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Souhrn

Ovoce a zelenina, pfitomna ve stravé, slouzi jako hlavni zdroj rostlinnych fenolovych
sloucenin, které maji prokazany efekt pii prevenci chorob, jako jsou arterioskleroza, obezita,
rakovina, srde¢ni choroby, chronické zanéty a mnoho dalSich. Biologické vlastnosti
rostlinnych fenolovych sloucenin zavisi na biologické dostupnosti zejména ve stievnim
epitelu, kde je tato dostupnost ovliviiovana hlavné stievni mikroflérou a to probiotickymi

kmeny Lactobacillus spp. a Bifidobacterium bézn¢ ptitomné ve sttevni mikroflofe.

Pro hostitele maji probiotika pozitivni efekt a jsou schopny chranit organismus
pied patogeny a efektivné zabraniovat poskozeni stfevni sliznice. U snadno adherujicich
kment dochéazi k obsazeni vazebnych mist na stfevnim epitelu a zabranéni patogentim

adherovat na sliznici stfevniho epitelu.

In vitro bunétny model epitelu tlustého stfeva, ktery je tvofeny bunéénymi liniemi
kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT29-MTX (absorpéni a poharkové butiky), simuluje

sliznici sttevniho epitelu a poskytuje informace o adherenci probiotickych organismd.

Cilem prace bylo zjistit, jak za pfitomnosti katechinu, epikatechinu, kyseliny
chlorogenové a kvercetinu bude ovlivnéna adherence kmene Lactobacillus gasseri na in vitro
bunééném modelu. Vysledky ukazuji, ze pfitomnost flavonoidii zvySuje adherenci L. gasseri
u kvercetinu o 10,5 %, katechinu o 8,9 %, kyseliny chlorogenové 0 8,8 % a epikatechinu
08,3 %.
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Summary

Fruit and vegetables contained in the diet serve as the main source of the plant
phenolic compounds which have a proven effect in preventing the diseases such as
arteriosclerosis, obesity, cancer, heart diseases, chronic inflammation, and many others.
Biological properties of the plant phenolic compounds depend on the bioavailability
particularly in the intestinal epithelium, which is mainly influenced by the availability
of the intestinal microflora and the probiotic strains of Lactobacillus spp. and Bifidobacterium

normally present in the intestinal microflora.

Probiotics have a positive effect for a host and they are able to protect the organism
against pathogens and effectively prevent the damage to the intestinal mucosa. Occupancy
of binding sites on the intestinal epithelium and preventing pathogens to adhere to the mucosa

of the intestinal epithelium occur in the easily adhering strains.

In vitro cellular model of the intestinal epithelium of the colon, which is composed
of the colorectal cancer cell lines Caco-2 and HT29-MTX (absorptive and goblet cells)
simulates the intestinal epithelial mucosa and provides information on the adherence

of the probiotic organisms.

The aim of the study was to determine how the presence of catechin, epicatechin,
chlorogenic acid and quercetin will affect adherence of Lactobacillus gasseri on in vitro
cellular model. The results show that the presence of flavonoids increases the adherence
of L. gasseri quercetin at 10.5 %, 8.9 % catechin, chlorogenic acid 8.8 % and 8.3 %

epicatechin.
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1. Uvod

Probiotické organismy jsou nedilnou soucésti mikrobiomu, ktery je pfitomny
Vv travicim traktu. Zejména kmeny rodu Lactobacillus a Bifidobacteria se bézné¢ vyskytuji
Vv lidském stfevé, kde maji pozitivni vliv na hostitele. Probiotika jsou schopné zabraiiovat
patogennim organismim V adherenci na kartacovy lem stfevniho epitelu. A tim podporovat

stfevni imunitu a zdravi hostitele (Williams, 2010).

V soucasné dob¢ je vénovan zajem potravinam a jejich vlivu na adherenci stfevniho
epitelu. Slozkou potravin ovliviwyjici adherenci jsou nejen probiotické organismy,
ale i rostlinné fenolové slouceniny. Nejvétsim zdrojem téchto latek v lidské stravé je ovoce
a zelenina. V nich obsazené fenolové slouc¢eniny maji pozitivni ptinos pro lidské zdravi, diky
své antioxidacni aktivité v in vivo i in vitro podminkach. Jejich dostate¢ny piijem muize
zabranit vzniku mnoha nemocem, jako je rakovina, chronicky zanét, obezita, mrtvice,

ischemicka srde¢ni nemoc a jiné (Naczk and Shahidi, 2004).

Utinky antioxidantii viak nezavisi jen na koncentraci v ovoci a zelening, ale i na jeji
biologické dostupnosti. Ruizné latky jsou nejlépe biologicky dostupné v riiznych castech
traviciho traktu, kde jsou ovliviiovany probiotickymi organismy a naopak (Saura-Calixto

etal., 2007).



2. Cil prace

Cilem prace je ovéfeni, zda a do jaké miry ovliviiuji fenolové slouceniny a extrakty
z ovoce azeleniny adherenci laktobacilti in vitro na bunééném modelu stievniho epitelu.
Testovanou hypotézou je, ze extrakty pozitivné, ¢i negativné adherenci ovliviuji a tento jev je

druhoveé specificky.



3. Literarni prehled

3.1. Mikrobiom lidského traviciho traktu

Mikrofléra dosp&lého &loveka obsahuje 10 mikroorganismtl, coZ je vice nez je bunék
v lidském  organismu. Mikrofléra zahrnuje pfes 500 druhtt  mikroorganismi
a k nejdilezitéjsim rodim patii Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus a Escherichia (Saunier, Dore, 2002). Tyto mikroorganismy
traviciho traktu clovéka tvoii komplexni ekosystém, ktery ma vliv na lidské zdravi.
Napoméha vyvoji imunitniho systému a zabranuje kolonizaci patogeny zptisobujici alergie,
zanétliva onemocnéni stiev nebo metabolicka degenerativni onemocnéni (Marteau and
Salminen, 1997). Jednou ze zakladnich schopnosti tohoto systému u zdravého clovéka je

udrzeni kvantitativni a kvalitativni rovnovéhy souboru mikroorganismd, které jsou pfitomné

v travicim traktu (Svestka, 2007).

Bifidobakterie, které jsou soucasti lidské mikroflory se vyuZivaji také
ve farmaceutickém pramyslu v podobé probiotik. Probiotika jsou zivé mikroorganismy,
které pozitivné ovliviiuji a chrani organismus hostitele pred patogeny a ochranuji stfevni
sliznici (Senok et al., 2005). Pfiznivy vliv na zdravi hostitele a lepsi ¢innost jeho
gastrointestinalni mikroflory maji i prebiotika. Prebiotika jsou selektivné fermentované slozky
potravy, které¢ umoznuji specifické zmény ve sloZzeni a ¢innosti sttevni mikroflory. Obecné
jsou mezin¢ fazeny nestravitelné oligosacharidy, zejména fruktooligosacharidy
(Pharmaceutiques, 1995). Kombinaci probiotik (zivé mikrobialni dopliky) a prebiotik
(vhodny substrat) dosahneme synergického ucinku. Tuto kombinaci nazyvame symbiotika
(Collins and Gibson, 1999). Symbiotika podporuji rist stavajicich probiotickych bakterii
Vv tlustém stfevé a pozitivné pusobi na setrvani a rust novych kmenu (Liong, 2008).
Symbioticka kombinace inulinu a oligofruktézy s Lactobacillus plantarum a Lactobacillus
bifidum zvysSuje rdst bifidobakterii a potlacuje pro ¢lovéka patogenni kmeny, jako jsou
Campylobacter jejuni, E.coli a Salmonella enteritidis in vitro. Jiné testované sacharidy
nebyly tak ucinné (De Vrese and Marteau, 2007). Prikladem symbiotik mohou byt
fruktooligosacharidy ve spojeni s bifidobakterialnim kmenem nebo laktitol v kombinaci

s laktobacily (Collins and Gibson, 1999).



