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Účinky lepku na střevní mikrobiom 

 

Souhrn 

 

 Gastrointestinální trakt člověka je osídlen velkým množstvím mikroorganismů. Tyto 

mikroorganismy společně utváří střevní mikrobiotu. Střevní mikrobiota ovlivňuje svého 

hostitele v mnoha aspektech. Mezi nejpočetnější mikroorganismy patří bakterie rodu 

Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp. Kromě významné role při vývoji imunity a zdravého 

gastrointestinálního traktu, se podílí na trávení jinak nestravitelných složek potravy, které jsou 

pro mikroorganismy zároveň zdrojem energie a substrátu. Procesem fermentace štěpí tyto 

složky na další látky, pomocí kterých dokážou regulovat prostředí střev, ovlivnit samotnou 

skladbu mikrobioty a zamezit rozvoji onemocnění a patogenních kolonií. Člověk svým 

životním stylem ovlivňuje zdravotní stav své mikrobioty, přičemž způsob stravování hraje 

nejvýznamnější roli. V dietě většiny lidí převládá bílé pečivo, které je bohaté na lepek. 

Schopnost probiotických mikroorganismů rodu Lactobacillus spp. adherovat na buňky 

střevního epitelu za přítomnosti tráveniny obsahující lepek, byla cílem praktické části této 

práce.  

 Tato práce navazuje na poznatky z bakalářské práce, kdy byla testována schopnost 

probiotik adherovat na buňky střevního epitelu za přítomnosti neupraveného čistého lepku.  

Testované vzorky běžného pečiva rohlík, bageta, chléb Šumava a lepek čistý a lepek podrobený 

tepelné úpravě, byly tráveny standardizovaným in vitro modelem trávení s orální, gastrickou  

a intestinální fází trávení. Vlastní trávení na konci intestinální fáze bylo zastaveno zamražením 

na - 80 °C. Pro stanovení vlivu vzorků na adhesi vybraných laktobacilů na buněčnou linii  

Caco-2, která byla pěstována do plné diferenciace buněk v DMEM médiu po dobu 7 dní, v 5 % 

CO2 atmosféře při 37 oC. Poté byla založena 96 jamková destička, kam byly aplikovány 

probiotické kmeny Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus gaserii, 

Lactobacillus fermentum a poté trávenina. Byla zavedena nová metodika pro zjištění obsahu 

adherovaných laktobacilů, využívající barvení laktobacilů flurosceinen. Po inkubaci byly 

mikrotitrační destičky promyty a měřeny při 478/510 nm pomocí fluorescenčního readeru. 

 Bylo zjištěno, že testované množství vzorku 80 μg bylo schopné zcela zabránit 

probiotickým mikroorganismům adherovat na buněčné linie. Nejvýrazněji byl zasažen kmen 

Lactobacillus fermentum. Trávenina měla negativní vliv na vlastní buněčný model, kdy došlo 

k jejímu částečnému nebo úplnému poškození. Tato poškození zamezila zjištění přesnějších 

výsledků schopnosti probiotických bakterií adherovat na buněčný model. Testované 

probiotické kmeny však v prostředí bez lepku dokázali adherovat z 20 %.  

 Výsledky naznačují, že lepek dokáže negativně ovlivnit adherenční schopnosti 

probiotických mikroorganismů. Lepek tedy negativně působí na schopnost mikroorganismů 

adherovat a zároveň má vliv na samotný střevní epitel. Je pravděpodobné, že u nižších 

koncentrací tráveniny by nemuselo dojít k poškození buněčného modelu. 

  

Klíčová slova: Lepek; adherence; střevní 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, Šumava 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 oC. 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 % CO2 atmosphere at 37 oC. 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 μg 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 Úvod 

Gastrointestinální trakt člověka je kolonizován obrovským počtem mikroorganismů 

tvořících střevní mikrobiom a nacházejících se zejména v tlustém střevě. Mikrobiom obsahuje 

až 150× větší počet genů, než jsme schopni nalézt v lidském genomu. Střevní mikrobiom je 

ovlivňován životním stylem svého hostitele, a to zejména přijímanou potravou. Během života 

se mikrobiom neustále mění a má významný vliv na svého hostitele. Svému hostiteli pomáhá 

trávením jinak nestravitelných zbytků, přispívá k udržování homeostázy, působí na imunitu 

hostitele a chrání před patogenními organismy. Zdravá mikrobiota napomáhá při léčbě 

některých druhů onemocnění, může však dojít ke stavu dysbiózy, kdy svému hostiteli dokáže 

naopak škodit. 

Nejčastěji přijímanou složkou potravy je pšeničná mouka, jedná se o jednu 

z nejkonzumovanějších potravin světa. Její vliv na zdraví člověka, přesněji na residentní 

mikrobiotu, se stal předmětem výzkumu posledních let vzhledem k rozvíjejícím se 

onemocněním a poruchám spojených s konzumací obilovin. Onemocnění jako celiakie či 

intolerance lepku naznačují, že značnou roli při těchto poruchách hraje střevní mikrobiota. 

Lepek obsažený v pšenici může mít daleko rozsáhlejší vliv na správnou funkci imunitního 

systému člověka. Prostřednictvím různých interakcí se střevním epitelem dokáže lepek zabránit 

adherenci probiotických mikroorganismů a tím zamezit jejich příznivému účinku. Doposud se 

tématem přímého vlivu lepku na střevní mikrobiom nikdo významně nezabýval, ale je jasné, že 

s rozvojem technologií a metod pro zkoumání interakcí střevní mikrobioty s různými složkami 

potravy, dojde v tomto oboru ke změně.  
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

2.1 Vědecká hypotéza 

Lepek obsažený v potravinách hraje roli při adherenci probiotických střevních kmenů 

člověka. Čistý lepek může ovlivňovat adherenci jinak než lepek obsažený v pečivu, který prošel 

tepelnou úpravou. 

2.2 Cíl práce 

Cílem práce je otestování vybraných probiotických kmenů běžně se vyskytujících 

v lidském střevním mikrobiomu na jejich schopnost adherovat za přítomnosti čistého  

a pečeného lepku, který prošel trávením až po příslušnou střevní fázi. Práce přímo navazuje na 

výsledky bakalářské práce na téma účinky lepku na střevní mikrobiom a rozšiřuje ji o nové 

poznatky v teoretické i praktické části. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Gastrointestinální trakt člověka 

 Proces trávení v lidském gastrointestinálním traktu je dynamický a nepřetržitý. Celý 

proces trávení začíná v dutině ústní žvýkáním a prosliněním tráveniny (Li et al. 2020a). 

Mastikace je komplexní orální motorické chování modulující pohyby čelistí. Dochází 

k mechanickému zpracování potravy na fragmenty pomocí drcení, řezání, broušení, lisování  

a stříhání v procesu žvýkání (Li et al. 2020a). Sliny jsou komplexní viskózní vodné médium, 

které obsahuje 99,5 % vody a 0,3 % bílkovin, enzymů a elektrolytů jako jsou sodík, draslík, 

vápník, hořčík, fosfát a hydrogenuhličitan. V lidských slinách bylo identifikováno na 30 

různých enzymů (Salles et al. 2010). Ve slinách se dále nachází imunoglobulin A, lysozym, 

laktoferin a slizniční glykoproteiny (muciny) (Minekus et al. 2014b). 

 Výsledný bolus je přenesen pomocí peristaltických pohybů jícnu do žaludku. Žaludek 

je rozdělen na čtyři hlavní části (fundus, tělo, antrum a pylorus) a celkový klidový objem 

(nalačno) je zhruba 1 litr, dokáže se však rozšířit na 1,5 – 4 litry (Norton et al. 2014). Proximální 

část žaludku včetně fundu a těla, působí jako rezervoár nestráveného materiálu, zatímco distální 

žaludek (antrum) drtí a mísí pevnou potravu. Zároveň funguje jako čerpadlo pro vyprazdňování 

žaludku a posílání rozmělněného materiálu směrem do duodena přes pylorus (Kong & Singh 

2008). Rychlost rozpadu potravy v žaludku je ovlivňována pohyblivostí žaludku, změnou sil, 

tlaku a změnou toků žaludečního obsahu. Žaludeční pohyby bývají za syceného stavu 

charakteristické frekvencí 2,6 – 3 vlny za minutu a rychlostí šíření 2,5 mm/s, směrem od kardie 

k pyloru. Peristaltické vlny způsobují, že chymus je poháněn zpět do vlastního těla žaludku 

pomocí retropulze, při které dochází k důkladnému promíchání a emulgování tráveniny 

vylučovanými žaludečními šťávami. Kontrakční síly jsou v závislosti na stavu nalačno, či 

nasycení schopné vyvinout sílu o velikosti 0,2 až 1,89 Newtonů (Norton et al. 2014). Požitý 

bolus je rozmělněn pomocí nepravidelných antrálních, tonických a fyzických pylorických 

kontrakcí až na částice o velikosti <1–2 mm. Tyto malé částice tvoří spolu se žaludeční šťávou 

chymus a pulzujícím pohybem vstupují do duodena proti pylorické rezistenci (Stevens et al. 

2013; Li et al. 2020a). Žaludek vylučuje průměrně 2-3 l žaludeční tekutiny (pH 2) skládající se 

ze soli, žaludeční kyseliny (kyseliny chlorovodíková) a trávicích enzymů (pepsin, lipáza) 

(Bornhorst & Paul Singh 2014). Jelikož se jedná o agresivní žaludeční šťávy, je žaludeční stěna 

pokryta gelovitou slizniční vrstvou, která chrání před vlastním poškozením působením kyselin 

přítomných v trávicí šťávě. Tato vrstva je produkována foveolárními buňkami, které jsou 

lokalizovány v žaludečních jamkách, kde produkují hlen a hydrogenuhličitanové ionty. Mimo 

to žaludeční fundus a tělo obsahují žaludeční krypty naplněné hlenovými buňkami krčku, které 

také vylučují hlen k ochraně žaludečního epitelu. Za sekreci kyseliny chlorovodíkové  

a vnitřního faktoru jsou zodpovědné krycí buňky. Hlavní buňky jsou buňky produkující 

neaktivní prekursor pepsinogen. Hlavní buňky zároveň sekretují žaludeční lipázu, která je 

zodpovědná za 10-30 % hydrolýzy triglyceridů ve stravě (Bornhorst & Paul Singh 2014). 

K vyprázdnění žaludku dochází různě rychle a významnou roli hraje velikost a složitost částic 

tráveniny. Pevné potraviny bývají vyprazdňovány do tenkého střeva po 3-5 hodinách, kdy 

velikost částic je menší než 2 mm. Tekutá potrava s nízkým obsahem živin se obvykle 

vyprazdňuje bez zpožďovací fáze do 20 minut (Norton et al. 2014). V neposlední řadě je 
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rychlost vyprázdnění žaludku závislá na fyzické aktivitě a pohlaví jedince (Bornhorst & Paul 

Singh 2014). 

 Hlavní proces trávení probíhá v tenkém střevě skládajícím se z dvanáctníku 

(duodenum), lačníku (jejunum) a kyčelníku (ileum). Většina trávení probíhá v duodenu a ve 

zbylých částech pak převládá absorpce natrávených živin. Složitá topologie výstelky střev jim 

dává obrovskou absorpční plochu. Za trávení jsou zodpovědné pankreatické enzymy (směs 

proteáz, amyláz a lipáz) a další enzymy produkované vnitřní stěnou tenkého střeva. Kromě 

enzymů je do duodena vylučován hydrogenuhličitan za účelem udržení pH 6-7, což je optimální 

pH pro trávení tuků, sacharidů ale i bílkovin (Campbell et al. 2019). Emulgace tuků v duodenu 

je navíc podpořena lipázou. Voda a živiny jsou absorbovány enterálními buňkami klků pomocí 

jednoduché difúze, usnadněné difúze, nebo aktivním transportem. Chymus je transportován 

střevy segmentací a peristaltickými svalovými kontrakcemi, které jsou regulovány kombinací 

myogenních, nervových a hormonálních faktorů (Campbell et al. 2019). Motilita tenkého střeva 

je významně ovlivňována působením hormonů gastrinu, cholecystokininu, sekretinu  

a glukagonu. Segmentace je druh střevní motility, kdy dochází pomocí vln na krátké vzdálenosti 

k míchání za účelem zlepšit kontakt mezi chymem a povrchy vil (Bornhorst & Paul Singh 

2014). Motorická aktivita pokračuje během půstové fáze pomocí migračního motorického 

komplexu (MMC), aby se nestrávený materiál v tenkém střevě vytlačil do střeva tlustého, kde 

podstoupí intenzivní působení rezidentní mikrobioty (Booijink et al. 2010; Li et al. 2020a).  

 

 
Obrázek 1: Přehled specifičnosti trávení jednotlivých segmentů gastrointestinálního traktu. Upraveno podle  

(Li et al. 2020a). 
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3.2 Střevní mikrobiota člověka 

Lidská střevní mikrobiota představuje komplexní ekosystém rozprostírající se napříč 

celým gastrointestinálním traktem. Skládá se z bakterií, které jsou výjimečně různorodé, ze 

zástupců archea a eukaryot obecně (Rajilic-Stojanovic et al. 2007). První objevenou  

a identifikovanou bakterií gastrointestinálního traktu byla Escherichia coli v roce 1885 u dítěte 

(Rajilic-Stojanovic et al. 2007). Mezi nejpočetnější bakterie patří zástupci devíti rodů, z nichž 

nejpočetněji zastoupení jsou Firmicutes, Bacteroidetes a Acinetobakter (Backhed et al. 2005). 

V rámci gastrointestinálního traktu byli objeveni i zástupci Proteobakterii, jejich význam je 

však druhořadý. Dle studie Rajilic-Stojanovic et al (2007), se odhaduje více než 1200 virových 

genotypů s obsahem až 109 virionů na gram hmoty izolované z gastrointestinálního traktu.  

Mnoho studií (Arumugam et al. 2011; Clemente et al. 2012; Riasat et al. 2016) se pokusilo 

popsat normální gastrointestinální mikrobiotu podle rozdělení do druhů, které osidlují zdravé 

lidi. Tento koncept je velmi složité poskládat, protože mezi jedinci existují velké rozdíly ve 

složení této mikrobioty a zároveň se nepracuje s dostatečně velkým vzorkem populace, aby 

byly pokryty všechny rozdíly. Z tohoto důvodu zůstává popis normálního složení stále 

nekompletní (Rajilic-Stojanovic et al. 2007; Wang et al. 2017a).  Ačkoliv je celkový pohled 

stále nekompletní, řada autorů odhaduje diverzitu na 400–800 druhů (Backhed et al. 2005; 

Nicholson et al. 2005; Phillips 2006).  

3.2.1 Střevní mikrobiota 

Lidské střevní mikrobiotě se za posledních 15 let dostává stále větší pozornosti (Perry 

et al. 2016; Wang et al. 2017a). Změny ve složení mikrobioty sledují mnohé studie (Denou et 

al. 2015; Radilla-Vázquez et al. 2016; Gomes et al. 2017) zabývající se obezitou, cukrovkou, 

onemocněním jater, nádorovými onemocněními, a dokonce neurogenerativními onemocněními 

(Cani 2018). V letech 2013 až 2017 vzniklo na 12 900 publikací zabývajících se střevní 

mikrobiotou. Díky zavedení genetických nástrojů a metagenomické revoluci za posledních 15 

let jsme nyní schopni charakterizovat složení a funkci mikrobioty z různých částí těla a následně 

je spojovat s potenciálními nemocemi, riziky nebo konkrétními klinickými projevy (Cabinian 

et al. 2018). Nedávné studie (McFarland 2015; Gasbarrini et al. 2016) se zabývají různými 

aspekty mikrobioty a její potenciální rolí v lidském zdraví, včetně raného života (Milani et al. 

