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Ucinky lepku na stievni mikrobiom
Souhrn

Gastrointestinalni trakt ¢lovéka je osidlen velkym mnozstvim mikroorganismi. Tyto
mikroorganismy spole¢né utvaii stfevni mikrobiotu. Stfevni mikrobiota ovlivitluje svého
hostitele v mnoha aspektech. Mezi nejpocéetnéj§i mikroorganismy patii bakterie rodu
Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp. Kromé vyznamné role pfi vyvoji imunity a zdravého
gastrointestinalniho traktu, se podili na traveni jinak nestravitelnych slozek potravy, které jsou
pro mikroorganismy zaroveni zdrojem energie a substratu. Procesem fermentace $tépi tyto
slozky na dalsi latky, pomoci kterych dokazou regulovat prostiedi stiev, ovlivnit samotnou
skladbu mikrobioty a zamezit rozvoji onemocnéni a patogennich kolonii. Clovék svym
zivotnim stylem ovliviiuje zdravotni stav své mikrobioty, pficemz zplsob stravovani hraje
nejvyznamnéjsi roli. V dieté vétSiny lidi prevlada bilé pecivo, které je bohaté na lepek.
Schopnost probiotickych mikroorganismti rodu Lactobacillus spp. adherovat na bunky
sttevniho epitelu za pfitomnosti traveniny obsahujici lepek, byla cilem praktické ¢asti této
prace.

Tato prace navazuje na poznatky z bakalaiské prace, kdy byla testovana schopnost
probiotik adherovat na bunky stfevniho epitelu za ptitomnosti neupraveného cistého lepku.
Testované vzorky bézného peéiva rohlik, bageta, chléb Sumava a lepek isty a lepek podrobeny
tepelne Uprave, byly traveny standardizovanym in vitro modelem traveni s oralni, gastrickou
a intestinalni fazi traveni. Vlastni traveni na konci intestinalni faze bylo zastaveno zamrazenim
na - 80 °C. Pro stanoveni vlivu vzorki na adhesi vybranych laktobacili na buné¢nou linii
Caco-2, ktera byla péstovana do pIné diferenciace bunék v DMEM médiu po dobu 7 dni, v 5 %
CO; atmosféie pii 37 °C. Poté byla zalozena 96 jamkova desticka, kam byly aplikovany
probiotické kmeny Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus gaserii,
Lactobacillus fermentum a poté travenina. Byla zavedena nova metodika pro zjisténi obsahu
adherovanych laktobacilti, vyuZzivajici barveni laktobacild flurosceinen. Po inkubaci byly
mikrotitracni desticky promyty a méfeny pti 478/510 nm pomoci fluorescenéniho readeru.

Bylo zjisténo, Ze testované mmnozstvi vzorku 80 pg bylo schopné zcela zabranit
probiotickym mikroorganismim adherovat na bunééné linie. Nejvyraznéji byl zasazen kmen
Lactobacillus fermentum. Travenina méla negativni vliv na vlastni bunéény model, kdy doslo
k jejimu ¢aste€nému nebo Uplnému poskozeni. Tato poskozeni zamezila zjiSténi ptesnéjSich
vysledkli schopnosti probiotickych bakterii adherovat na bunéény model. Testované
probiotické kmeny vsak v prosttedi bez lepku dokazali adherovat z 20 %.

Vysledky naznaCuji, ze lepek dokaze negativné ovlivnit adherenéni schopnosti
probiotickych mikroorganismti. Lepek tedy negativné pusobi na schopnost mikroorganismu
adherovat a zarovenn ma vliv na samotny stfevni epitel. Je pravdépodobné, ze u niZSich
koncentraci traveniny by nemuselo dojit k poskozeni buné¢ného modelu.

Klic¢ova slova: Lepek; adherence; stievni model; in vitro; probiotika



Effects of gluten on the gut microbiota

Summary

Human gastrointestinal tract is populated by a large amount of microorganisms.
Together, those microorganisms create gut microbiota. Gut microbita affects its host by many
aspects. Most numerous microorganisms are bacterial strains Lactobacillus spp. and
Bifidobacterium spp. Besides important role at immunity development and healthy
gastrointestinal tract, they participate in digestion of normaly undigestible food components,
which are a source of energy and substrate for microorganisms. Fermentation proces splits those
food components into other substances that can help microbiota to modulate gut environment,
composition of microbiota and to avoid disease spread and patogenes colonization. Human can
affect its microbiota health condition by lifestyle, whereas the diet plays the most important
role. In the diet of the most people dominate white pastry, which is rich in gluten. Adhesion
ability of probiotic microorganism strain Lactobacillus spp. to adhere to the cells of intestinal
ephitelial cells in the presence of digestion containing gluten was the aim of the practical part
of this thesis.

This thesis follows up the bachelor thesis, when the adhesion ability of probiotic strains
to adhere to the cells of intestinal ephitelial cells in the presence of non-modified gluten was
tested. Tested samples of common pastry roll, baguete, Sumava bread and clean gluten and
baked gluten, were digested by standardized in vitro digestion model consisting of oral, gastric
and intestinal phase of digestion. Digestion was stoped at the end of intestinal phase by deeply
frozing the samples by -80 °C. For determination effect of samples on adhesion ability of chosen
lactobacillus strains on Caco-2 cell lines, which was cultivated to full cell difrerentiation in
DMEM medium for the period of 7 days, in 5 % CO> atmosphere at 37 °C. After that, 96 well
plate was created where probiotic strains Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus gaserii, Lactobacillus fermentum and digestion were applied. New methodology
was set to find out the content of adhered lactobacillus strains with use of staining lactobacilli
with fluoscein. After the incubation period microtiter wells were washed and measured at
478/510 nm per fluorescent reader.

It was found, that tested amount of digested samples 80 pg was able to completely stop
probiotic microorganisms adhesion on cell lines. Lactobacillus fermentum strain adhesion
ability was hit hardest. The digestion had negative impact on its own cell model, when cell
model was partially or completelly damaged. That damage prevented more accurate results of
how probiotic strains were able to adhere to the cell model. However tested probiotic strains
were able to adhere to cell model by 20 % in the medium without the presence of digestion.

The results suggest that gluten can negatively affect adhesion ability of probiotic strains.
Gluten therefore has a negative effect on probiotic strains adhesion ability and at the same time
has effect on cell model itself. It is probable, that lower amount of digestion wouldn’t be able
to damage cell model.

Keywords: Gluten; adhesion; gut model; in vitro; probiotics
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1 Uvod

Gastrointestinalni trakt clovéka je kolonizovadn obrovskym poctem mikroorganismu
tvoficich stievni mikrobiom a nachazejicich se zejména v tlustém stteveé. Mikrobiom obsahuje
az 150% vétsi pocet gend, nez jsme schopni nalézt v lidském genomu. Stfevni mikrobiom je
ovliviiovan zivotnim stylem svého hostitele, a to zejména piijimanou potravou. Béhem zivota
se mikrobiom neustale méni a ma vyznamny vliv na svého hostitele. Svému hostiteli pomaha
travenim jinak nestravitelnych zbytkd, pfispiva k udrzovani homeostazy, ptisobi na imunitu
hostitele a chrani pfed patogennimi organismy. Zdravd mikrobiota napomaha pifi 16¢bé
nékterych druhii onemocnéni, mize vSak dojit ke stavu dysbiodzy, kdy svému hostiteli dokaze
naopak skodit.

Nejcastéji piijimanou slozkou potravy je pSeni¢na mouka, jedna se o0 jednu
Z nejkonzumovanéjSich potravin svéta. Jeji vliv na zdravi ¢loveéka, presnéji na residentni
mikrobiotu, se stal predmétem vyzkumu poslednich let vzhledem k rozvijejicim se
onemocnénim a poruchdm spojenych s konzumaci obilovin. Onemocnéni jako celiakie ¢i
intolerance lepku naznacuji, Ze znanou roli pii téchto poruchdch hraje stfevni mikrobiota.

Lepek obsazeny v pSenici miiZze mit daleko rozsahlejsi vliv na spravnou funkci imunitniho
systému €loveéka. Prostfednictvim riznych interakci se sttevnim epitelem dokaze lepek zabranit
adherenci probiotickych mikroorganismu a tim zamezit jejich ptiznivému u¢inku. Doposud se
tématem piimého vlivu lepku na stievni mikrobiom nikdo vyznamné nezabyval, ale je jasné, ze
s rozvojem technologii a metod pro zkoumani interakci sttevni mikrobioty s riznymi slozkami
potravy, dojde v tomto oboru ke zméné.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Védecka hypotéza

Lepek obsazeny v potravinach hraje roli pti adherenci probiotickych stfevnich kment
&loveka. Cisty lepek miize ovliviiovat adherenci jinak neZ lepek obsazeny v pedivu, ktery progel
tepelnou Upravou.

2.2 Cil préace

Cilem préace je otestovani vybranych probiotickych kmeni bézné se vyskytujicich
V lidském stfevnim mikrobiomu na jejich schopnost adherovat za pfitomnosti cistého
a peceného lepku, ktery prosel travenim az po piislusnou stievni fazi. Prace pfimo navazuje na
vysledky bakalédiské prace na téma UCinky lepku na stievni mikrobiom a rozs$ifuje ji o noveé
poznatky v teoretické i praktické casti.



3 Literarni reSerse

3.1 Gastrointestinalni trakt ¢lovéka

Proces traveni v lidském gastrointestinalnim traktu je dynamicky a nepfetrzity. Cely
proces traveni za¢ina v dutiné ustni Zvykanim a proslinénim trdveniny (Li et al. 2020a).
Mastikace je komplexni oralni motorické chovani modulujici pohyby &elisti. Dochazi
k mechanickému zpracovani potravy na fragmenty pomoci drceni, fezani, brouseni, lisovani
a stfihani v procesu zvykani (Li et al. 2020a). Sliny jsou komplexni visk6zni vodné médium,
které obsahuje 99,5 % vody a 0,3 % bilkovin, enzym1 a elektrolytti jako jsou sodik, draslik,
vapnik, hoi¢ik, fosfat a hydrogenuhli¢itan. V lidskych slindch bylo identifikovano na 30
riznych enzymi (Salles et al. 2010). Ve slinach se dale nachéazi imunoglobulin A, lysozym,
laktoferin a slizni¢ni glykoproteiny (muciny) (Minekus et al. 2014b).

Vysledny bolus je pienesen pomoci peristaltickych pohybi jicnu do Zaludku. Zaludek
je rozd€len na Ctyfi hlavni ¢asti (fundus, télo, antrum a pylorus) a celkovy klidovy objem
(nala¢no) je zhruba 1 litr, dokaze se vsak rozsifit na 1,5 —4 litry (Norton et al. 2014). Proximalni
¢ast zaludku v¢etné fundu a téla, pusobi jako rezervoar nestraveného materialu, zatimco distalni
zaludek (antrum) drti a misi pevnou potravu. Zaroven funguje jako ¢erpadlo pro vyprazdiovani
zaludku a posilani rozméInéného materialu smérem do duodena pies pylorus (Kong & Singh
2008). Rychlost rozpadu potravy v Zaludku je ovliviiovana pohyblivosti Zaludku, zménou sil,
tlaku a zménou tokd Zalude¢niho obsahu. Zaludedni pohyby byvaji za syceného stavu
charakteristické frekvenci 2,6 — 3 viny za minutu a rychlosti $ifeni 2,5 mm/s, smérem od kardie
k pyloru. Peristaltické viny zptisobuji, Ze chymus je pohanén zpét do vlastniho téla zaludku
pomoci retropulze, pfi které dochazi k dikladnému promichani a emulgovani traveniny
vyluCovanymi Zalude¢nimi $tdvami. Kontrakéni sily jsou v zavislosti na stavu nalac¢no, ¢i
nasyceni schopné vyvinout silu o velikosti 0,2 az 1,89 Newtont (Norton et al. 2014). Pozity
bolus je rozmélnén pomoci nepravidelnych antralnich, tonickych a fyzickych pylorickych
kontrakci az na Castice o velikosti <1-2 mm. Tyto malé ¢astice tvofi spolu se zaludecni st'avou
chymus a pulzujicim pohybem vstupuji do duodena proti pylorické rezistenci (Stevens et al.
2013; Li et al. 2020a). Zaludek vyluduje pramérné 2-3 1 zaludeéni tekutiny (pH 2) skladajici se
ze soli, zaludeéni kyseliny (kyseliny chlorovodikovd) a travicich enzymu (pepsin, lipaza)
(Bornhorst & Paul Singh 2014). Jelikoz se jedna o agresivni zaludeéni §t'avy, je zalude¢ni sténa
pokryta gelovitou slizni¢ni vrstvou, ktera chrani pied vlastnim poskozenim pisobenim kyselin
pritomnych v travici §tavé. Tato vrstva je produkovana foveolarnimi buinikami, které jsou
lokalizovany v Zalude¢nich jamkach, kde produkuji hlen a hydrogenuhli¢itanové ionty. Mimo
to zalude¢ni fundus a télo obsahuji Zalude¢ni krypty naplnéné hlenovymi buitkami krcku, které
také vylucuji hlen k ochrané¢ Zzalude¢niho epitelu. Za sekreci kyseliny chlorovodikové
a vnitiniho faktoru jsou zodpovédné kryci bunky. Hlavni buiiky jsou buiky produkujici
neaktivni prekursor pepsinogen. Hlavni buiiky zaroven sekretuji Zalude¢ni lipazu, ktera je
zodpoveédna za 10-30 % hydrolyzy triglyceridi ve stravé (Bornhorst & Paul Singh 2014).
K vyprazdnéni zaludku dochazi rizné rychle a vyznamnou roli hraje velikost a slozitost ¢astic
traveniny. Pevné potraviny byvaji vyprazdinovany do tenkého stfeva po 3-5 hodinach, kdy
velikost Castic je men$i nez 2 mm. Tekutd potrava S nizkym obsahem zivin se obvykle
vyprazdiuje bez zpozd'ovaci faze do 20 minut (Norton et al. 2014). V neposledni tad¢ je
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rychlost vyprazdnéni zaludku zavisla na fyzické aktivité a pohlavi jedince (Bornhorst & Paul
Singh 2014).

Hlavni proces traveni probihd vtenkém stievé skladajicim se z dvanactniku
(duodenum), la¢niku (jejunum) a kycelniku (ileum). VétSina traveni probiha v duodenu a ve
zbylych ¢astech pak prevlada absorpce natravenych zivin. Slozitd topologie vystelky stiev jim
dava obrovskou absorp¢ni plochu. Za traveni jsou zodpovédné pankreatické enzymy (smés
proteaz, amylaz a lipaz) a dals$i enzymy produkované vnitini sténou tenkého stieva. Kromé
enzymd je do duodena vylucovan hydrogenuhli¢itan za a¢elem udrzeni pH 6-7, coZ je optimalni
pH pro traveni tukd, sacharida ale i bilkovin (Campbell et al. 2019). Emulgace tuki v duodenu
je navic podpoiena lipdzou. Voda a Ziviny jsou absorbovany enteralnimi butikami klki pomoci
jednoduché difuze, usnadnéné difize, nebo aktivnim transportem. Chymus je transportovan
stievy segmentaci a peristaltickymi svalovymi kontrakcemi, které jsou regulovany kombinaci
myogennich, nervovych a hormonalnich faktori (Campbell et al. 2019). Motilita tenkého stieva
je vyznamné ovliviiovana pusobenim hormond gastrinu, cholecystokininu, sekretinu
a glukagonu. Segmentace je druh sttevni motility, kdy doch4zi pomoci vin na kratké vzdalenosti
k michani za Gc¢elem zlepsit kontakt mezi chymem a povrchy vil (Bornhorst & Paul Singh
2014). Motoricka aktivita pokracuje béhem putistové faze pomoci migra¢niho motorického
komplexu (MMC), aby se nestraveny material v tenkém stievé vytlacil do stfeva tlustého, kde
podstoupi intenzivni piisobeni rezidentni mikrobioty (Booijink et al. 2010; Li et al. 2020a).