3.1.1. Patogenni bakterie s negativnim u¢inkem na hostitele
Streptococcus

Streptococcus jsou grampozitivni bakterie mlééného kvaseni kulovitého tvaru.
V gastrointestinalnim traktu ¢lovéka patii mezi fakultativné anaerobni druhy. Vyskytuji se
jako pfirozeni komenzalové na klizi, v dutin€ ustni a nosohltanu, v hornich cestach dychacich,
travicim a urogenitalnim traktu ¢lovéka i zvifat. Patogenni druhy Streptococcus mohou
zpusobit bolesti v krku, zapal plic, meningitidu nebo endokarditidu (Juneja and Sofos, 2010,
Brittan and Nobbs).

Clostridium

Clostridium jsou anaerobni sporotvorné ty¢inkovité bakterie, které jsou vyuzivany
Vv l¢ékatstvi a primyslové mikrobiologii. Jsou dileZitou soucasti kvasnych procesli u vyroby
rozpoustédel a organickych kyselin. Mohou zplsobit riznd onemocnéni jak u lidi,
tak u zvitat. Mezi hlavni faktory virulence patii enzymy a toxiny, které vyvolavaji nemoce,
jako jsou napft.: botulismus, tetanus, snét’ a rané zanéty (Johnson, 2009). Clostridium difficile
je bézna soucast stievni mikrofléry. P pouzivani antibiotik vSak muze dojit k jejich
pfemnozeni, doprovdzené zvysenou produkci toxintl, které mohou poskodit vystelku stieva
a nasledné je mozny vyskyt bolesti v bfisni dutiné¢ doprovazené vodnatymi prijmy (Votava,
2003).

Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni anaerobni ty¢inkovita bakterie, ktera je 2-3 pm
dlouha a 0,6 um Sirokd. Barvi se homogenné. Na povrchu ma rizné typy fibrii, které
umoziuji adhezi na hostitelskou buiiku. Escherichia coli je komenzalem tlustého stieva a je
pouzivana jako indikator fekalni kontaminace pitné vody. Patogenni E. coli mize zpusobit
infekci Vv intestindlnim traktu vyvolavajici prijmy nebo extraintestindlni onemocnéni,
kde infikuje mocové cesty (Bednat, 1996). Druhy Bacteroides netvoti spory, ale tzv. kapsle.
Jejich bunééna membrana neobsahuje endotoxin, proto je jejich patogenita omezena.
Nejcastéji je spojovana s infekci dutiny bfiSni, zanétem pobfiSnice a appendixu. V tlustém
stievé Cloveéka a zvirat se nachazi bakterie Bacteroides fragilis, které tvoii 1-2 % z celkového

objemu stfevni bakterialni mikroflory (Hentges, 2012).



3.1.2. Probiotické bakterie s pozitivnim efektem pro hostitele

Do kmene Actinobacteria patii rod Bifidobacterium, kde jsou grampozitivni,
nesporulujici, nepohyblivé anaerobni tyCinky. Bifidobakterie se nalézaji v matefském mléce
(Makino et al., 2015), dutin¢ ustni (Aas et al., 2005), tlustém stievé (Koutsos et al., 2014)
nebo pochvé zen (Chaban et al., 2014).

V travicim traktu kojencti pevlada kmen bifidobakterii, které ziskdvaji z matetského
mléka. S vékem se mikroflora Clovéka méni. Pocet bifidobakterii se S rostoucim vékem
jedince postupné sniZzuje a nakonec se stane az tietim nejpocetnéjSim rodem (cca 25 %
z celkového poctu bakterii stievni mikroflory dospélého jedince) po rodu Bacteroides
a Eubacterium. B. infantis a B. breve jsou typické pro déti, zatimco u dospélych je nahrazuje

B. adolescentis. B. longum pietrvava po cely Zivot ¢lovéka (Hentges, 2012).

I v dospélém veéku hraji bifidobakterie dulezitou roli v mikroflote tlustého stieva
pti regulaci pH pomoci kyseliny mlééné a octové, které brani rozmnozovani a ristu patogent.
Z tohoto divodu se bifidobakterie vyuzivaji v potravinaiském pramyslu jako zivé kultury
pro mlééné vyrobky nebo farmaceutické preparaty (Zavaglia et al., 2000), jako jsou
probiotika, ktera zlepSuji stfevni mikrofléru. Vysledky studie podporuji pouziti kment
B. longum jako dopln¢k do mléénych vyrobku, kdy B. adolescentis a B. infantis mohou byt
vhodnymi alternativami. Kazdy kmen v rdmci téchto druhti vykazuje jedinecné vlastnosti:

tempo rastu, rychlost metabolismu, proteolytické aktivity a chut’ (Martin, 1996).

Mezi dalsi skupinu bakterii mlécného kvaSeni vyuZivanych jako probiotika patii rod
Lactobacillus. Jsou to grampozitivni anaerobni bakterie, které rozkladaji laktozu a dalsi cukry
na kyselinu mlécnou. V téle €lovéka se nachdzi hlavn€ v dutin€ Ustni a gastrointestinalnim
traktu. Pouzivaji se v potravinaiském primyslu pii vyrobé fermentovanych produktd,
jako jsou naptiklad: jogurty, syry, kyselé zeli, cidery, vina (Pot, 2008). Studie prokazaly,
ze rod Lactobacillus ma preventivni u¢inky pred zanétlivym onemocnénim stfev (Ouwehand
et al., 2002, Mohamadzadeh et al., 2005). Rod Lactobacillus ma nékolik specifickych kmeni.
Lactobacillus gasseri kolonizuje gastrointstinalni trakt, dutinu Gstni a pochvy Zen (Boot et al.,
1996). Lactobacillus acidophilus je vyuzivam jako probiotikum uz vice jak 40 let. Je to Casto
konzumovany probioticky mikroorganismus, ktery proSel dvojit¢ zaslepenymi,
randomizovanymi a placebem kontrolovanymi klinickymi studiemi. Tyto studie prokézaly,
ze L. acidophillus je bezpecny a ma pozitivni vliv na lidské zdravi. Zmirfiuje ptiznaky virové

infekce, zlepSuje funkci stiev a snizuje mnozstvi Clostridii (Lahtinen et al., 2012, Ringel-



Kulka et al., 2011). Probioticka aktivita L. acidophilus je zavisla na pieziti pii prichodu
gastrointestindlnim traktem a docasné dominanci mikroflory tenkého stfeva, kde pfilnavost
probiotickych mikroorganismt k hostitelskému epitelu usnadiiuje odliSna genova exprese

a imunomodulace (Booijink et al., 2007).

Tab. 1: SloZeni gastrointestinalniho traktu dospélého ¢lovéka

Pocet mikroorganismi CFU/ml nebo CFU/g

y o . , TLUSTE
ZALUDEK LACNIK ~ KYCELNIK )
STREVO

Celkovy pocet 0-10° 0-10° 10%-10° 10%-10"%
AEROBNE ROSTOUCI
Enterobacteriaceae 0-10° 0-10° 10%-10’ 10*-10"
Streptococci 0-10° 0-10* 10%-10° 10°-10"
Staphylococci 0-10° 0-10° 10%-10° 10*-10°
Lactobacilli 0-10° 0-10* 10%--10° 10°-10%°
Kvasinky 0-10° 0-10? 10%-10* 10*-10°
ANAEROBNI BAKTERIE
Bacteroides vzicnd 0-10° 10°-10’ 10"°-10%
Bifidobacteria vzicnd 0-10* 10°-10° 10*-10"
Peptostreptococci vzécnd 0-10° 10%-10° 10%-10%
Clostridia vzicnd vzicnd 10%-10* 10°-10"
Eubacteria vzacné vzacné Vzicné 10'°-10"

(Lata et al., 2009)
3.1.3. Role probiotickych mikroorganismu

Stfevni mikrobiom je tvofen az ze 40 000 kmenl aerobnich a anaerobnich bakterii,
vird, hub a dal$ich mikroorganismii. SloZzeni mikrofléry gastrointestinalniho traktu je v kazdé
Casti stfeva jiné (tab. 1). VSechny tyto mikroorganismy chrani spolecné s imunitnim
mikrobiomu jsou probiotika - zivé nepatogenni organismy, které zlepSuji mikrobialni
rovnovahu v gastrointestinalnim traktu. Jejich blahodarné ucinky jsou zpusobeny nékolika
riznymi mechanismy: sniZuji pH ve stfevech, omezuji riist a Sifeni patogennich organismi

a jsou zakladem pro dobrou imunitu ¢loveka (Williams, 2010).