2017; Ximenez & Torres 2017; Sprockett et al. 2018). 

Střevní mikrobiota je nyní považována za důležitého partnera, interagujícího s celou 

řadou lidských buněk. Kromě bakterií se na střevním mikrobiomu podílejí také další klíčové 

mikroorganismy, jako například archeae, viry, fágy, kvasinky a houby. Tyto mikroorganismy, 

které pravděpodobně kontrolují aktivitu hostitele, a to převážně přímo střevní mikroby, byly 

podrobně prozkoumány a mohou být stejně důležité jako bakterie. Proto archeae, virom, 

fageom a mykobiom nabízejí další dimenzi pro zkoumání interakcí mezi hostitelem a jeho 

mikrobiomem. Například fágy svým počtem až 10× překračují počet bakterií a je prokázáno, 

že jsou zodpovědné za řadu interakcí s hostitelem a jeho mikrobiomem (Cani 2018; Forde & 

Hill 2018). Většina mikroorganismů se nachází v distálnějších částech trávicího traktu, kde 

jejich biomasa překračuje 1011 buněk na gramový obsah (Walter & Ley 2011). Mikroby 

v distální části střev přispívají ke zdraví hostitele prostřednictvím biosyntézy vitamínů  

a esenciálních aminokyselin a štěpením nestravitelných složek potravy na vedlejší metabolické 
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produkty (Backhed et al. 2005). Butyrát, acetát a propionát fungují jako hlavní zdroj energie 

pro buňky střevního epitelu a posilují tak střevní slizniční bariéru (Topping & Clifton 2001).  

Různé systémy rozpoznávají a monitorují přítomnost mikroorganismů v těle. Například 

v gastrointestinálním traktu tuto roli plní epitelové buňky, které předávají klíčové informace do 

imunitních buněk, umístěných v lamina propria. Monitorování a rozpoznávání mikrobů se 

provádí hlavně vrozeným imunitním systémem s receptory rozpoznávání vzorů (PRR), jako 

jsou toll-like receptory (TLR) a NOD-like receptory (NLR). TLR jsou transmembránové 

receptory exprimované na buněčných membránách (TLR-2/4/5) nebo v endolysozomálních 

kompartmentech (TLR-3/7), zatímco NOD jsou cytosolické proteiny. Společně tyto receptory 

rozpoznávají molekulární vzorce spojené s patogeny (PAMP) z mikroorganismů, nebo 

molekulární vzorce spojené s nebezpečím poškození tkání (O'Neill et al. 2013). Lze tedy 

uvažovat, že gastrointestinální trakt obsahuje převážnou většinu mikrobů nacházejících se 

v lidském těle, protože nejvyšší koncentrace těchto receptorů se nachází právě zde (Mowat & 

Agace 2014). Je potvrzeno, že ztráta imunitní tolerance, je spojena se zánětlivou reakcí na 

střevě. Je zajímavé, že nedávné údaje ukazují akumulaci T-lymfocytů ve střevech pacientů 

trpících obezitou a konzumujících stravu s vysokým obsahem tuku (Monteiro-Sepulveda et al. 

2015). Na druhou stranu, cirkulace dalších imunitních buněk, jako jsou invariantní T-lymfocyty 

spojené se sliznicí (vrozené T-lymfocyty) zodpovědné za zvýšenou produkci cytokinů Th1  

a Th17, je u pacientů s obezitou a diabetem 2. typu silně snížená (Magalhaes et al. 2015).  

Kromě specifických změn ve složení střevní mikrobioty se nyní připouští, že 

k translokaci bakteriálních sloučenin ze střevního lumenu do těla přispívá několik klíčových 

faktorů. Za normálních podmínek je funkce střevní bariéry vysoce účinná, a to převážně díky 

složitým mechanismům – proteinům udržujícm těsné spojení, tloušťce a složení vrstvy hlenu, 

přítomnosti antimikrobiálních faktorů, intraepiteliálním lymfocytům, dalším adaptivním 

imunitním buňkám a produkci imunoglobulinu A (IgA) (König et al. 2016; Wells et al. 2016). 

Imunitní systém zde hraje důležitou roli v modulaci složení mikrobioty a i přesto, že jsou buňky 

gastrointestinálního traktu neustále vystavovány těmto vlivům, žijeme s mikroorganismy 

v dokonalé symbióze (Cani 2018). Střevní bariéra je tak řízena sladěnou komunikací mezi 

střevními mikroby a hostitelským imunitním systémem. Složitost těchto interakcí představuje 

problém, proč nejsme zcela schopni vyvinout konkrétní terapeutické cíle (Cani 2018). 

3.2.2 Složení střevní mikrobioty 

Složení střevní mikrobioty je silně ovlivněno způsobem stravování člověka. Pokud 

budeme konzumovat striktně živočišnou, či striktně rostlinnou stravu, mikrobiota se během 

pouhých 24 hodin zcela přemění a její navrácení do normálního stavu potrvá dalších 48 hodin 

(David et al. 2014). Stejně jako u lidí, tak i u zvířat je prokázáno, že pokud je organismus 

v těžkém stresu a zánětu, například vyvolaném těžkým popálením, dochází k akutním změnám 

střevního mikrobiomu během jediného dne (Singh et al. 2017). 

Externí faktory, jako je spotřeba antibiotik, skladba potravy, psichycký a fyzický stres 

a faktory hostitele mohou vyvolat takzvanou střevní dysbiózu ve střevním mikrobiomu. 

Dysbióza pravděpodobně zhorší normální fungování střevní mikrobioty při udržování zdraví 

hostitele. Tento stav vede k rozvoji některých mikrobů, včetně patobiontů, a může vést 

v neregulovanou produkci metabolitů, které mohou být pro hostitele škodlivé a vyústit tak 

v řadu onemocnění na místním, systémovém nebo vzhledovém orgánu (Kho & Lal 2018). 
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Strava tedy představuje jeden z nejdůležitějších faktorů, kterým sám člověk ovlivňuje skladbu 

střevní mikrobioty a je nezbytné k ní přistupovat zodpovědně. Konzumace vyváženého poměru 

tuků, sacharidů a bílkovin je klíčová, neboť každá jednotlivá živina ovlivňuje naší mikrobiotu 

rozdílně. 

3.2.3 Vliv stravy na střevní mikrobiom člověka 

V roce 1977 byly poprvé popsány účinky bílkovin přítomných ve stravě na střevní 

mikrobiotu. V tomto roce bylo prokázáno, že subjekty konzumující stravu s vysokým podílem 

hovězího masa měli nižší počty Bifidobacterium adolescensis a zároveň vyšší počty 

Bacteroides a Clostridií, na rozdíl od subjektů konzumujících bezmasou stravu (Hentges et al. 

1977). Od té doby potvrdila celá řada dalších studií (Cotillard et al. 2013; Clarke et al. 2014; 

David et al. 2014), že spotřeba bílkovin pozitivně koreluje s celkovou mikrobiální rozmanitostí. 

Například zvýšená spotřeba syrovátky a proteinu hrachu zvyšuje podíl komenzálních druhů 

Bifidobacterium a Lactobacillus, a zároveň snižuje počty patogenních Bacteroides fragilis  

a Clostridium perfringens (Dominika et al. 2011). Hrachový protein současně zvyšuje hladiny 

mastných kyselin s krátkým řetězcem ve střevě, které jsou důležité pro udržení slizniční bariéry 

a působí protizánětlivě (Kim et al. 2014). Naopak bylo zaznamenáno, že počty anaerobních 

mikrobů tolerantních vůči žluči, jako například Bilophila a Alistipes, se zvyšují s konzumací 

živočišného proteinu (Cotillard et al. 2013; David et al. 2014). Konzumace červeného masa 

může zvyšovat produkci proatherogenního trimethylamin-N-oxidu, produkovaného několika 

mikrobiálními rody, který zvyšuje riziko kardiovaskulárních onemocnění (De Filippis et al. 

2016). Dlouhodobé konzumování stravy založené převážně na proteinech živočišného původu 

může vést ke zvýšení rizika onemocnění tlustého střeva. Také je důležité si uvědomit, že se 

jedná zároveň o stravu bohatou na živočišné tuky (Singh et al. 2017). 

 Předpokládá se, že konzumace vysoce nasycených a trans-mastných kyselin zvyšuje 

riziko kardiovaskulárních onemocnění, zvýšením regulace celkového krevního LDL 

cholesterolu (low density lipoproteins). Typická západní strava má právě toto složení a z větší 

části postrádá zdraví podporující mono a polynenasycené mastné kyseliny, proto predisponuje 

běžné spotřebitele k mnoha zdravotním problémům (Singh et al. 2017). Strava s vysokým 

obsahem tuků zvyšuje celkovou anaerobní mikrobiotu a počty zástupců Bacteroides (Fava et 

al. 2013; Clarke et al. 2014). Dle (Fava et al. 2013) vede konzumace nízkotučné stravy 

k vyššímu výskytu zástupců Bifidobacterium a současnému snížení hladiny glukózy a 

celkového cholesterolu. Strava s vysokým obsahem nasycených mastných kyselin zvyšuje 

relativní podíl Faecalibacterium prausnitzii. Pacienti konzumující stravu s vysokým obsahem 

mononenasycených mastných kyselin mají sníženou bakteriální zátěž, nevykazují žádné 

známky většího pomnožení některého z mikrobů a zároveň mají snížené celkové plazmatické  

a nízkodenzitní lipoproteiny (Fava et al. 2013; Singh et al. 2017). 

Sacharidy mají schopnost modifikovat střevní mikrobiom. Existují ve dvou variantách 

jako stravitelné a nestravitelné. Stravitelné sacharidy se v tenkém střevě enzymaticky 

odbourávají a zahrnují škroby a cukry, jako je glukóza, fruktóza, sacharóza a laktóza. Po 

degradaci se uvolní glukóza do krevního řečiště a stimuluje inzulinovou odpověď (Saltiel 

2016). Pacienti přijímající vysokou dávku glukózy, fruktózy a sacharózy ve formě datlí, 

vykazují zvýšenou hojnost zástupců Bifidobakterium a Bacteroides (Singh et al. 2017). 

Přidáním laktózy do stejné stravy bohaté na výše zmíněné sacharidy vedlo ke stejným 
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bakteriálním posunům, a také redukovalo zástupce Clostridií. Zároveň bylo prokázáno, že vyšší 

konzumace laktózy vedla ke zvýšenému výskytu mastných kyselin s krátkým řetězcem ve 

stolici (Francavilla et al. 2012). Tento fakt se stává poměrně zajímavým, neboť laktóza je 

považována za potenciální dráždidlo v zažívacím traktu (Singh et al. 2017). Umělá sladidla jako 

jsou sacharin, sukralóza a aspartam mají také vliv na skladbu střevní mikrobioty a představují 

ve výživě spor. Původně byla na trh uváděna jako zdravotně nezávadná alternativa bez kalorií, 

kterou lze nahradit přírodní cukr. Ve skutečnosti, se dle výzkumu (Suez et al. 2014) ukazuje, 

že konzumace umělých sladidel pravděpodobně vyvolává intoleranci glukózy spíš, než 

konzumace čisté glukózy a sacharózy. Předpokládá se, že se tak děje díky změně střevní 

mikrobioty vyvolané konzumací umělých sladidel. Toto tvrzení bylo potvrzeno při pokusech 

na myších, kdy dochází k dysbióze střevního mikrobiomu se zvýšeným výskytem zástupců 

Bacteroides a snížení počtu zástupců Lactobacillus reuteri (Suez et al. 2014). Tyto mikrobiální 

posuny jsou přímo v rozporu s těmi, které jsou vyvolány příjmem přírodních cukrů. Ukazuje 

se, že na rozdíl od všeobecného přesvědčení, může být konzumace umělých sladidel ve 

skutečnosti méně zdravá než konzumace přírodních cukrů (Singh et al. 2017). 

Na rozdíl od zmíněných stravitelných sacharidů nejsou nestravitelné sacharidy v tenkém 

střevě plně štěpeny. Nestravitelné sacharidy jako je vláknina, putují do tlustého střeva, kde jsou 

pomocí fermentace rezidentní mikrobiotou štěpeny. Mikroorganismy vlákninu mohou využít 

k poskytnutí energie a jako zdroj uhlíku pro hostitele (Lozupone et al. 2012; Sonnenburg & 

Sonnenburg 2014; Pistollato et al. 2016). Nestravitelné sacharidy jsou v tomto procesu schopné 

modulovat střevní prostřední. Tato vlastnost vláken zaručuje jejich označení jako probiotika, 

ze své podstaty nestravitelné složky stravy, která přispívá ke zdraví hostitele prostřednictvím 

stimulace a růstu aktivity některých mikroorganismů (de Vrese & Schrezenmeir 2008). Mezi 

zdroje potravin s probiotickou aktivitou patří sójové boby, inulin, nerafinovaná pšenice  

a ječmen, syrový oves a nestravitelné oligosacharidy, jako například fruktany, polydextróza, 

fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy, xylanové oligosacharidy a arabinooligosacharidy 

(Pandey et al. 2015a). Bylo prokázáno, že strava s nízkým obsahem těchto látek, snižuje 

celkový počet bakterií střevní mikrobioty (Halmos et al. 2015). Diety založené na 

nestravitelných sacharidech, bohaté na celozrnné a pšeničné otruby, vykazují zvýšení počtu 

Bifidobakterium a Lactobacillus ve střevech (Carvalho-Wells et al. 2010). Rezistentní škrob, 

další příklad nestravitelného sacharidu, zvyšuje hojnost mikroorganismů, jako jsou 

Ruminococcus, Eubacterium rectale a Roseburia (Leitch et al. 2007; Keim & Martin 2014). Je 

pozorováno, že probiotika na bázi fruktooligosacharidů, polydextrózy a arabinooligosacharidů 

snižují počty druhů Clostridium (Costabile et al. 2012; Liu et al. 2014) a Enterococcus (François 

et al. 2014). Prebiotika mají příznivý účinek na imunitní a metabolické funkce ve střevě pomocí 

zvýšené produkce mastných kyselin s krátkým řetězcem a posílením gastrointestinální 

lymfatické tkáně fermentací vláken (West et al. 2013; Singh et al. 2017). 

3.2.4 Funkce střevní mikrobioty 

Symbiotický vztah mezi střevní mikrobiotou a hostitelem je regulován a stabilizován 

komplexní sítí interakcí, které zahrnují metabolické, imunitní a neuroendokrinní komunikace 

mezi nimi. Tato komunikace je potenciálně zprostředkována mikrobiálně syntetizovanými 

metabolity, které vykazují pleiotropní účinky. Zároveň fungují jako signální molekuly při 

regulaci neuroimunitně zánětlivých os hostitele, které by mohly fyziologicky spojovat střeva 
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s jinými orgánovými systémy (Kho & Lal 2018). Anylýza vzorků lidské stolice pomocí 16S 

ribozomální RNA a techniky metagenomického sekvenování odhalila významné obohacení 

metabolismu polysacharidů, aminokyselin, xenobiotik a mikroživin způsobené střevní 

mikrobiotou. Toto zjištění naznačuje, že tyto původní mikroby usnadňují získávání energie 

hostitele a metabolickou účinnost (Gill et al. 2006).  Střevní mikrobiota je důležitá při 

fermentaci neabsorbovaného škrobu a rozpustné vlákniny. Fermentované konečné produkty 

jsou ve formě mastných kyselin s krátkým řetězcem (SCFA). Tyto SCFA jsou ve formě 

butyrátu, propionátu a acetátu a působí jako jeden z energetických zdrojů pro hostitele a tvoří 

zhruba 10 % denní energie získané z výživy a využitelné hostitelem pro další metabolické 

procesy (Payne et al. 2012). Mikrobiálně syntetizované SCFA se podílejí na 70 % ATP 

syntetizovaného v tlustém střevě, přičemž butyrát je preferovaným zdrojem energie pro 

kolonocyty (Donohoe et al. 2011). Kromě toho bylo prokázáno, že SCFA jsou ligandy pro 

receptor 41 spřažený s G proteinem (GPR41), který je exprimovaný podskupinou střevních 

epiteliálních endokrinních buněk, které regulují energetickou homeostázu stimulací produkce 

leptinu. Leptin produkovaný těmito buňkami má vliv na širokou škálu fyziologických funkcí 

hostitele, například energetický metabolismus, chuť k jídlu, aktivitu sympatického nervu 

a imunitní odpověď. Toto všechno může vést k interaktivní signalizaci mezi hostitelem 

a mikrobiotou (Samuel et al. 2008). Příznivě na hostitele i mikrobiotu působí také další 

metabolity produkované střevní mikrobiotou, například mikroživiny jako jsou vitamíny. 