Zaludek (potravinovy rezervoar a drti¢)

* pH1-5
* Cas prichodu 15minut az 3 hodiny
* Peristaltika, HCI

Tenké stfevo (3tépeni makronutrientt a
absorpce Zivin)

* pH6-7,5

» (as prichodu 2 a% 3 hodiny

* Pankreaticka 3tava

* Enzymy kartacéového lemu
* Transport mikronutrientt

Tlusté strevo (fermentace)

« pH5-7
* Cas priichodu 12 a7 24 hodin
« Mikrobiota

Obrézek 1: Piehled specifi¢nosti traveni jednotlivych segmentt gastrointestinalniho traktu. Upraveno podle
(Li et al. 2020a).
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3.2 Strevni mikrobiota ¢lovéka

Lidska stfevni mikrobiota predstavuje komplexni ekosystém rozprostirajici se napti¢
celym gastrointestinalnim traktem. Skl&d& se z bakterii, které jsou vyjime¢né riznorodé, ze
zastupcu archea a eukaryot obecné (Rajilic-Stojanovic et al. 2007). Prvni objevenou
a identifikovanou bakterii gastrointestinalniho traktu byla Escherichia coli v roce 1885 u ditéte
(Rajilic-Stojanovic et al. 2007). Mezi nejpocetnéjsi bakterie patii zastupci deviti rodd, z nichz
nejpocetnéji zastoupeni jsou Firmicutes, Bacteroidetes a Acinetobakter (Backhed et al. 2005).
V rdmci gastrointestinalniho traktu byli objeveni i z&stupci Proteobakterii, jejich vyznam je
v8ak druhofady. Dle studie Rajilic-Stojanovic et al (2007), se odhaduje vice nez 1200 virovych
genotypll s obsahem az 10° virioni na gram hmoty izolované z gastrointestinalniho traktu.
Mnoho studii (Arumugam et al. 2011; Clemente et al. 2012; Riasat et al. 2016) se pokusilo
popsat normalni gastrointestinalni mikrobiotu podle rozdéleni do druhi, které osidluji zdravé
lidi. Tento koncept je velmi slozité poskladat, protoZze mezi jedinci existuji velké rozdily ve
slozeni této mikrobioty a zaroven se nepracuje s dostatecné velkym vzorkem populace, aby
byly pokryty vSechny rozdily. Z tohoto divodu zistava popis normalniho sloZeni stale
nekompletni (Rajilic-Stojanovic et al. 2007; Wang et al. 2017a). Ackoliv je celkovy pohled
stale nekompletni, fada autori odhaduje diverzitu na 400-800 druhti (Backhed et al. 2005;
Nicholson et al. 2005; Phillips 2006).

3.2.1 Strevni mikrobiota

Lidské stievni mikrobioté Se za poslednich 15 let dostava stale vétsi pozornosti (Perry
et al. 2016; Wang et al. 2017a). Zmény ve sloZzeni mikrobioty sleduji mnohé studie (Denou et
al. 2015; Radilla-Vazquez et al. 2016; Gomes et al. 2017) zabyvajici se obezitou, cukrovkou,
onemocnénim jater, nadorovymi onemocnénimi, a dokonce neurogenerativnimi onemocnénimi
(Cani 2018). V letech 2013 az 2017 vzniklo na 12 900 publikaci zabyvajicich se stfevni
mikrobiotou. Diky zavedeni genetickych nastroji a metagenomické revoluci za poslednich 15
let jsme nyni schopni charakterizovat slozeni a funkci mikrobioty z riznych ¢asti téla a nasledné
je spojovat s potencialnimi nemocemi, riziky nebo konkrétnimi klinickymi projevy (Cabinian
et al. 2018). Nedavné studie (McFarland 2015; Gasbarrini et al. 2016) se zabyvaji ruznymi
aspekty mikrobioty a jeji potencialni roli v lidském zdravi, véetné raného zivota (Milani et al.
2017; Ximenez & Torres 2017; Sprockett et al. 2018).

Stfevni mikrobiota je nyni povazovana za dulezitého partnera, interagujiciho s celou
fadou lidskych bunék. Kromé bakterii se na sttevnim mikrobiomu podileji také dalsi klicové
mikroorganismy, jako napiiklad archeae, viry, fagy, kvasinky a houby. Tyto mikroorganismy,
které pravdépodobné kontroluji aktivitu hostitele, a to pievadzné piimo stievni mikroby, byly
podrobné prozkouméany a mohou byt stejné dilezité jako bakterie. Proto archeae, virom,
fageom a mykobiom nabizeji dal§i dimenzi pro zkoumani interakci mezi hostitelem a jeho
mikrobiomem. Napiiklad fagy svym poctem az 10% piekracuji pocet bakterii a je prokazano,
ze jsou zodpovédné za fadu interakci s hostitelem a jeho mikrobiomem (Cani 2018; Forde &
Hill 2018). Vétsina mikroorganismii se nachazi v distalnéjsich astech traviciho traktu, kde
jejich biomasa prekracuje 10! bunék na gramovy obsah (Walter & Ley 2011). Mikroby
v distalni casti stfev pfispivaji ke zdravi hostitele prostfednictvim biosyntézy vitamind
a esencialnich aminokyselin a §tépenim nestravitelnych sloZek potravy na vedlej$i metabolické
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produkty (Backhed et al. 2005). Butyréat, acetat a propionat funguji jako hlavni zdroj energie
pro bunky stifevniho epitelu a posiluji tak stfevni slizni¢ni bariéru (Topping & Clifton 2001).
Riizné systémy rozpozndvaji a monitoruji pfitomnost mikroorganismii v téle. Naptiklad
Vv gastrointestindlnim traktu tuto roli pIni epitelové bunky, které predavaji klicové informace do
imunitnich bunék, umisténych v lamina propria. Monitorovani a rozpoznavani mikrobu se
provadi hlavné vrozenym imunitnim systémem s receptory rozpoznavani vzora (PRR), jako
jsou toll-like receptory (TLR) a NOD-like receptory (NLR). TLR jsou transmembranové
receptory exprimované na bunéénych membranach (TLR-2/4/5) nebo v endolysozomalnich
kompartmentech (TLR-3/7), zatimco NOD jsou cytosolické proteiny. Spole¢né tyto receptory
rozpoznavaji molekularni vzorce spojené s patogeny (PAMP) z mikroorganismi, nebo
molekularni vzorce spojené s nebezpe¢im poskozeni tkani (O'Neill et al. 2013). Lze tedy
uvazovat, Ze gastrointestinalni trakt obsahuje pfevaznou vétSinu mikrobl nachazejicich se
v lidském téle, protoze nejvyssi koncentrace téchto receptort se nachazi pravé zde (Mowat &
Agace 2014). Je potvrzeno, ze ztrata imunitni tolerance, je spojena se zanétlivou reakci na
sttevé. Je zajimavé, Ze nedavné udaje ukazuji akumulaci T-lymfocyti ve stfevech pacientl
trpicich obezitou a konzumujicich stravu s vysokym obsahem tuku (Monteiro-Sepulveda et al.
2015). Na druhou stranu, cirkulace dal$ich imunitnich bun¢k, jako jsou invariantni T-lymfocyty
spojené se sliznici (vrozené T-lymfocyty) zodpovédné za zvySenou produkci cytokini Thl
a Th17, je u pacientd s obezitou a diabetem 2. typu siln¢ snizena (Magalhaes et al. 2015).
Kromé¢ specifickych zmén ve slozeni stievni mikrobioty se nyni pfipousti, ze
K translokaci bakterialnich sloucenin ze stfevniho lumenu do téla ptispiva n€kolik klicovych
faktorti. Za normalnich podminek je funkce stfevni bariéry vysoce ucinna, a to prevazné diky
slozitym mechanismiim — proteinim udrzujicm tésné spojeni, tloustce a slozeni vrstvy hlenu,
pritomnosti antimikrobidlnich faktorti, intraepitelidlnim lymfocytim, dalsim adaptivnim
imunitnim bunikdm a produkci imunoglobulinu A (IgA) (Koénig et al. 2016; Wells et al. 2016).
Imunitni systém zde hraje dtlezitou roli v modulaci sloZeni mikrobioty a i pfesto, Ze jsou buriky
gastrointestinalniho traktu neustale vystavovany témto vliviim, zijeme s mikroorganismy
v dokonalé symbidze (Cani 2018). Stfevni bariéra je tak fizena sladénou komunikaci mezi
sttevnimi mikroby a hostitelskym imunitnim systémem. Slozitost téchto interakci predstavuje
problém, pro¢ nejsme zcela schopni vyvinout konkrétni terapeutické cile (Cani 2018).

3.2.2 SlozZeni stievni mikrobioty

Slozeni sttevni mikrobioty je siln¢ ovlivnéno zplsobem stravovani ¢lovéka. Pokud
budeme konzumovat striktné zivoc¢iSnou, C¢i striktné rostlinnou stravu, mikrobiota se béhem
pouhych 24 hodin zcela pfeméni a jeji navraceni do normalniho stavu potrva dalSich 48 hodin
(David et al. 2014). Stejné jako u lidi, tak i u zvifat je prokdzano, ze pokud je organismus
Vv tézkém stresu a zanétu, naptiklad vyvolaném t€zkym popélenim, dochdzi k akutnim zménam
stievniho mikrobiomu béhem jediného dne (Singh et al. 2017).

Externi faktory, jako je spotieba antibiotik, skladba potravy, psichycky a fyzicky stres
a faktory hostitele mohou vyvolat takzvanou stfevni dysbidzu ve stfevnim mikrobiomu.
Dysbidza pravdépodobné zhor$i normélni fungovani stfevni mikrobioty pii udrZovani zdravi
hostitele. Tento stav vede k rozvoji nékterych mikrobi, véetné patobiontt, a muze vést
v neregulovanou produkci metabolitt, které mohou byt pro hostitele skodlivé a vyustit tak
Vv fadu onemocnéni na mistnim, systémovém nebo vzhledovém organu (Kho & Lal 2018).
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stievni mikrobioty a je nezbytné k ni pfistupovat zodpovédné. Konzumace vyvazeného poméru
tukd, sacharidi a bilkovin je klicova, nebot’ kazda jednotliva zivina ovliviiuje nasi mikrobiotu
rozdilng.

3.2.3 Vliv stravy na stievni mikrobiom ¢lovéka

V roce 1977 byly poprvé popsany ucinky bilkovin pfitomnych ve stravé na stievni
mikrobiotu. V tomto roce bylo prokazano, ze subjekty konzumujici stravu s vysokym podilem
hovéziho masa méli niz$i pocty Bifidobacterium adolescensis a zaroven vys§i pocty
Bacteroides a Clostridii, na rozdil od subjektt konzumujicich bezmasou stravu (Hentges et al.
1977). Od té doby potvrdila cela fada dalsich studii (Cotillard et al. 2013; Clarke et al. 2014;
David et al. 2014), Ze spotieba bilkovin pozitivné koreluje s celkovou mikrobialni rozmanitosti.
Naptiklad zvySend spotieba syrovatky a proteinu hrachu zvySuje podil komenzalnich druhii
Bifidobacterium a Lactobacillus, a zaroven snizuje poéty patogennich Bacteroides fragilis
a Clostridium perfringens (Dominika et al. 2011). Hrachovy protein souc¢asné zvysuje hladiny
mastnych kyselin s kratkym fetézcem ve stfeve, které jsou dilezité pro udrzeni slizni¢ni bariéry
mikrobi tolerantnich vici zIuci, jako napiiklad Bilophila a Alistipes, se zvySuji s konzumaci
zivoc¢isného proteinu (Cotillard et al. 2013; David et al. 2014). Konzumace ¢erveného masa
mize zvySovat produkci proatherogenniho trimethylamin-N-oxidu, produkovaného nékolika
mikrobialnimi rody, ktery zvySuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni (De Filippis et al.
2016). Dlouhodobé konzumovani stravy zalozené pfevazné na proteinech zivo¢isného ptivodu
miuze vést ke zvySeni rizika onemocnéni tlustého stfeva. Také je dulezité si uvédomit, Ze se
jedna zaroven o stravu bohatou na zivocisné tuky (Singh et al. 2017).

Predpoklada se, ze konzumace vysoce nasycenych a trans-mastnych kyselin zvySuje
riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni, zvySenim regulace celkového krevniho LDL
cholesterolu (low density lipoproteins). Typicka zapadni strava ma praveé toto slozeni a z vétsi
¢asti postrada zdravi podporujici mono a polynenasycené mastné kyseliny, proto predisponuje
bézné spotiebitele k mnoha zdravotnim problémam (Singh et al. 2017). Strava s vysokym
obsahem tukl zvySuje celkovou anaerobni mikrobiotu a poéty zastupcu Bacteroides (Fava et
al. 2013; Clarke et al. 2014). Dle (Fava et al. 2013) vede konzumace nizkotuc¢né stravy
k vyssimu vyskytu zastupct Bifidobacterium a soucasnému snizeni hladiny glukézy a
celkového cholesterolu. Strava s vysokym obsahem nasycenych mastnych kyselin zvySuje
relativni podil Faecalibacterium prausnitzii. Pacienti konzumujici stravu s vysokym obsahem
mononenasycenych mastnych kyselin maji snizenou bakteridlni zatéz, nevykazuji Zadné
znamky vétsiho pomnozeni nékterého z mikrobl a zaroven maji snizené celkové plazmatické
a nizkodenzitni lipoproteiny (Fava et al. 2013; Singh et al. 2017).

Sacharidy maji schopnost modifikovat sttevni mikrobiom. Existuji ve dvou variantach
jako stravitelné a nestravitelné. Stravitelné sacharidy se vtenkém stfevé enzymaticky
odbouravaji a zahrnuji Skroby a cukry, jako je glukdza, fruktéza, sachardza a laktéza. Po
degradaci se uvolni glukéza do krevniho fecisté a stimuluje inzulinovou odpoveéd (Saltiel
2016). Pacienti pfijimajici vysokou davku glukozy, fruktdézy a sachardzy ve formé datli,
vykazuji zvysSenou hojnost zastupci Bifidobakterium a Bacteroides (Singh et al. 2017).
Pridanim laktozy do stejné stravy bohaté na vySe zminéné sacharidy vedlo ke stejnym
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bakterialnim posuntim, a také redukovalo zastupce Clostridii. Zaroven bylo prokazano, ze vyssi
konzumace laktézy vedla ke zvySenému vyskytu mastnych kyselin s kratkym fetézcem ve
stolici (Francavilla et al. 2012). Tento fakt se stava pomérné zajimavym, nebot laktoza je
povazovana za potencialni drazdidlo v zazivacim traktu (Singh et al. 2017). Uméla sladidla jako
jsou sacharin, sukral6za a aspartam maji také vliv na skladbu stfevni mikrobioty a ptedstavuji
ve vyzive spor. Pivodné byla na trh uvadéna jako zdravotné nezavadna alternativa bez kalorii,
kterou lze nahradit pfirodni cukr. Ve skutecnosti, se dle vyzkumu (Suez et al. 2014) ukazuje,
ze konzumace umélych sladidel pravdépodobné vyvolava intoleranci glukozy spiS, nez
konzumace cisté glukozy a sachardzy. Piedpoklada se, ze se tak déje diky zméné sttevni
mikrobioty vyvolané konzumaci umélych sladidel. Toto tvrzeni bylo potvrzeno pii pokusech
na mysich, kdy dochazi k dysbidze stievniho mikrobiomu se zvySenym vyskytem zastupct
Bacteroides a snizeni po¢tu zastupct Lactobacillus reuteri (Suez et al. 2014). Tyto mikrobialni
posuny jsou piimo v rozporu s témi, které jsou vyvolany piijmem pfirodnich cukri. Ukazuje
se, ze na rozdil od vSeobecného presvédCeni, mize byt konzumace umélych sladidel ve
skute¢nosti mén¢ zdrava nez konzumace ptirodnich cukrd (Singh et al. 2017).

Na rozdil od zminénych stravitelnych sacharidu nejsou nestravitelné sacharidy v tenkém
stieve plné Stépeny. Nestravitelné sacharidy jako je vlaknina, putuji do tlustého stieva, kde jsou
pomoci fermentace rezidentni mikrobiotou Stépeny. Mikroorganismy vlakninu mohou vyuzit
k poskytnuti energie a jako zdroj uhliku pro hostitele (Lozupone et al. 2012; Sonnenburg &
Sonnenburg 2014; Pistollato et al. 2016). Nestravitelné sacharidy jsou v tomto procesu schopné
modulovat stievni prostiedni. Tato vlastnost vlaken zarucuje jejich oznaceni jako probiotika,
ze své podstaty nestravitelné slozky stravy, ktera piispiva ke zdravi hostitele prosttednictvim
stimulace a rastu aktivity nékterych mikroorganismu (de Vrese & Schrezenmeir 2008). Mezi
zdroje potravin s probiotickou aktivitou patii sdjové boby, inulin, nerafinovana pSenice
a jeCmen, syrovy oves a nestravitelné oligosacharidy, jako napiiklad fruktany, polydextroza,
fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy, xylanove oligosacharidy a arabinooligosacharidy
(Pandey et al. 2015a). Bylo prokazano, ze strava s nizkym obsahem téchto latek, snizuje
celkovy pocet bakterii stievni mikrobioty (Halmos et al. 2015). Diety zaloZzené na
nestravitelnych sacharidech, bohaté na celozrnné a psSenicné otruby, vykazuji zvySeni poctu
Bifidobakterium a Lactobacillus ve sttevech (Carvalho-Wells et al. 2010). Rezistentni $krob,
dalsi priklad nestravitelného sacharidu, zvySuje hojnost mikroorganismt, jako jsou
Ruminococcus, Eubacterium rectale a Roseburia (Leitch et al. 2007; Keim & Martin 2014). Je
pozorovano, ze probiotika na bazi fruktooligosacharidl, polydextrdzy a arabinooligosacharidi
snizuji po¢ty druhi Clostridium (Costabile et al. 2012; Liu et al. 2014) a Enterococcus (Frangois
et al. 2014). Prebiotika maji pfiznivy u¢inek na imunitni a metabolické funkce ve stievé pomoci
zvySené produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem a posilenim gastrointestindlni
lymfatické tkané fermentaci vlaken (West et al. 2013; Singh et al. 2017).