Vy€erpani mikrobialni flory (pfedevS$im probiotik) mize u c¢lovéka zpisobit
nachylnost k infekci enteropatogennimi bakteriemi, jako je Salmonella, Shigella,
enterotoxigenni E. coli nebo Vibrio cholerae (De Vrese and Marteau, 2007). K opétovnému
doplnéni mikrobidlni flory jsou podavany potravinové doplilkky obsahujici probiotické
bakterie, které vSak musi byt schopné ptekonat nékteré biologické piekazky. Mezi hlavni
bariéry patii kyselina chlorovodikova v zaludku nebo zlu¢ v tenkém stievé. Kmeny bakterii
pouzité v potravinovych dopliicich musi rovnéz prokazat v kazdém vyrobku svou bezpecnost,
ucinnost a dostatecné mnozstvi zivotaschopnych mikroorganismii po celou dobu pouzitelnosti
(Chen et al., 2014). Konzumaci probiotik miize dochazet ke snizeni rizika gastrointestinalni
a urogenitalni infekce, alergie a nékterych stfevnich poruch, jelikoz dokézi inhibovat rist,
adhezi na stfevni buiky a metabolickou aktivitu enteropatogennich bakterii (De Vrese
and Marteau, 2007). Diky témto vlastnostem mohou probiotika zabrafiovat prijmim pii 1é¢bé
antibiotiky (Johnston et al., 2011). Z tohoto duvodu je vhodné uzivat probiotika alespont dvé
hodiny pfed davkou antibiotik (Williams, 2010). Na trhu je k dostani mnoho produkti
s obsahem probiotik, jako jsou napiiklad: vyzivové doplnky ve formé kapek a kapsli
nebo acidofilni mléka (Chen et al., 2014).

3.1.4. Role probiotik v modulaci imunitniho systému

Imunita je stimulovana stfevnim epitelem, ktery ptsobi na slizni¢ni bariéru. Sliznice
a vngj§im prostfedim. Imunitni systém sliznic ma bariérovou funkei, kterd chrani Clovéka
pred infekcemi a patogennimi organismy (Tlaskalova-Hogenova et al., 2002). Enterocyty se
nachéazeji vtenkém a tlustém stfevu, kde produkuji antimikrobidlni peptidy, které reaguji
na grampozitivni a gramnegativni bakterie, houby 1 kvasinky. Intestindlni epitelidlni bariéra
inhibuje bakteridlni adhezi, neutralizuje viry a toxiny. DokaZe odstranit i nékteré antigeny,

které navozuji systémovou zanétlivou reakci (Yu et al., 2012).

Mikroflora stiev méa nejvyznamnéjsi funkci béhem postnatalniho obdobi, kdy se vyviji
lokalni i systémova imunita. Casem se mechanismy zméni a za¢nou udrZovat systémovou
a slizni¢ni imunitu v rovnovaze (Kokesova, 2009). Podporu mechanismii gastrointestinalniho
traktu zajiSt'uji probiotické bakterie, které reguluji imunitu prostfednictvim kontroly bilance
prozanétlivych a protizanétlivych cytosinti. Dokazi zmirnit zanéty stfev, napravit stfevni

slizniéni dysfunkci a regulovat stievni piecitlivélost (Isolauri et al., 2001).



Probiotika ovliviiuji bariérni funkci stfevniho epitelu nékolika zptsoby v zavislosti
na kmenu bakterii nebo kvasinek (obr. 1). Prvnim ze zpusobt je pfimy ucinek na epitel.
Probiotika mohou zvysit sekreci poharkovych bun¢k a koncentraci mucinu, ktery vytvori
hlen, tim se bakteriim omezi cesta pies slizni¢ni vrstvy (Ouwehand et al., 2002). B3-defensiny
ni¢i mnoho gramnegativnich a grampozitivnich bakterii. Druhy zpusob je vliv na slizni¢ni
imunitu. Protilatka tfidy imunoglobulinu A (IgA) je produkovana v bunikach lamina propria
a podporuje sekre¢ni IgA (Isolauri et al., 2001). Navazuje na sebe bakterie a jejich antigeny,
a tim zamezuji bakterialni kolonizaci na epitelu. Posledni zpiisob je vliv na infikované
bakterie. Probiotika mohou eliminovat nebo inhibovat rust patogennich bakterii pomoci
exprese antimikrobialnich faktord (Ohland and MacNaughton, 2010, Isolauri et al., 2001,
Chen et al., 2014).

Obr. 1: Vliv probiotickych bakterii a kvasinek na bariérni funkci stfevniho epitelu

probiotické bakterie a
kvasmky
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A Vliv na epitel C vI|v na dalSi bakterie

B Vliv na slizniéni
imunitu
v~
hlen R- defensmy ? \ sigA %
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B L lIIlIlIIIIIIIIIIIlI L
poharkova burika enterocyty “~
Aj q
‘rg Ly
®ex

Upraveno podle Ohland and MacNaughton (2010)
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3.1.5. Zmény mikrobiomu v souvislosti s vyZivou a Zivotnim stylem

Mikrobiom clovéka je zkoumdn hned z nékolika divodi: ma vliv na fyziologii
Cloveéka, vyznamné se podili na rastu lidskych stfevnich bun€k, pomaha udrzovat jejich
homeostazu a mize byt pfi¢inou riznych onemocnéni, jako je zanétlivé onemocnéni stiev

nebo obezita (Hattori and Taylor, 2009).

Studii, kterou vypracovali Hildebrandt et al. (2009) ptedlozila tdaje o tom, jak vysoky
obsah tuku ve stravé muze ovlivnit mikrofléru mysich stfev nezdvisle na obezité. Byl
vypozorovan pokles bakterii z kmene Bacteriodetes a zvySeni bakterii z kmene Furmicutes
a Proteobacteria. Turnbaugh et al. (2009) stifidavé krmili mysi stravou s nizkym obsahem
tuku, stravou s rostlinnymi polysacharidy s vysokym obsahem tuku a s vysokym obsahem
cukru. Bylo zjisténo, Ze zménou stravy se mikroflora stfev zménila jiz za jediny den. Wu et al.
(2011) ve své studii posuzuji vliv stravy svysokym obsahem vlakniny na mikrobiom,
kde vysledkem bylo zvySeni poétu bakterii z kmene Bacteroidetes a Actinobacteria a pokles
bakterii z kmene Firmicutes a Proteobacteria. Fekalni vzorky vegetarianii a vegant byly
porovnavany se vzorky lidi, kteti jedi kompletni a pestrou stravu bez omezeni. Pfi dlouhodobé
diet¢ byla ovlivnéna mikroflora stiev. Pocet bakterii z kmene Bacteroides poklesl spolu

s Enterobacteriaceae, Bifidobacterium a E. coli (tab. 2) (Zimmer et al., 2011).

Tab. 2: Vliv vyzivy na stfevni mikrofloru

Dietni intervence Zmény mikrobiomu Reference
Bacteroidetes

Vysokotuéna dieta Firmicutes 1 (Hildebrandt et al., 2009)
Proteobacteriat

Vysokotucna/ Bacteroidetes

(Turnbaugh et al., 2009)
vysokosacharidova dieta Firmicutes 1 (Erysipelotrichi, Bacilli)

) Bacteroidetes?, Actinobacteriat
Strava s vysokym obsahem vlakniny o ) (Wuetal., 2011)
Firmicutes |, Proteobacteria |