Střevní bakterie Bacteroides fragilis, Eubacterium lentum, Enterobacter agglomerans, Serratia 

marcescens a Enterococcus faecium produkují vitamín K, pomocí anaerobní syntézy 

menachinonu, který je nezbytný při snižování kalcifikace cév a zvyšování hladiny HDL 

cholesterolu, čímž přispívají ke snížení rizika kardiovaskulárních poruch, jako jsou 

ateroskleróza a ischemická choroba srdeční (Geleijnse et al. 2004; Cooke et al. 2006). Pro 

hostitele slouží střevní mikrobiota jako důležitý zdroj vitaminu B (Degnan et al. 2014). Mezi 

nimi jsou nejvýznamnější vitaminy B5 a B12, které jsou syntetizovány výhradně střevní 

mikrobiotou a působí jako koenzymy pro širokou škálu biochemických procesů hostitele, 

včetně produkce acetylcholinu a kortizolu, které jsou zcela nezbytné pro normální fungování 

nervového systému. Nedostatek těchto dvou vitaminů má za následek několik poruch, například 

nespavost, gastrointestinální potíže, neuropsychologické a hematologické poruchy (Gominak 

2016). Avšak přímá souvislost mezi ztrátou střevní mikrobioty produkující vitaminy  

a nástupem onemocnění nebyla dosud plně objasněna (Kho & Lal 2018). Střevní mikrobiota 

také hraje významnou roli v ko-metabolismu žlučových kyselin  hostitele (Staels & Fonseca 

2009).  

Fyzická a imunologická funkce střevní bariéry je křížově regulována interakcemi mezi 

hostitelem a střevní mikrobiotou. Tyto interakce jsou zodpovědné za regulaci rovnováhy 

gastrointestinálních T-lymfocytů (poměr regulačních T-lymfocytů a pomocných T – typů), 

která je zásadní pro udržení intestinální homeostázy. Ta zajišťuje rozlišování mezi patogeny  

a komenzálními mikroby prostřednictvím organizace „imunitní tolerance a produktivní 

imunitní reakce“. Bylo zjištěno, že právě střevní mikrobiota hraje významnou roli v udržování 

a regulaci toho mechanismu. Některé komenzální mikroby, jako Bacteroides fragilis, 

Bifidobacterium infantis a Firmicutes, jsou schopné indukovat expanzi regulačních  

T-lymfocytů, například FOXP3 exprimující regulační T-lymfocyty a protizánětlivé regulační 

T-lymfocyty produkující IL-10, které jsou zásadní pro potlačení patologického zánětu 
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vyvolaného aberantními efektorovými T-lymfocyty. Jedná se o důkaz, že střevní mikrobiota 

posiluje funkci střevní bariéry (Paust et al. 2004; El Aidy et al. 2012; Lawley & Walker 2013). 

Potlačení zánětlivé reakce regulačními T buňkami hraje klíčovou roli při vyvolání tolerance 

hostitele na buňky, které mu nejsou vlastní. To umožňuje střevní mikrobiotě rozvinout vlastní 

kolonie a usadit se, aniž by byla napadána hostitelovým imunitním systémem. Dále se v této 

souvislosti podařilo prokázat, že některé další metabolity mikrobioty, jako například SCFA, 

poskytují ochranu integrity gastrointestinální bariéry proti rušivým účinkům prozánětlivých 

cytokinů způsobených aberantní imunozánětlivou osou (Peng et al. 2007; Chen et al. 2017). 

Další důkazy, které zkoumají vliv metabolitů mikrobioty na hostitele ukazují, že se 

většinou jedná o vazbu na specifické hostitelské membrány nebo jaderné receptory (Husted et 

al. 2017; Brown & Hazen 2018; Rastelli et al. 2018).  Z mnoha metabolitů produkovaných 

mikrobiotou patří mezi nejvýznamnější foláty, indoly, sekundární žlučové kyseliny, 

trimethylamin-N-oxid (TMAO), dále některé neurotransmitery (serotonin) a nakonec SCFA 

jako butyrát, propionát a acetát. Tyto SCFA jsou rozpoznávány receptory spřaženými  

s G-proteinem, jako například GPR-41 a GPR-43 (Cani 2018). Stimulace těchto receptorů 

spouští sekreci střevních peptidů podílejících se na metabolismu glukózy nebo přijmu potravy, 

jako je peptid-1 podobný glukagonu, nebo peptid YY (PYY) (McKenzie et al. 2017). Díky 

tomu, že mikrobiota dokáže stimulovat endokrinní buňky k produkci hormonů, je tak schopna 

ovlivňovat na dálku chod některých orgánů (Brooks et al. 2017; Postler & Ghosh 2017). 

Pozoruhodné je, že propionát produkovaný mikrobiotou reguluje produkci antimikrobiálních 

faktorů imunitními buňkami, a proto může působit jako imunitní regulátor (Maslowski et al. 

2009). Toto poukazuje na fakt, že jeden metabolit mikrobioty může hrát v hostitelském 

metabolismu různou roli, od regulace hladiny glukózy, po imunomodulační účinky (Cani 

2018).  

V nedávné době (Cani 2017) bylo zjištěno, že butyrát produkovaný mikrobiotou silně 

ovlivňuje mikrobiální prostředí a ekologii, komunikací s hostitelskými buňkami. Butyrát dává 

pokyn buňkám tlustého střeva „dýchat“ kyslík aktivací β-oxidace, aby ochránil hostitele před 

rozvojem a expanzí potenciálně patogenních bakterií do lumenu střeva (Cani 2017). Získané 

informace naznačují, že extrémně nízké množství kyslíku přítomného v luminálním obsahu 

střev (tj. anaerobním stavu) je podmínkou, která je nutná k zabránění expanze domnělých 

fakultativních anaerobních patogenů, jako jsou Salmonella a Escherichia (Rivera-Chávez et al. 

2017). To znamená, že se autorům podařilo prokázat, že spotřeba kyslíku hostitelskou buňkou 

pomocí β-oxidace butyrátu v mitochondriích vyprodukovaného střevní mikrobiotou přispívá 

k omezení difúze kyslíku z buněk tlustého střeva do luminálního kompartmentu, což má za 

následek udržení anaerobních podmínek a zamezení fakultativním anaerobům se rozvinout 

(Cani 2017; Cani 2018). 

Neopominutelnou funkcí střevního mikrobiomu je kolonizační rezistence. Původní 

mikrobiota poskytuje hostiteli ochranu před kolonizací patogenního útočníka a prevenci 

přemnožení patogenních členů mikrobioty, takzvaných patobiontů. Tomuto stavu dochází tak, 

že mikrobiota přímo interaguje s hostitelem, kdy využívá nebo posiluje obranné zdroje 

hostitele, nebo je s patogeny v kompetici o sdílené niky a živiny. Během pertrubace střevního 

mikrobiomu však dochází ke snížení dominantních členů mikrobiomu a snižuje se tak kapacita 

rezistence na kolonizaci, což má za následek umožnění některým oportunitním patogenním 

kmenům napadnout, nebo kolonizovat prázdná místa, a může vyústit v infekci. Příkladem 
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oportunitního patogenu je Clostridium difficile (Kho & Lal 2018). Z důvodu zvýšení schopnosti 

rezistence kolonizace patogenních mikroorganismů, může suplementace probiotických 

mikroorganismů hrát významnou roli. 

3.3 Probiotika 

Definice slova probiotikum se od jeho prvního použití několikrát obměnila. 

V současnosti definujeme probiotika podle Světové zdravotnické organizace (WHO)  

a Organizace pro výživu a zemědělství (FAO) jako živé mikroorganismy převážně lidského 

původu, které jsou schopny v určitém množství příznivě působit na zdraví člověka. Jsou 

schopna příznivě regulovat střevní prostředí a předcházet některým nemocněním (McFarland 

2015; Gasbarrini et al. 2016). Pokud označujeme jako probiotikum potraviny, jedná se 

o potraviny obohacené o modulační mikroorganismy (Goossens et al. 2006; Matsumoto et al. 

2010). 

3.3.1 Význam probiotik 

Fermentované potraviny obsahující bakterie mléčného kvašení, jako jsou jogurty a další 

mléčné výrobky obsahující kultury, představují zdroj poživatelných mikroorganismů, které 

mohou příznivě regulovat zdraví střev a dokonce léčit nebo předcházet zánětlivým 

onemocněním střev (Shen et al. 2014). Předpokládá se, že jsou toho schopna dosáhnout svým 

působením na existující střevní mikrobiotum, například indukcí protizánětlivých cytokinů, jako 

je IL-10 (Foligné et al. 2016).  Randomizovaná placebem kontrolovaná studie na dospělých 

subjektech stravovaných probiotiky obsahujících tři kmeny Bifidobacterium, čtyři kmeny 

Lactobacillus a jeden kmen Streptococcus ukázala, že došlo k významnému zvýšení 

koncentrace celkových aerobů, anaerobů, zástupců Lactobacillus, Bifidobacterium  

a Streptococcus. Zároveň se ukázalo, že tito jedinci měli menší počet celkových koliformních 

bakterií a Escherichia coli, snížené triglyceridy, celkový cholesterol a vysoce citlivý  

C-reaktivní protein (hsCRP) (Rajkumar et al. 2014). Bylo také prokázáno, že jogurt obsahující 

probiotické mikroorganismy významně snižuje počty enteropatogenů Escherichia coli  

a Helicobacter pylori (Liu et al. 2010; Yang & Sheu 2012). 

Konzumace fermentovaných mléčných výrobků obsahujících probiotika, má další 

zdravotní přínosy, zmírnění symptomů gastrointestinálních intolerancí (del Campo et al. 2014; 

Kwak et al. 2014; Yoon et al. 2015), zrychlení střevního tranzitního času, zvýšení celkového 

sérového imunoglobulinu A (IgA) zesilujícího humorální imunitní odpověď (Yang & Sheu 

2012; Akatsu et al. 2013), inhibici adheze patogenů ve střevní sliznici (Collado et al. 2007)  

a snížení břišní distenze a ascitů u pacientů s chronickým onemocněním jater (Liu et al. 2010). 

Probiotické kmeny Lactobacillus a Bifidobacterium, jsou úspěšně používány k profylaktické 

prevenci cestovatelského průjmu (McFarland 2007; Singh et al. 2017). 
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Tabulka 1: Příklady vlivu probiotických kmenů na různá onemocnění člověka (Azad et al. 2018). 

Probiotický kmen Onemocnění Výsledný vliv probiotika 

Lactobacillus acidophilus Zánětlivá onemocnění střev ↑ IL-10, Treg; ↓ IL-6, IL-1β, IL-17 

Lactobacillus acidophilus Kolorektální karcinom ↑ IL-10, IL-12; ↓ Treg 

Lactobacillus acidophilus Krohnova choroba ↑ IL-17; ↓ funkce Th17, IL-23 

Lactobacillus acidophilus Ulcerativní kolitida 
↑ Lactobacily, Bifidobacteria; ↓ 

Streptococcus aureus 

Lactobacillus casei Kolorektální karcinom ↑ Th17, Th22, IL-10, IL-22; ↓ Treg 

Lactobacillus fermentum Hypocholestrolémie ↑ Lactobacily 

Lactobacillus johnsonii Akutní poškození jater ↑ IL-22, Lactobacily 

Lactobacillus plantarum Oxidativní stres ↑ Bacteroidetes, Firmicutes 

L. acidophilus, L. 

rhamnosus, B. bifidum 
Diebetes druhého typu 

↑ Firmicutes, Actinobacteria; ↓ 

Bacteroidetes 

Bifidobacterium breve Zánět ↑ IL-8, IL-10, IL-12 

Escherichia coli Nissle 

1917 
Chronické záněty 

↑ IL-10, soudrržnost střevní bariéry; ↓ IL-

17 

Sachcaromyces boulardii Akutní selhání jater 
↑ Bacteroidetes; ↓ Firmicutes, 

Proteobacteria 

Sachcaromyces boulardii Diabetes druhého typu 
↑ Firmicutes, Proteobacteria, 

Fibrobacteria 

Enterococcus hirae Nádorové onemocnění ↑ buněčná odpověď na Th 17 

Th – druh pomocných T lymfocytů; IL – interleukin, druh humorálních signálních molekul, cytokinů; ↑ - zvyšuje; 

↓ - snižuje. 

3.3.2 Vlastnosti probiotik 

Pokud jsou probiotické mikroorganismy konzumovány v dostatečném množství, jsou 

schopny odolat fyziochemickým podmínkám v gastrointestinálním traktu člověka a mohou tak 

hrát svojí roli v podpoře zdraví hostitele. Příznivé působení je prokázáno u některých poruch, 

jako je průjem, alergie, zánětlivá onemocnění střev, malabsorpce laktózy a nekrotizující 

enterokolitida u předčasně narozených dětí (Yousefi et al. 2019). Probiotika mají četné účinky 

na gastrointestinální lymfatickou tkáň. Mezi tyto účinky patří kompetitivní eliminace patogenů. 

Probiotika jsou toho schopna díky řadě mechanismů, jako je zvýšení integrity epiteliální 

bariéry, zvýšení adheze ke střevní sliznici, inhibice adheze patogenních mikroorganismů, 

produkce antimikrobiálních látek, modulace dendritických buněk a vliv na polaritu T-buněk 

(Hidalgo-Cantabrana et al. 2014; Yousefi et al. 2019). Mechanismy působení probiotik shrnuje 

obrázek 2.  

Má-li se projevit pozitivní působení probiotik na lidské zdraví, musejí projít celým 

trávicím systémem až do střev nepoškozená. Vlastnost odolat kyselému pH žaludku a trávicím 

šťávám v duodenu je tedy nepostradatelná. Poté, co odolají extrémnímu prostředí žaludku  

a dvanáctníku, musí úspěšně adherovat na střevní epitel (McFarland 2015). 
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Obrázek 2: Hlavní mechanismy působení probiotik. (IECs – intestinální epiteliální buňky) (Yousefi et 

al. 2019) 

 Kompetitivní inhibice funguje díky schopnosti probiotických mikroorganismů zamezit 

přístupu patogenních organismů k živinám, nebo díky zablokování vstupu do kolonizačního 

prostoru preferovaného patogeny (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn 2010). Během této 

kompetice o živiny produkují probiotické mikroorganismy metabolity, jako například těkavé 

mastné kyseliny, které jsou schopné snížit pH prostředí (Ceapa et al. 2013). Většina 

patogenních organismů není schopná se v tomto prostředí množit, a dochází tak k jejich 

inhibici. Probiotika mají schopnost navázat se ve velkém množství na buňky střevního epitelu 

elektrostatickými interakcemi, sférickými silami, nebo specifickými povrchovými proteiny, 

čímž dokážou zablokovat kolonizaci patogenů v těchto místech. Jedná se o kompetici o prostor 

v kryptách tlustého střeva, pohárových buňkách a ve střevních klcích. Jakmile je probiotický 

organismus navázán na zmiňovaná místa, přímo je zablokuje a tím inhibuje schopnost patogenů 

adherovat do těchto míst. Například bakterie mléčného kvašení (LAB) vykazují oproti 

patogenům vyšší schopnost adherence k epitelovým buňkám (Juntunen et al. 2001; 

Amalaradjou & Bhunia 2013; Amara & Shibl 2015; Mathipa & Thantsha 2017).  Za účelem 

získání konkureční výhody při kompetici o prostor a živiny uvolňují mikroroganismy 

antimikrobiální a jiné látky. Tyto látky mohou mít přímé inhibiční účinky na konkrétní patogen, 

nebo mohou pracovat spolu s dalšími látkami (Volzing et al. 2013). Mezi antimikrobiální látky 

vylučované probiotickými mikroorganismy patří octová a mléčná kyselina. Organické kyseliny, 

mimo snižování pH, ovlivňují metabolismus patogenních organismů a v konečném důsledku 

tak předcházejí některým nemocem vyvolaným patogeny (Mathipa & Thantsha 2017). 

