnosus uspésné
pusobil na hojeni kiize, kdy byla potvrzena zvySend proliferace a migrace na monovrstveé
keratinocytt, ¢imz doslo k velmi vyznamnému urychleni re-epitalizace poskozenych bunék
keratinocytli. Tento proces probihal za pomoci exprese rtiznych genti véetné chemokinu
CXCL2 a jeho receptoru CXCR2. Tyto chemokinové receptory se podileji na hojeni béznych
ran, kde podnécuji pravé proliferaci i migraci keratinocytd. Vysledky ukazovaly 95%
uzavieni rany za 18 hodin od zplsobeni poranéni, zatimco nasS nejlepsi vysledek s lyzatem
L. rhamnosus byl 57,85 % ve 48. hodiné, coz byl také nejlepsi vysledek vzorku obsahujici
probiotikum, této bakalaiské prace (Mohammedsaeed et al. 2015). Pfi porovnani je vSak
nezbytné brat v potaz velkou odlisnost mezi hojenim ve sttevech a na kuzi.

I L. plantarum byl zkouman ve spojeni s hojenim ran, a to konkrétné v souvislosti
S pfinosem lokalni probiotické 1écby na popdleniny. U pacientd s popaleninami je Casta
komplikace pfitomnost infekce, kterd pravdépodobné pfispiva i k masivnimu zjizveni pii
poranéni tohoto typu. Popaleniny s aplikovanym L. plantarum ¢i kontrolou byly infikovany
bioluminiscen¢nim Pseudomonas aeruginosa, ktery je béznym patogenem pii zranénich
tohoto typu, Casovy pribéh infekce byl sledovdn pomoci mnozstvi vyzafeného svétla, po
uzavreni ran doslo ke kompletni analyze. L. plantarum prokazateln¢ omezil jak zavaznost, tak
délku infekce, dale doslo k vyznamnému snizeni koncentrace jak kolagenu mRNA typu I, tak
kolagennich proteind akumulovanych v infikovaném poranéni, coZ vede ke zmenSeni jizev.
Piekvapenim byl fakt, Ze probiotickd 1écba ukdzala témét ekvivalentni Ucinek
u neinfikovanych ran (Satish et al. 2017). Studie Earley et al. (2015) se zabyvala sloZzenim
sttevniho mikrobiomu u pacientli s popaleninami. U téchto pacientil byla prokazana poruSena
ochranna bariéra stfevniho epitelu, coz muize dale vést k translokaci bakterii nebo jejich
produktii (napf. endotoxinu) ze stfevniho lumenu do télniho ob&hu, ¢imz se zvysuje riziko
sepse u imunokompromitovanych pacienti. Lécba vyuzivajici probiotika byla nasazena 20
imunokompromitovanym pediatrickym pacientim s popaleninami, kdy byly probiotika
podavana po dobu 16 mésicti a diraz byl kladen i na celkovou bezpecnost souvisejici
S podavanim probiotik u danych jedinct. Dny, kdy byla pfitomna infekce a 1é€ba antibiotiky
byla tedy nezbytna se vyznamné nelisily, ackoliv snizujici se potfeba antimykotik nahrava
probiotické 1écbé. I presto, ze délka pobytu pacientli byla stejnd, Cas potifebny k ukonceni

hojeni ran byl u kontrolni skupiny delsi. U pacientl s probiotickou 1é¢bou byla zaznamenana
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pouze plynatost jako negativni ucinek. Probiotika byla tedy i u této rizikovéjsi populace
uznana za bezpec¢na, navic S velmi slibnymi vysledky, které vSak musi byt ovéiené na vétSim
vzorku populace (Mayes et al. 2015).