Bacteroides spp.|, Enterobacteriaceae

spp-| :
Vegetarianska strava (Zimmer et al., 2011)
Bifidobacterium spp.|, Escherichia

coli |

11



3.2. Mechanismy mikrobiilni adherence na stievni sténu

3.2.1. Vyznam adherence

Travici trakt ma na svém povrchu sliznici (obr. 2), kterda ho chrani vrstvou hlenu
a bakteriemi stievni mikroflory. Hlenova vrstva je dilezité misto pro adhezi a kolonizaci
bakterii, protoZe je prvni kontaktni plochou mikroorganismu po vstupu do stteva (Ouwehand
et al., 2001). Adheze udrzuje mikroorganismy v téle, aby nebyly odstranény pohyby obsahu
traviciho traktu. Patogeny, které do organismu vstupuji s potravou nebo kontaminovanou
vodou, pronikaji vrstvou hlenu pomoci bic¢iku, zménou svého tvaru nebo enzymii. To vede
k bakterialni infekci a zahdjeni infekéniho onemocnéni (Bednaf, 1996). Laktobacily
a bifidobakterie dokazi inhibovat uchyceni patogennich bakterii na jejich vazebna mista
na kartacovém lemu stievniho epitelu (Bernet et al., 1994). Kazdy mikroorganismus preferuje
pro adhezi jiné misto, které se muze liSit u jednotlivych druhii hostiteld. Mista rozdélujeme

na:

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

4) lumen stieva (Schrezenmeir and de Vrese, 2001).
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Obr. 2: Tenké stievo a jeho absorpce
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3.2.2. Mechanismus adherence

Adherence spociva v tom, Ze na povrchu mikroorganismu se vyskytuji adheziny
(proteiny), které interaguji s receptory na epitelové buiice (glykoproteiny, glykolipidy)
(Capaldo et al., 2014). Fibroblasty produkuji glykoprotein fibronektin, ktery je dulezity
pfi vazbé mikroorganismii na eukaryotické bunky. Fibronektin zajiStuje vazbu zejména
grampozitivnich kokli a nékterych virh na epitel. Adherence je dilezitd pro mnozeni
mikroorganismi v misté infekce (Bednat, 1996). Schopnost probiotik adherovat na stievni
sliznici maze prodlouzit dobu jejich ptsobeni v travicim traktu (Ouwehand et al., 2001),
tim je podpofeno vyluCovani patogend a jejich interakce s bunikami epitelialniho imunitniho
systému hostitele (Jensen et al., 2012). Bakterie, které adheruji jen na hlen a nikoli na epitel
stfevni sliznice mohou byt s degradovanymi muciny vyplaveny travicim traktem (Buck et al.,

2005).

Adheze laktobacili a bifidobakterii na lidské epitelidlni buniky Caco-2 zavisi nejen
na fyziologii bakterii nebo jejich fyzikdlné-chemickych parametrech, ale také na vyskytu
kyseliny lipoproteinové, ktera funguje jako mediator adheze Lactobacillus spp. ajinych
bakterii (Granato et al., 1999). Adheze bakterii na stievni epitel je multifaktorialni jev,
ktery zahrnuje elektrostatické interakce, hydrofobni reakce nebo specifickou bakteridlni

strukturu (Jensen et al., 2012).

3.3. In vitro testy mikrobialni adherence
3.3.1. Autoagregace vs. adherence

Autoagregace je adherence bakterii stejného kmene a ma dulezity vyznam v lidském
stievé (Jankovic et al., 2003). Del Re et al. (2000) prokazali, Ze autoagregace uzce souvisi
s adherenci. U vSech kment Bifidobacterium longum, které nebyly schopné autoagregace neni
mozna adherence na bunky Caco-2. Ale pokud kmeny B. longum, které jsou schopné
autoagregace pusobi souCasné s kmeny, které autoagregace schopné nejsou, pak je mozna
adherence na Caco-2 bunky u obou kmeni. Kmen B. longum 8 nebyl schopen adheze,
jelikoz je malo hydrofobni (neinteragujici svodou). Meéfenim mikrobialni adheze
na uhlovodiky bylo zjisténo, ze autoagregace a hydrofobnost jsou dvé nezavislé schopnosti

bakterii, které jsou nezbytné k adhezi. Diky t€émto schopnostem by bylo mozné piedb&zné
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identifikovat bakterie a to vyuzit ke komerénim ucelim. Obecné plati, ze probiotické kmeny

vykazuji vy$si autoagregacni schopnosti nez kmeny patogenti (Collado et al., 2007).

3.3.2. Adherence na mucin a slizni¢ni bunky

Aby mohla probiotika adherovat na stfevni epitel, je nezbytna pfitomnost mucinu
(slozity glykoprotein), ktery chrani sttevni plochy sliznic hostitele pfed skodlivymi antigeny
a podporuje motilitu lumenu stteva (Mack et al., 2003, Van Tassell and Miller, 2011). Muciny
tvofi vrstvu hlenu, ktera je prvni fyzickou bariérou proti bakteriim ve stfevé. Adheze tohoto
hlenu je nutné pro interakci probiotickych organismt s hostitelskymi buikami. Vrstva hlenu
v lidském intestinalnim traktu ma vysku 30-300 pm. Cim je od tenkého stieva blize

ke kone¢niku, tim je tloustka hlenu vétsi (Van Tassell and Miller, 2011).

Mucin sekretuji cylindrické pohérkové buiiky, které jsou rozmisténé mezi epitelovymi
bunikami. V rozsifenych ¢astech poharku se nachazi mucigenni zrna, ktera jsou tvofena
pfevazné glykoproteiny — mucinem. Odtud je mucin sekretovan do stfeva, kde na jeho
povrchu vytvaii hydrofilni membranu. Pfechodem do tlustého stfeva se pocet poharkovych
bun¢k zvysuje. V tlustém stfevé je pomér enterocytd k poharkovym bunikam 2:1 (Grajek

and Olejnik, 2004).

Muciny muzeme rozliSit na sekrecni a membranové. V tracheobronchidlni,
gastrointestinalni a reprodukcni soustavé se nachazi sekrecni mucin, ktery zde tvoti hlen.
Tento gelovity hlen vznika spojenim disulfidovych vazeb velkych oligomert a proteinovych
monomert (Gendler and Spicer, 1995). Hlen obsahuje mnoho proteint, které se zGcastiuji

traveni a transportu zivin do organismu (Grajek and Olejnik, 2004).

Zatim bylo nalezeno 20 riznych typit mucind (Atuma et al, 2001).
V gastrointestinalnim traktu se nachazi hlavné muciny oznac¢ené jako MUC2 a MUC3 (Gum
Jr, 1995). Oba proteiny maji podobné receptory v podobnych koncentracich. To potvrzuje
i velmi silna korelace mezi adhezi k obéma typum hlenu (Ouwehand et al., 2001). MUC2 se
sklada ze dvou vrstev, které maji rizné vlastnosti a funkce. Vnitini vrstva, pfiléhajici k epitelu
stfeva se skladd z malych port, které nedovoluji pfimému kontaktu s epitelidlnimi bunikami.
Vnéjsi vrstva vznikd chemickymi a fyzikdlnimi procesy. Ma mensi hustotu a obsahuje vétsi
pocet bakterii, pro které ma idealni prostiedi. Tato vrstva je pro bakterie dulezitym zdrojem

energie a umoziuje jim se vazat na rizna mista (Atuma et al., 2001).
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Muciny obsahuji vazebnd mista pro rezidentni mikrofléru a zajiStuji vysoké
koncentrace imunoglobulinu, ¢im brani napadani a kolonizaci patogennich mikroorganismd.
Obsahuji oligosacharidy, které svou strukturou piipominaji epitelidlni receptory,
na které navazi patogenni bakterie, a tim je imobilizuji. Muciny jsou také spojovany
s proliferaci, diferenciaci a karcinogenezi. Maji vliv na vyvoj nadoru a jejich invazi (Leteurtre
et al., 2004). Laktobacily a bifidobakterie dokazi inhibovat patogenni organismy na stfevnim
epitelu. Aby tato ucinnost mohla probéhnout, tak probiotika musi byt schopna adheze
na mucin nebo lidské epitelialni bunky. Testovani adheze in vitro u potencionalnich probiotik
je doporuteno Organizaci pro vyzivu a zemédélstvi (FAO - Food and Agriculture
Organization) a Svétovou zdravotni organizaci (WHO — World Health Organization)
(Gonzalez-Rodriguez et al., 2012). Vybrané probiotické druhy Lactobacillus, které maji
schopnost adheze na stievni epitelové buiiky, rychle vyvolavaji expresi mucinu MUC3. Vyssi
koncentrace MUC3 ma schopnost inhibovat adhezi patogenti na epitelialni bunky (Mack
et al., 2003).