Antipatogenní aktivita probiotik je multifaktoriální (Servin 2004). Probiotika produkují mimo 
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zmíněné kyseliny další metabolity s antimikrobiální aktivitou, například peroxid vodíku, nebo 

bakteriociny (Vilà et al. 2010; Dobson et al. 2012). Bakteriociny jsou malé antimikrobiální 

peptidy produkované pro mikrobiální konkurenci v přirozeném ekosystému. Mohou působit 

jako kolonizující peptidy tím, že usnadňují zavádění probiotických mikroorganismů do již 

obsazených výklenků střevního epitelu. Tato konkurenční výhoda ve výsledku umožní zvýšení 

hustoty probiotických bakterií na povrchu střev hostitele (Dobson et al. 2012). Mimo usnadnění 

kolonizace probiotických bakterií působí přímo inhibičně na patogeny (Mathipa & Thantsha 

2017). Studie (Kim et al. 2003) hodnotila antimikrobiální aktivitu bakteriocinů lacticinu, 

pediocinu a leucocinu, které jsou produkovány bakteriemi mléčného kvašení proti Helicobacter 

pylori. Výsledky studie ukázaly, že tyto bakteriociny byly schopny významně inhibovat růst 

H. pylori, přičemž nejvyšší inhibiční účinek vykazoval právě laktát (Mathipa & Thantsha 

2017). 

 Další mechanismus účinku probiotických mikroorganismů je schopnost stimulace 

imunity hostitele, která následně útočí na patogenní organismy. Modulují imunitní systém 

hostitele proti patogenům aktivací lymfocytů a tvorbou protilátek. Stimulují zároveň další 

buňky podílející se na vrozené a adaptivní imunitě, například dendritické buňky, makrofágy, 

T buňky a B buňky (Hardy et al. 2013).  Probiotické kmeny, jako jsou L. rhamnosus 

a L. plantarum adherují ke střevní lymfatické tkáni a zvyšují tak systémovou i slizniční imunitu 

(Behnsen et al. 2013). Ke zvýšení funkce imunity dochází díky stimulaci produkce střevních 

mucinů (MUC2 a MUC3). Díky tomu je narušena přilnavost patogenů k intestinálnímu epitelu 

a narušena jejich schopnost translokace. V neposlední řadě indukují expresi  

TGFβ a interleukinů (IL-10 a IL-6) epiteliálními buňkami, což vede ke zvýšené produkci  

a sekreci IgA (Hardy et al. 2013; Mathipa & Thantsha 2017). Tabulka 2 ukazuje mechanismy 

účinků vybraných probiotických kmenů a jejich výsledné funkce. 

 Je tedy nezbytné zachovat integritu střevní bariéry, aby se zabránilo průniku patogenů 

do střevních buněk a případné způsobené infekci. Tuto integritu mají schopnost udržovat právě 

probiotika, která mohou i opravovat a pomocí stimulace buněk i bránit. K narušení integrity 

dochází v důsledku disbiózy střevní mikrobioty (Ohland & MacNaughton 2010; Wohlgemuth 

et al. 2010). Integrita střevní bariéry je také udržována a chráněna pohárkovými buňkami, které 

exprimují tyčinkovité muciny (MUC), které jsou vylučovány do lumenu za vzniku slizniční 

vrstvy, nebo lokalizovány na buněčné membráně. Člověk exprimuje 18 glycinů mucinového 

typu (Culligan et al. 2009). V lidských intestinálních buněčných liniích druhy Lactobacillus 

zvyšují expresi mucinu (MUC2 buněčnými liniemi Caco-2; MUC2 a MUC3 buněčnými liniemi 

HT29), čímž blokují buněčnou adhezi a invazi patogenními E. coli (Mathipa & Thantsha 2017). 
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Tabulka 2: Přehled mechanismů účinků vybraných probiotických kmenů a jejich výsledné funkce (Mathipa & 

Thantsha 2017). 

IgA/M – imunoglobulin A/M; Caco-2 a HT-29 – buňky kolorektálního adenokarcinomu; MUC2/3 – gylkoproteiny 
muciny. 

3.3.3 Probiotické organismy 

Probiotické mikroorganismy musejí splňovat několik faktorů, aby mohly být lidmi 

konzumovány. Musejí být klasifikovány jako bezpečné, tedy nepoškozující lidské zdraví, jsou 

geneticky stálé a příznivě působí na lidské zdraví. Nesmí se jednat o patogenní mikroorganismy 

a o látky vyvolávající alergickou reakci (Butel 2014; Pandey et al. 2015b). Z těchto důvodů 

prochází přísným schvalovacím procesem. Následné zpracování mikroorganismů na přípravek, 

užívaný lidmi, podléhá podobným kritériím. Přípravek musí být bezpečný, čistý a stabilní 

(Jackson et al. 2019). Převážná většina užívaných probiotických mikroorganismů jsou gram-

pozitivní bakterie. Nalezneme i gram-negativní, například Eschericia coli Nissle (Behnsen et 

al. 2013). Mezi nejužívanější rody probiotických organismů řadíme rody Lactobacillus, 

Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Bifidobacterium, Pedicoccus a Leuconostoc 

(Vasijevic & Shah 2008). 

Mechanismus účinku 
Probiotický 

mikroorganismus 
Patogen Funkce 

Kompetitivní vyloučení 

L. acidophilus; L. 
johnsonii 

Enteropatogenní E. coli, 

Yesinica 
pseudotuberculosis 

Inhibice adherence patogenů 
na Caco-2 buňky 

L. casei subsp. 

thamnosus 

Enteropatogenní E. coli, 

Enterotoxikogenní E. 

coli, Kleibsella 

pneumoniae 

Inhibice adherence patogenů 

na Caco-2 buňky 

L. rhamnosus; L. 

acidophilus 
E. coli 

Inhibice adherence patogenů 

na T-84 epiteliální buňky; 

inhibice kolonizace na Caco-

2 buňky 

Produkce inhibičních 

látek 

L. acidophilus Helicobacter pylori Produkce lacticinu 

L. lactis E. coli; Salmonella Produkce alyteserinu-1a 

B. longum 
Clostridium difficile; E. 

coli 
Produkce bakteriocinu 

L. salivarius L. monocytogenes 
Produkce bakteriocinu 

Abp118 

L. sake L. monocytogenes Produkce sakacinu A 

L. plantarum L. monocytogenes Produkce plantaricinu 

L. lactis Clostridium difficile Produkce lacticinu 3147 

L. lactis, L. casei, 

L. acidophilus 
E. coli 

Sníženác hsopnost růstu 
patogenů produkcí kyseliny 

mléčné 

Modulace imunitního 

systému 

L. reuteri Salmonella Zvýšená produkce IgM 

L. rhamnosus E. coli 

Zvýšená produkce IgA a 

zvýšení fagocytózy krevních 

leukocitů 

L. acidophilus S. typhimurium Zvýšená produkce IgA 

Zlepšení funkce střevní 

bariéry 

L. plantarum, L 

rhamnosus 
E. coli 

Zvýšení produkce MUC2 a 

MUC3 HT-29 buňkami 

S. thermophilus; L. 

acidophilus 
Enteroinvazivní E. coli 

Zvýšená transepiteliální 

rezistence 
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Mezinárodní vědecká asociace probiotik a probiotik (ISAPP) ve svém prohlášení z roku 

2018 uvádí, že z důvodu častého zneužívání pojmu „probiotikum“, zavádí několik kritérií, která 

musí potenciální probiotický kmen splňovat, aby mohl nést označení probiotikum. Kmen musí 

být dostatečně charakterizován, jeho použití musí být bezpečné, existuje alespoň jedna vědecká 

studie potvrzující pozitivní vliv na lidské zdraví, která byla provedena podle obecně 

přijímaných vědeckých standardů, kmen je ve výrobku živý a v účinné dávce po celou dobu 

použitelnosti (Binda et al. 2020). 

3.3.4 Lactobacillus spp. 

Rod Lactobacillus, který taxonomicky řadíme do kmene Firmicutes, třídy Bacilli, řádu 

Lactobacillales a čeledi Lactobacillaceae, se skládá z více než 170 druhů fakultativních, 

anaerobních, kataláza negativních, grampozitivních a nesporotvorných tyčinek (Kleerebezem 

& Vaughan 2009). Laktobacily jsou po staletí využívány při výrobě fermentovaných potravin 

jak zvířecího, tak rostlinného původu. V dnešní době jsou jedním z nejvyužívanějších 

probioticky aktivních mikroroganismů. Množství laktobacilů nalezených v gastrointestinálním 

traktu se liší v závislosti na věku hostitele, stavu střev a dalších parametrech. Převládajícími 

původními druhy rodu Lactobacillus, které lze nalézt ve výkalech dospělých jedinců jsou 

L. gasseri, L. reuteri, L. crispatus, L. salivarius a L. ruminis. V případě kojenců, jsou 

převládajícími zástupci L. plantarum, L. salivarius, L. rhamnosus, L. paracasei, L. fermentum, 

L. gasseri, L. delbrueckii a L. reuterii (Lebeer et al. 2008). Nejběžnější zástupci obývající 

gastrointestinální trakt člověka jsou L. casei, L. plantarum, L. fermentum a L. rhamnosus. 

V žaludku jsou nejvíce zastoupeni L. antri, L. gastricus, L. kalixensis, L. reuteria a L. ultunensis 

(Turroni et al. 2014). Zdravý ženský urogenitální trakt obsahuje velký a stabilní podíl 

Lactobacillus spp., který chrání před patogenními infekcemi. Nejběžněji zastoupeni jsou zde  

L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii, L. vaginalis a L. iners (De Gregorio et al. 2014). 

 Laktobacily mají významný příznivý účinek na růst hostitele, ovlivňují tělesnou 

hmotnost a velikost (Hamdan et al. 2016; Schwarzer et al. 2016). Někteří zástupci tohoto rodu 

mohou zlepšit také biologickou dostupnost makro- a mikroživin, které hostitel nedokáže 

metabolizovat. Děje se tak pomocí úpravy fyziologie střev regulací syntézy růstových faktorů, 

jako jsou spermidin, vitaminy skupiny B, a vápníku (Turpin et al. 2010). Laktobacily jsou 

schopné produkovat vitaminy skupiny B, nezbytné pro hostitele, jako jsou vitamin B2, B9 

(folát) a B12 (Zhang et al. 2018). Konzumace probiotických laktobacilů může účinně léčit 

infekční onemocnění způsobená adenoviry, rotaviry a herpes virem simplex typu 1 (Todorov et 

al. 2008; Yang et al. 2015). U laktobacilů byli objeveny fungistatické vlastnosti, kdy jsou 

laktobacily schopné účinně bojovat proti těžkým plísňovým onemocněním, zejména 

v gastrointestinálním traktu (Black et al. 2013; Cortés-Zavaleta et al. 2014). Mnoho těchto 

antifugálních sloučenin, které inhibují růst a kolonizaci hub, produkovaných laktobacily bylo 

identifikováno v in vitro studiích, například fenylmléčná, hydroxyfenylmléčná a octová 

kyselina (Zhang et al. 2018).  

3.3.5 Adheze  

 Gastrointestinální trakt savců je pokryt hlenem, viskoelastickým gelem, který lemuje  

a chrání intestinální epitel a odděluje jej od obsahu lumen. Tlusté střevo je pokryto dvojvrstvou 

hlenu, přičemž vnější vrstva poskytuje prostředí pro kolonizaci mikroorganismy, zatímco 
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vnitřní vrstva je udržuje v bezpečné vzdálenosti od povrchu epitelu. Vnitřní vrstva za 

normálního stavu tedy žádné mikroorganismy neobsahuje (Johansson et al. 2011). Tloušťka 

hlenu se mění napříč celým traktem, kdy nejsilnější je v tlustém střevě. Tento hlen zachycuje  

a transportuje bakterie a je bohatým zdrojem živin využívaných při metabolismu a růstu bakterií 

(Kim & Ho 2010). Hlavní složku hlenu představují muciny (MUC), uvolňované, skladované  

a produkované pohárovými buňkami. Muciny jsou glykoproteiny, kde 80 % molekulové 

hmotnosti tvoří glykany. Doposud bylo do rodiny genů MUC přiděleno 20 lidských MUC genů, 

některé z nich řadíme do rodiny mucinů tvořících vlastní hlen, zatímco ostatní jsou 

klasifikovány jako muciny přisedlé k membráně (Desseyn et al. 2000; Ringot-Destrez et al. 

2018). Exprese mucinů je závislá na orgánech a tkáních. Vrstva hlenu v tlustém a tenkém střevě 

je složena převážně z MUC2. V žaludku nalezneme MUC5AC a MUC6. Lidský MUC2 je 

potažen více než 100 různými O- vázanými glykanovými řetězci. Mucinové oligosacharidy 

mohou sloužit jako vazebná místa a zdroje energie pro střevní mikrobiotu. Rozdíly 

v glykosylaci mucinu stanovené podél střeva a mezi jednotlivci mohou ovlivňovat tropismus 

některých bakterií pro specifické oblasti gastrointestinálního traktu a také pro specifičnost 

mikrobioty hostitele (Bennett et al. 2012; Koropatkin et al. 2012; Donaldson et al. 2016). 

 Kromě glykoproteinů mucinů se v této hlenové vrstvě nachází glykolipidy, elektrolyty 

a imunoglobuliny, a celou vrstvu označujeme jako glykokalyx (Bron et al. 2012). Bakteriální 

adheze na střevní povrch je v počátku řízená nespecifickými hydrofobními fyzikálními vazbami 

jako jsou hydrofobní interakce a následována druhou fází, kdy se uplatňuje adheze specifickými 

složkami buněčné stěny (Haddaji et al. 2015).  Přítomnost některých povrchových proteinů jako 

jsou proteinázy ukotvené v buněčné stěně, zvyšuje hydrofobicitu a adhezi některých bakterií 

mléčného kvašení (Muñoz-Provencio et al. 2012; Zhang et al. 2015; Radziwill-Bienkowska et 

al. 2017). Přítomnost adhesinů v bakteriální buněčné stěně hraje důležitou roli v adhezi bakterií 

ve střevech. Proteiny vázající hlen jsou povrchové adhezivní proteiny, které obsahují domény 

Mub a/nebo MucBP (MUCin vázající protein), schopné vázat muciny, a jsou spojeny 

s buněčnou stěnou peptidoglykanu C-terminálním motivem Leu-Pro-any-Thr-Gly (LPxTG). 