3.2.4 Funkce stirevni mikrobioty

Symbioticky vztah mezi stfevni mikrobiotou a hostitelem je regulovan a stabilizovan
komplexni siti interakci, které zahrnuji metabolické, imunitni a neuroendokrinni komunikace
mezi nimi. Tato komunikace je potencidlné zprostiedkovana mikrobialné syntetizovanymi
metabolity, které vykazuji pleiotropni G€inky. Zaroven funguji jako signalni molekuly pfi
regulaci neuroimunitné zanétlivych os hostitele, které by mohly fyziologicky spojovat stieva
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s jinymi organovymi systémy (Kho & Lal 2018). Anylyza vzorku lidské stolice pomoci 16S
ribozomalni RNA a techniky metagenomického sekvenovani odhalila vyznamné obohaceni
metabolismu polysacharidli, aminokyselin, xenobiotik a mikrozivin zplsobené stfevni
mikrobiotou. Toto zjisténi naznacuje, ze tyto pivodni mikroby usnadiuji ziskavani energie
hostitele a metabolickou Gc¢innost (Gill et al. 2006). Stfevni mikrobiota je dulezita pfi
fermentaci neabsorbovaného $krobu a rozpustné vlakniny. Fermentované kone¢né produkty
jsou ve formé mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA). Tyto SCFA jsou ve formé
butyratu, propionatu a acetatu a pusobi jako jeden z energetickych zdroji pro hostitele a tvori
zhruba 10 % denni energie ziskané z vyzivy a vyuzitelné hostitelem pro dalsi metabolické
procesy (Payne et al. 2012). Mikrobialné syntetizované SCFA se podileji na 70 % ATP
syntetizovaného v tlustém stieveé, pifiemzZ butyrat je preferovanym zdrojem energie pro
kolonocyty (Donohoe et al. 2011). Kromé toho bylo prokazano, ze SCFA jsou ligandy pro
receptor 41 spfazeny s G proteinem (GPR41), ktery je exprimovany podskupinou stfevnich
epitelidlnich endokrinnich bunék, které reguluji energetickou homeostazu stimulaci produkce
leptinu. Leptin produkovany témito buiikami ma vliv na Sirokou $kalu fyziologickych funkci
hostitele, napiiklad energeticky metabolismus, chut’ k jidlu, aktivitu sympatického nervu
a imunitni odpovéd. Toto vSechno muize vést k interaktivni signalizaci mezi hostitelem
a mikrobiotou (Samuel et al. 2008). Ptiznivé na hostitele i mikrobiotu ptsobi také dalsi
metabolity produkované stievni mikrobiotou, napfiklad mikroziviny jako jsou vitaminy.
Stievni bakterie Bacteroides fragilis, Eubacterium lentum, Enterobacter agglomerans, Serratia
marcescens a Enterococcus faecium produkuji vitamin K, pomoci anaerobni syntézy
menachinonu, ktery je nezbytny pii snizovani kalcifikace cév a zvySovani hladiny HDL
cholesterolu, ¢imz pfispivaji ke sniZzeni rizika kardiovaskularnich poruch, jako jsou
ateroskler6za a ischemicka choroba srde¢ni (Geleijnse et al. 2004; Cooke et al. 2006). Pro
hostitele slouzi sttevni mikrobiota jako dulezity zdroj vitaminu B (Degnan et al. 2014). Mezi
nimi jsou nejvyznamnéjsi vitaminy B5 a B12, které jsou syntetizovany vyhradné stfevni
mikrobiotou a ptisobi jako koenzymy pro Sirokou skalu biochemickych procesii hostitele,
véetné produkce acetylcholinu a kortizolu, které jsou zcela nezbytné pro normalni fungovani
nervového systému. Nedostatek téchto dvou vitaminti ma za nésledek nékolik poruch, napiiklad
nespavost, gastrointestinalni potize, neuropsychologické a hematologické poruchy (Gominak
2016). AvsSak piima souvislost mezi ztratou stfevni mikrobioty produkujici vitaminy
a nastupem onemocnéni nebyla dosud plné¢ objasnéna (Kho & Lal 2018). Stfevni mikrobiota
také hraje vyznamnou roli v ko-metabolismu zlu¢ovych kyselin hostitele (Staels & Fonseca
2009).

Fyzickd a imunologickd funkce stfevni bariéry je kiizové regulovana interakcemi mezi
hostitelem a stfevni mikrobiotou. Tyto interakce jsou zodpovédné za regulaci rovnovahy
gastrointestinalnich T-lymfocyti (pomér regulacnich T-lymfocyta a pomocnych T — typu),
kteréd je zasadni pro udrzeni intestindlni homeostazy. Ta zajiStuje rozliSovani mezi patogeny
a komenzalnimi mikroby prostiednictvim organizace ,,imunitni tolerance a produktivni
imunitni reakce®. Bylo zji§téno, Ze prave sttevni mikrobiota hraje vyznamnou roli v udrzovani
a regulaci toho mechanismu. Ne¢které komenzalni mikroby, jako Bacteroides fragilis,
Bifidobacterium infantis a Firmicutes, jsou schopné indukovat expanzi regulacnich

-----

T-lymfocyty produkujici IL-10, které jsou zasadni pro potlaceni patologického zanétu
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vyvolaného aberantnimi efektorovymi T-lymfocyty. Jedna se o dikaz, Ze stfevni mikrobiota
posiluje funkci stievni bariéry (Paust et al. 2004; El Aidy et al. 2012; Lawley & Walker 2013).
Potlaceni zanétlivé reakce regulacnimi T bunkami hraje klicovou roli pti vyvolani tolerance
hostitele na butiky, které mu nejsou vlastni. To umoziiuje stitevni mikrobioté rozvinout vlastni
kolonie a usadit se, aniz by byla napadana hostitelovym imunitnim systémem. Dale se v této
souvislosti podatilo prokéazat, ze n€které dalsi metabolity mikrobioty, jako naptiklad SCFA,
poskytuji ochranu integrity gastrointestinalni bariéry proti rusivym u¢inkim prozanétlivych
cytokinti zpisobenych aberantni imunozanétlivou osou (Peng et al. 2007; Chen et al. 2017).

Dalsi dikazy, které zkoumaji vliv metabolitl mikrobioty na hostitele ukazuji, ze se
vétsinou jedna o vazbu na specifické hostitelské membrany nebo jaderné receptory (Husted et
al. 2017; Brown & Hazen 2018; Rastelli et al. 2018). Z mnoha metabolitii produkovanych
mikrobiotou patiti mezi nejvyznamnéjsi folaty, indoly, sekundarni Zzlucoveé kyseliny,
trimethylamin-N-oxid (TMAO), dale nekteré neurotransmitery (serotonin) a nakonec SCFA
jako butyrat, propiondt a acetadt. Tyto SCFA jsou rozpozndvany receptory spiaZenymi
s G-proteinem, jako napiiklad GPR-41 a GPR-43 (Cani 2018). Stimulace téchto receptoru
spousti sekreci stievnich peptida podilejicich se na metabolismu gluk6zy nebo piijmu potravy,
jako je peptid-1 podobny glukagonu, nebo peptid YY (PYY) (McKenzie et al. 2017). Diky
tomu, ze mikrobiota dokaze stimulovat endokrinni bunky k produkci hormont, je tak schopna
ovliviiovat na dalku chod nékterych organt (Brooks et al. 2017; Postler & Ghosh 2017).
Pozoruhodné je, Ze propionat produkovany mikrobiotou reguluje produkci antimikrobialnich
faktorti imunitnimi bunikami, a proto mize pusobit jako imunitni regulator (Maslowski et al.
2009). Toto poukazuje na fakt, Ze jeden metabolit mikrobioty mize hrat v hostitelskem
metabolismu rtznou roli, od regulace hladiny glukézy, po imunomodula¢ni Géinky (Cani
2018).

V nedavné dobé (Cani 2017) bylo zjisténo, Ze butyrat produkovany mikrobiotou silné
ovliviiuje mikrobialni prostiedi a ekologii, komunikaci s hostitelskymi butikami. Butyrat dava
pokyn buiikam tlustého stfeva ,,dychat® kyslik aktivaci B-oxidace, aby ochranil hostitele pred
rozvojem a expanzi potencialné patogennich bakterii do lumenu stieva (Cani 2017). Ziskané
informace naznacuji, ze extrémné nizké mnozstvi kysliku pfitomného v luminalnim obsahu
sttev (tj. anaerobnim stavu) je podminkou, kterd je nutna k zabranéni expanze domnélych
fakultativnich anaerobnich patogent, jako jsou Salmonella a Escherichia (Rivera-Chavez et al.
2017). To znamena, Ze se autoram podafilo prokazat, ze spotieba kysliku hostitelskou bufikou
pomoci B-oxidace butyratu v mitochondriich vyprodukovaného stfevni mikrobiotou ptispiva
k omezeni difuze kysliku z bun¢k tlustého stfeva do luminalniho kompartmentu, coZ ma za
nasledek udrzeni anaerobnich podminek a zamezeni fakultativnim anaeroblim se rozvinout
(Cani 2017; Cani 2018).

Neopominutelnou funkci stfevniho mikrobiomu je koloniza¢ni rezistence. Plvodni
mikrobiota poskytuje hostiteli ochranu pted kolonizaci patogenniho uto¢nika a prevenci
premnozeni patogennich ¢lenti mikrobioty, takzvanych patobiontti. Tomuto stavu dochazi tak,
ze mikrobiota pifimo interaguje s hostitelem, kdy vyuziva nebo posiluje obranné zdroje
hostitele, nebo je s patogeny v kompetici o sdilené niky a ziviny. Béhem pertrubace stfevniho
mikrobiomu vSak dochdzi ke snizeni dominantnich ¢leni mikrobiomu a snizuje se tak kapacita
rezistence na kolonizaci, coz ma za nasledek umoznéni nékterym oportunitnim patogennim
kmenlim napadnout, nebo kolonizovat prazdnd mista, a mize vyustit Vv infekci. Prikladem

17



oportunitniho patogenu je Clostridium difficile (Kho & Lal 2018). Z duvodu zvyseni schopnosti
rezistence kolonizace patogennich mikroorganismt, miize suplementace probiotickych
mikroorganismil hrat vyznamnou roli.

3.3 Probiotika

Definice slova probiotikum se od jeho prvniho pouziti nékolikrat obménila.
V soucasnosti definujeme probiotika podle Svétové zdravotnické organizace (WHO)
a Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi (FAO) jako Zivé mikroorganismy pievazné lidského
puvodu, které jsou schopny v urcitém mnozstvi ptiznivé plsobit na zdravi ¢lovéka. Jsou
schopna pfiznivé regulovat stfevni prostiedi a pfedchazet nékterym nemocnénim (McFarland
2015; Gasbarrini et al. 2016). Pokud oznaCujeme jako probiotikum potraviny, jedna se
0 potraviny obohacené o modula¢ni mikroorganismy (Goossens et al. 2006; Matsumoto et al.
2010).

3.3.1 Vyznam probiotik

Fermentované potraviny obsahujici bakterie mlééného kvaseni, jako jsou jogurty a dalsi
mlééné vyrobky obsahujici kultury, pfedstavuji zdroj pozivatelnych mikroorganismi, které
mohou pfiznivé regulovat zdravi stfev a dokonce 1éCit nebo piedchdzet zanétlivym
onemocnénim stiev (Shen et al. 2014). Predpoklada se, Ze jsou toho schopna dosahnout svym
pusobenim na existujici sttevni mikrobiotum, naptiklad indukci protizanétlivych cytokinu, jako
je IL-10 (Foligné et al. 2016). Randomizovana placebem kontrolovana studie na dospélych
subjektech stravovanych probiotiky obsahujicich tifi kmeny Bifidobacterium, ¢&tyfi kmeny
Lactobacillus a jeden kmen Streptococcus ukazala, ze doSlo k vyznamnému zvySeni
koncentrace celkovych aerobii, anaerobii, zastupct Lactobacillus, Bifidobacterium
a Streptococcus. Zaroven se ukazalo, ze tito jedinci méli mensi pocet celkovych koliformnich
bakterii a Escherichia coli, snizené triglyceridy, celkovy cholesterol a vysoce citlivy
C-reaktivni protein (hsCRP) (Rajkumar et al. 2014). Bylo také prokazano, ze jogurt obsahujici
probiotické mikroorganismy vyznamné snizuje pocty enteropatogenu Escherichia coli
a Helicobacter pylori (Liu et al. 2010; Yang & Sheu 2012).

Konzumace fermentovanych mlécnych vyrobki obsahujicich probiotika, ma dalsi
zdravotni pfinosy, zmirnéni symptomu gastrointestinalnich intoleranci (del Campo et al. 2014;
Kwak et al. 2014; Yoon et al. 2015), zrychleni stfevniho tranzitniho ¢asu, zvySeni celkového
sérového imunoglobulinu A (IgA) zesilujiciho humoralni imunitni odpovéd” (Yang & Sheu
2012; Akatsu et al. 2013), inhibici adheze patogenti ve stfevni sliznici (Collado et al. 2007)
a snizeni bi'i$ni distenze a ascitl u pacientl s chronickym onemocnénim jater (Liu et al. 2010).
Probiotické kmeny Lactobacillus a Bifidobacterium, jsou uspésné pouzivany k profylaktické
prevenci cestovatelského prujmu (McFarland 2007; Singh et al. 2017).
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Tabulka 1: Priklady vlivu probiotickych kment na riznd onemocnéni ¢lovéka (Azad et al. 2018).

Probioticky kmen Onemocnéni Vysledny vliv probiotika
Lactobacillus acidophilus Zanétliva onemocnéni stiev 1 IL-10, Treg; | IL-6, IL-1B, IL-17
Lactobacillus acidophilus Kolorektalni karcinom 1 1L-10, IL-12; | Treg
Lactobacillus acidophilus Krohnova choroba 1 IL-17; | funkce Th17, IL-23
Lactobacillus acidophilus Ulcerativni kolitida I Lactobacily, Bifidobacteria; |

Streptococcus aureus

Lactobacillus casei Kolorektalni karcinom 1 Th17, Th22, IL-10, IL-22; | Treg

Lactobacillus fermentum Hypocholestrolémie 1 Lactobacily
Lactobacillus johnsonii Akutni poskozenti jater 1 IL-22, Lactobacily
Lactobacillus plantarum Oxidativni stres 1 Bacteroidetes, Firmicutes

L. acidophilus, L.
rhamnosus, B. bifidum

1 Firmicutes, Actinobacteria; |

Diebetes druhého typu Bacteroidetes

Bifidobacterium breve Zanét 1 1L-8, IL-10, IL-12
Escherichia coli Nissle Chronické zangty 1 IL-10, soudrrznost stfevni bariéry; | IL-
1917 17
.. . L Bacteroidetes; | Firmicutes,
Sachcaromyces boulardii Akutni selhani jater f ! .
Proteobacteria
. . , Firmicutes, Proteobacteria,
Sachcaromyces boulardii Diabetes druhého typu f

Fibrobacteria
Enterococcus hirae Nadorové onemocnéni 1 bunécna odpovéd’ na Th 17
Th — druh pomocnych T lymfocytd; IL — interleukin, druh humoralnich signalnich molekul, cytokint; 1 - zvySuje;

| - snizuje.
3.3.2 Vlastnosti probiotik

Pokud jsou probiotické mikroorganismy konzumovany v dostatecném mnozstvi, jsou
schopny odolat fyziochemickym podminkam v gastrointestinalnim traktu ¢lovéka a mohou tak
hrat svoji roli v podpoie zdravi hostitele. Pfiznivé piisobeni je prokazano u nékterych poruch,
jako je prujem, alergie, zanétlivd onemocnéni stiev, malabsorpce laktdézy a nekrotizujici
enterokolitida u pifed¢asné narozenych déti (Yousefi et al. 2019). Probiotika maji ¢etné uc¢inky
na gastrointestinalni lymfatickou tkan. Mezi tyto G€inky patti kompetitivni eliminace patogenti.
Probiotika jsou toho schopna diky fadé¢ mechanismt, jako je zvySeni integrity epitelidlni
bariéry, zvySeni adheze ke stfevni sliznici, inhibice adheze patogennich mikroorganismii,
produkce antimikrobidlnich latek, modulace dendritickych bun¢k a vliv na polaritu T-bunck
(Hidalgo-Cantabrana et al. 2014; Yousefi et al. 2019). Mechanismy piisobeni probiotik shrnuje
obrazek 2.