3.3.3. Adherence na bunééné linie Caco-2, HT-29 a HT29-MTX

Mechanismus, kterym laktobacily adheruji na buiiky lidského stfevniho epitelu
muzeme zkoumat za pomoci kultivace bunécnych linii izolovanych z traviciho traktu ¢lovéka.
Normalni bunééné linie maji tu nevyhodu, Ze izolované enterocyty maji omezenou
zivotaschopnost a rozdily mezi riiznymi darci enterocytl mohou vyvolat proménlivé vysledky
Z bakterialni studie in vitro, proto jsou vyuzivany bunééné linie kolorektalniho karcinomu
a samostatné nebo ve smésnych kulturach, které maji schopnost simulovat stfevni epitel

in vitro (Chauviére et al., 1992).

3.3.3.1. Caco-2

Caco-2 bunky tvorfi heterogenni fadu bunck lidského epitelidlniho kolorektalniho
karcinomu tlustého stieva. Tato bunécna linie je vyuzivana K in vitro analyzam, ptipadné
k vyzkumiim zamétenych na zanétlivé procesy stievniho epitelu (Sokol et al., 2008). Vyhody
bunééné linie Caco-2 jsou v morfologické i funkéni rozli¢nosti, kdy jsou rozliSitelné na dvé
Casti a to na apikalni membranu a basolateralni membranu. Ty mezi sebou maji nepropustné

spoje, a tim se podobaji normalnim epitelialnim buitkam (Simons and Fuller, 1985).
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Za béznych podminek kultivace se buné¢na linie Caco-2 po 2-3 tydnech samovolné
diferencuje do monovrstev polarizovanych bun¢k. Tato monovrstva je typicka pro enterocyty.
Po diferenciaci se vytvoii mikroklky a nasledné tim muaze simulovat kartacovy lem stfeva
v invitro testech (Grajek and Olejnik, 2004). Jadro enterocytl se nachazi v bazalni casti
a kartacovy lem zase v Casti apikalni (obr. 3). Tato jadra obsahuji velké mnozstvi
mitochondrii (Gaillard et al., 1987, Yee, 1997). Diky této morfologii je buné¢na linie Caco-2
vyuzivana jako model linie enterocytd v pokrocilych in vitro metodach a to konkrétné
in cellulo testech pfistanovovani cytotoxicity latek, metabolismu latek, adherence

mikroorganismu a dalsich (Grajek and Olejnik, 2004, Artursson and Karlsson, 1991).

Vyzkum, ktery uskute¢nili Chauviére et al. (1992) prokazal, ze schopnost laktobacilt
adherovat na bunécnou linii Caco-2 se lisi mezi kmeny. Vysledky ukdzaly, ze sedm
z pétadvaceti kment Lactobacillus dobte adheruji na monovrstvu Caco-2 bungk.
Tato schopnost zavisi na mocnosti kationtl, které tvoii iontové mistky mezi povrchem
bakterii a epitelovou bunikou. Kleeman a Klaenhammer (1982) zjistili, ze nejlepsi adhezi

laktobacilt ke sttevnim bunikam zptisobuji dvojmocné kationty vapniku.

Obr. 3: Caco-2 bunky

500 nm

2A — Snimek z rastrovaciho elektronového mikroskopu — tvorba mikroklkti na bunikach Caco-2;
2B — Transmisni eklektronova mikrofotografie Caco-2 bunky
(MV — mikroklky, TJ — t&sny spoj, LM — lateralni membrana)
Zdroj: www.sigmaladrich.com
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3.3.3.2. HT-29aHT29-MTX

Schopnost laktobacili adherovat na sliznici stieva je rozhodujici podminkou
pro pozitivni efekt ucinki probiotik, jelikoz prodluzuje perzistenci ve stieve, a tim umoziuje
uplatnit své zdravi prospé$né ucinky (Collins et al., 1998). Byly studovany ruzné rody
laktobacil na eukaryotickych buné¢nych liniich v ramci in cellulo metod, ve kterych dochazi
k simulaci lidské stfevni sliznice (Wang et al., 2008). Mezi takové bunééné linie patii HT-29
izolovana z tkané kolorektalniho karcinomu tlustého stieva 44leté Zeny kavkazského ptivodu.
Jeho morfologie v in cellulo kulturach je typicka pro epitelové buiiky. Na rozdil od bunééné
linie Caco-2 vsak nedochazi k vytvoreni kartaCového lemu. Bunécna linie HT-29 je tvofena
mikroklky, filamenty, siln¢ vakuolizovanymi mitochondriemi, endoplazmatickym retikulem
s volnymi ribozomy, kapénky lipidl, lysozomy a poharkovymi bunkami, které produkuji

velké mnozstvi mucinu (Grajek and Olejnik, 2004, Wang et al., 2006).

Vyhodou bunééné linie HT-29 je morfologickda a funk¢ni diferenciace v in vitro
podminkach. Bunécnd linie HT-29 ukazuje zral¢ enterocyty vcetné polarizace a stfevni
hydrolasy. Je jednim znejlepSich dostupnych modeltt pro studium adheze laktobacilt
(Lesuffleur et al., 1990). Wang et al. (2008) provedli studii adheze deviti laktobacild
na bunécéné linii HT-29. Vysledky se mezi kmeny znacné liSily. Nejvyssi schopnost adheze
prokazal L. reuteri, ktery byl izolovany z kuieciho stfeva. Nasleduje L. acidophilus izolovany
z lidského stfeva. Stiedni adheze byla pozorovana u L. johnsonii, L. gasseri, L. rhamnosus,
L. bulgaricus a L. plantarum. Kmeny, které byly izolovany z lidskych nebo zvifecich stiev
mély mnohem vétsi schopnost adheze nez kmeny jiného pivodu. Byla provedena cela fada
obdobnych studii se zaméfenim na vliv probiotik a jejich adherenci na stfevni epitelové
bunky, které vyuzivaly bunéénou linii HT-29 (Jensen et al., 2012, Blum et al., 1999, Tuomola
et al., 2000, Ouwehand and Salminen, 2003).

Utinkem methotrexatu (MTX) doslo k selekci za vzniku specialnich bungk, které jsou
schopny produkovat mucin a tato bunécna linie byla pojmenovana jako HT29-MTX. Studie,
kterou provedli Laparra a Sanz (2009) prokazala, ze pouziti bunék HT29-MTX samostatné
vykazuje vyrazné niz8i schopnost adherence u probiotickych kmenli nezZ u Caco-2 bunék.
Divodem je, Ze ve stfevnim epitelu jsou dva zdkladni fenotypy bunék — enterocyty
a poharkové bunky (Pontier et al., 2001). Aby se pii vyzkumu co nejvice pfiblizili pfirozenym
podminkam ve stiev€, vyuzivaji bunécéné linie Caco-2 zastupujici enterocyty a bunééné linie
HT29-MTX reprezentujici poharkové buiikky. Tyto buiikky byly ve smésné kultufe v poméru
9:1 (Pontier et al., 2001, Walter et al., 1996).
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3.4. Rostlinné fenolové slouceniny pritomné ve stravé

Fytochemikale jsou biologicky aktivni sekundarni metabolity bez vyzivové hodnoty,
piispivajici k barvé a chuti rostlinnych pletiv. Existuje vice jak 10 000 druhti znamych
fotochemikalii (Drewnowski and Gomez-Carneros, 2000). Nejvyznamnéjs$i skupinu
fytochemikalii tvoii fenolové slouceniny. Ty maji kromé& dulezitého vyznamu pro samotné
rostliny i nezanedbatelny piinos pro lidské zdravi, a to diky jejich antioxidacni aktivité
jak v in vivo, tak i v in vitro podminkach (Cook and Samman, 1996). Konzumace ovoce,
zeleniny a piti zeleného Caje zabrafnuje vzniku rakoviny (Steinmetz and Potter, 1996, Yang
and Wang, 1993). Mohou také zabranit mrtvici (Ness and Powles, 1997) nebo konzumaci
vina lze pfedchazet ischemické srde¢ni chorobé (Criqui and Ringel, 1994). Séjou je zase
mozné Se chranit proti rakoviné prsu a osteopordze (Adlercreutz and Mazur, 1997). Rostlinné
fenolové slouceniny maji pozitivni efekt 1 pii prevenci proti chronickym zanétim,

arteriosklerdze, obezité a dalsim (Garcia-Lafuente et al., 2009).