Ačkoli domény MucBP lze nalézt u různých bakteriálních druhů, včetně některých patogenních 

jako je Listeria monocytogenes (Popowska et al. 2017), domény Mub se téměř výlučně 

vyskytují u bakterií mléčného kvašení izolovaných z lidského gastrointestinálního traktu (Van 

Tassell & Miller 2011). Fimbrie a pily (tenká proteinová prodloužení u bakteriálních buněk) 

podporují adhezi. Pily typu IV byly široce charakterizovány u gramnegativních bakterií. Tyto 

struktury poskytují bakteriím výhodu pro kolonizaci povrchu sliznic (Hospenthal et al. 2017). 

Dle (Piepenbrink & Sundberg 2016), se tento typ pil exprimuje i u grampozitivních bakterií 

jako je například Bifidobacterium. 

 Kromě mukus vázajících proteinů a pil mohou k přilnutí bakterií ke střevní sliznici 

přispívat i další povrchové proteiny, jako jsou proteiny povrchové vrstvy (SLP) a proteiny 

vázající fibronektin (FBP). Fibronektin je glykoprotein extracelulární matrix, který se nachází 

ve střevě v nerozpustné formě. Přítomnost tohoto proteinu je spojená s virulencí patogenních 

mikroorganismů, díky schopnosti napadat hostitelské epiteliální buňky. Zároveň se 

předpokládá, že přítomnost fibronektinu může zvyšovat schopnost adherence probiotických 

bakterií k hostitelským buňkám ve prospěch vyloučení patogenů (Lehri et al. 2015; Hymes et 

al. 2016). Na druhé straně stojí proteiny povrchové vrstvy, extracelulární para-krystalické 

proteiny, které pokrývají buněčný povrch bakterií a mají různé funkce, například jako 
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promotory adheze, antifoulingový povlak a strukturní složky (Sleytr et al. 2014). Distribuce  

a typy proteinů povrchové vrstvy se u jednotlivých bakteriálních kmenů liší. Předpokládá se, 

že jsou nezbytné pro adhezi probiotických bakterií na střevní buňky, protože při chemickém 

odstranění těchto proteinů došlo k výraznému poklesu schopnosti adherovat (Zhang et al. 

2013).  

 Adherence probiotických bakterií je běžně hodnocena pomocí in vitro experimentů, kdy 

se užívá mucin adsorbovaný na abiotické povrchy a lidské tumorigenní buněčné linie, jako jsou 

Caco-2 a HT-29, k napodobení adheze k buňkám střevního epitelu. (Lebeer et al. 2012; 

Monteagudo-Mera et al. 2012; Tuo et al. 2013; Garriga et al. 2015). Použití epitelových 

buněčných linií je mimořádně užitečné pro identifikaci adhezního mechanismu a molekul. 

Wand a kolegové (Wang et al. 2017b) nedávno pomocí buněčných linií HT-29 identifikovali 

nový protein povrchové vrstvy, protein vázající cholin A, nezbytný pro adhezi nového 

probiotického kmene Lactobacillus salivarius REN. Identifikace adhezivních molekul a jejich 

genů, by mohla být užitečná pro tvorbu vektorů zvyšujících adhezivní schopnost jiných 

probiotických kmenů (Zhang et al. 2015).  

 Přestože jsou in vitro experimenty klíčem k pochopení mechanismů adheze a výběru 

probiotických kandidátů s potenciálem adherovat v in vivo podmínkách, je obtížné extrapolovat 

tyto výsledky na lidský gastrointestinální trakt. In vitro experimenty zanedbávají řadu faktorů, 

jako jsou peristaltické pohyby, imunitní systém hostitele, nebo kompetice mezi rezidentní 

mikrobiotou (Park et al. 2015). Při in vivo studiích se probiotické kmeny obvykle určují ve 

vzorcích stolice, díky neinvazivnosti této metody (Mai et al. 2017). Ačkoliv výtěžek 

probiotických bakterií z fekálií je známkou odolání drsným podmínkám lidského 

gastrointestinálního traktu, neukazuje nám celkový počet bakterií adherovaných na střevní 

sliznici. V tomto ohledu by studie s invazivnějšími protokoly (například biopsie) mohly osvětlit 

základní mechanismy adherence probiotik v tlustém střevě. Zmora et al. (Zmora et al. 2018) 

provedla lidskou studii na skupině zdravých dobrovolníků, kdy dobrovolníci dostávali po dobu 

4 týdnů probiotický přípravek dvakrát denně. Nakonec byly posbírány vzorky stolice 

a dobrovolníkům byla provedena hloubková endoskopie a kolonoskopie z důvodu odběru 

vzorků přímo z horního a dolního gastrointestinálního traktu. Autoři zjistili, že schopnost 

kolonizovat a adherovat na buňky střevního epitelu je u různých jedinců rozdílná. Tento fakt 

potvrzuje tvrzení, že rezidentní mikrobiota má velký vliv na adherenci probiotických bakterií 

a že vývoj in vitro modelů s normální mikrobiotou by mohl poskytnout realističtější možnost 

pro posouzení adherenčních vlastností a mechanismů probiotických kmenů. Ačkoliv zvířata 

bez choroboplodných zárodků a genobiotika jsou dobrou alternativou pro studium 

probiotického působení ve střevech, genetika hostitele a translace na člověka je stále omezena. 

Nové technologické modely typu „gut-on-a-chip“, by mohly nabídnout nové možnosti ve 

studiu mechanismů adherence in vitro v ekosystému mikrobioty s různými populacemi 

lidských střevních buněk a peristaltickými pohyby (Jalili-Firoozinezhad et al. 2019). 

3.4 Lepek 

Pšenice patří mezi nejvíce konzumované potraviny ve velké části světa a prostřednictvím 

výrobků z ní, ovlivňuje také střevní mikrobiotu (Biesiekierski 2017). Pšeničný lepek byl jedním 

z prvních proteinů, které byly studovány. Je velmi intenzivně studován nejen díky svým 

vlastnostem v pečivárenství, ale zároveň ve vztahu k onemocněním člověka. Lepek je běžně 
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definován, jako bílkovinná hmota, která setrvává, když je těsto vyrobeno z pšeničné mouky  

a jemně promýváno přebytkem vody nebo zředěného solného roztoku, aby se odstranil škrob  

a rozpustný materiál (Shewry 2019). Zbývající materiál obsahuje 75–80 % bílkovin na bázi 

sušiny, v závislosti na tom, jak dobře se materiál promyl. Z tohoto důvodu jsou lepkové 

bílkoviny definovány jako ty, které jsou obsažené v této hmotě, a protože podobný materiál 

nemůže být izolován z těst vyrobených z mouk jiných obilovin, lepkové bílkoviny jsou tak 

omezeny na pšeničné zrno (druh rodu Triticum). V ostatních obilovinách jsou však podobné 

proteiny, které bývají často označovány stejně jako lepek. Obecně jsou lepek a příbuzné 

proteiny označovány jako prolaminy, přičemž u pšenice jsou nejvíce zastoupeny gliadinem  

a gluteninem (Tosi 2012; Shewry 2019). 

 Na základě Osbornovi frakcionace (extrakce v řadě rozpouštědel) byly rozpoznány čtyři 

frakce: albuminy (rozpustné ve vodě), globuliny (rozpustné ve zředěném fyziologickém 

roztoku), prolaminy (rozpustné v 60–70% alkoholu) a gluteliny (nerozpustné v rozpouštědlech, 

ale extrahovatelné zásadou). Albuminy a globuliny jsou snadno rozlišitelné. Prolaminy byly 

rozpoznány a definovány pouze u obilných zrn, přičemž jejich název je odvozen od vysokého 

podílu prolinových a amidových dusíků (nyní je však známo, že je odvozen od glutaminu). Tato 

frakce má specifický název u různých druhů obilovin, gliadin v pšenici, hordein v ječmeni, 

secalin v žitě a zein v kukuřici (Shewry 2019). 

Lepkové proteiny jsou hlavní skupinou zásobních látek uložených v zrnu, jejichž úkolem 

je podpora klíčení a vývoj sazenic. Důležitým bodem je, že lepkové proteiny nejsou 

rovnoměrně distrubuovány v endospermových buňkách, ale jsou přítomné ve dvou až třech 

vrstvách sub-aleuronových buněk. Složení lepkových proteinů se liší směrem od sub-

aleuronové vrstvy po centrální část. Zvyšuje se procento vysokomolekulárních lepkových 

podjednotek (označeno HMW – high molecular weight), klesá podíl nízko molekulárních 

podjednotek (označeno LMW – low molecular weight) a zároveň klesá podíl gliadinů (kromě 

ω-gliadinů). Tyto přechody ve složení se částěčně odrážejí v obsahu a složení lepkových 

proteinů v produktech z mouky produkovaných komerčním válcovým mletím, což naznačuje, 

že všechny tyto frakce se mohou lišit ve svém dopadu na lidské zdraví (He et al. 2013; Tosi et 

al. 2018).  

Frakce lepkových proteinů obsahuje komplexní směs složek, kterou lze rozdělit do skupin 

pomocí elektroforézy. Elektroforézou gliadinů při nízkém pH získáme čtyři skupiny pásů, které 

se nazývají (z hlediska snížení mobility) α-gliadiny, β-gliadiny, γ-gliadiny a ω-gliadiny. Pomocí 

srovnání aminokyselinových sekvencí bylo zjištěno, že α- a β-gliadiny tvoří jednu skupinu, 

obvykle nazývanou jako gliadiny typu α (Shewry 2019).  

Gluteninové polymery jsou příliš velké na to, aby se daly oddělit běžnou elektroforézou, 

a proto se užívá redukce meziřetězcových disulfidických vazeb, které jsou zodpovědné za 

stabilizaci polymeru. Díky této redukci je možné rozdělit následně podjednotky elektroforézou 

na polykarylamidovém gelu s dodecysulfátem sodným. Získáme tak dva pásy podjednotek 

zvaných HMW a LMW. Poslední skupina se dá rozdělit na podjednotky LMW typu B a dvě 

menší skupiny LMW typu C a D (Bromilow et al. 2017; Shewry 2019). 

Porovnání aminokyselinových sekvencí těchto skupin složek lepkového proteinu 

objasňuje jejich vztahy a ukazuje, že podjednotky HMW a ω-gliadiny tvoří samostatné skupiny, 

přičemž podskupiny α-gliadinů, γ-gliadinů a B-typ LMW tvoří třetí skupinu. Menší skupiny 

podjednotek LMW typu C a D se zdají být modifikovanými formami gliadinů, ve kterých 
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mutace za vzniku cysteinových zbytků umožňují jejich plné zabudování do gluteninových 

polymerů, přičemž podjednotky LMW typu C jsou modifikované α-gliadiny nebo λ-gliadiny  

a modifikované ω-gliadiny typu D. Tato klasifikace zůstává platná navzdory obrovskému 

nárustu znalostí sekvence lepkových proteinů během posledních pár let (Bromilow et al. 2017; 

Shewry 2019). Odstranění nadbytečných, částečných a nesprávně přiřazených sekvencí 

umožnilo sestavení databáze o 630 sekvencích. 

Ačkoliv bylo získáno přes 600 sekvencí lepkových proteinů, neznamená to, že jednotlivé 

genotypy pšenice obsahují tento počet proteinů. Přesný počet lepkových proteinů přítomných 

ve zralém semeni pšenice nebyl stanoven, ale zkoumání dvourozměrných elektroforetických 

separací naznačuje, že počet lepkových proteinů přítomných v detekovatelném množství se 

pohybuje v rozmezí 50 a 100. Tuto tezi potvrdil svými studiemi (Bromilow et al. 2016), který 

identifikoval 63 lepkových proteinů v jediném kultivaru pšenice pomocí hmotnostní 

spektrometrie (Bromilow et al. 2017). 

I přes to, že výše diskutované prolaminové skupiny představují převážnou většinu 

lepkových proteinů, práce z posledních let naznačují, že jsou zde přítomna i malá množství 

dalšího typu lepkového proteinu. Tento typ byl definován jako δ-gliadin a srovnání jeho 

aminokyselinových sekvencí naznačuje, že tvoří část širší rodiny γ-prolaminů (v pořadí jsou 

pak nejblíže k sekvencím γ3-hordeinům ječmene) (Huo et al. 2018; Altenbach et al. 2020). 

3.4.1 Vlastnosti lepku 

Nejdůležitější charakteristikou proteinů pšeničného lepku ve vztahu k jejich roli při 

celiakii je přítomnost bílkovinných domén obsahujících opakující se sekvence. Domény se liší 

v rozsahu, ale obecně tvoří 30 až 50 % bílkovinné sekvence v gliadinových LMW 

podjednotkách bohatých na síru. Dále tvoří 75 až 85 % v HMW podjednotkách a téměř 100% 

v ω-gliadinech (Shewry 2009). Zahrnují tandemové opakování krátkých peptidů obsahujících 

tři až devět aminokyselinových zbytků. 

Nejčastěji studované opakující se sekvence jsou přítomné u HMW podjednotek 

gluteninu. Tyto opakující se sekvence bývají založené na třech 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 přítomné v ostatních skupinách lepkových proteinů jsou obecně méně 

dobře konzervované a identifikace shodných motivů je subjektivnější než v podjednotkách 

HMW. Všechny jsou však bohaté na prolin a glutamin, například PQQPFPQQ (F – fenylalanin) 

v γ-gliadinech. Je třeba dodat, že tyto sekvence jsou zodpovědné za charakteristické složení 

aminokyselin celých proteinů, zejména vysoký obsah glutaminu (35–55 mol%) a prolinu  

(10–25 mol%) ve všech skupinách prolaminů. Vysoký obsah glycinu u HMW podjednotek  

(11-12 mol%) a fenylalaninu (kolem 11 mol%) u ω-gliadinů  (Shewry 2019). 

Všechny tyto opakující se sekvence mohou být zodpovědné za neobvyklé vlastnosti 

rozpustnosti lepkových proteinů. Přestože je glutamin hydrofilní aminokyselinou, pravidelně 

se opakující zbytky glutaminu u lepkových proteinů se považují za tvůrce vodíkové vazby 

protein – protein, která má za následek nerozpustnost ve vodě (Belton 1999).  Opakující se 

sekvence hrají také klíčovou roli při spouštění celiakie. Všech 31 „epitopů T-buněk 

souvisejících s celiakií“ je přítomno v opakujících se doménách pšenice a příbuzných obilovin 

(jako jsou ječmen, oves a žito) a všechny skupiny lepkových proteinů (gliadiny a gluteniny) 
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obsahují tyto epitopy. Nicméně některé jednotlivé proteiny v rámci těchto skupin nemusí být 

rozpoznány těmito celiakálními epitopy (v současnosti se seznam epitopů považuje za 

nekompletní) (Sollid et al. 2012; Gilissen et al. 2014; Shewry & Tatham 2016; Juhasz et al. 

2018). 

Ke globálnímu úspěchu pšenice přispělo hned několik faktorů. Jedním z těchto faktorů 

je široká přizpůsobivost. Hlavním důvodem, proč se v mnoha zemích pěstuje přednostně na 

úkor jiných obilovin, jsou funkční vlastnosti právě pšeničné mouky. Pšenice je jediná obilovina, 

kterou lze upéct a získat kynutý chléb, další pečené výrobky, těstoviny a nudle. Kvalita těchto 

výrobků je do značné míry udávána proteiny lepku, které utváří v těstě souvislou síť. Díky této 

síti jsou výrobky soudržné (vhodné pro těstoviny) a také viskoelastické (důležité pro výrobu 

chleba).  Navzdory rozsáhlé literatuře pojednávající na toto téma, stále není molekulární základ 

pro biofyzikální vlastnosti lepku objasněn. Můžeme však diskutovat o dvou důležitých bodech. 