Ma-1i se projevit pozitivni pisobeni probiotik na lidské zdravi, museji projit celym
travicim systémem az do stfev neposkozena. Vlastnost odolat kyselému pH zaludku a travicim
Stavam v duodenu je tedy nepostradatelnd. Poté, co odolaji extrémnimu prostiedi Zaludku
a dvanactniku, musi Uspé$né¢ adherovat na stievni epitel (McFarland 2015).
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al. 2019)

Kompetitivni inhibice funguje diky schopnosti probiotickych mikroorganismt zamezit
pristupu patogennich organismu k zivinam, nebo diky zablokovani vstupu do koloniza¢niho
prostoru preferovaného patogeny (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn 2010). Béhem této
kompetice o ziviny produkuji probiotické mikroorganismy metabolity, jako napiiklad tékave
mastné kyseliny, které jsou schopné snizit pH prostfedi (Ceapa et al. 2013). Vétsina
patogennich organismt neni schopnd se vtomto prostiedi mnozit, a dochazi tak k jejich
inhibici. Probiotika maji schopnost navazat se ve velkém mnozstvi na burky stfevniho epitelu
elektrostatickymi interakcemi, sferickymi silami, nebo specifickymi povrchovymi proteiny,
¢imz dokazou zablokovat kolonizaci patogeni v téchto mistech. Jedna se o kompetici o prostor
Vv kryptach tlustého stfeva, poharovych buikach a ve stievnich klcich. Jakmile je probioticky
organismus navazan na zminovana mista, pfimo je zablokuje a tim inhibuje schopnost patogent
adherovat do téchto mist. Napiiklad bakterie mlécného kvaseni (LAB) vykazuji oproti
patogenim vys§i schopnost adherence k epitelovym bunkam (Juntunen et al. 2001;
Amalaradjou & Bhunia 2013; Amara & Shibl 2015; Mathipa & Thantsha 2017). Za ucelem
ziskani konkure¢ni vyhody pii kompetici o prostor a Ziviny uvoliuji mikroroganismy
antimikrobialni a jiné latky. Tyto latky mohou mit pfimé inhibi¢ni Gi€¢inky na konkrétni patogen,
nebo mohou pracovat spolu s dalsimi latkami (Volzing et al. 2013). Mezi antimikrobialni latky
vylu€ovane probiotickymi mikroorganismy patii octova a mlé¢na kyselina. Organické kyseliny,
mMImo snizovani pH, ovliviiuji metabolismus patogennich organismt a v kone¢ném dusledku
tak predchazeji n€kterym nemocem vyvolanym patogeny (Mathipa & Thantsha 2017).
Antipatogenni aktivita probiotik je multifaktorialni (Servin 2004). Probiotika produkuji mimo

20



zminéné kyseliny dals$i metabolity s antimikrobidlni aktivitou, naptiklad peroxid vodiku, nebo
bakteriociny (Vila et al. 2010; Dobson et al. 2012). Bakteriociny jsou malé antimikrobialni
peptidy produkované pro mikrobialni konkurenci v ptirozeném ekosystému. Mohou pisobit
jako kolonizujici peptidy tim, Ze usnadiiuji zavadéni probiotickych mikroorganismi do jiz
obsazenych vyklenku stfevniho epitelu. Tato konkurencni vyhoda ve vysledku umozni zvyseni
hustoty probiotickych bakterii na povrchu stiev hostitele (Dobson et al. 2012). Mimo usnadnéni
kolonizace probiotickych bakterii ptisobi pfimo inhibi¢né na patogeny (Mathipa & Thantsha
2017). Studie (Kim et al. 2003) hodnotila antimikrobidlni aktivitu bakteriocini lacticinu,
pediocinu a leucocinu, které jsou produkovany bakteriemi mlé¢ného kvaseni proti Helicobacter
pylori. Vysledky studie ukazaly, Ze tyto bakteriociny byly schopny vyznamné¢ inhibovat rust
H. pylori, pfi¢emz nejvyssi inhibi¢ni G¢inek vykazoval pravé laktat (Mathipa & Thantsha
2017).

Dal$i mechanismus U¢inku probiotickych mikroorganismli je schopnost stimulace
imunity hostitele, ktera nasledné to¢i na patogenni organismy. Moduluji imunitni systém
hostitele proti patogenim aktivaci lymfocytti a tvorbou protilatek. Stimuluji zaroven dalsi
buiiky podilejici se na vrozené a adaptivni imunité, napiiklad dendritické bunky, makrofagy,
T bunky a B bunky (Hardy et al. 2013). Probiotické kmeny, jako jsou L. rhamnosus
a L. plantarum adheruji ke sttevni lymfatické tkani a zvySuji tak systémovou i slizni¢ni imunitu
(Behnsen et al. 2013). Ke zvyseni funkce imunity dochazi diky stimulaci produkce stfevnich
mucini (MUC2 a MUC3). Diky tomu je narusena piilnavost patogent k intestinalnimu epitelu
a naruSena jejich schopnost translokace. V neposledni tadé indukuji expresi
TGFpB a interleukinti (IL-10 a IL-6) epitelidlnimi buitkami, coz vede ke zvySené produkci
a sekreci IgA (Hardy et al. 2013; Mathipa & Thantsha 2017). Tabulka 2 ukazuje mechanismy
ucinkii vybranych probiotickych kmenti a jejich vysledné funkce.

Je tedy nezbytné zachovat integritu stievni bariéry, aby se zabranilo priniku patogent
do stfevnich buné¢k a ptipadné zpiisobené infekci. Tuto integritu maji schopnost udrzovat praveé
probiotika, ktera mohou i opravovat a pomoci stimulace bunék i branit. K naruseni integrity
dochézi v dusledku disbiozy stifevni mikrobioty (Ohland & MacNaughton 2010; Wohlgemuth
et al. 2010). Integrita stfevni bariéry je také udrzovana a chranéna poharkovymi burikami, které
exprimuji ty¢inkovité muciny (MUC), které jsou vyluCovany do lumenu za vzniku slizni¢ni
vrstvy, nebo lokalizovany na bunééné membrang. Clovék exprimuje 18 glycinii mucinového
typu (Culligan et al. 2009). V lidskych intestinalnich buné¢nych liniich druhy Lactobacillus
zvySuji expresi mucinu (MUC2 bunéénymi liniemi Caco-2; MUC2 a MUC3 bunécnymi liniemi
HT29), ¢imz blokuji buné¢nou adhezi a invazi patogennimi E. coli (Mathipa & Thantsha 2017).
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Tabulka 2: Piehled mechanismi G¢inkd vybranych probiotickych kment a jejich vysledné funkce (Mathipa &

Thantsha 2017).

Mechanismus ucéinku

Probioticky
mikroorganismus

Patogen

Funkce

L. acidophilus; L.
johnsonii

Enteropatogenni E. coli,
Yesinica
pseudotuberculosis

Inhibice adherence patogent
na Caco-2 bunky

L. casei subsp.

Enteropatogenni E. coli,
Enterotoxikogenni E.

Inhibice adherence patogent

Kompetitivni vylouceni thamnosus coli, Kleibsella na Caco-2 buiiky
pneumoniae
Inhibice adherence patogent
L. rhamnosus; L. E. coli na T-84 epitelialni bunky;
acidophilus ' inhibice kolonizace na Caco-
2 bunky
L. acidophilus Helicobacter pylori Produkce lacticinu
L. lactis E. coli; Salmonella Produkce alyteserinu-la
B. longum Clostr|d|u$ﬁ|ff|0|le; E. Produkce bakteriocinu
L. salivarius L. monocytogenes Produkee bakteriocinu
Produkce inhibi¢nich Abpl118
latek L. sake L. monocytogenes Produkce sakacinu A
L. plantarum L. monocytogenes Produkce plantaricinu
L. lactis Clostridium difficile Produkce lacticinu 3147

L. lactis, L. casei,

Snizenac hsopnost rustu

L. acidophilus E. coli patogent procrlllk’ci kyseliny
mlécné

L. reuteri Salmonella Zvysena produkce IgM

. - Zvysena produkce IgA a
Modulace [munltnlho L. rhamnosus E. coli zvyée}:/ni fagrz)cytézy krivnich

systemu leukocitii

L. acidophilus S. typhimurium Zvysena produkce IgA
L. plantarum, L E coli Zvyseni produkce MUC2 a

Zlepseni funkce stfevni rhamnosus MUC3 HT-29 buiikami

bariéry

S. thermophilus; L.

acidophilus

Enteroinvazivni E. coli

Zvysena transepitelialni
rezistence

IgA/M — imunoglobulin A/M; Caco-2 a HT-29 — buriky kolorektalniho adenokarcinomu; MUC2/3 — gylkoproteiny

muciny.

3.3.3 Probiotické organismy

Probiotické mikroorganismy museji spliovat nékolik faktort, aby mohly byt lidmi

konzumovany. Museji byt klasifikovany jako bezpe¢né, tedy neposkozujici lidské zdravi, jsou
geneticky stalé a piiznivé ptisobi na lidské zdravi. Nesmi se jednat o patogenni mikroorganismy
a o latky vyvolavajici alergickou reakci (Butel 2014; Pandey et al. 2015b). Z téchto divodu
prochdzi ptisnym schvalovacim procesem. Nasledné zpracovani mikroorganismi na ptipravek,
uzivany lidmi, podléhd podobnym kritériim. Pfipravek musi byt bezpecny, Cisty a stabilni
(Jackson et al. 2019). Pfevazna vétSina uzivanych probiotickych mikroorganismi jsou gram-
pozitivni bakterie. Nalezneme i gram-negativni, naptiklad Eschericia coli Nissle (Behnsen et
al. 2013). Mezi nejuzivangj§i rody probiotickych organismi fadime rody Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Bifidobacterium, Pedicoccus a Leuconostoc
(Vasijevic & Shah 2008).
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Mezinarodni védecka asociace probiotik a probiotik (ISAPP) ve svém prohlaseni z roku
2018 uvadi, ze z divodu Castého zneuzivani pojmu ,,probiotikum®, zavadi nékolik kritérii, ktera
musi potencialni probioticky kmen spliiovat, aby mohl nést oznac¢eni probiotikum. Kmen musi
byt dostate¢né charakterizovan, jeho pouziti musi byt bezpecné, existuje alespon jedna védecka
studie potvrzujici pozitivni vliv na lidské zdravi, kterd byla provedena podle obecné
ptijimanych védeckych standardi, kmen je ve vyrobku zivy a v U¢inné davce po celou dobu
pouzitelnosti (Binda et al. 2020).

3.3.4 Lactobacillus spp.

Rod Lactobacillus, ktery taxonomicky fadime do kmene Firmicutes, tfidy Bacilli, fadu
Lactobacillales a celedi Lactobacillaceae, se sklada z vice nez 170 druht fakultativnich,
anaerobnich, katalaza negativnich, grampozitivnich a nesporotvornych ty¢inek (Kleerebezem
& Vaughan 2009). Laktobacily jsou po staleti vyuzivany pii vyrobé fermentovanych potravin
jak zviteciho, tak rostlinného piivodu. V dne$ni dobé jsou jednim z nejvyuzivangjSich
probioticky aktivnich mikroroganismi. Mnozstvi laktobacilti nalezenych v gastrointestinalnim
traktu se 1i$i v zavislosti na véku hostitele, stavu stiev a dalSich parametrech. Prevladajicimi
puvodnimi druhy rodu Lactobacillus, které lze nalézt ve vykalech dospélych jedincu jsou
L. gasseri, L. reuteri, L. crispatus, L. salivarius a L. ruminis. V pifipadé¢ kojencti, jsou
ptevladajicimi zastupci L. plantarum, L. salivarius, L. rhamnosus, L. paracasei, L. fermentum,
L. gasseri, L. delbrueckii a L. reuterii (Lebeer et al. 2008). Nejbéznéjsi zastupci obyvajici
gastrointestinalni trakt ¢lovéka jsou L. casei, L. plantarum, L. fermentum a L. rhamnosus.
V zaludku jsou nejvice zastoupeni L. antri, L. gastricus, L. kalixensis, L. reuteria a L. ultunensis
(Turroni et al. 2014). Zdravy Zensky urogenitalni trakt obsahuje velky a stabilni podil
Lactobacillus spp., ktery chrani pfed patogennimi infekcemi. Nejbéznéji zastoupeni jsou zde
L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii, L. vaginalis a L. iners (De Gregorio et al. 2014).

Laktobacily maji vyznamny piiznivy 0G¢inek na rast hostitele, ovliviiuji télesnou
hmotnost a velikost (Hamdan et al. 2016; Schwarzer et al. 2016). Nékteti zastupci tohoto rodu
mohou zlepsit také biologickou dostupnost makro- a mikrozivin, které hostitel nedokaze
metabolizovat. Déje se tak pomoci Gpravy fyziologie stfev regulaci syntézy riistovych faktort,
jako jsou spermidin, vitaminy skupiny B, a vapniku (Turpin et al. 2010). Laktobacily jsou
schopné produkovat vitaminy skupiny B, nezbytné pro hostitele, jako jsou vitamin B2, B9
(folat) a B12 (Zhang et al. 2018). Konzumace probiotickych laktobacili muze ucinné 1éc¢it
infek¢ni onemocnéni zplisobena adenoviry, rotaviry a herpes virem simplex typu 1 (Todorov et
al. 2008; Yang et al. 2015). U laktobacili byli objeveny fungistatické vlastnosti, kdy jsou
laktobacily schopné uc¢inn€ bojovat proti téZkym plistiovym onemocnénim, zejména
v gastrointestinalnim traktu (Black et al. 2013; Cortés-Zavaleta et al. 2014). Mnoho téchto
antifugalnich sloucenin, které inhibuji riist a kolonizaci hub, produkovanych laktobacily bylo
identifikovano v in vitro studiich, napiiklad fenylmlécna, hydroxyfenylmlécna a octova
kyselina (Zhang et al. 2018).

3.3.5 Adheze

Gastrointestindlni trakt savci je pokryt hlenem, viskoelastickym gelem, ktery lemuje
a chréni intestinalni epitel a oddéluje jej od obsahu lumen. Tlusté stievo je pokryto dvojvrstvou
hlenu, pficemz vné¢jsi vrstva poskytuje prostiedi pro kolonizaci mikroorganismy, zatimco
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vnitini vrstva je udrzuje v bezpeéné vzdalenosti od povrchu epitelu. Vnitini vrstva za
normalniho stavu tedy zadné mikroorganismy neobsahuje (Johansson et al. 2011). Tloustka
hlenu se méni napti¢ celym traktem, kdy nejsilngjsi je v tlustém stéevé. Tento hlen zachycuje
a transportuje bakterie a je bohatym zdrojem Zivin vyuzivanych pfi metabolismu a rtistu bakterii
(Kim & Ho 2010). Hlavni slozku hlenu ptedstavuji muciny (MUC), uvoliiované, skladované
a produkované poharovymi buiikami. Muciny jsou glykoproteiny, kde 80 % molekulové
hmotnosti tvofi glykany. Doposud bylo do rodiny gentt MUC ptidéleno 20 lidskych MUC gent,
nékteré znich fadime do rodiny mucini tvoficich vlastni hlen, zatimco ostatni jsou
klasifikovany jako muciny ptisedlé k membrané (Desseyn et al. 2000; Ringot-Destrez et al.
2018). Exprese mucinti je zavisla na organech a tkanich. Vrstva hlenu v tlustém a tenkém streveé
je slozena prevazné z MUC2. V zaludku nalezneme MUCSAC a MUC6. Lidsky MUC2 je
potazen vice nez 100 riznymi O- vazanymi glykanovymi fetézci. Mucinové oligosacharidy
mohou slouzit jako vazebna mista a zdroje energie pro stfevni mikrobiotu. Rozdily
v glykosylaci mucinu stanovené podél stieva a mezi jednotlivci mohou ovliviiovat tropismus
nékterych bakterii pro specifické oblasti gastrointestinalniho traktu a také pro specificnost
mikrobioty hostitele (Bennett et al. 2012; Koropatkin et al. 2012; Donaldson et al. 2016).