Rostlinné fenolové slouceniny se déli na fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny
a lignany (Scalbert and Williamson, 2000, Manach et al., 2004). Nejznamg;jsi jsou flavonoidy,
které jsou Casto soucasti rostlinnych pigmentd a jsou syntetizovany z fenylalaninu (Harborne
and Turner, 1984). V zavislosti na typu heterocyklu je rozliSujeme na flavonoly, flavony,

isoflavony, flavanony, antokyany a flavanoly (katechiny a prokyanidy) (Manach et al., 2004).
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Obr. 4: Chemické struktury vybranych rostlinnych fenolovych slouc¢enin
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Taxifolin (flavanonol)

Puupponen-Pimia et al. (2001) zkoumali antimikrobialni u¢inky fenolovych sloucenin.
Zjistili, ze extrakty zbobuli inhibuji pouze bakterie gramnegativni a grampozitivni ne.
Jetodano rozdilem povrchovych struktur buiiky. Antokyany, kvercetin a kyselina
chlorogenova inhibuji rist E. coli. Thymol a karvakrol inhibuji E. coli a Salmonellu diky

jejich vlivu na vn¢jsi membran¢ (Helander et al., 1998).
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3.4.1. Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny lze rozdé€lit na dvé skupiny a to derivaty kyseliny benzoové
a derivaty kyseliny skoficové. Kyselina benzoova je nejrozsifenéjsi fenolovou kyselinou
v rostlinach (Velisek, 1999). Vyskytuje se vsilicich ve formé estert. Jeji koncentrace
Vv potravinach jsou cca 0,05 %. Nachazi se nejen v ovoci a zelening, ale také v jogurtech,
kde vznika hydrolyzou hippurové kyseliny pusobenim enzymi bakterii mlééného kysani
behem zrani. Kyselina hippurova se ve formé sodné soli (benzoatu sodného = E211) ptidava
do potravin. Funguje jako konzervant ochucenych napojt a dzust, ktery zamezuje mnozeni
kvasinek a bakterii (Hong, Liang, & Liu, 2009). Derivatem kyseliny benzoové je kyselina
gallova, ktera je zdkladem hydrolyzovatelnych tfislovin (gallotaniny, ellagitaniny). Zdrojem
kyseliny gallové jsou Cajové listky, které mohou obsahovat az 4,5 g/kg Cerstvé hmotnosti
a erny rybiz, ktery obsahuje 40-130 mg/kg Cerstvé hmotnosti (tab. 3) (Tomas-Barberan and
Clifford, 2000).

Gallotaniny jsou oznacované jako taniny nebo jako tiislova kyselina. PouZzivaji se také
jako potravinafské aditivum. Jsou prevenci proti tvofeni bilkovinnych zakali napiiklad
ve viné nebo pivé. Ellagotaniny jsou soucasti Cetidel na bazi taninu a Vvyskytuji se
v extraktech a nalevech ¢aji z bylin. Pfirozené se nalézaji v alkoholickych napojich zrajicich
v sudech. Ttisloviny dodavaji napojum specifickou hotkou chut’ (Velisek, 1999). Ellagotaniny
jsou obsazené také Vv ostruzinach, malinach, jahodach a vinu (Clifford and Scalbert, 2000).
V potravinach se vyskytuji nejcastéji v podobé kyseliny kdvové nebo ferulové. Kyselina
ferulovd je esterovou vazbou pojena na hemicelulozu vldkniny. Hlavnim zdrojem
kys. ferulové jsou pSeni¢né otruby (5 mg/g susiny) (Kroon et al., 1996). Ryze a ovesna mouka
ma stejné mnozstvi fenolickych latek jako mouka pseni¢na (63 mg/kg). V kukufi¢né mouce je

obsah fenolickych latek 3 x vyssi (Shahidi, 1997).
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Kyselina hydroxyskoficovd se nejvice vyskytuje v bortvkach, kiwi, Svestkach,
tiesnich, jablkach o obsahu 0,5-2 g/kg Cerstvé hmotnosti (tab. 3) (Macheix and Fleuriet,
1990). Vyskytuje se ve vSech ¢astech ovoce, ale nejvyssi koncentrace je na vnéjsich ¢astech
zralého ovoce. Koncentrace kys. hydroxyskoficové se snizuje v pribéhu zrani a zvysSuje
s velikosti plodu (Sosulski et al., 1982). Esterem kys. hydroxyskoticové je kys. chlorogenova
a jednim z jejich nejbohatSich zdrojt jsou kavova zrna. Zelend kdvova zrna obsahuji 6-10 %
kys. chlorogenové v susiné (Rawel and Kulling, 2007). Chlorogenova kyselina je obecnym
nazvem pro piirodni estery kyseliny chinové (VeliSek, 1999). Tyto latky maji velkou
antioxida¢ni a antivirovou aktivitu. Jsou také prevenci proti poSkozeni jater (Farah

and Donangelo, 2006).

Kyselina skoficovd, kyselina 3-kumarova, kyselina kévova, kyselina ferulova
a kyselina chlorogenova vykazovaly ucinnost proti mikrobim a gramnegativnim bakteriim

pii vysokych koncentracich (Puupponen-Pimia et al., 2001).

3.4.2. Flavonoidy a flavonoidni glykosidy

Flavonoidy jsou nejcastéjsi rostlinné fenolové slouceniny pritomné ve stravé (Reinli
and Block, 1996). Existuje pfiblizné 6400 druhtu flavonoidu. Jejich zakladem je flavanové
jadro nebo 2-fenylbenzopyren. Tato struktura je charakteristicka také pro flavony, isoflavony
a neoflavony. V rostlinach je nejéastéji ve form¢e glykosidu, které jsou rozpustné v béznych

fyziologickych podminkach, snizuji jejich aktivitu a zajist'uji stabilitu (Winkel, 2006).
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Obr. 5: Chemicka struktura flavonoidu
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Hlavnim flavonolem na$i stravy je kvercetin, ktery je obsaZen v ovoci, zeleniné
a napojich. Jeho vysoka koncentrace je v cibuli 0,3 mg/g Cerstvé hmotnosti (Hertog et al.,
1992). Flavony jsou méné Casté, ale vyskytuji se v paprikach (luteolin) a celeru (apigenin)
(Hertog et al., 1992). Zdrojem flavanona jsou citrusové plody. Nejvice je konzumovan
hesperidin v pomeranéich o obsahu 125-250 mg/l §tavy (Rouseff et al., 1987). Hlavnimi
flavanoly jsou katechiny, které nalezneme v ¢aji. V zeleném ¢aji je obsah katechinti 1 g/l (Lee
et al., 1995). V Cerném ¢aji je obsah vzhledem k oxidaci polovi¢ni (Ding et al., 1992). Dal§im
zdrojem je Cervené vino (270 mg/l) a ¢okolada (Frankel et al., 1995). Proantokyanidy jsou
polymerni flavanoly, kter¢é ve spojeni s flavanoly zplsobuji trpkost potravin.
Proantokyanidiny jsou obsazené v ovoci (jablka, hrusky, hrozny) nebo v napojich (Cervené
vino, ¢aj) (Santos-Buelga and Scalbert, 2000). Antokyany jsou pigmenty ¢erveného ovoce.
Jejich obsah je rozdilny napf.: jahody maji 0,15 mg/g a tiesné 4,5 mg/g (Clifford, 2000).
Primérny obsah u ¢ervenych vin je 26 mg/1 (Frankel et al., 1995).

Stilbeny v potravinafstvi nejsou tolik rozsifené. V léCivych rostlinach se nachazi
resveratrol, ktery je zkouman pro antikarcinogenni vlastnosti (Jang et al., 1997). Koncentrace
resveratrolu v ¢erveném viné je velmi mala 0,3-2 mg/l a antikarcinogenni ucinky jsou zde
nepravdépodobné (Frankel et al., 1995). Dalsi zdroje rostlinnych fenolovych latek jsou

zobrazené v tabulce 3.