Za prvé, vlastnosti závisí na účasti jak gliadinů, tak gluteninů, přičemž gluteninové podjednotky 

vytvářejí velké trojrozměrné sítě stabilizované meziřetězcovými disulfidickými vazbami, které 

interagují s gliadiny a ostatními gluteninovými sítěmi pomocí nekovalentních sil, potažmo 

pomocí vodíkových vazeb. Zadruhé zde působí kombinace sil, která stabilizuje polymery. 

Význam disulfidických vazeb byl snadno prokázán, protože je můžeme pomocí redukčních 

činidel narušit a toto narušení následně vede ke katastrofálnímu efektu na funkčnosti. (Belton 

1999) navrhl a prokázal, že vodíkové vazby jsou zvlášť důležité při vývoji optimálních interakcí 

proteinů během míchání těsta (Shewry 2019). 

Lepek je tráven na peptidy v tenkém střevě, ale vzhledem k charakteristice lidských 

žaludečních a pankreatických peptidáz zůstává relativně velký zbytkový peptid bohatý na prolin 

a glutamin v lumenu střeva. Přibližně pro 99 % zdravých jedinců a jedinců trpících celiakií 

avšak nesoucích alely citlivosti HLA-DQ2 a HLA-DQ8, to není žádný problém (Kagnoff 2007).  

U běžných pacientů s celiakií však tyto částečně štěpené peptidy dosáhnou do subepiteliální 

oblasti mukózy tenkého střeva. Mechanismus, díky kterému k tomuto dochází, zatím není zcela 

pochopen (Bascunan et al. 2017).  

3.4.2 Účinky lepku 

Jakmile části lepku dosáhnout lamia propria ve sliznici střeva, jsou glutaminové zbytky 

v peptidu gliadinu deaminovány na kyselinu glutamovou pomocí tkáňové transglutaminázy 2 

(tTG2), což je jev, který vede ke komplexu s vysokou afinitou k DQ2 nebo DQ8 kapsám 

přítomným v buňkách s patřičným antigenem. Uvolňování prozánětlivých cytokinů, jako je 

například interferon-γ, udržuje zánětlivé procesy, které vedou k funkčnímu poškození sliznice, 

včetně porušení střevní propustnosti (Daum et al. 1999). Během těchto procesů je aktivace  

a uvolnění metaloproteináz zodpovědná za typické architektonické změny se zploštěním klků, 

zvýšením intraepiteliálních lymfocytů, hypertrofií krypt a zvýšenou buněčností (zejména 

lymfocytů a plazmocytů) v lamia propria (Spaenij–Dekking et al. 2005).  Ukázalo se, že některé 

inhibitory α-amyláz a tripsinu (ATI) z pšenice jsou silnými aktivátory vrozených imunitních 

odpovědí v monocytech, makrofázích a dendritických buňkách celiaků i zdravých jedinců, což 

naznačuje, že cereální ATI mohou také přispívat k patogenezi celiakie (Junker et al. 2012).  
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3.4.3 Tolerance lepku 

Řada studií zkoumala množství lepku tolerovaného pacienty, aniž by došlo ke změnám 

na sliznici tenkého střeva nebo k vyvolání jiných klinických příznaků. Nedostatek zvířecích 

modelů ztěžuje posouzení tohoto problému a studie prováděné na pacientech, kteří podstoupili 

provokaci lepkem, trvají pouze po krátkou dobu. Proto neexistuje žádná jistota ani absolutní 

odpověď. Rozdílné výsledky získané v různých studiích jsou způsobeny vysoce variabilní 

citlivostí na lepek pozorovanou u pacientů trpících celiakií (Hischenhuber et al. 2006).  

Posouzení zdravotních rizik po expozici lepku provedené americkým úřadem FDA 

v roce 2011 analyzovalo dostupné důkazy získané buď klinickými nebo histologickými 

ukazateli. Po vyhodnocení všech dostupných údajů o odezvě na nízké dávky a jejich 

nepříznivému účinku na zdraví souvisejících s celiakií byla vypočítána tolerovatelná denní 

dávka lepku. Pro jedince trpící celiakií dávka 0,4 mg lepku za den pro nepříznivé morfologické 

účinky a dávka 0,015 mg lepku za den pro nežádoucí klinické účinky. Autoři zdůraznili, že 

některé důkazy naznačují, že přijatelná dávka nemusí stačit k ochraně všech jedinců trpících 

celiakií (Bascunan et al. 2017). 

V roce 2008 Codex Alimentarius stanovil, že mezní hodnota pro „bezlepkové“ výrobky 

je 20 ppm. Mnoho zemí nyní stanovilo své mezní hodnoty od 20 ppm ve Španělsku, Itálii, Velké 

Británii, Kanadě a USA, po 10 ppm v Argenitně a 3 ppm v Austrálii, na Novém Zélandu  

a v Chille (2013; Bascunan et al. 2017). 

3.4.4 Celiakie 

Celiakie je komplexní imunitně zprostředkovaná lepek-senzitivní enteropatie s různě se 

měnícími klinickými projevy. Projevuje se u geneticky predisponovaných jedinců, kteří 

požívají lepek v různých množstvích. Předpokládá se, že celiakie postihuje 1% populace USA. 

Prevalence se drasticky zvyšuje z 1:133 u pacientů bez rizika, na 1:56 u symptomatických 

pacientů, na 1:39 u pacientů s druhým stupněm příbuznosti s diagnózou a na 1:22 u pacientů 

s prvním stupněm příbuznosti s diagnózou. Může to být spojeno s několika imunitně 

zprostředkovávanými jevy, autoimunitními chorobami, dále komplikováno nedostatkem 

vitamínů a dalších stopových prvků, onemocněním kostí a malignitou. Chápání celiakie se za 

poslední dvě desetiletí rychle vyvinulo, což vedlo k zájmu o možnosti léčby. V poslední době 

došlo k popsání několika stavů, včetně intolerance na lepek, neceliakální citlivosti na lepek  

a seronegativní celiakii. Tyto stavy se liší od alergií nebo intolerancí na pšenici a pšeničné 

výrobky. Komplexní zpráva výživy po diagnóze je klíčem k trvalému zdraví pacientů s celiakií. 

Jsou navrženy různé jednoduché algoritmy péče, založené na komplexním multidisciplinárním 

přístupu. Jsou zkoumány refrakterní a nereagující celiakie v rámci bezlepkové diety, stejně tak 

i nové nedietní terapie (McAllister et al. 2019).  

 Neexistuje shoda ohledně používání termínů souvisejících s celiakií a poruchami 

spojenými s požitím lepku. Mezi další používané deskriptory celiakie patří sprue, celiakální 

sprue, intolerance lepku a lepek-senzitivní enteropatie. Jedna z prvních definic definovala 

celiakii jako trvalý stav nesnášenlivosti lepku se zploštěním sliznice, který vedl k bezlepkové 

dietě a následně k opětovnému zavedení lepku do stravy (Meeuwisse 1970). S růstem širšího 

spektra poruch spojených s lepkem, byl v roce 2013 výsledkem rozsáhlého úsilí publikován 

přehled literatury a definic. Například v Oslu tak vznikla přehledná definice jednotlivých 

různých onemocněních spojených s lepkem. Celiakie byla definována jako chronická imunitně 
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zprostředkovaná enteropatie tenkého střeva vyvolaná expozicí lepku u geneticky 

predisponovaných jedinců. Klasická celiakie znamená celiakii s příznaky malabsorpce. 

Neklasická celiakie se týká pacientů s celiakií, ale bez souvisejících příznaků malabsorpce. 

Symptomatická celiakie se vyznačuje klinicky zjevnými gastrointestinálními a/nebo 

extraintestinálními projevy, které lze přičíst konzumaci lepku. Dále byl definován výraz 

poruchy spojené s lepkem, kam patří všechny nemoci vyvolávané lepkem. Patří sem glutenová 

ataxie, dermatitis herpetiformis, celiakie jako taková a neceliakální citlivost na lepek 

(Ludvigsson et al. 2013).  

Přísné vyloučení lepku z diety po celý život je v současné době jediná účinná  

a bezpečná léčba celiakie. I přes to, že je tato léčba velmi úspěšná, často přináší pacientům 

v rodinném, sociálním a pracovním kontextu značné obtíže a zhoršuje tak kvalitu jejich života. 

Poslední studie naznačují, že dodržování takto striktní diety, může ve výsledku vést až 

k výživovým nedostatkům (Bascunan et al. 2017). Bezlepková dieta je typicky založena na 

kombinaci potravin, které přirozeně neobsahují lepek, je u nich nepravděpodobná zkřížená 

kontaminace lepkem, a speciálních produktů označovaných jako „bez lepku“ (La Vieille et al. 

2014). Přísná bezlepková dieta je zároveň používána při léčbě neceliakální citlivosti na lepek, 

či pšenici (Ludvigsson et al. 2013; Fasano et al. 2015). Patogeneze, prognóza a průběh 

neceliakální citlivosti na lepek či pšenici nejsou zatím zcela objasněny. Bylo však naznačeno, 

že se na rozvoji tohoto onemocnění mohou podílet i jiné proteiny než lepkové anebo 

sacharidové složky pšeničného zrna. Prozatím pro toto tvrzení neexistuje dostatek důkazů, aby 

mohl být jasně vysloven závěr (Lebwohl et al. 2015). Dnes se však objevuje další skupina lidí. 

Tito lidé vylučují lepek ze své stravy a považují tak bezlepkovou dietu za zdravější styl výživy 

(Dana et al. 2015). Zda je pro zdravého člověka dodržování bezlepkové diety přínosnější  

a zdravější, než normální strava, je stále nejasné a nepotvrzené (Bascunan et al. 2017).  

3.4.5 Bezlepková dieta 

Léčba pomocí bezlepkové diety by měla být zahájena až po plné diagnóze pomocí 

klinických údajů, serologie a histologie tenkého střeva (Hopper et al. 2007). V současné době 

se doporučuje, aby pacienti byli doporučeni k dietologovi, který má zkušenosti s celiakií. 

Dietolog pak pomůže navrhnout optimální stravovací plán, který je bezlepkový a zároveň 

nutričně přiměřený. Musí pacienta také edukovat o dodržování bezlepkových stravovacích 

návyků (Ludvigsson & Green 2011). Existuje poměrně dlouhý seznam obilovin, semen, 

luštěnin a ořechů, které mohou nahradit potraviny obsahující lepek (například amarant, quinoa, 

proso, čirok, len a cizrna), všechny mohou zlepšit chutnost a nutriční kvalitu bezlepkové diety. 

Avšak používají se jen zřídka, částečně kvůli jejich vyšším nákladům a menší dostupnosti 

(Kupper 2005). Místo toho bezlepkové výrobky obvykle obsahují krátký seznam přísad  

a nejsou obohaceny o mikroživiny jako jejich protějšky vyráběné z pšenice (do Nascimento et 

al. 2013). Z nových přístupů, které hledají zlepšení nutričních vlastností bezlepkových 

produktů, stojí za zmínku bezlepkové chleby s quinoou a lněným semínkem, které mají lepší 

rovnováhu polynenasycených a nasycených mastných kyselin a dodávají nízké hladiny dobře 

přijatelných trans-mastných kyselin (Minekus et al. 2014a). Quinoa a lněné semínko se rovněž 

doporučují ke zlepšení množství ω3 mastných kyselin v bezlepkových výrobcích (Rahaie et al. 

2014). Zpracované potraviny na bázi amarantu, quinoi a pohanky mají vyšší obsah bílkovin, 

tuků, vlákniny a minerálů a ve srovnání s potravinami vyrobené z rýže a kukuřice představují 
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velmi dobrou alternativu pro bezlepkové výrobky (Bascunan et al. 2017). Obrázek 3 ukazuje, 

že dodržování bezlepkové diety ovlivňuje řada faktorů, které je potřeba řešit během sledování 

a léčby pacienta. Na jedné straně dodržování správné stravy, na druhé klinický a nutriční dopad 

na průběh onemocnění, jeho komplikace a důsledky na kvalitu života pacienta.  

 

Obrázek 3: Faktory ovlivňující bezlepkovou dietu a její dodrřování. Vliv bezlepkové diety na pacienta. 

(Bascunan et al. 2017). 

Dnes se nové techniky v potravinářské technologii zaměřují na vývoj intraluminálních 

terapií zaměřených na snížení imunogenicity lepku nebo hydrolyzování lepkových peptidů. 

Doposud byly snahy o genetickou modifikaci zrn s účelem snížení imunogenních složek 

neúspěšné. Trávení potravinového lepku bylo navrženo na základě podávání orálních 

endopeptidáz odvozených od rostlin, bakterií a hub, které mohou hydrolyzovat glutenové 

peptidy v trávicích traktu. Avšak množství zbytkového lepku a dosažená úroveň trávení 

zůstávají nejisté. Dalším zvažovaným přístupem je předběžná úprava kvásku proteázami 

z laktobacilů, které byly přidány při fermentaci. Předpokládá se, že fermentace bude dostatečná 

tak, aby se peptidy lepku hydrolyzovaly na netoxickou úroveň (Schuppan et al. 2009; 

Mukherjee et al. 2012). 

Oves představuje pro většinu pacientů s celiakií bezpečnou variantu, obvykle ale bývá 

kontaminován lepkem, a proto je v bezlepkové dietě omezován (Nasr et al. 2012). Dle (Lundin 

et al. 2003) se kontaminace v obchodním ovsu ve stejném balení pohybuje mezi 1,5 a 400 ppm. 

Pokud je však oves pěstován za zvláštních podmínek pěstování, sklizně a distribuce, může být 

celiaky bezpečně konzumován (Nasr et al. 2012). Spor přetrvává, co se týče pšeničného škrobu. 

V Evropě je pšeničný škrob používaný v bezlepkových výrobcích čištěn tak, aby splňoval 

požadavky Codex Alimentarius, zatímco v USA není jeho použití akceptováno (Kupper 2005). 

3.5 In vitro trávení 

Trávicí procesy probíhají v horním gastrointestinálním traktu, který se skládá z dutiny 

ústní, jícnu, žaludku a dvanáctníku a významně ovlivňují postprandiální metabolismus a lidské 

zdraví (Miao et al. 2015; Raigond et al. 2015). Zkoumání lidského trávení by mělo být 
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prováděno ideálně v in vivo podmínkách, aby bylo dosaženo přesných a spolehlivých výsledků, 

avšak tyto klinické studie jsou velmi složité, protože jsou náročně z hlediska technologie, 

financí a nebývají eticky realizovatelné. Zároveň je ohrožena opakovatelnost z důvodu značné 

individuální variability (Minekus et al. 2014a).  Z těchto důvodů se v posledních dekádách 

zvyšuje zájem o získání spolehlivých výsledků pomocí in vitro modelu trávení, který dokáže 

úzce napodobit lidský gastrointestinální trakt. In vitro studie nepodléhá etickým restrikcím, její 

postupy jsou efektivnější, levnější a přímočaré (Chen et al. 2011). I přes tyto výhody je design 

a vytvoření ideálního in vitro trávicího systému, který je plně schopen nasimulovat co se děje 

během in vivo trávení v lidském gastrointestinálním traktu velmi složité a výzvou. Je to dáno 

tím, že in vivo trávení zahrnuje složitou mobilitu gastrointestinálního traktu, anatomické 

struktury, nespočet enzymů a hormonů spojených s trávením, které jsou kritické pro správné 

trávení. In vitro trávicí model se proto vyvíjí a podléhá novým technologickým vylepšením za 

cílem zvýšení relevantnosti ke skutečnému trávení v in vivo podmínkách (Li et al. 2020b).  