Kromé glykoproteini mucini se v této hlenové vrstvé nachazi glykolipidy, elektrolyty
a imunoglobuliny, a celou vrstvu oznacujeme jako glykokalyx (Bron et al. 2012). Bakterialni
adheze na stfevni povrch je v pocatku fizena nespecifickymi hydrofobnimi fyzikalnimi vazbami
jako jsou hydrofobni interakce a nasledovana druhou fazi, kdy se uplatfiuje adheze specifickymi
slozkami bunééné stény (Haddaji et al. 2015). Ptitomnost nékterych povrchovych proteint jako
jsou proteindzy ukotvené v bunécné stén€, zvySuje hydrofobicitu a adhezi nékterych bakterii
mlééného kvaseni (Mufioz-Provencio et al. 2012; Zhang et al. 2015; Radziwill-Bienkowska et
al. 2017). Pritomnost adhesini v bakterialni buné¢né sténé hraje dilezitou roli v adhezi bakterii
ve stievech. Proteiny vazajici hlen jsou povrchové adhezivni proteiny, které obsahuji domény
Mub a/nebo MucBP (MUCIin vazajici protein), schopné vazat muciny, a jsou spojeny
s buné¢nou sténou peptidoglykanu C-terminalnim motivem Leu-Pro-any-Thr-Gly (LPXTG).
Ackoli domény MucBP lIze nalézt u riznych bakterialnich druht, véetné nékterych patogennich
jako je Listeria monocytogenes (Popowska et al. 2017), domény Mub se téméi vylu¢né
vyskytuji u bakterii mlééného kvaseni izolovanych z lidského gastrointestinalniho traktu (Van
Tassell & Miller 2011). Fimbrie a pily (tenka proteinova prodlouZeni u bakterialnich bunék)
podporuji adhezi. Pily typu IV byly Siroce charakterizovany u gramnegativnich bakterii. Tyto
struktury poskytuji bakteriim vyhodu pro kolonizaci povrchu sliznic (Hospenthal et al. 2017).
Dle (Piepenbrink & Sundberg 2016), se tento typ pil exprimuje i u grampozitivnich bakterii
jako je napiiklad Bifidobacterium.

Kromé& mukus vézajicich proteinii a pil mohou k pfilnuti bakterii ke stfevni sliznici
ptispivat i dalsi povrchové proteiny, jako jsou proteiny povrchové vrstvy (SLP) a proteiny
vazajici fibronektin (FBP). Fibronektin je glykoprotein extracelularni matrix, ktery se nachazi
ve stievé v nerozpustné formé. Pfitomnost tohoto proteinu je spojena s virulenci patogennich
mikroorganismil, diky schopnosti napadat hostitelské epitelidlni bunky. Zaroven se
predpokladd, ze ptitomnost fibronektinu mizZe zvySovat schopnost adherence probiotickych
bakterii k hostitelskym butikam ve prospéch vylouceni patogenu (Lehri et al. 2015; Hymes et
al. 2016). Na druhé strané stoji proteiny povrchové vrstvy, extraceluldrni para-krystalické
proteiny, které pokryvaji bunéény povrch bakterii a maji rGzné funkce, napiiklad jako

24



promotory adheze, antifoulingovy povlak a strukturni slozky (Sleytr et al. 2014). Distribuce
a typy proteinii povrchové vrstvy se u jednotlivych bakteridlnich kment 1isi. Predpoklada se,
ze jsou nezbytné pro adhezi probiotickych bakterii na stfevni bunky, protoze pii chemickém
odstranéni téchto proteini doslo k vyraznému poklesu schopnosti adherovat (Zhang et al.
2013).

Adherence probiotickych bakterii je bézn¢ hodnocena pomoci in vitro experiment, kdy
se uziva mucin adsorbovany na abiotické povrchy a lidské tumorigenni bunééné linie, jako jsou
Caco-2 a HT-29, k napodobeni adheze k bunkam stievniho epitelu. (Lebeer et al. 2012;
Monteagudo-Mera et al. 2012; Tuo et al. 2013; Garriga et al. 2015). Pouziti epitelovych
bunéénych linii je mimofadné uzite€né pro identifikaci adhezniho mechanismu a molekul.
Wand a kolegové (Wang et al. 2017b) nedavno pomoci buné¢nych linii HT-29 identifikovali
novy protein povrchové vrstvy, protein vazajici cholin A, nezbytny pro adhezi nového
probiotického kmene Lactobacillus salivarius REN. Identifikace adhezivnich molekul a jejich
genl, by mohla byt uziteCna pro tvorbu vektorti zvySujicich adhezivni schopnost jinych
probiotickych kment (Zhang et al. 2015).

Pfestoze jsou in vitro experimenty klicem k pochopeni mechanismi adheze a vybéru
probiotickych kandidatt s potencialem adherovat v in vivo podminkach, je obtizné extrapolovat
tyto vysledky na lidsky gastrointestindlni trakt. In vitro experimenty zanedbavaji fadu faktort,
jako jsou peristaltické pohyby, imunitni systém hostitele, nebo kompetice mezi rezidentni
mikrobiotou (Park et al. 2015). Pti in vivo studiich se probiotické kmeny obvykle urcuji ve
vzorcich stolice, diky neinvazivnosti této metody (Mai et al. 2017). Ackoliv vytézek
probiotickych bakterii z fekalii je znamkou odolani drsnym podminkdm lidského
gastrointestinalniho traktu, neukazuje nam celkovy pocet bakterii adherovanych na stfevni
sliznici. V tomto ohledu by studie s invazivnéj$imi protokoly (napiiklad biopsie) mohly osvétlit
zakladni mechanismy adherence probiotik v tlustém stfevé. Zmora et al. (Zmora et al. 2018)
provedla lidskou studii na skupin¢ zdravych dobrovolniki, kdy dobrovolnici dostavali po dobu
4 tydni probioticky ptipravek dvakrat denné. Nakonec byly posbirdny vzorky stolice
a dobrovolnikiim byla provedena hloubkovéd endoskopie a kolonoskopie z divodu odbéru
vzorkli pfimo z horniho a dolniho gastrointestinalniho traktu. Autofi zjistili, ze schopnost
kolonizovat a adherovat na bunky stievniho epitelu je u riznych jedincii rozdilna. Tento fakt
potvrzuje tvrzeni, Ze rezidentni mikrobiota ma velky vliv na adherenci probiotickych bakterii
a ze vyvoj in vitro modeli s normalni mikrobiotou by mohl poskytnout realisti¢téjsi moznost
pro posouzeni adheren¢nich vlastnosti a mechanismti probiotickych kment. Ackoliv zvifata
bez choroboplodnych zarodkli a genobiotika jsou dobrou alternativou pro studium
probiotického piisobeni ve stievech, genetika hostitele a translace na ¢lovéka je stale omezena.
Noveé technologické modely typu ,, gut-on-a-chip“, by mohly nabidnout nové moznosti ve
studiu mechanismi adherence in vitro vekosystému mikrobioty s riznymi populacemi
lidskych stievnich bun¢k a peristaltickymi pohyby (Jalili-Firoozinezhad et al. 2019).

3.4 Lepek

PSenice patii mezi nejvice konzumované potraviny ve velké ¢ésti svéta a prostfednictvim
vyrobku z ni, ovliviiuje také stievni mikrobiotu (Biesiekierski 2017). PSeni¢ny lepek byl jednim
Z prvnich proteint, které byly studovany. Je velmi intenzivné studovan nejen diky svym
vlastnostem v pecivarenstvi, ale zaroven ve vztahu Kk onemocnénim ¢lovéka. Lepek je bézné

25



definovan, jako bilkovinna hmota, ktera setrvava, kdyz je té€sto vyrobeno z p$eni¢né mouky
a jemné promyvano piebytkem vody nebo zifedéného solného roztoku, aby se odstranil skrob
a rozpustny material (Shewry 2019). Zbyvajici material obsahuje 75-80 % bilkovin na bazi
susiny, v zavislosti na tom, jak dobfe se materidl promyl. Z tohoto divodu jsou lepkové
bilkoviny definovany jako ty, které jsou obsazené v této hmot¢, a protoze podobny material
nemuze byt izolovan z tést vyrobenych z mouk jinych obilovin, lepkové bilkoviny jsou tak
omezeny na pseni¢né zrno (druh rodu Triticum). V ostatnich obilovinach jsou vsak podobné
proteiny, které byvaji ¢asto oznacovany stejné¢ jako lepek. Obecné jsou lepek a ptibuzné
proteiny oznacovany jako prolaminy, pfi¢emz u pSenice jsou nejvice zastoupeny gliadinem
a gluteninem (Tosi 2012; Shewry 2019).

Na zéakladé Osbornovi frakcionace (extrakce v fadé rozpoustédel) byly rozpoznany ¢tyii
frakce: albuminy (rozpustné ve vod¢), globuliny (rozpustné ve ziedéném fyziologickém
roztoku), prolaminy (rozpustné v 60-70% alkoholu) a gluteliny (nerozpustné v rozpoustédlech,
ale extrahovatelné zasadou). Albuminy a globuliny jsou snadno rozlisitelné. Prolaminy byly
rozpoznany a definovany pouze u obilnych zrn, pficemz jejich nazev je odvozen od vysokého
podilu prolinovych a amidovych dusiki (nyni je v§ak znamo, Ze je odvozen od glutaminu). Tato
frakce ma specificky nazev u riznych druhii obilovin, gliadin v pSenici, hordein v jeCmeni,
secalin v zité a zein v kukufici (Shewry 2019).

Lepkové proteiny jsou hlavni skupinou zasobnich latek uloZzenych v zrnu, jejichz ukolem
je podpora kliCeni a vyvoj sazenic. Dulezitym bodem je, Ze lepkové proteiny nejsou
rovnomérné distrubuovany v endospermovych bunkéch, ale jsou ptitomné ve dvou az tiech
vrstvach sub-aleuronovych bunék. SloZeni lepkovych proteinii se 1i§i smérem od sub-
aleuronové vrstvy po centralni ¢ast. ZvySuje se procento vysokomolekularnich lepkovych
podjednotek (oznaceno HMW — high molecular weight), klesa podil nizko molekularnich
podjednotek (oznaceno LMW — low molecular weight) a zaroven klesa podil gliadint (kromé
o-gliadint). Tyto piechody ve slozeni se Castécné odrazeji v obsahu a slozeni lepkovych
proteinti v produktech z mouky produkovanych komerénim valcovym mletim, coz naznacuje,
ze vSechny tyto frakce se mohou liSit ve svém dopadu na lidské zdravi (He et al. 2013; Tosi et
al. 2018).

Frakce lepkovych proteinti obsahuje komplexni smés slozek, kterou Ize rozd¢lit do skupin
pomoci elektroforézy. Elektroforézou gliadint pti nizkém pH ziskdme Ctyti skupiny past, které
se nazyvaji (z hlediska sniZzeni mobility) a-gliadiny, B-gliadiny, y-gliadiny a ®-gliadiny. Pomoci
srovndni aminokyselinovych sekvenci bylo zjiSténo, Ze a- a B-gliadiny tvoii jednu skupinu,
obvykle nazyvanou jako gliadiny typu o (Shewry 2019).

Gluteninové polymery jsou piili§ velké na to, aby se daly oddélit béznou elektroforézou,
a proto se uziva redukce mezifetézcovych disulfidickych vazeb, které jsou zodpoveédné za
stabilizaci polymeru. Diky této redukci je mozné rozdélit nasledné podjednotky elektroforézou
na polykarylamidovém gelu s dodecysulfatem sodnym. Ziskdme tak dva pasy podjednotek
zvanych HMW a LMW. Posledni skupina se da rozd¢lit na podjednotky LMW typu B a dvé
mensi skupiny LMW typu C a D (Bromilow et al. 2017; Shewry 2019).

Porovnani aminokyselinovych sekvenci téchto skupin slozek lepkového proteinu
objasiiuje jejich vztahy a ukazuje, Ze podjednotky HMW a w-gliadiny tvoii samostatné skupiny,
pticemz podskupiny a-gliadint, y-gliadind a B-typ LMW tvofi tfeti skupinu. Mensi skupiny
podjednotek LMW typu C a D se zdaji byt modifikovanymi formami gliadini, ve kterych
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mutace za vzniku cysteinovych zbytkli umoziiuji jejich plné zabudovani do gluteninovych
polymert, pficemz podjednotky LMW typu C jsou modifikované a-gliadiny nebo A-gliadiny
a modifikované w-gliadiny typu D. Tato klasifikace zistava platna navzdory obrovskému
narustu znalosti sekvence lepkovych proteintt béhem poslednich par let (Bromilow et al. 2017;
Shewry 2019). Odstranéni nadbyte¢nych, casteCnych a nespravné piitazenych sekvenci
umoznilo sestaveni databaze o 630 sekvencich.

Ackoliv bylo ziskano pres 600 sekvenci lepkovych proteinli, neznamena to, Ze jednotlivé
genotypy pSenice obsahuji tento pocet proteinti. Piesny pocet lepkovych proteinii pritomnych
ve zralém semeni pSenice nebyl stanoven, ale zkoumani dvourozmérnych elektroforetickych
separaci naznacuje, Zze pocet lepkovych proteinii pritomnych v detekovatelném mnozstvi se
pohybuje v rozmezi 50 a 100. Tuto tezi potvrdil svymi studiemi (Bromilow et al. 2016), ktery
identifikoval 63 lepkovych proteind v jediném kultivaru pSenice pomoci hmotnostni
spektrometrie (Bromilow et al. 2017).

I pfes to, ze vySe diskutované prolaminové skupiny predstavuji prevaznou vétSinu
lepkovych proteint, prace z poslednich let naznacuji, Ze jsou zde pfitomna i mala mnozstvi
dalsiho typu lepkového proteinu. Tento typ byl definovan jako &-gliadin a srovnani jeho
aminokyselinovych sekvenci naznacuje, Ze tvoii ¢ast $irSi rodiny y-prolamini (v pofadi jsou
pak nejblize k sekvencim y3-hordeinim je¢mene) (Huo et al. 2018; Altenbach et al. 2020).

3.4.1 Vlastnosti lepku

Vv

celiakii je ptitomnost bilkovinnych domén obsahujicich opakujici se sekvence. Domény se 1isi
v rozsahu, ale obecné tvofi 30 az 50 % bilkovinné sekvence v gliadinovych LMW
podjednotkéach bohatych na siru. Déle tvoti 75 az 85 % v HMW podjednotkach a témér 100%
v w-gliadinech (Shewry 2009). Zahrnuji tandemové opakovani kratkych peptida obsahujicich
tf1 az devét aminokyselinovych zbytk.

Nejcastéji studované opakujici se sekvence jsou piitomné u HMW podjednotek
gluteninu. Tyto opakujici se sekvence byvaji zalozené na tfech motivech, na hexapeptidu
PGQGQQ, nonapeptidu GYYPTSPQQ nebo GYYPTSLQQ a u podjednotek typu X na
tripeptidu GQQ (P — prolin, G — glycin, Q — glutamin, Y — tyrosin, T — threonin, S — serin,
L — leucin). Motivy ptitomné v ostatnich skupinach lepkovych proteind jsou obecné méné
dobie konzervované a identifikace shodnych motivl je subjektivnéj$i nez v podjednotkéach
HMW. Vsechny jsou v§ak bohaté na prolin a glutamin, naptiklad PQQPFPQQ (F — fenylalanin)
Vv y-gliadinech. Je tfeba dodat, Ze tyto sekvence jsou zodpovédné za charakteristické slozeni
aminokyselin celych proteind, zejména vysoky obsah glutaminu (35-55 mol%) a prolinu
(10-25 mol%) ve vSech skupinach prolamind. Vysoky obsah glycinu u HMW podjednotek
(11-12 mol%) a fenylalaninu (kolem 11 mol%) u w-gliadint (Shewry 2019).

Vsechny tyto opakujici se sekvence mohou byt zodpovédné za neobvyklé vlastnosti
rozpustnosti lepkovych proteind. Piestoze je glutamin hydrofilni aminokyselinou, pravidelné
se opakujici zbytky glutaminu u lepkovych proteinii se povazuji za tviirce vodikové vazby
protein — protein, ktera ma za nasledek nerozpustnost ve vodé (Belton 1999). Opakujici se
sekvence hraji také kliCovou roli pfi spousténi celiakie. VSech 31 ,epitopti T-bun€k
souvisejicich s celiakii je pfitomno v opakujicich se doménach psenice a ptibuznych obilovin
(jako jsou je€men, oves a zito) a vSechny skupiny lepkovych proteini (gliadiny a gluteniny)
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obsahuji tyto epitopy. Nicméné nékteré jednotlivé proteiny v ramci téchto skupin nemusi byt
rozpoznany témito celiakdlnimi epitopy (v soucasnosti se seznam epitopll povazuje za
nekompletni) (Sollid et al. 2012; Gilissen et al. 2014; Shewry & Tatham 2016; Juhasz et al.
2018).