Isoflavonoidy patii do skupiny fenolovych sloucenin, které jsou biologicky aktivni.
Dokazi vytvofit piiblizné 5000 struktur (Reynaud et al., 2005). V rostlin¢ je nalezneme
v podobé aglykonti, glykosidi jako konjugaty s glukosou, rhamnosou nebo apiosou.
Isoflavonoidy délime na isoflavony, isoflavany, isoflavanchinony, isoflavanony, isoflav-3-
eny, rotenoidy, dehydrorotenoidy, 12a-hydroxyrotenoidy, pterokarpany, pterokarpeny, 6a-
hydroxypterokarpany, kumestany, 3-arylkumariny, kumaronochromony, 2-arylbenzofurany
a isoflavanoly. Nejbéznéjsi skupinou isoflavonoidi jsou isoflavony a pterokarpany (Veitch,
2009). Jsou nizkomolekularnimi sekundarnimi metabolity, které jsou produkovany v prvé
fad¢ rostlinami z celedi bobovitych (Fabaceae, syn. Leguminosae). Pisobi jako fytoalexiny
(obranné latky rostlin), fytoanticipiny (antimikrobialni latky) a insekticidy (pfipravek
k hubeni hmyzu). Isoflavony v séje jsou genistein a daidzein oobsahu 1 mg/g suché fazole
(Reinli and Block, 1996). Vzhledem Kk jejich vlastnostem podobné estrogenu je mozné,
ze napomahaji prevenci rakoviny prsu a osteoporozy (Adlercreutz and Mazur, 1997).
Isoflavonoidy jsou zdravi prosp&Snou soucasti lidské stravy, jelikoz maji antiviralni

a antioxida¢ni u¢inky (Subramanian et al., 2006).
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Nekteré flavonoidy vyskytujici se v potravinach rostlinného ptivodu maji antivirové
vlastnosti, ty jsou zalozené na tvorbé komplexi s extracelularnimi rozpustnymi proteiny
a slouceninami v bunééné sténé¢ mikroorganismu. Lipofilni flavonoidy dokazi narusit
cytoplazmatickou membranu (Cowan, 1999). Kvercetin, taxifolin a flavonoidy Eerveného
vina dokazi inaktivovat fadu virti a branit jejich infekci. Ttisloviny, obsazené v jahodach,
inhibuji stfevni a herpes viry. Kvercetin, flavonol aglykon, které nalezneme v ovoci, jako jsou
jablka, merunky, fiky, Svestky, jahody a rajcata, maji protivirovou aktivitu proti herpes
simplex viru typu 1, parainfluenz viru typu 3 a polioviru typu 1 v in vivo a in vitro studiich.
Rostlinné fenolové slouceniny V €aji inhibuji chiipkovou infekci typu A a B tim, ze zamezuji
pfilnuti viru na buiiky a hesperetin inhibuje infek¢nost virt herpes simplex typu, virti détské
obrny a parainfluenzy. Rutin ma antimikrobialni ucinky v zaZivacim traktu. Kvercetin ma

inhibi¢ni G¢inky proti Salmonella enteritidis a Bacillus cereus (Naczk and Shahidi, 2004).

Tab. 3: Zdroj rostlinnych fenolovych latek

Obsah rostlinnych fenolovych latek

mg/kg Cerstvé

Rostlinné fenolové latky potravina hmotnosti Reference
hydroxybenzoova Kyselina  ostruziny 80-270 (Macheix and Fleuriet, 1990)
kyselina gallova cerny rybiz 40-130
kyselina hydroxyskoficova  bortivky 2000—2200 (Fleuriet and Macheix, 2003,
Friedman, 1997)
kyselina kavova kiwi 600—-1000
kyselina chlorogenova visné 180-1150
kyselina kumarova svestky 140-1150
kyselina sinapova jablka 50-600
hrusky 15-600
Antokyany
Kyanidin ostruziny 10004000 (Mazza and Miniati, 1993,
Clifford, 2000)
Malvidin visné 350—4500
jahody 150-750
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Flavonoly

Kvercetin

Myricetin

Rutin

Flavony

Apigenin

flavanony
Hesperetin
naringenin
eriodictyol
isoflavony
Daidzein

Glycitein

Flavanoly
Katechin

epikatechin

kapusta
rajcata
brokolice
jablka
borvky

kroupy

celer

pomerancovy dzus
grepovy dzus

citrénovy dzus

soja
tofu

tempeh

fazole
rajcata
grep
broskev
zeleny Caj

cerny Caj

300600

15-200

40-100

2040

30-160

15-25

20140

215-685*

100—-650*

50—-300*

200-900

80—700

430-530

350-550

50—-220

30-175

50-140

100-800*

60-500*

(Hollman and Arts, 2000,
Crozier et al., 1997, Justesen et
al., 1998)

(Justesen et al., 1998, Hertog et
al., 1992)

(Tomas-Barberan and Clifford,
2000, Mouly et al., 1994)

(Franke et al., 1999, Cassidy et
al., 2000)

(Macheix and Fleuriet, 1990,
Hollman and Arts, 2000, Arts
et al., 2000)

*obsah rostlinnych fenolovych latek v mg/ml
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Biologické vlastnosti rostlinnych fenolovych sloucenin zévisi na jejich biologické
dostupnosti. Biodostupnost je definovana jako mnozstvi potravinové slozky, ktera je pfitomna
ve stievé a mize piejit pres stievni bariéru. Pokud jsou fenolové slouceniny absorbovany
sttevni bariérou, pak se zvySuje antioxida¢ni kapacita plazmy. Byla zkouména tada potravin
bohaté na rostlinné fenolové slou¢eniny, jakou jsou caje (Serafini et al., 1996), ¢ervené vino
(Duthie et al., 1998), cerny rybiz nebo jablecny dzus (Young et al., 1999). Pfi méfeni
koncentraci fenolickych latek v plazmé a moci po poziti Cistych sloucenin nebo potravin se
znamym obsahem dané slouceniny byla dokdzéna biologicka dostupnost. Chemicka struktura
rostlinnych fenolovych sloucenin uréuje rychlost a rozsah absorpce stiev. Studie ukazuji, ze
mnozstvi neporusenych fenolovych latek nalezené v moci se 1isi slouc¢enina od slouceniny
(tab. 4). Mimotradné nizky obsah v mo¢i byl zjistén u kvercetinu (0,3-1,4 %), ale vyssich
hodnot dosahuji isoflavony Vsbje, flavanony v citrusovych plodech a antokyaniny
Vv ¢erveném viné (36,7 %) (Fuhr and Kummert, 1995). Pfevazna ¢ast rostlinnych fenolovych
sloucenin (75-99 %) neni nalezena v moci. Bud’ nejsou tyto latky absorbovany stfevni
bariérou, nebo se vstiebavaji ajsou vyluCované do ZluCe. Dal§i moznosti je, Ze jsou

metabolizovany stievni mikroflorou nebo tkanémi (Hollman et al., 1997).

Studie biologické dostupnosti prokazaly, ze koncentrace flavonoidi v lidské plazmé
je ziidka vétsi nez 1 uM (tab. 4). Této maximalni koncentrace je dosazeno 1-2 hodiny
po poziti (Aziz et al., 1998) svyjimkou rostlinnych fenolovych sloucenin, které jsou
rozloZené a vstfebané mikroflorou tlustého stfeva. Kvercetin a rutin dosahuji maximalni
koncentrace v plazmé po 9 hod. po poziti potraviny s danou slouceninou (Hollman et al.,
1997). Pro vétsinu flavonoidi plati, ze pokud jsou absorbované v tenkém stievé, pak jejich
koncentrace prudce klesa (polocas pifemény je 1-2 hodiny). Polo¢as ptemény pro kvercetin je
mnohem vys$8i (24 hodin) (Hollman et al., 1997). Tuto pomalou pfeménu muze vysvétlit
vysoka afinita plazmy k albuminu (Dangles et al., 2001). Nicméné metabolity vytvorené
mikroflorou rostlinnych fenolovych sloucenin V tratniku maji niz$i pomalou pfeménu,

protoze dlouho zlstavaji v tlustém stievé (Lu et al., 1995).
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Tab. 4: Biologicka dostupnost rostlinnych fenolovych latek v lidském téle