V posledních letech je užíváno několik modelů simulujících in vitro trávení, od 

jednoduchých statických modelů, až po složité multisložkové dynamické systémy. Většina 

současných a předešlých pokusů o porozumění chování trávení užívá statické nástroje, jako pH-

stat, vodní třepací lázně a rotační vzduchové lázně. Tyto statické modely simulují žaludek 

a/nebo tenké střevo užitím sledu míchacích nádob a vytváří tak jednu sadu biologických 

podmínek (tj. teplota, enzymy, pH a žlučové soli) v různých oddílech gastrointestinálního 

traktu. Hlavní zájem u in vitro statických protokolů je značná variabilita v použití různých 

trávicích parametrů mezi jednotlivými individuálními modely. Parametry obvykle zahrnují pH, 

trvání jednotlivých kroků trávení, množství a druh použitých trávicích enzymů, rychlost 

procesů a množství vzorku potravy. Tyto variace brání možnosti porovnávat výsledky mezi 

různými výzkumnými skupinami a vyvodit obecná zjištění (Guerra et al. 2012; Minekus et al. 

2014a; Barros et al. 2016).  

Například populární statický model trávení zavedený (Englyst et al. 1992) zahrnoval 

orální a gastrickou fázi. Pro napodobení žvýkání používal mlýnek, polypropylenová 

centrifugační trubička umístěná v rotačním kole při 37 oC simuluje rytmické peristaltické 

kontrakce a smíchání sousta s látkami uvnitř horního gastrointestinálního traktu člověka. 

Postupně byly použity roztoky slinné α-amylázy, pepsinu a pankreatinu jako trávicí enzymy 

odpovídající enzymům orální, gastrické a střevní fáze. Alikvoty vzorků lze odebrat v různých 

inkubačních dobách pro výsledný test trávené mikroživiny. Kvůli přílišnému zjednodušení, kdy 

jsou zanedbány mechanické síly, různé proudění kapalin a fyziologie trávení jsou statické 

modely in vitro trávení používány převážně pro mechanistické studie a vytváření hypotéz  

s konkrétními aplikacemi pro účely screeningu (Li et al. 2020b).  

Díky těmto důvodům se přešlo k vývoji více sofistikovaných dynamických in vitro 

modelů od jednoduchých, až po multi-kompartmentové systémy. V porovnání se statickými 

modely, jsou ty dynamické schopny simulovat dynamické aspekty trávení jako například 

přesun tráveniny, postupné uvolňování trávicích látek, různou koncentraci enzymů a změny pH 

napříč trávicím traktem jako v případě in vivo podmínek (Minekus et al. 2014a; Shani-Levi et 

al. 2017). Mezi v současnosti používané dynamické modely in vitro trávení patří SHIME 

(Simulator of the human intestinal microbial ekosystem), TIM (TNO’s gastrointestinal model), 

DGM (Dynamic gastric model), HGS (Human gastric simulator), GDS (Gastric digestion 



33 

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 posledních několik let in vitro systémy značně zvyšují svoji atraktivnost a rozšiřují 

své působení pro studie v oboru výživy a farmacie. Vděčí za to svým výhodám, jako jsou 

rychlost, lepší opakovatelnost, nižší ceny, menší nároky na práci a žádné etické restrikce, které 

jsou u in vivo studií lidského trávení přítomné. Navzdory svým výhodám, se in vitro systémy 

trávení musí dále zdokonalovat a vyvíjet, aby se dosáhlo oddálení jejich limitů. Například žádný 

in vitro systém trávení zatím není schopen simulovat celé trávení od dutiny ústní po tlusté střevo 

a zároveň stále není možné simulovat všechny vlivy ovlivňující trávení jedince, jako například 

věk, pohlaví a nemoci. Tyto in vitro trávicí systémy tak musí do budoucna podléhat neustálému 

technologickému vývoji, aby se co nejvěrněji přiblížily reálné situaci při in vivo trávení (Marze 

2017; Li et al. 2020b). 
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4 Materiál a metodika 

4.1 Materiál 

Buněčná kultura Caco-2 a HT29 získaná z American Type Tissue Collection (Rockville, 

Maryland, USA), fosfátový pufr (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline DPBS), Dulbecco’s 

modified Eagles medium (DMEM/F12 – doplněno 10% FBS, 1% hydrogenuhličitanem 

sodným, 1% pyruvátem sodným, 1% neesenciálními aminokyselinami a 1% penicilinem  

a streptomycinem), fetální bovinní sérum (FBS), neesenciální aminokyseliny, penicilin, 

streptomycin, dimethylsulfoxid (DMSO) a Triton-X100 od Sigma-Aldrich (USA). Pšeničná 

bílkovina jedlá vitální (lepek) od VEGA PROVITA, s.r.o. Reader infinite M200 (Tecan Austrie 

GmbH, Grödig, Austria), vodní třepací lázeň (Huber Kältemnasaschinenbau AG, DE), 

termostat (JEIO TECH), centrifuga Universal 320 (Hettich), laboratorní míchačka Vortex 

(IKA®, DE), CO2 inkubátor (Panasonoc), kultivační láhve, serologické pipety, pH metr, 

mrazící zařízení schopné dosáhnout teploty - 80 oC, digestoř, laboratorní nádobí, Tecan Infinity 

M200 (Tecan, Swizerland). Tabulka 3 shrnuje použité roztoky. 

 

Tabulka 3: Seznam použitých roztoků. 

Roztok Zkratka 

Fetální bovinní sérum FBS 

Médium pro kultivaci buněk DMEM 

Fosfátový pufr PBS (DPBS) 

Dimethylsulfoxid DMSO 

Intová povrchově aktivní látka Triton-X100 

Simulovaná slinná tekutina SSF 

Simulovaná žaludeční tekutina SGF 

Simulovaná střevní tekutina SIF 

4.2 Metodika 

4.2.1 Příprava vzorků 

Čistý lepek byl rozdělen na dvě části. První část byla ponechána beze změny a byla 

dávkována do simulovaného trávicího procesu. Druhá část byla rozmíchána s vodou v poměru 

1:2 a následně pečena v horkovzdušné troubě na 180 oC po dobu 50 minut. Po upečení lepek 

vytvořil pevné kulaté bochníčky, které bylo nutné namlýt do formy strouhanky. Vzorky 

pšeničného pečiva, rohlík a bageta, byly nadrceny na jemnou strouhanku, stejně tak chléb 

Šumava. Po homogenizaci všech vzorků se zahájil simulovaný trávicí proces. 

4.2.2 In vitro střevní model 

Byl použit in vitro střevní model dle (Brodkorb et al. 2019), který simuluje trávicí fázi 

od dutiny ústní, až po příslušnou střevní fázi. Obrázek 4 znázorňuje jednotlivé kroky 

simulovaného trávení. Nejprve byly připraveny roztoky a trávící tekutiny a otestována aktivita 

enzymů. Následně došlo k úpravě vzorků, které byly po namletí dávkovány po 5 g do 50 ml 

zkumavek, ve kterých poté probíhalo celé trávení. V prvním kroku se simulovala orální fáze, 

kdy byl dávkován chlorid vápenatý, voda, amyláza a zásobní roztok SSF. Vzorky se následně 

umístily do třepací vodní lázně na dobu 2 minut. Ve druhém kroku se přešlo do fáze žaludeční. 

Do zkumavek byl přidán pepsin (ve formě pepsinogenu), kyselina chlorovodíková, chlorid 
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vápenatý, voda a zásobní roztok SGF. Při žaludeční fázi se pomocí pH metru hlídalo celkové 

pH vzorků s roztoky, které muselo být stabilně tři. Po kontrole a vyrovnání pH byly zkumavky 

umístěny zpět do vodní třepací lázně na další 2 hodiny. Poslední a třetí fází je fáze střevní. Do 

zkumavek byly přidány: kyselina chlorovodíková, pankreatin, žluč, chlorid vápenatý, voda  

a zásobní roztok SIF. Při této fázi bylo nutno vyrovnat a udržet pH na úrovni sedm. Po 

dokončení vyrovnávání pH a dávkování roztoků, byly zkumavky umístěny zpět do vodní 

třepací lázně na další 2 hodiny. Po celou dobu bylo od začátku žaludeční fáze pravidelně 

v intervalech 30 minut kontrolováno pH tak, aby odpovídalo třem anebo sedmi, dle příslušné 

trávicí fáze, ve které se trávenina nacházela. Tabulka 4 ukazuje složení trávicích tekutin. Po 

ukončení trávení byly vzorky umístěny do mrazícího boxu a zchlazeny na teplotu – 80 oC, aby 

došlo k inhibici trávicích enzymů a zastavení procesu trávení. Vzorky zůstaly uloženy po dobu 

nezbytně dlouho pro přípravu tkání v dalším kroku experimentu.  

 

Tabulka 4: Složení trávicích tekutin. 

Chemikálie Koncentrace SSF SGF SIF 

Chlorid draselný 0,5 M 15,1 ml 6,9 ml 6,8 ml 

Dihydrogenfosforečnan 

vápenatý 
0,5 M 3,7 ml 0,9 ml 0,8 ml 

Hydrogenuhličitan sodný 1 M 6,8 ml 12,5 ml 42,5 ml 

Chlorid sodný 2 M - 11,8 ml 9,6 ml 

Hexahydrát chloridu 

hořečnatého 
0,15 M 0,5 ml 0,4 ml 1,1 ml 

Uhličitan amonný 0,5 M 0,06 ml 0,5 ml - 

Kyselina chlorovodíková 6 M 0,09 ml 1,3 ml 0,7 ml 

Dihydrát chloridu 

vápenatého 
0,3 M 0,025ml 0,005 ml 0,04 ml 
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Obrázek 4: Grafické znázornění jednotlivých fází in vitro simulace trávení. Upraveno dle (Brodkorb et 

al. 2019). Obrázek ukazuje zjednodušené schéma jednotlivých fází a aplikace chemikálií v příslušné trávicí fázi. 

 

4.2.3 Kultivace buněčných linií 

Pro testování byla použita buněčná linie kolorektálního karcinomu Caco-2 (ATCC; HTB-

37). Tato linie byla kultivována v DMEM s 10% FBS, 1% hydrogenuhličitanu sodného, 1% 

pyruvátu sodného, 1% neesenciálních aminokyselin, 1% penicilinu a streptomycinu.  

 Buněčná linie byla kultivována v kultivačních lahvích přibližně 7 dní, během nichž 

docházelo k výměně média za čerstvé. Po 6 dnech, kdy bylo dosaženo 90% konfluence, byla 

buněčná vrstva promyta pomocí PBS. Po odstranění PBS bylo přidáno 5 ml trypsinu na dobu 3 

minut. Po této době bylo k suspenzi přidáno 5 ml média. Celý tento obsah byl převeden do 

centrifugační zkumavky a točen po dobu 10 minut při 150× g. Neutralizovaný trypsin byl 

následně odstraněn a nahrazen čerstvým médiem, ve kterém byly buňky rozředěny. Buněčná 

suspenze v poměru 1:10 byla přidána do nové kultivační lahve s čerstvým médiem a umístěna 

do CO2 kultivačního boxu s teplotou 37 °C. Zbytek buněčné linie byl následně naředěn na 

požadované koncentrace pro založení 96 jamkových destiček. 

4.2.4 Založení 96 jamkové destičky 

 Z důkladně rozpuštěné buněčné suspenze bylo odebráno 100 μl a smícháno se 100μl 

tropanové modři. Následně byla odebrána kapka a dána na Bürkeovu komůrku, kde byl v 1ml 
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suspenze vypočítán obsah buněk. Na základě výpočtu byla zjištěna koncentrace sklizených 

buněk. Buněčné linie byly naředěny na koncentraci 2,5×105, kultury Caco-2. Takto naředěná 

buněčná suspenze byla pipetována v množství 500 μl do 96 jamkové destičky a umístěna do 

CO2 inkubátoru. Destička byla inkubována po dobu 14 dní a každý třetí den kontrolována  

a krmena. Po 14 dnech došlo k plné diferenciaci buněk.  

4.2.5 Příprava laktobacilů 

 Pěstování bakterií proběhlo přes noc za anaerobních podmínek při 37 oC. Poté bylo 

odebráno 5 ml z narostlé kultury laktobacilů do zkumavky. Zkumavka s laktobacily byla 3× 

zcentrifugována při 1000× a pokaždé promyta v PBS. Následně byly laktobacily znovu 

rozmíchány v 5 ml stejného pufru. Výsledná suspenze bakterií obsahovala 106 až 107 buněk  

v 1 ml a takto připravená suspenze byla následně barvena pomocí fluorescein isothiokyanátu 

rozpuštěného v 2,5 ml sodium bikarbonátu. Z důvodů řádného rozpuštění barviva byly 15 ml 

zkumavky obsahující 312,5 μl barviva a 5 ml laktobacilů vloženy do vodní lázně s ultrazvukem. 

Po obarvení všech laktobacilů byl odlit vytvořený supernatant a zkumavky 2× promyty pomocí 

PBS. 

4.2.6 Adherence 

 Testování adherence bylo dle metodiky (Jensen et al. 2012) s modifikacemi. Byla 

vytvořena kultura z Caco-2 buněčné linie. V koncentraci 1×106 byla pipetována v objemu  

100 μl do 96 jamkové mikrotitrační destičky. Takto připravená destička byla následně 

kultivována 48 h v temnu v CO2 inkubátoru. Po kultivaci bylo přidáno 100 μl nového média 

obsahujícího 20 μl obarvených laktobacilů čtyřech testovaných kmenů a následně bylo 

aplikováno 80 μl tráveniny obsahující lepek. Takto byly vytvořeny 4 destičky. Po fázi 

adherence byly buňky promyty PBS a vloženy do fluorescenční čtečky Tecan infinity M200  

a poté sledovány pod mikroskopem. Získané výsledné hodnoty byly přepočítány  

na % adherence užitím následujícího vzorce: 

X (%) = (XRFU – NK) ÷ (PK – NK) 

 Kde X (%) je procento fluorescence v jamce; XRFU je fluorescence jamky v relativních 

fluorescenčních jednotkách; NK je negativní kontrola (nespecifická fluorescence jamky); PK 

je pozitivní kontrola (bakteriální fluorescence bez promytí). 

4.2.7 Statistické vyhodnocení 

 Získané výsledky jsou vyjádřeny jako průměr a ± odchylka. Výsledná data adherence 

jsou zpracována programem Excel pomocí oboustranného dvouvýběrového nepárového  

t-testu a pomocí analýzy rozptylu ANOVA v programu Statistica 12 s hladinou významnosti 

α = 0,05. 
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5 Výsledky 

Cílem práce bylo zjistit schopnost stráveného lepku z různých potravinových zdrojů 

ovlivňovat schopnost laktobacilů adherovat na buněčný model střeva. Jako zdroje lepku bylo 

použito běžné pečivo, které většina lidí konzumuje denně, a čistý lepek. Vybrali jsme pšeničnou 

bagetu, rohlík tukový a chléb Šumava jakožto nejčastěji konzumované druhy běžného pečiva. 

Lepek byl testován ve formě čistého po tepelné úpravě a samostatný čistý lepek bez jakékoliv 

úpravy. Adherence byla testována u kmenů Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, 

Lactobacillus gaserii a Lactobacillus rhamnosus. Práce měla dále za cíl otestovat novou 

metodiku a navázat na výsledky bakalářské práce, kdy bylo zjištěno, že lepek má vliv na 

adherenci probiotických mikroorganismů L. brevis a L. plantarum. 

V rámci této práce byla zavedena nová metodika využívající fluorescenční barvivo pro 

stanovení adherovaných bakterií na střevní model bez nutnosti jejich následné kultivace 

v petriho miskách na rogosovém agaru. Obrázek 5 ukazuje destičku s kultivovaným buněčným 

modelem Caco-2. 

 
Obrázek 5: Samostatné buněčné linie bez aplikace tráveniny a laktobacilů bez promytí od média. 

Zvětšeno 1200×. 