Ke globalnimu tuspéchu psenice ptispélo hned n€kolik faktord. Jednim z téchto faktort
je Siroka ptizpisobivost. Hlavnim diivodem, pro¢ se v mnoha zemich péstuje prednostné na
ukor jinych obilovin, jsou funkéni vlastnosti praveé pseni¢né mouky. PSenice je jedina obilovina,
kterou lze upéct a ziskat kynuty chléb, dalsi pecené vyrobky, téstoviny a nudle. Kvalita téchto
vyrobkl je do zna¢né miry udavana proteiny lepku, které utvati v tésté souvislou sit’. Diky této
siti jsou vyrobky soudrzné (vhodné pro téstoviny) a také viskoelastické (dulezité pro vyrobu
chleba). Navzdory rozsahlé literatufe pojednavajici na toto téma, stale neni molekularni zéklad
pro biofyzikalni vlastnosti lepku objasnén. Mtizeme vsak diskutovat o dvou dulezitych bodech.
Zaprvé, vlastnosti zavisi na Gicasti jak gliadind, tak glutenint, pficemz gluteninové podjednotky
vytvaieji velké trojrozmerné sité stabilizované mezitetézcovymi disulfidickymi vazbami, které
interaguji s gliadiny a ostatnimi gluteninovymi sitémi pomoci nekovalentnich sil, potazmo
pomoci vodikovych vazeb. Zadruhé zde pusobi kombinace sil, kterd stabilizuje polymery.
Vyznam disulfidickych vazeb byl snadno prokazan, protoze je muZzeme pomoci redukénich
¢inidel narusit a toto naruSeni nasledné vede ke katastrofalnimu efektu na funkénosti. (Belton
1999) navrhl a prokazal, Ze vodikové vazby jsou zvlast’ dilezité pti vyvoji optimalnich interakci
proteinti béhem michani tésta (Shewry 2019).

Lepek je traven na peptidy v tenkém stieve, ale vzhledem k charakteristice lidskych
zaludec¢nich a pankreatickych peptidaz zlistava relativné velky zbytkovy peptid bohaty na prolin
a glutamin v lumenu stieva. Ptiblizné pro 99 % zdravych jedinci a jedincu trpicich celiakii
avsak nesoucich alely citlivosti HLA-DQ2 a HLA-DQ8, to neni zadny problém (Kagnoff 2007).
U béznych pacientt s celiakii vSak tyto ¢aste¢né $tépené peptidy dosahnou do subepitelialni
oblasti mukdzy tenkého stieva. Mechanismus, diky kterému k tomuto dochazi, zatim neni zcela
pochopen (Bascunan et al. 2017).

3.4.2 Utinky lepku

Jakmile ¢asti lepku dosahnout lamia propria ve sliznici stfeva, jsou glutaminové zbytky
Vv peptidu gliadinu deaminovany na kyselinu glutamovou pomoci tkanové transglutaminazy 2
(tTG2), coz je jev, ktery vede ke komplexu s vysokou afinitou k DQ2 nebo DQ8 kapsam
pfitomnym v buiikach s patficnym antigenem. Uvoliovani prozanétlivych cytokind, jako je
naptiklad interferon-y, udrzuje zanétlivé procesy, které vedou k funkénimu poskozeni sliznice,
véetné poruseni stievni propustnosti (Daum et al. 1999). Béhem téchto procesu je aktivace
a uvolnéni metaloproteinaz zodpovédna za typické architektonické zmény se zplosténim klku,
zvySenim intraepitelidlnich lymfocytd, hypertrofii krypt a zvySenou bunécnosti (zejména
lymfocytti a plazmocytt) v lamia propria (Spaenij—Dekking et al. 2005). Ukazalo se, Ze nékteré
inhibitory a-amylaz a tripsinu (ATI) z pSenice jsou silnymi aktivatory vrozenych imunitnich
odpovédi v monocytech, makrofazich a dendritickych bunikach celiaki i zdravych jedinct, coz
naznacuje, ze cerealni ATI mohou také piispivat k patogenezi celiakie (Junker et al. 2012).
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3.4.3 Tolerance lepku

Rada studii zkoumala mnoZstvi lepku tolerovaného pacienty, aniz by doslo ke zménam
na sliznici tenkého stfeva nebo k vyvolani jinych klinickych ptiznakl. Nedostatek zvifecich
modelt ztézuje posouzeni tohoto problému a studie provadéné na pacientech, kteifi podstoupili
provokaci lepkem, trvaji pouze po kratkou dobu. Proto neexistuje zadna jistota ani absolutni
odpovéd’. Rozdilné vysledky ziskané v ruznych studiich jsou zptsobeny vysoce variabilni
citlivosti na lepek pozorovanou u pacientt trpicich celiakii (Hischenhuber et al. 2006).

Posouzeni zdravotnich rizik po expozici lepku provedené americkym tfadem FDA
vroce 2011 analyzovalo dostupné dikazy ziskané bud’ klinickymi nebo histologickymi
ukazateli. Po vyhodnoceni vSech dostupnych udaji o odezvé na nizké davky a jejich
nepiiznivému ucinku na zdravi souvisejicich s celiakii byla vypocitana tolerovatelnd denni
davka lepku. Pro jedince trpici celiakii davka 0,4 mg lepku za den pro nepfiznivé morfologické
ucinky a davka 0,015 mg lepku za den pro nezadouci klinické u€inky. Autofi zdiiraznili, Ze
nékteré dukazy naznacuji, Ze ptijatelna davka nemusi stacit k ochrané vSech jedinct trpicich
celiakii (Bascunan et al. 2017).

V roce 2008 Codex Alimentarius stanovil, Ze mezni hodnota pro ,,bezlepkové* vyrobky
je 20 ppm. Mnoho zemi nyni stanovilo své mezni hodnoty od 20 ppm ve Spanélsku, Italii, Velké
Britanii, Kanadé¢ a USA, po 10 ppm v Argenitné a 3 ppm v Australii, na Novem Zeélandu
a v Chille (2013; Bascunan et al. 2017).

3.4.4 Celiakie

Celiakie je komplexni imunitné zprostiedkovana lepek-senzitivni enteropatie s rizné se
ménicimi klinickymi projevy. Projevuje se u geneticky predisponovanych jedincii, ktefi
pozivaji lepek v riznych mnozstvich. Pfedpoklada se, Ze celiakie postihuje 1% populace USA.
Prevalence se drasticky zvySuje z 1:133 u pacienti bez rizika, na 1:56 u symptomatickych
pacientd, na 1:39 u pacientti s druhym stupném piibuznosti s diagnézou a na 1:22 u pacientt
S prvnim stupném piibuznosti s diagnézou. Muze to byt spojeno s nékolika imunitné
zprostiedkovavanymi jevy, autoimunitnimi chorobami, dale komplikovano nedostatkem
vitamina a dalSich stopovych prvkl, onemocnénim kosti a malignitou. Chapani celiakie se za
posledni dvé desetileti rychle vyvinulo, coz vedlo k zajmu o moznosti 1é¢by. V posledni dobé
doslo k popsani nékolika stavli, v€etné intolerance na lepek, neceliakalni citlivosti na lepek
a seronegativni celiakii. Tyto stavy se 1i§i od alergii nebo intoleranci na pSenici a pSenicné
vyrobky. Komplexni zprava vyzivy po diagnoze je klicem k trvalému zdravi pacientu s celiakii.
Jsou navrzeny rizné jednoduché algoritmy péce, zalozené na komplexnim multidisciplinarnim
ptistupu. Jsou zkoumany refrakterni a nereagujici celiakie v ramci bezlepkové diety, stejné tak
i noveé nedietni terapie (McAllister et al. 2019).

Neexistuje shoda ohledné pouzivani termint souvisejicich s celiakii a poruchami
spojenymi s pozitim lepku. Mezi dalsi pouzivané deskriptory celiakie patii sprue, celiakalni
sprue, intolerance lepku a lepek-senzitivni enteropatie. Jedna z prvnich definic definovala
celiakii jako trvaly stav nesnasenlivosti lepku se zplo§ténim sliznice, ktery vedl k bezlepkové
dieté a nasledné k opétovnému zavedeni lepku do stravy (Meeuwisse 1970). S ristem $ir$iho
spektra poruch spojenych s lepkem, byl v roce 2013 vysledkem rozsahlého Gsili publikovan
prehled literatury a definic. Naptiklad v Oslu tak vznikla piehlednd definice jednotlivych
riznych onemocnénich spojenych s lepkem. Celiakie byla definovéana jako chronickd imunitné
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zprosttedkovana enteropatie tenkého stfeva vyvolana expozici lepku u geneticky
predisponovanych jedinci. Kilasickd celiakie znamena celiakii s ptiznaky malabsorpce.
Neklasicka celiakie se tyka pacientt s celiakii, ale bez souvisejicich ptiznaki malabsorpce.
Symptomaticka celiakie se vyznacuje klinicky zjevnymi gastrointestindlnimi a/nebo
extraintestinalnimi projevy, které lze pficist konzumaci lepku. Dale byl definovan vyraz
poruchy spojené s lepkem, kam patii v§echny nemoci vyvolavané lepkem. Patti sem glutenova
ataxie, dermatitis herpetiformis, celiakie jako takova a neceliakélni citlivost na lepek
(Ludvigsson et al. 2013).

Piisné vylouceni lepku zdiety po cely Zivot je v souCasné dobé jedina Géinna
vV rodinném, socialnim a pracovnim kontextu zna¢n¢ obtize a zhorSuje tak kvalitu jejich Zivota.
Posledni studie naznacuji, ze dodrzovani takto striktni diety, mize ve vysledku vést az
k vyzivovym nedostatkim (Bascunan et al. 2017). Bezlepkova dieta je typicky zaloZena na
kombinaci potravin, které ptirozené neobsahuji lepek, je u nich nepravdépodobna zkiizena
kontaminace lepkem, a specialnich produktt oznacovanych jako ,,bez lepku* (La Vieille et al.
2014). Ptisna bezlepkova dieta je zaroven pouzivana pii 1é¢bé neceliakalni citlivosti na lepek,
¢i pSenici (Ludvigsson et al. 2013; Fasano et al. 2015). Patogeneze, progndéza a prubéh
neceliakalni citlivosti na lepek ¢i pSenici nejsou zatim zcela objasnény. Bylo vSak naznacéeno,
7ze se na rozvoji tohoto onemocnéni mohou podilet 1 jiné proteiny nez lepkové anebo
sacharidové slozky pSeni¢ného zrna. Prozatim pro toto tvrzeni neexistuje dostatek dikazii, aby
mohl byt jasné vysloven zavér (Lebwohl et al. 2015). Dnes se v§ak objevuje dalsi skupina lidi.
Tito lidé vylucuji lepek ze své stravy a povazuji tak bezlepkovou dietu za zdravéjsi styl vyzivy
(Dana et al. 2015). Zda je pro zdravého ¢lovéka dodrzovani bezlepkové diety piinosnéjsi
a zdravéjsi, nez normalni strava, je stale nejasné a nepotvrzené (Bascunan et al. 2017).

3.4.5 Bezlepkova dieta

Lécba pomoci bezlepkové diety by méla byt zahdjena az po plné diagndéze pomoci
klinickych udaju, serologie a histologie tenkého stieva (Hopper et al. 2007). V soucasné dobé
se doporucuje, aby pacienti byli doporuceni Kk dietologovi, ktery ma zkuSenosti s celiakii.
Dietolog pak pomuze navrhnout optimalni stravovaci plan, ktery je bezlepkovy a zaroven
nutricné priméfeny. Musi pacienta také edukovat o dodrzovani bezlepkovych stravovacich
navykt (Ludvigsson & Green 2011). Existuje pomérné dlouhy seznam obilovin, semen,
lusténin a ofechd, které mohou nahradit potraviny obsahujici lepek (naptiklad amarant, quinoa,
proso, ¢irok, len a cizrna), vSechny mohou zlepsit chutnost a nutri¢ni kvalitu bezlepkové diety.
Avsak pouZzivaji se jen ziidka, ¢astecné kvili jejich vyS$§im ndkladiim a mensi dostupnosti
(Kupper 2005). Misto toho bezlepkové vyrobky obvykle obsahuji kratky seznam piisad
a nejsou obohaceny o mikroziviny jako jejich protéjsky vyrabéné z psenice (do Nascimento et
al. 2013). Znovych ptistupd, které hledaji zlepSeni nutricnich vlastnosti bezlepkovych
produktu, stoji za zminku bezlepkové chleby s quinoou a Inénym seminkem, které maji lepsi
rovnovahu polynenasycenych a nasycenych mastnych kyselin a dodavaji nizké hladiny dobie
ptijatelnych trans-mastnych kyselin (Minekus et al. 2014a). Quinoa a Inéné seminko se rovnéz
doporucuji ke zlepseni mnozstvi 3 mastnych kyselin v bezlepkovych vyrobcich (Rahaie et al.
2014). Zpracovane potraviny na bazi amarantu, quinoi a pohanky maji vyssi obsah bilkovin,
tukdl, vlakniny a minerald a ve srovnani s potravinami vyrobené z ryze a kukutice piedstavuji
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velmi dobrou alternativu pro bezlepkové vyrobky (Bascunan et al. 2017). Obrazek 3 ukazuije,
ze dodrzovani bezlepkové diety ovlivituje fada faktord, které je potteba fesit bechem sledovani
a 1écby pacienta. Na jedné stran¢ dodrzovani spravné stravy, na druhé klinicky a nutri¢ni dopad
na prub¢h onemocnéni, jeho komplikace a disledky na kvalitu zivota pacienta.

Sledovdni vyZivy Stravovdni se doma a
mimo domov

Krizova
kontaminace Tolerované Oznaéovdni potravin
mnoéstvi lepku
Vzdéldvdni se o Bezlepkové
vazivé a dieté produkty
d rd rd r'd
Dodrzovani bezlepkové stravy I
- N e
. . 4= - e 1 - -y
D;'ou-hotiobe problémy 7 1 q‘_‘ - Klinické priznaky
s celiakii ” i ‘ﬁ.
Fs
# "
» v
VyiZivovd droveri Vyzivové nedostatky Kvalita Zivota

Obrézek 3: Faktory ovlivitujici bezlepkovou dietu a jeji dodrfovani. Vliv bezlepkové diety na pacienta.
(Bascunan et al. 2017).

Dnes se noveé techniky v potravinaiské technologii zaméfuji na vyvoj intraluminalnich
terapii zaméfenych na snizeni imunogenicity lepku nebo hydrolyzovani lepkovych peptidu.
Doposud byly snahy o genetickou modifikaci zrn s Géelem snizeni imunogennich slozek
neuspésné. Traveni potravinového lepku bylo navrzeno na zakladé podavani ordlnich
endopeptiddz odvozenych od rostlin, bakterii a hub, které mohou hydrolyzovat glutenové
peptidy v travicich traktu. AvSak mnozstvi zbytkového lepku a dosazena uroven traveni
zustavaji nejisté. DalSim zvazovanym pfistupem je piedbézna Uprava kvasku protedzami
Z laktobacilti, které byly piidany pfi fermentaci. Pfedpoklada se, ze fermentace bude dostatecna
tak, aby se peptidy lepku hydrolyzovaly na netoxickou troven (Schuppan et al. 2009;
Mukherjee et al. 2012).

Oves predstavuje pro vétSinu pacientl s celiakii bezpecnou variantu, obvykle ale byva
kontaminovan lepkem, a proto je v bezlepkové dieté omezovan (Nasr et al. 2012). Dle (Lundin
et al. 2003) se kontaminace v obchodnim ovsu ve stejném baleni pohybuje mezi 1,5 a 400 ppm.
Pokud je v8ak oves péstovan za zvlastnich podminek péstovani, sklizné a distribuce, miiZze byt
celiaky bezpecné konzumovan (Nasr et al. 2012). Spor pietrvava, co se tyce pSeni¢ného Skrobu.
V Evropé je pSeni¢ny Skrob pouzivany v bezlepkovych vyrobcich ¢istén tak, aby splioval
pozadavky Codex Alimentarius, zatimco v USA neni jeho pouziti akceptovano (Kupper 2005).

3.5 Invitro traveni

Travici procesy probihaji v hornim gastrointestinalnim traktu, ktery se sklada z dutiny
ustni, jicnu, Zaludku a dvandctniku a vyznamné ovliviiuji postprandialni metabolismus a lidské
zdravi (Miao et al. 2015; Raigond et al. 2015). Zkoumani lidského traveni by mélo byt
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provadéno idealné v in vivo podminkach, aby bylo dosaZzeno piesnych a spolehlivych vysledki,
avSak tyto klinické studie jsou velmi slozité, protoze jsou naro¢né z hlediska technologie,
financi a nebyvaji eticky realizovatelné. Zaroven je ohroZena opakovatelnost z divodu znaéné
individualni variability (Minekus et al. 2014a). Z téchto divodu se v poslednich dekadach
zvySuje zajem o ziskani spolehlivych vysledkti pomoci in vitro modelu traveni, ktery dokaze
Uzce napodobit lidsky gastrointestinalni trakt. In vitro studie nepodléha etickym restrikcim, jeji
postupy jsou efektivnéjsi, levnéjsi a piimocaré (Chen et al. 2011). I ptes tyto vyhody je design
a vytvoreni idealniho in vitro traviciho systému, ktery je plné schopen nasimulovat co se déje
b&hem in vivo trveni v lidském gastrointestinalnim traktu velmi slozité a vyzvou. Je to dano
tim, Ze in vivo traveni zahrnuje slozitou mobilitu gastrointestindlniho traktu, anatomické
struktury, nespocet enzymi a hormont spojenych s travenim, které jsou kritické pro spravné
traveni. In vitro travici model se proto vyviji a podléhd novym technologickym vylepsenim za
cilem zvySeni relevantnosti ke skuteénému traveni v in vivo podminkéch (Li et al. 2020b).