Skute¢nost, ze zalezi nejen na probiotickém kmeni, ale i na konkrétnim probiotickém
piipravku potvrzuje vyzkum, ktery probihal na pidé univerzity Vv Italii. Na stfevnim epitelu
byla zkoumana smés VSL #3, pochazejici ze dvou ruznych vyrobnich mist (Italie, Spojené
staty americké — USA). Pifedmétem zajmu byla ptfedev§im bunécna morfologie,
Zivotaschopnost, migrace a poSkozeni zpusobené H>O,. Lyzat vyrobeny v USA vedl k
prokazatelné€ rychlejSimu hojeni poskozené monovrstvy doprovazeného aktivaci cytoskeletu
a migraci bunck, coz je vyznamna soucast procesu hojeni. Navic tento lyzat pusobil
antioxidacné a zpusoboval inhibici cytotoxického ti¢inku vyvolaného H20. Lyzat vyrobeny v
Italii téchto ucinkd schopen nebyl. Kazdy vyrobce probiotickych preparatl, specidlné téch,
které¢ tvoii vice kmenl s vysokymi koncentracemi, ma vlastni zdroje probiotickych
mikroorganismu i riznorodé procesy pro jejich kultivaci, lyofilizaci, spojeni vice kmenti do
jednoho preparatu i samotné baleni a vSechny tyto Casti vyrobnich procesi maji vliv na
samotny preparat. I samotny ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) upozoriiuje, Ze zmeny
ve vyrobnim procesu nebo zafizeni by mohly vést ke zméndm samotného biologického
produktu a nékdy se vyzaduji dodate¢né klinické studie pro prokazani bezpecnost, identity,
Cistoty 1 Gc¢innosti produktu (Cinque et al. 2017).

Je zcela zieymé, ze probiotické mikroorganismy jsou v soucasnosti velmi oblibenym
dopliikem pozitivné ovliviiujici lidské zdravi, at uz ovlivnénim slozeni mikrobiomu,
udrzovanim funkce stfevni bariéry ¢i modulaci hostitelského imunitniho systému. Schopnost
hojeni sliznice je velmi dilezitda pro udrzeni stfevni homeostizy. Zmény ve stfevnim
mikrobiomu mohou tedy negativné ovlivnit schopnost re-epitelizaci tkané¢ i obranné
mechanismy vici patogeniim a nasledné infekci. Pfi vyzkumu ptinosu probiotik na hojeni ran
musime brat v potaz mnoho aspektd: vlastnosti jednotlivych kmenii pfipadné jejich
podkmend, pouzity material a linie stfevnich bunék, vliv prostiedi, mnozstvi pouzitych
mikroorganismi a jejich schopnost adherence i zivotaschopnosti. Vysledky ziskané v testech

In vitro je nasledné nutné potvrdit v klinické praxi.
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7 Zavér

Cilem prace bylo otestovat rizné kmeny probiotik na jejich schopnost podpofit hojeni
sttevniho epitelu, coz je velmi dulezita vlastnost pro spravné fungovani GIT, a tedy i zdravi
hostitele.

Kmeny L. rhamnosus, L. gasseri a L. plantarum zkoumané na buné¢né monovrstvé
Caco-2 ptinesly pozitivni vysledky, jimiz byla potvrzena hypotéza, ze nékteré druhy probiotik
mohou napomadhat hojeni stievniho epitelu, ptipadné ho urychlit. Hojeni poranéni bylo ve
vSech Casovych intervalech zietelné.

Pro spravné zhodnoceni vysledku je tfeba brat v potaz, ze se jedna o testy in vitro.
Dulezita je zde samotna piiprava lyzatd, zvolena koncentrace, schopnost adherence probiotik i
vhodnost pouzité¢ bunécné linie, jelikoz vSechny tyto aspekty ovliviiuji uspésnost vysledki. Je
ziejmé, ze vliv probiotik na hojeni ran je omezeny a pro uspe$né prevedeni do klinické praxe
bude potieba dalSich vyzkum. I pfesto neni pochyb o tom, ze konzumace vyrobkl obsahujici

probiotika pozitivné ovlivituje funkénost GIT.
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9 Seznam pouzitych zkratek

CD Crohnova choroba

CO2 oxid uhli¢ity

Cz Ceska republika (Czech Republic)

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s medium

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

FBS fetalni bovinni sérum

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Admininstration)

GALT stievni lymfaticka tkan (gut-associated lymphoid tissue)

GIT gastrointestinalni trakt

HIV Human Immunodeficiency Virus

IBD zanétlivé onemocnéni stiev (inflammatory bowel disease)
IgA imunoglobulin A

BMK bakterie mlé¢ného kvaseni

MALT  slizni¢ni imunitni systém (mucosa-associated lymphatic tissue)

PBS fostatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

SD smérodatnd odchylka

TJs tésné propojené buriky stievniho epitelu (tight junctions)
TLR toll-like receptory imunitniho systému

TT travici trakt

ucC ulcerdzni kolitida

USA Spojené staty americké

UK Spojené kralovstvi (United Kingdom)

WHO Svétova zdravotnickd organizace (World Health Organization)
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