 V rámci nové metodiky byla testována i samostatná schopnost testovaných kmenů 

adherovat na buněčný model. V průměru kmeny adherovaly okolo 20 %, kdy L. fermentum 

adherovalo průměrně z 18,69 %, L. plantarum z 20,87 %, L. gaserii z 28,04 % a L. rhamnosus 

z 21,33 % z použitého inokula. 
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Obrázek 6: Adherence laktobacilů k buněčným liniím před aplikací tráveniny. 

Během následujícího testování adherence laktobacilů s tráveninou bylo zjištěno, že 

přestože vzorky prošly procesem in vitro trávení, tak se i nadále zejména s čistým lepkem bez 

tepelné úpravy složitě manipulovalo, protože v trávenině tvořil nerozpustné shluky, které 

bránily pipetování. Po přidání laktobacilů a následné inkubaci, byla mikrotitrační destička 

nejprve kontrolována vizuálně pomocí mikroskopu. Po vizuální kontrole bylo zjištěno, že 

testované vzorky měly negativní vliv na vlastní buněčný model, kdy byl částečně, nebo zcela 

rozrušen. Z tohoto důvodu byly počty adherovaných laktobacilů na vlastní buněčný model 

minimální. Na zbytcích lepku z testovaných vzorků ulpěly kousky buněčné monovrstvy, na 

které byly společně s lepkem adherovány laktobacily. Přítomnost laktobacilů na zbytcích 

tráveniny potvrdilo fluorescenční měření na čtečce mikrotitračních destiček. V důsledku 

poškození monovrstev buněčných linií nebylo s výsledky dále počítáno. Výraznou redukci 

adherovaných laktobacilů znázorňuje obrázek 7. Na obrázku jsou patrné zbytky tráveniny  

a rozrušená až chybějící buněčná linie. Červený kruh vyznačuje oblast s adherovanými 

laktobacily (kmen L. plantarum) na buněčné linie. Na první pohled je patrné, že došlo 

k narušení a zničení buněčných linií. Laktobacily tak neměly možnost adherovat a po promytí 

byly odplaveny pryč. Obrázek 8 ukazuje bakterie přilepené na tráveninu a chybějící vrstvu 

buněčných linií. Na obrázku je patrná masa tráveniny a zcela zničená buněčná linie. 

Fluorescenci způsobují bakterie přilepené na tráveninu, označené červeným kruhem. Stejné 

výsledky byly pozorovány u všech čtyřech testovaných kmenů. Nejvýraznější poškození 

buněčných linií, a tedy nejvýznamnější inhibice schopnosti adherovat, bylo dosaženo 

v jamkách, kam byla aplikována trávenina čistého lepku po tepelné úpravě. Obrázek 9 ukazuje 

prostředí jamky s čistým lepkem, který prošel tepelnou úpravou a jeho schopnost narušit 

buněčné linie. Nejvýrazněji byla schopnost adherence omezena u L. fermentum. Nejlépe 

adheroval kmen L. gaserii, avšak i u toho kmene byla patrná výrazná destrukce buněčných linií. 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

A
d

h
er

en
ce

 in
o

ku
la

 (%
)

Adherence testovaných kmenů (%)

L. fermentum

L. plantarum

L. gaserii

L. rhamnosus



40 

 

 
Obrázek 7: Adherované buňky L. plantarum na buněčné linie za přítomnosti tráveniny (čistý lepek), kdy je 

patrný výrazný rozdíl ve schopnosti adherence. Zvětšeno 1200×. 

 

 

 
Obrázek 8: L. fermentum adherovaný na tráveninu (chléb Šumava). Patrná je také zcela rozbitá a promytá 

buněčná linie. Zvětšeno 1200×. 
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Obrázek 9: Zcela zničené buněčné linie kultury na spodu jamky za přítomnosti tráveniny (čistý lepek po tepelné 

úpravě). Zvětšeno 40×. 

 V rámci výsledků byla metodika vyhodnocena jako funkční. Metodika je oproti té, která 

byla použita v bakalářské práce na téma: „Vliv lepku na střevní mikrobiom“, rychlejší, 

přesnější, snadnější a levnější. Díky zavedení in vitro modelu trávení, lze lépe simulovat a 

pochopit chování lepku v in vivo podmínkách. Byla otestována konkrétní dávka tráveniny, která 

zároveň určila horní limity metodiky. 
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6 Diskuse 

Součástí většiny obilnin je lepek, který se díky tomu nachází v celé řadě potravinářských 

výrobků. Nejčastěji se jedná o pšenici, která je světově nejrozšířenější obilninou pro výrobu 

potravin. Díky této skutečnosti je lepek naprosto běžnou součástí stravy u většiny populace.  

(Biesiekierski 2017).  Nabízí se otázka, zda stále se zvyšující spotřeba potravin obsahujících 

lepek příznivě nekoreluje s vyšším výskytem onemocnění trávicího traktu souvisejících 

s lepkem. Onemocnění vyvolaná konzumací lepku, či způsobená přítomností lepku ve střevní 

trávenině, zahrnují celiakii, lepkovou intoleranci, nebo alergii na lepek. Existuje tak mnoho 

onemocnění spojených přímo s lepkem. Z tohoto důvodu je vhodné se lepku věnovat 

intenzivněji. V současnosti se tyto onemocnění léčí u pacientů striktní bezlepkovou dietou. Jiná 

léčba, či terapie zatím není dostupná, případně nevykazuje dostatečně přijatelné výsledky 

(Marciniak et al. 2021). Výraznou roli hraje naše neznalost a nejasnosti toho, jak samotný lepek 

dokáže způsobovat záněty ve střevní stěně a následně rozvíjet, či přímo způsobovat řadu 

onemocnění.  

To, jak dokáže lepek interagovat a ovlivňovat střevní mikrobiotu, potažmo samotnou 

střevní sliznici, bylo předmětem této diplomové práce a jí předcházející bakalářské práce. 

V bakalářské práci na téma: „Vliv lepku na střevní mikrobiom“, jsme prokázali, že lepek brání, 

či významně ovlivňuje schopnost probiotických mikroorganismů adherovat na buňky střevního 

epitelu, čímž dokáže bránit rozvoji zdravé mikrobioty, která následně nedokáže plnit svou 

funkci (Monteagudo-Mera et al. 2019). I v této práci jsme pozorovali výrazně sníženou 

schopnost bakterií adherovat na buněčný model. Lepek pravděpodobně díky své struktuře 

dokáže vytvořit bariéru mezi bakteriemi a buněčným modelem a tím bakteriím zabránit 

v adhezi. Lepek nejenže bránil schopnosti adherovat, ale zároveň dokázal zcela zničit buněčný 

model. Práce probíhala v in vitro podmínkách, nelze tedy s jistotu tvrdit, že se lepek chová 

stejně agresivně i v případě in vivo podmínek v tlustém střevě, neboť v těchto podmínkách 

působí řada dalších vlivů a lepek jako takový je zde mnohonásobně zředěn. Avšak onemocnění 

celiakie je typické právě deformací, až silným poškozením střevních klků a krypt (Schuppan et 

al. 2009; Gutierrez-Achury et al. 2015). Zda by docházelo k podobné destrukci buněk střevní 

stěny tak, jako v našem případě, kdy došlo k destrukci buněčného modelu, je nejasné. Použitý 

buněčný model byl obdobný tomu, který byl použit v bakalářské práci, kdy k žádné destrukci 

buněk nedocházelo.  

Pro plné porozumění chování lepku ve střevním prostředí je však potřeba získat více 

informací o jeho skutečném působení a interakcích. Jedna z možností, jak pozorovat chování 

lepku je zavedení střevního modelu in vitro trávení. Pro potřeby této práce byla použita 

metodika od (Brodkorb et al. 2019) označená jako INFOGEST 2.0, modelu střevního in vitro 

trávení. Právě tato metoda měla za cíl změnit konzistenci a vlastnosti lepku tak, aby se co 

nejvíce podobaly lepku, který prošel in vivo trávením, ačkoliv se jedná pouze o velmi malé 

přiblížení. Pracujeme se simulovaným in vitro trávicím modelem, který ani zdaleka nedokáže 

napodobit všechny vlivy, které v lumen střev působí. Dle (Brodkorb et al. 2019) se toto odvětví 

vyvíjí a samotné metody a modely střevního in vitro trávení se snaží stále více napodobit in 

vivo proces trávení. Skupina kolem (Gagliardi et al. 2021) úspěšně otestovala metodu 

orgánového ex vivo systému (gut-ex-vivo), pomocí které zkoumala na myších střevech citlivých 

na lepek, jak gliadin působí na buňky střevní stěny. Jedná se o metodu časově nenáročnou  
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a nákladově efektivní. Zároveň ve své studii uvádí, že testování na buněčných liniích Caco-2 

není v případě sledování chování lepku vhodné, neboť toto působení nedokáže plně 

rekapitulovat. Avšak nám se i přes to podařilo na tomto buněčném modelu vliv lepku otestovat 

a dojít k určitým výsledkům, které položily základy budoucímu výzkumu. 

Lepek je charakteristický tím, že se využívá jeho vlastností tvořit hustou síť, která 

například v pekařství dává těstu jeho typické reologické vlastnosti (Biesiekierski 2017). Lepek 

je zodpovědný za soudržnost a tvarovatelnost těsta, protože při kontaktu s vodou mazovatí  

a tvoří soudržnou vláknitou síť, která se po průchodu procesem pečení ještě více zpevní (Kucek 

et al. 2015).  V této práci jsme se pokusili pomocí in vitro trávicího modelu tuto síť rozbít  

a zjistit, jak se mění vlastnosti po průchodu gastrointestinálním traktem. Avšak tato síť byla  

i po průchodu traktem poměrně stabilní, odolná a neustále způsobovala formování tráveniny do 

kuliček, což potvrzuje její sílu a stabilitu, nebo nedokonalost in vitro trávicího modelu. Zde se 

pravděpodobně jedná o důkaz, že současné in vitro modely trávení se stále nedokážou přiblížit 

prostředí in vivo trávení, kdy by jistě došlo k větší míře natrávení (Li et al. 2020b). Současné 

modely nedokážou plně simulovat střevní motilitu, velmi obtížně se udržuje prostředí typické 

pro každou fází trávení a hlavně, zcela vynechávají faktor individuality, neboť 

v gastrointestinálním traktu každého člověka působí rozdílné vlivy a faktory.  

Jeden z těchto faktorů je například zdravotní stav střevního mikrobiomu. Během léčby 

antibiotiky je obvykle zvýšené riziko vytvoření dysbiózy střevního mikrobiomu. Tento stav pak 

může mít za následek rozvoj onemocnění, jako jsou v lepším případě zažívací obtíže, nebo 

v případě nejhorším, zánětlivá onemocnění střev. Je prokázáno, že antibiotika, hlavně ta 

širokospektrální, mají na střevní mikrobiotu negativní vliv a dokážou zásadně změnit její 

složení (Lee 2014). V takovém případě se doporučuje začít užívat probiotika. Při užíváním 

probiotik by mělo být také nahlíženo na stravu, která je přijímána společně s nimi. V této práci 

jsme potvrdili, že schopnost adherovat, která je pro probiotické mikroorganismy klíčová, je za 

přítomnosti lepku ve stravě potlačena. Zde se objevuje prostor pro hlubší výzkum toho, jak ve 

skutečnosti lepek, a jemu obdobné sloučeniny brání právě těmto adherenčním schopnostem. 

Zdravá rezidentní mikrobiota, složená převážně ze zástupců rodů Lactobacillus spp.  

a Bifidobacterium spp., by za normálních zdravých podmínek neměla být ovlivněna, neboť se 

vyvíjí spolu se svým hostitelem a předpokládá se, že se umí adaptovat (Rogier et al. 2014).  

 Vyloučit pšeničné výrobky obsahující lepek tak v případě, že je člověk zdravý a netrpí 

žádnými příznaky intolerance, či alergie, není vhodné. Výrobky z pšeničné mouky mají 

vysokou výživovou hodnotu, poskytují fermentovatelný substrát pro střevní bakterie, který je 

pro ně zdrojem energie a ze kterého dokážou produkovat pro hostitele důležité látky, jako 

například mastné kyseliny s krátkým řetězcem (Hoppe et al. 2017). Právě tyto produkty 

bakteriální fermentace jsou nezbytné pro tvorbu střevního prostředí příznivého pro rezidentní 

mikrobiotu a mimo to slouží jako regulátory řady procesů (Kho & Lal 2018). Avšak trpí-li 

člověk celiakií, či jinými onemocněními spojenými s lepkem, musí být striktní a přísná 

bezlepková dieta zavedena ihned. Dle (Collado et al. 2009), bezlepková dieta však nedokáže 

plně napomoci k uzdravení střevní stěny, na které došlo k poškozením vyvolaných celiakií  

a pacientům tak prozatím nezbývá jiná možnost než držet tento typ diety po celý život. 

 Zdravý mikrobiom a vyrovnané složení střevní mikrobioty je základem pro správný chod 

řady procesů v lidském těle. Nelze ponechávat bez povšimnutí vliv stravy na střevní 

mikrobiotu, a to obzvláště u lidí trpících některými z onemocněních spojených právě se střevní 
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mikrobiotou. Do budoucna se nabízí provést širší studii na adherenční schopnosti probiotických 

mikroorganismů za užití naší metodiky, kdy jsou testované vzorky potravy podrobeny in vitro 

trávení a následně aplikovány na buněčný model střevních buněk, kde probíhá samotná 

adherence bakterií. V naší studii byl testován pouze lepek a čtyři probiotické kmeny 

laktobacilů. Studie, která by pracovala s větším počtem probiotických kmenů, a kromě lepku 

otestovala i další lepku příbuzné bílkoviny, by mohla vnést nový pohled a poskytnout nové 

poznatky o tom, zda omezuje adherenční schopnosti mikroorganismů pouze lepek, nebo  

i jemu podobné látky. Jako lepku podobné sloučeniny by se mohl využít hordein, secalin, nebo 

avenin, o kterých se hovoří, jako o lepku příbuzných sloučeninách. Zároveň by bylo na místě 

testování více probiotických mikroorganismů. Stále však pracujeme na úrovni in vitro 

podmínek, které jsou obtížně interpretovatelné do podmínek in vivo, avšak rozsáhlejší studie 

by mohla poskytnou podklady pro budoucí experimenty. 
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7 Závěr 

 Cílem práce bylo otestovat schopnost probiotických kmenů Lactobacillus fermentum, 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus gaserii adherovat na 

buněčné linie kultury Caco-2 za přítomnosti lepku, který prošel in vitro střevním modelem 

trávení. Pro vlastní testování adherence byla použita nová metodika, vytvořená úpravami 

metodiky dle (Jensen et al. 2012). Výsledky ukázaly, že lepek má významný vliv na adherenční 

schopnosti probiotik a zároveň významně působí na buňky střevního epitelu. Konzumace 

pečiva bohatého na lepek by na základě našich poznatků, dokázala potlačit pozitivní efekt 

konzumace probiotických doplňků stravy, protože probiotika by nemusela být schopna 

adherovat v prostředí s vyšším obsahem lepku. 

 Námi testované množství tráveniny bylo pravděpodobně vyšší. Z tohoto důvodu mohlo 

dojít k zahlcení vzorků tráveninou a následnému zkreslení schopnosti probiotik adherovat. 

Došlo však k otestování kapacit a limitů této metodiky. Opakování testů s menším množstvím 

tráveniny již nebylo možné z důvodů časových a dalších omezení způsobených aktuální situací 

vyvolanou nemocí Covid-19. Do budoucna je zde prostor pro otestování adherenčních 

schopností probiotik v prostředí s nižší koncentrací lepku. Nová metodika představuje levnější 

a rychlejší alternativu, která by po další optimalizaci mohla poskytnout nové a širší poznatky, 

jak probiotika odolávají prostředí bohatému na lepek. 
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