V poslednich letech je uzivano nékolik modelti simulujicich in vitro traveni, od
jednoduchych statickych modeld, az po slozité multislozZkové dynamické systémy. VétSina
soucasnych a ptedeslych pokusii o porozuméni chovani traveni uziva statické nastroje, jako pH-
stat, vodni tfepaci lazn¢ a rotacni vzduchové lazné. Tyto statické modely simuluji Zaludek
a/nebo tenké stfevo uZitim sledu michacich nadob a vytvari tak jednu sadu biologickych
podminek (tj. teplota, enzymy, pH a ZluCové soli) v riznych oddilech gastrointestinalniho
traktu. Hlavni zajem u in vitro statickych protokoli je zna¢na variabilita v pouziti riznych
travicich parametrit mezi jednotlivymi individualnimi modely. Parametry obvykle zahrnuji pH,
trvani jednotlivych kroka traveni, mnoZstvi a druh pouzitych travicich enzymda, rychlost
procesti @ mnozstvi vzorku potravy. Tyto variace brani moznosti porovnavat vysledky mezi
riznymi vyzkumnymi skupinami a vyvodit obecna zjisténi (Guerra et al. 2012; Minekus et al.
2014a; Barros et al. 2016).

Naptiklad popularni staticky model traveni zavedeny (Englyst et al. 1992) zahrnoval
oralni a gastrickou fazi. Pro napodobeni Zvykani pouzival mlynek, polypropylenova
centrifugacni trubicka umisténa v rota¢nim kole pii 37 °C simuluje rytmické peristaltické
kontrakce a smichani sousta s latkami uvniti horniho gastrointestinalniho traktu CElovéka.
Postupné byly pouzity roztoky slinné a-amylazy, pepsinu a pankreatinu jako travici enzymy
odpovidajici enzymim oralni, gastrické a stfevni faze. Alikvoty vzorkt lze odebrat v riznych
inkubacnich dobach pro vysledny test travené mikroziviny. Kviili pfiliSnému zjednoduseni, kdy
jsou zanedbany mechanické sily, rizné proudéni kapalin a fyziologie traveni jsou statické
modely in vitro trdveni pouzivany pievazné pro mechanistické studie a vytvaieni hypotéz
s konkrétnimi aplikacemi pro ucely screeningu (Li et al. 2020b).

Diky témto divodim se pteslo k vyvoji vice sofistikovanych dynamickych in vitro
modeld od jednoduchych, az po multi-kompartmentove systémy. V porovnani se statickymi
modely, jsou ty dynamické schopny simulovat dynamické aspekty traveni jako naptiklad
pfesun traveniny, postupné uvoliovani travicich latek, riznou koncentraci enzymi a zmény pH
napfic¢ travicim traktem jako v ptipadé in vivo podminek (Minekus et al. 2014a; Shani-Levi et
al. 2017). Mezi v soucasnosti pouzivané dynamické modely in vitro traveni patii SHIME
(Simulator of the human intestinal microbial ekosystem), TIM (TNO’s gastrointestinal model),
DGM (Dynamic gastric model), HGS (Human gastric simulator), GDS (Gastric digestion
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simulator), IMGS (In vitro mechanical gastric system), DRSD (Dynamic rat stomach
duodenum system) a DHSI (Dynamic human stomach-intestine ecosystem) (Li et al. 2020b).

Za poslednich nékolik let in vitro systémy zna¢né zvysuji svoji atraktivnost a rozsituji
své pusobeni pro studie v oboru vyzivy a farmacie. Vdéci za to svym vyhodam, jako jsou
rychlost, lepsi opakovatelnost, niz§i ceny, men$i naroky na praci a zadné etické restrikce, které
jsou u in vivo studii lidského traveni ptitomné. Navzdory svym vyhodam, se in vitro systémy
traveni musi dale zdokonalovat a vyvijet, aby se dosahlo oddaleni jejich limiti. Naptiklad zadny
in vitro systém traveni zatim neni schopen simulovat celé traveni od dutiny Ustni po tlusté stievo
a zaroven stale neni mozné simulovat vSechny vlivy ovliviiujici traveni jedince, jako naptiklad
vék, pohlavi a nemoci. Tyto in vitro travici systémy tak musi do budoucna podléhat neustalému
technologickému vyvoji, aby se co nejvérnéji priblizily realné situaci pii in vivo traveni (Marze
2017; Li et al. 2020D).
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4 Material a metodika

4.1 Materidl

Bunééna kultura Caco-2 a HT29 ziskand z American Type Tissue Collection (Rockville,
Maryland, USA), fosfatovy pufr (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline DPBS), Dulbecco’s
modified Eagles medium (DMEM/F12 — doplnéno 10% FBS, 1% hydrogenuhli¢itanem
sodnym, 1% pyruvatem sodnym, 1% neesencialnimi aminokyselinami a 1% penicilinem
a streptomycinem), fetdlni bovinni sérum (FBS), neesencialni aminokyseliny, penicilin,
streptomycin, dimethylsulfoxid (DMSQ) a Triton-X100 od Sigma-Aldrich (USA). PSeni¢na
bilkovina jedl4 vitalni (lepek) od VEGA PROVITA, s.r.o. Reader infinite M200 (Tecan Austrie
GmbH, Grddig, Austria), vodni tfepaci lazenn (Huber Kéiltemnasaschinenbau AG, DE),
termostat (JEIO TECH), centrifuga Universal 320 (Hettich), laboratorni michacka Vortex
(IKA®, DE), CO: inkubator (Panasonoc), kultiva¢ni lahve, serologické pipety, pH metr,
mrazici zatizeni schopné dosahnout teploty - 80 °C, digestof, laboratorni nadobi, Tecan Infinity
M200 (Tecan, Swizerland). Tabulka 3 shrnuje pouzité roztoky.

Tabulka 3: Seznam pouzitych roztokd.

Roztok Zkratka
Fetalni bovinni sérum FBS
Meédium pro kultivaci bunék DMEM
Fosfatovy pufr PBS (DPBS)
Dimethylsulfoxid DMSO
Intova povrchové aktivni latka Triton-X100
Simulovand slinna tekutina SSF
Simulovana zalude¢ni tekutina SGF
Simulovana stfevni tekutina SIF

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava vzorka

Cisty lepek byl rozdélen na dvé &asti. Prvni ¢ast byla ponechana beze zmény a byla
davkovana do simulovaného traviciho procesu. Druha ¢ast byla rozmichana s vodou v poméru
1:2 a nasledné pecena v horkovzdusné troubé na 180 °C po dobu 50 minut. Po upeceni lepek
vytvotil pevné kulaté bochnicky, které bylo nutné namlyt do formy strouhanky. Vzorky
pSeni¢ného peciva, rohlik a bageta, byly nadrceny na jemnou strouhanku, stejné tak chléb
Sumava. Po homogenizaci viech vzorki se zahajil simulovany travici proces.

4.2.2 Invitro stfevni model

Byl pouzit in vitro stievni model dle (Brodkorb et al. 2019), ktery simuluje travici fazi
od dutiny Ustni, aZ po pfislusSnou stfevni fazi. Obrazek 4 znazoriuje jednotlivé kroky
simulovaného traveni. Nejprve byly pfipraveny roztoKy a travici tekutiny a otestovana aktivita
enzymu. Nasledné doslo k Gpravé vzorkd, které byly po namleti ddvkovany po 5 g do 50 ml
zkumavek, ve kterych poté probihalo celé traveni. V prvnim kroku se simulovala oralni faze,
kdy byl davkovan chlorid vapenaty, voda, amylaza a zasobni roztok SSF. Vzorky se nasledné
umistily do tfepaci vodni 14zn€ na dobu 2 minut. Ve druhém kroku se pteslo do faze Zaludec¢ni.
Do zkumavek byl pfidan pepsin (ve formé pepsinogenu), kyselina chlorovodikova, chlorid
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vapenaty, voda a zasobni roztok SGF. Pfi zalude¢ni fazi se pomoci pH metru hlidalo celkové
pH vzorka s roztoky, které muselo byt stabilné tfi. Po kontrole a vyrovnani pH byly zkumavky
umistény zpét do vodni tfepaci 1azn€ na dalsi 2 hodiny. Posledni a tfeti fazi je faze stfevni. Do
zkumavek byly ptidany: kyselina chlorovodikova, pankreatin, zIu¢, chlorid vapenaty, voda
a zasobni roztok SIF. Pii této fazi bylo nutno vyrovnat a udrzet pH na trovni sedm. Po
dokonceni vyrovnavani pH a davkovani roztokt, byly zkumavky umistény zpét do vodni
ttepaci lazné na dalsi 2 hodiny. Po celou dobu bylo od zacatku zalude¢ni faze pravidelné
v intervalech 30 minut kontrolovano pH tak, aby odpovidalo tfem anebo sedmi, dle ptislusné
travici faze, ve které se travenina nachazela. Tabulka 4 ukazuje sloZeni travicich tekutin. Po
ukonceni traveni byly vzorky umistény do mraziciho boxu a zchlazeny na teplotu — 80 °C, aby
doslo k inhibici travicich enzymi a zastaveni procesu traveni. Vzorky zistaly ulozeny po dobu
nezbytné dlouho pro ptipravu tkani v dalsim kroku experimentu.

Tabulka 4: SloZeni travicich tekutin.

Chemikalie Koncentrace SSF SGF SIF
Chlorid draselny 05M 15,1 mi 6,9 ml 6,8 ml
D1hydrog,enfosf,orecnan 0.5M 3.7 ml 0,9 ml 0.8 ml
vapenaty
Hydrogenuhlicitan sodny 1M 6,8 ml 12,5 mi 42,5 ml
Chlorid sodny 2M - 11,8 ml 9,6 ml
Hexahydrat chloridu 0,15 M 0,5 ml 0,4 ml 11ml
hofe¢natého
Uhli¢itan amonny 05M 0,06 ml 0,5ml -
Kyselina chlorovodikova 6 M 0,09 mi 1,3ml 0,7 ml
Dihydrat chloridu 0,3M 0,025ml 0,005 ml 0,04 ml

vapenatého
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Obrézek 4: Grafické znazornéni jednotlivych fazi in vitro simulace traveni. Upraveno dle (Brodkorb et
al. 2019). Obrazek ukazuje zjednodusené schéma jednotlivych fazi a aplikace chemikalii v piislusné travici fazi.

4.2.3 Kultivace bunéénych linii

Pro testovani byla pouzita bunééna linie kolorektalniho karcinomu Caco-2 (ATCC; HTB-
37). Tato linie byla kultivovana v DMEM s 10% FBS, 1% hydrogenuhli¢itanu sodného, 1%
pyruvatu sodného, 1% neesencidlnich aminokyselin, 1% penicilinu a streptomycinu.
Bunécnd linie byla kultivovana v kultivaénich lahvich ptiblizné¢ 7 dni, béhem nichz
dochazelo k vyméné média za Cerstvé. Po 6 dnech, kdy bylo dosazeno 90% konfluence, byla
buné€na vrstva promyta pomoci PBS. Po odstranéni PBS bylo pfidano 5 ml trypsinu na dobu 3
minut. Po této dobé bylo k suspenzi pfidano 5 ml média. Cely tento obsah byl pfeveden do
centrifugacni zkumavky a to¢en po dobu 10 minut pfi 150% g. Neutralizovany trypsin byl
nasledné€ odstranén a nahrazen Cerstvym médiem, ve kterém byly bunky roziedény. Bunééna
suspenze v poméru 1:10 byla ptidana do nové kultiva¢ni lahve s ¢erstvym médiem a umisténa
do CO: kultivaéniho boxu s teplotou 37 °C. Zbytek bunééné linie byl nasledné nafedén na
poZadované koncentrace pro zaloZeni 96 jamkovych desticek.

4.2.4 ZaloZeni 96 jamkové desticky

Z dtkladné rozpusténé bunécné suspenze bylo odebrano 100 pl a smichdno se 100ul
tropanové modrfi. Nasledné byla odebrana kapka a dana na Biirkeovu komirku, kde byl v 1ml
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suspenze vypocitan obsah bunck. Na zdklad¢ vypoctu byla zjisténa koncentrace sklizenych
bun&k. Bunééné linie byly nafedény na koncentraci 2,5x10°, kultury Caco-2. Takto nafedéna
bunécné suspenze byla pipetovana v mnozstvi 500 ul do 96 jamkové desticky a umisténa do
CO: inkubatoru. Desticka byla inkubovana po dobu 14 dni a kazdy tieti den kontrolovana
a krmena. Po 14 dnech doslo k pIné diferenciaci bunék.

4.2.5 Priprava laktobacili

Péstovani bakterii prob&hlo pfes noc za anaerobnich podminek pii 37 °C. Poté bylo
odebrano 5 ml z narostlé kultury laktobacili do zkumavky. Zkumavka s laktobacily byla 3x
zcentrifugovana pii 1000x a pokazdé promyta v PBS. Nasledné byly laktobacily znovu
rozmichany v 5 ml stejného pufru. Vysledna suspenze bakterii obsahovala 10° az 107 bungk
v 1 ml a takto ptipravena suspenze byla nasledné barvena pomoci fluorescein isothiokyanatu
rozpusténého v 2,5 ml sodium bikarbonatu. Z diivoda fadného rozpusténi barviva byly 15 ml
zkumavky obsahujici 312,5 pl barviva a 5 ml laktobacilti vioZzeny do vodni lazné s ultrazvukem.
Po obarveni vSech laktobacilti byl odlit vytvofeny supernatant a zkumavky 2x promyty pomoci
PBS.

4.2.6 Adherence

Testovani adherence bylo dle metodiky (Jensen et al. 2012) s modifikacemi. Byla
vytvofena kultura z Caco-2 bun&né linie. V koncentraci 1x10° byla pipetovana v objemu
100 pl do 96 jamkové mikrotitraéni desticky. Takto pfipravend desticka byla nasledné
kultivovana 48 h v temnu v CO; inkubatoru. Po kultivaci bylo pfidano 100 pl nového média
obsahujiciho 20 ul obarvenych laktobacili ¢tyfech testovanych kmend a nasledné bylo
aplikovano 80 pl traveniny obsahujici lepek. Takto byly vytvoieny 4 desticky. Po fazi
adherence byly buiikky promyty PBS a vlozeny do fluorescen¢ni ¢teCky Tecan infinity M200
a poté sledovany pod mikroskopem. Ziskané vysledné hodnoty byly piepocitany
na % adherence uzitim nasledujiciho vzorce:

X (%) = (Xrru — NK) + (PK — NK)

Kde X (%) je procento fluorescence v jamce; Xrru je fluorescence jamky v relativnich
fluorescencnich jednotkach; NK je negativni kontrola (nespecificka fluorescence jamky); PK
je pozitivni kontrola (bakterialni fluorescence bez promyti).

4.2.7 Statisticke vyhodnoceni
Ziskané vysledky jsou vyjadieny jako primér a & odchylka. Vysledna data adherence
jsou zpracovana programem Excel pomoci oboustranného dvouvyberového neparového

t-testu a pomoci analyzy rozptylu ANOVA v programu Statistica 12 s hladinou vyznamnosti
a =0,05.
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5 Vysledky

Cilem prace bylo zjistit schopnost straveného lepku z rtiznych potravinovych zdroju
ovliviiovat schopnost laktobacilti adherovat na bunéény model stteva. Jako zdroje lepku bylo
pouzito bézné pecivo, které vétsina lidi konzumuje denné, a Cisty lepek. Vybrali jsme pSenic¢nou
bagetu, rohlik tukovy a chléb Sumava jakoZto nejéastdji konzumované druhy b&zného peéiva.
Lepek byl testovan ve formé ¢istého po tepelné tipravé a samostatny Cisty lepek bez jakékoliv
Upravy. Adherence byla testovana u kmeni Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus gaserii a Lactobacillus rhamnosus. Prace méla dale za cil otestovat novou
metodiku a navazat na vysledky bakalaiské prace, kdy bylo zjisténo, Ze lepek ma vliv na
adherenci probiotickych mikroorganismi L. brevis a L. plantarum.

V ramci této prace byla zavedena nova metodika vyuzivajici fluorescenéni barvivo pro
stanoveni adherovanych bakterii na stfevni model bez nutnosti jejich nésledné kultivace
v petriho miskach na rogosovém agaru. Obrazek 5 ukazuje desticku s kultivovanym bunéénym
modelem Caco-2.

Obrazek 5: Samostatné bunééné linie bez aplikace traveniny a laktobacild bez promyti od média.
ZvétSeno 1200x.

V ramci nové metodiky byla testovana i samostatnd schopnost testovanych kment
adherovat na bunéény model. V priméru kmeny adherovaly okolo 20 %, kdy L. fermentum
adherovalo primérné z 18,69 %, L. plantarum z 20,87 %, L. gaserii z 28,04 % a L. rhamnosus
z 21,33 % z pouzitého inokula.
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Obrazek 6: Adherence laktobacilti k bunéénym liniim pted aplikaci traveniny.

Béhem nasledujiciho testovani adherence laktobacili s trdveninou bylo zjiSténo, ze
ptestoze vzorky prosly procesem in vitro traveni, tak se i nadale zejména s ¢istym lepkem bez
tepelne Upravy slozit¢ manipulovalo, protoze v traveniné tvofil nerozpustné shluky, které
branily pipetovani. Po ptidani laktobacili a nasledné inkubaci, byla mikrotitra¢ni desti¢ka
nejprve kontrolovana vizudlné pomoci mikroskopu. Po vizudlni kontrole bylo zjisténo, ze
testované vzorky meély negativni vliv na vlastni bunéény model, kdy byl Castecné, nebo zcela
rozrusen. Z tohoto divodu byly pocty adherovanych laktobacilii na vlastni bunéény model
minimalni. Na zbytcich lepku z testovanych vzorkt ulpély kousky bunééné monovrstvy, na
které byly spole¢né s lepkem adherovany laktobacily. Pfitomnost laktobacili na zbytcich
traveniny potvrdilo fluorescencni méfeni na CteCce mikrotitracnich desticek. V dusledku
poskozeni monovrstev buné¢nych linii nebylo s vysledky dale pocitdno. Vyraznou redukci
adherovanych laktobacili znazorfiuje obrazek 7. Na obrazku jsou patrné zbytky traveniny
a rozru$end az chybéjici bunééna linie. Cerveny kruh vyznaduje oblast s adherovanymi
laktobacily (kmen L. plantarum) na bunéné linie. Na prvni pohled je patrné, Ze doslo
Kk naruSeni a zni¢eni buné¢nych linii. Laktobacily tak nemély moznost adherovat a po promyti
byly odplaveny pry¢. Obrazek 8 ukazuje bakterie ptilepené na trdveninu a chybéjici vrstvu
bunéénych linii. Na obrazku je patrnd masa trdveniny a zcela zniCena buné¢nd linie.
Fluorescenci zpusobuji bakterie pfilepené na traveninu, oznacené ¢ervenym kruhem. Stejné
vysledky byly pozorovany u vSech ctyfech testovanych kmenti. Nejvyraznéjsi poSkozeni
bunéénych linii, a tedy nejvyznamnéjsi inhibice schopnosti adherovat, bylo dosazeno
v jamkach, kam byla aplikovana travenina ¢istého lepku po tepelné tprave. Obrazek 9 ukazuje
prostiedi jamky s Cistym lepkem, ktery prosel tepelnou upravou a jeho schopnost narusit
bunééné linie. Nejvyraznéji byla schopnost adherence omezena u L. fermentum. Nejlépe
adheroval kmen L. gaserii, avSak i u toho kmene byla patrna vyrazna destrukce bunéénych linii.
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Obrazek 7: Adherované buiiky L. plantarum na bunééné linie za pfitomnosti traveniny (Cisty lepek), kdy je
patrny vyrazny rozdil ve schopnosti adherence. Zvétseno 1200x.

¥ N
Obréazek 8: L. fermentum adherovany na traveninu (chléb Sumava). Patrné je také zcela rozbita a promyta
bunécéna linie. Zvétseno 1200x.
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Obrazek 9: Zcela zni¢ené bunécné linie kultury na spodu jamky za piitomnosti traveniny (Cisty lepek po tepelné
upraveg). Zvétseno 40x%.

V ramci vysledkii byla metodika vyhodnocena jako funkéni. Metodika je oproti té, ktera
byla pouzita v bakalaiské prace na téma: ,,VIiv lepku na stievni mikrobiom®, rychlejsi,
presnéjsi, snadnéjsi a levnéjsi. Diky zavedeni in vitro modelu traveni, Ize Iépe simulovat a
pochopit chovani lepku v in vivo podminkéch. Byla otestovana konkrétni davka traveniny, ktera
zéaroven urcila horni limity metodiky.
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6 Diskuse

Soucasti vétsiny obilnin je lepek, ktery se diky tomu nachézi v celé fad¢ potravinarskych
vyrobku. Nejéastéji se jednd o pSenici, ktera je svétové nejrozsifenéjsi obilninou pro vyrobu
potravin. Diky této skutecnosti je lepek naprosto béznou soucasti Stravy u vétSiny populace.
(Biesiekierski 2017). Nabizi se otazka, zda stale se zvySujici spotfeba potravin obsahujicich
lepek priznivé nekoreluje s vysSim vyskytem onemocnéni traviciho traktu souvisejicich
s lepkem. Onemocnéni vyvolana konzumaci lepku, ¢i zplisobend ptitomnosti lepku ve stievni
travening, zahrnuji celiakii, lepkovou intoleranci, nebo alergii na lepek. Existuje tak mnoho
onemocnéni spojenych piimo s lepkem. Ztohoto divodu je vhodné se lepku vénovat
intenzivngji. V soucasnosti se tyto onemocnéni 1é¢i u pacientt striktni bezlepkovou dietou. Jina
1éCba, Ci terapie zatim neni dostupnd, piipadné nevykazuje dostateéné prijatelné vysledky
(Marciniak et al. 2021). Vyraznou roli hraje nase neznalost a nejasnosti toho, jak samotny lepek
dokaze zpusobovat zanéty ve stfevni sténé a nasledné rozvijet, ¢i pfimo zpusobovat fadu
onemocnéni.

To, jak dokaze lepek interagovat a ovliviiovat stfevni mikrobiotu, potazmo samotnou
stievni sliznici, bylo pfedmétem této diplomové prace a ji predchazejici bakalaiské prace.
V bakalaiské praci na téma: ,,Vliv lepku na stfevni mikrobiom®, jsme prokazali, Ze lepek brani,
¢1 vyznamné ovliviiuje schopnost probiotickych mikroorganismili adherovat na buiiky stfevniho
epitelu, ¢imz dokaze branit rozvoji zdravé mikrobioty, ktera nasledné¢ nedokéaze plnit svou
funkci (Monteagudo-Mera et al. 2019). | v této praci jsme pozorovali vyrazné snizenou
schopnost bakterii adherovat na bunéény model. Lepek pravdépodobné diky své struktuie
dokaze vytvofit bariéru mezi bakteriemi a bunéénym modelem a tim bakteriim zabranit
v adhezi. Lepek nejenze branil schopnosti adherovat, ale zaroven dokazal zcela znicit bunéény
model. Préace probihala v in vitro podminkach, nelze tedy s jistotu tvrdit, Ze se lepek chova
stejné agresivné i v piipadé in vivo podminek v tlustém stievé, nebot’ v téchto podminkach
pusobi fada dalSich vlivi a lepek jako takovy je zde mnohonasobné ziedén. AvSak onemocnéni
celiakie je typické pravé deformaci, az silnym poskozenim sttevnich klka a krypt (Schuppan et
al. 2009; Gutierrez-Achury et al. 2015). Zda by dochazelo k podobné destrukci bun¢k stievni
stény tak, jako v nasem piipad¢, kdy doslo k destrukci bunécného modelu, je nejasné. Pouzity
bunéény model byl obdobny tomu, ktery byl pouzit v bakalatské praci, kdy k zadné destrukci
bun¢k nedochazelo.

Pro plné porozuméni chovani lepku ve stievnim prostiedi je vSak potieba ziskat vice
informaci o jeho skute¢ném pusobeni a interakcich. Jedna z moznosti, jak pozorovat chovani
lepku je zavedeni stfevniho modelu in vitro traveni. Pro potieby této prace byla pouZita
metodika od (Brodkorb et al. 2019) oznacena jako INFOGEST 2.0, modelu stfevniho in vitro
traveni. Pravé tato metoda méla za cil zménit konzistenci a vlastnosti lepku tak, aby se co
nejvice podobaly lepku, ktery prosel in vivo trdvenim, ackoliv se jedna pouze o velmi malé
ptiblizeni. Pracujeme se simulovanym in vitro travicim modelem, ktery ani zdaleka nedokaze
napodobit v§echny vlivy, které v lumen stiev pisobi. Dle (Brodkorb et al. 2019) se toto odvétvi
vyviji a samotné metody a modely stfevniho in vitro traveni se snazi stale vice napodobit in
vivo proces trdveni. Skupina kolem (Gagliardi et al. 2021) uspésné otestovala metodu
organového ex vivo systému (gut-ex-vivo), pomoci které zkoumala na mysich sttevech citlivych
na lepek, jak gliadin plsobi na bunky stfevni stény. Jedna se o metodu ¢asové nenarocnou
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a nakladov¢ efektivni. Zaroven ve své studii uvadi, ze testovani na bunécnych liniich Caco-2
neni v ptipadé sledovani chovani lepku vhodné, nebot’ toto pisobeni nedokaze plné
rekapitulovat. AvSak nam se i pies to podafilo na tomto bunééném modelu vliv lepku otestovat
a dojit k ur¢itym vysledkam, které polozily zaklady budoucimu vyzkumu.

Lepek je charakteristicky tim, ze se vyuziva jeho vlastnosti tvofit hustou sit, ktera
napiiklad v pekaistvi dava téstu jeho typické reologické vlastnosti (Biesiekierski 2017). Lepek
je zodpovédny za soudrznost a tvarovatelnost tésta, protoze pii kontaktu s vodou mazovati
a tvofi soudrznou vlaknitou sit’, ktera se po prichodu procesem peceni jesté vice zpevni (Kucek
et al. 2015). V této préaci jsme se pokusili pomoci in vitro traviciho modelu tuto sit’ rozbit
a zjistit, jak se méni vlastnosti po priichodu gastrointestinalnim traktem. Avsak tato sit’ byla
i po prichodu traktem pomérné stabilni, 0doInd a neustéle zpisobovala formovani traveniny do
kuli¢ek, coz potvrzuje jeji silu a stabilitu, nebo nedokonalost in vitro traviciho modelu. Zde se
pravdépodobné jedna o dilkaz, Ze soucasné in vitro modely traveni se stale nedokazou piiblizit
prostiedi in vivo traveni, kdy by jisté doslo k vétsi mite natrdveni (Li et al. 2020b). Soucasné
modely nedokazou pln¢ simulovat stfevni motilitu, velmi obtizné se udrzuje prostiedi typicke
pro kazdou fazi tradveni a hlavné, zcela vynechdvaji faktor individuality, nebot
Vv gastrointestinalnim traktu kazdého ¢lovéka pisobi rozdilné vlivy a faktory.

Jeden z téchto faktord je napiiklad zdravotni stav stfevniho mikrobiomu. Béhem 1é¢by
antibiotiky je obvykle zvysené riziko vytvoieni dysbidzy stievniho mikrobiomu. Tento stav pak
miZe mit za nasledek rozvoj onemocnéni, jako jsou v lepSim ptipad¢ zazivaci obtize, nebo
v pripadé nejhor$im, zanétlivda onemocnéni stiev. Je prokazano, Zze antibiotika, hlavné ta
Sirokospektralni, maji na stievni mikrobiotu negativni vliv a dokazou zasadné¢ zménit jeji
slozeni (Lee 2014). V takovém ptipad¢ se doporucuje zacit uzivat probiotika. Pfi uzivanim
probiotik by m¢lo byt také nahliZzeno na stravu, ktera je pfijimana spole¢né s nimi. V této préaci
jsme potvrdili, ze schopnost adherovat, ktera je pro probiotické mikroorganismy klicova, je za
piitomnosti lepku ve stravé potla¢ena. Zde se objevuje prostor pro hlubsi vyzkum toho, jak ve
skutecnosti lepek, a jemu obdobné slouceniny brani pravé témto adherenénim schopnostem.
Zdrava rezidentni mikrobiota, slozend pievazné ze zastupcu rodt Lactobacillus spp.
a Bifidobacterium spp., by za normalnich zdravych podminek neméla byt ovlivnéna, nebot’ se
vyviji spolu se svym hostitelem a piedpoklada se, Ze se umi adaptovat (Rogier et al. 2014).

Vyloucit pSeni¢né vyrobky obsahujici lepek tak v ptipad¢, Ze je ¢lovek zdravy a netrpi
zadnymi pfiznaky intolerance, ¢i alergie, neni vhodné. Vyrobky z pSeni¢né mouky maji
vysokou vyzivovou hodnotu, poskytuji fermentovatelny substrat pro stievni bakterie, ktery je
pro né zdrojem energie a ze kterého dokézou produkovat pro hostitele dilezité latky, jako
napiiklad mastné kyseliny s kratkym fetézcem (Hoppe et al. 2017). Pravé tyto produkty
bakteridlni fermentace jsou nezbytné pro tvorbu sttevniho prostfedi pfiznivého pro rezidentni
mikrobiotu a mimo to slouzi jako regulatory fady procest (Kho & Lal 2018). Avsak trpi-li
¢lovek celiakii, ¢i jinymi onemocnénimi spojenymi S lepkem, musi byt striktni a piisna
bezlepkova dieta zavedena ihned. Dle (Collado et al. 2009), bezlepkova dieta vSak nedokaze
pln€¢ napomoci k uzdraveni stfevni stény, na které¢ doslo k poSkozenim vyvolanych celiakii
a pacientim tak prozatim nezbyva jind moznost nez drzet tento typ diety po cely zivot.

Zdravy mikrobiom a vyrovnané slozeni stfevni mikrobioty je zakladem pro spravny chod
fady procesit v lidském téle. Nelze ponechdvat bez povSimnuti vliv stravy na stfevni
mikrobiotu, a to obzvlasté u lidi trpicich n€kterymi z onemocnénich spojenych prave se strevni
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mikrobiotou. Do budoucna se nabizi provést $irsi studii na adheren¢ni schopnosti probiotickych
mikroorganismil za uziti nas$i metodiky, kdy jsou testované vzorky potravy podrobeny in vitro
traveni a nasledné aplikovany na bunény model stfevnich bunék, kde probiha samotna
adherence bakterii. V nasi studii byl testovan pouze lepek a Ctyfi probiotické kmeny
laktobacilii. Studie, ktera by pracovala s vétSim poctem probiotickych kment, a kromé lepku
otestovala i1 dal$i lepku ptibuzné bilkoviny, by mohla vnést novy pohled a poskytnout nové
poznatky o tom, zda omezuje adherencni schopnosti mikroorganismi pouze lepek, nebo
i jemu podobné latky. Jako lepku podobné slou¢eniny by se mohl vyuzit hordein, secalin, nebo
avenin, o kterych se hovofti, jako o lepku ptibuznych sloueninach. Zaroven by bylo na misté
testovani vice probiotickych mikroorganismu. Stale vSak pracujeme na drovni in vitro
podminek, které jsou obtizné interpretovatelné do podminek in vivo, avSak rozsahlejsi studie
by mohla poskytnou podklady pro budouci experimenty.
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[ Zavér

Cilem préace bylo otestovat schopnost probiotickych kmend Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus gaserii adherovat na
bunécéné linie kultury Caco-2 za pritomnosti lepku, ktery prosel in vitro stfevnim modelem
traveni. Pro vlastni testovani adherence byla pouzita nova metodika, vytvofena Upravami
metodiky dle (Jensen et al. 2012). Vysledky ukazaly, Ze lepek ma vyznamny vliv na adherenéni
schopnosti probiotik a zarovenn vyznamné pusobi na burniky stfevniho epitelu. Konzumace
peciva bohatého na lepek by na zaklad¢é naSich poznatkii, dokazala potlacit pozitivni efekt
konzumace probiotickych dopliikii stravy, protoze probiotika by nemusela byt schopna
adherovat v prostiedi s vy$§im obsahem lepku.

N&mi testované mnozstvi traveniny bylo pravdépodobné vyssi. Z tohoto divodu mohlo
dojit k zahlceni vzorkt traveninou a naslednému zkresleni schopnosti probiotik adherovat.
Doslo vsak k otestovani kapacit a limiti této metodiky. Opakovani testti s men$im mnozstvim
traveniny jiz nebylo mozné z diivoda ¢asovych a dal§ich omezeni zpiisobenych aktudlni situaci
vyvolanou nemoci Covid-19. Do budoucna je zde prostor pro otestovani adheren¢nich
schopnosti probiotik v prosttedi s nizsi koncentraci lepku. Nova metodika ptedstavuje levné;jsi
a rychlejsi alternativu, kterd by po dalsi optimalizaci mohla poskytnout nové a $ir§i poznatky,
jak probiotika odolavaji prostiedi bohatému na lepek.
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