Rostlinné Vstiebané Maximdlni VyméSovani
, . .. ., koncentrace “r
fenolové Zdroj mnozstvi 9 modi Reference
slouceniny (mg) v plazmeé (%)
(M)
fenolové Kkyseliny
kyselina kavova 1000 27 (Jacobson et al., 1983)
Flavonoly
Kvercetin cibule 68 0,74 1,39 (Hollman et al., 1997)
jablko 98 0,3 0,44
Rutin Sistd sloudenina 202 03 0,35
Isokvercetin Cista sloucenina 144 3.2 (Hollman et al., 1999)
Katechiny
epigalokatechin galat extrakt ze
zeleného Caje 525 4,4 (Nakagawa et al., 1997)
Katechin Cervené vino
(120 ml)
34 0,072 (Donovan et al., 1999)
Katechin Cista sloucenina 500 2 0,45 (Balant et al., 1978)
isoflavony
Genistein sojové mléko 19 0,74 19,8 (Xu et al., 1994)
Daidzein 25 0,79 53
flavanony
Naringin grepovy dZus
(120 ml) 43 <4 8,8 (Fuhr and Kummert, 1995)
Naringin Cista sloucenina 500 4,9 (Ameer et al., 1996)
Hesperidin 500 3
antokyaniny
antokyaniny Cervené vino
(300 ml) 218 1-6,7 (Lapidot et al., 1998)

3.4.3. Antioxidanty - jejich mechanismy a biodostupnost

Epidemiologické studie prokazaly, Ze konzumace ovoce a zeleniny pfispiva k prevenci
onemocnéni a to diky obsahu rostlinnych fenolovych sloucenin, které slouzi jako antioxidanty
(Bouayed, 2010). Antioxidanty napt. v jablkach maji preventivni ucinky proti chronickym
onemocnénim jako je rakovina plic, astma nebo kardiovaskularni onemocnéni (Bouayed,
2010, Woods et al., 2003). Podle vyzkumu Pellegrini et al. (2003) bylo zjisténo metodou
FRAP (ferric reducing-antioxidant power) a TEAC (Trolox ekvivalent antioxida¢ni kapacity),
e §penat vykazuje nejvyssi antioxidaéni kapacitu (FRAP — 26,94 mmol Fe?*/kg FW*; TEAC
— 8,49 mmol Trolox/kg FW). Podobnych hodnot nabyval pepf, poté nasledovala paprika
a chiest. Zplodii mély nejvyssi antioxidacni aktivitu bobule (ostruziny, cerveny rybiz

a maliny). Té&chto vysokych hodnot dosahovaly diky vysokému obsahu rostlinnych
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fenolovych sloucenin a to zejména diky obsahu flavonoidt a antokyand (Rice-evans et al.,
1995). Znapoji se jednalo o kavu a poté citrusové Stavy. Citrusy obsahuji vysoké
koncentrace fenolovych latek a vitaminu C, které vykazuji antioxida¢ni vlastnosti (Gorinstein
et al., 2001). Svestky se podle né&kolika studii fadi mezi ovoce S neju¢inngj§imi
antioxida¢nimi vlastnostmi (Proteggente et al., 2002, Halvorsen et al., 2002, Szeto et al.,
2002). Z oleji mél nejvyssi antioxidaéni ucinky sdjovy olej a o néco nizsi hodnoty vykazoval
olej olivovy extra panensky. Olivy maji vysoké antioxidacni vlastnosti pravdépodobné kvuli
vysokému obsahu hydroxytyrosolu a tyrosolu 30,8 a 38,6 mg/kg olivového oleje (Ryan et al.,
1999, Miro-Casas et al., 2003).

Antioxidac¢ni vlastnosti rostlinnych fenolovych sloucenin maji n€kolik mechanismii:

I.  Neékteré flavonoidy a rostlinné fenolové slouceniny funguji jakou inhibitory
enzymi, které produkuji superoxidovy anion-radikdl napf.: xantinoxidasa,
proteinkinasa C. Inhibuji také enzymy, které se ucastni tvorby volnych radikalt
(cyklooxygenasa, lipoxygenasa, mikrosomalni monoxygenasy) (Rice-Evans et al.,
1997).

Il.  Rada rostlinnych fenolovych slouenin tvoii chelatové vazby s kovy. Nejéastéji
vznikaji s médi nebo dvojmocnym Zelezem. Pti Fentonové reakci vznikaji reaktivni
kyslikové formy za tcasti volnych iontd médi a dvojmocného Zeleza (Rice-Evans

etal., 1996).

Obr. 6: Vazebna mista pro kovy v molekulach flavonoidu
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1. Rostlinné fenolové slouceniny jsou lehce oxidovatelné. Oxidace je vSak zavisla
na redoxnim potencialu. Latky, které redukuji nekteré volné radikdly s oxida¢nimi
ucinky maji nizkou hodnotu redox potencidlu (< 0,75 V) napf.: superoxidovy,
peroxylovy, alkoxylovy a hydroxylovy radikal. Tyto radikaly se v reakci preméni
naméné reaktivni fenoxylovy radikal (FI-O) nebo naneradikalové chinoidni
struktury tim, Ze je jim odebran vodik. Radikély jsou vylouceny dfive, nez staci

reagovat s bunénymi komponentami (Rice-Evans et al., 1997).

Obr. 7: Vznik fenoxylového radikalu a chinoidni struktury
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Utinky antioxidantti zavisi nejen na jejich koncentraci v ovoci a zelening, ale také
na jejich biologické dostupnosti po poziti (Pérez-Jiménez et al., 2009). Pouze antioxidanty
Z ovoce a zeleniny jsou biologicky dostupné, diky plisobeni travicich enzymi v tenkém stteve
a bakterialni mikroflory ve stfevé tlustém (Saura-Calixto et al., 2007). Proces vstiebavani
antioxidanti za¢ina v Gstech, kde se ovoce a zelenina rozmélnuje. Klesajici velikost Castic
zvetSuje povrchovou plochu, tim se zvétSuje uinnost traveni a gastrointestinalni absorpce

antioxidant (Kulp et al., 2003).

V nedavnych studiich se prokazalo, Ze biologickd dostupnost konkrétnich flavonoida
a fenolovych sloucenin je mnohem vys$i, nez se puvodné predpokladalo. Cely proces je
znazornén na obrazku 8. Metabolicky proces fenolovych latek znapoji a potravin
bez vlakniny zac¢ind v lumenu tenkého stieva. Absorbované a modifikované latky se dostavaji
do jater a dalSich organti (Manach et al., 2005). VétSina rostlinnych fenolovych slouc¢enin
prochazi stfevni sténou a putuje do krevniho obéhu (Lafay and Gil-lzquierdo, 2008).

Aby k absorpci flavonoidi doslo, musi byt odstranény glykosidy z jejich skeletu (Pérez-
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Jiménez et al., 2009). K tomu dochéazi za pomoci enzymu tenkého stfeva naptiklad savci
B-glukosidasou (Denny and Buttriss, 2007). Kromé toho ¢ast flavonoidu ptechazi do tlustého
stieva, kde jsou stfevni mikroflorou rozlozeny na jednoduché fenolové kyseliny. Fenolové
kyseliny mohou byt absorbovany do obéhového systému a nevykazovat zadné antioxidacni
ucinky ve stfevé (Del Rio et al., 2010). Ve formé aglykonu jsou absorbovany v horni ¢asti
gastrointestinalniho traktu (Saura-Calixto et al., 2007). V zaludku se absorbuje mnoho
fenolickych kyselin jako je kys. galova, kavova, ferulova, kumarova a chlorogenova (Lafay
et al., 2006). Tyto kyseliny jsou absorbovany béhem 1-2 hodin po poZiti ovoce a zeleniny.
Pokud jsou fenolové kyseliny esterifikované, pak biologicka dostupnost klesd a dosahuje

pouze 0,3-0,4 % z pivodniho piijmu (Lafay and Gil-1zquierdo, 2008).

Obr. 8: Obecna lidska bioabsorpce fenolovych sloucenin obsazenych v napojich nebo

potravindch chudych na vlakninu.
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4. Metodika a material
4.1. Material

Rod Lactobacillus v podobé Lactobacillus gasseri R izolovany ze stolice mésic
starého novorozence, Kolorektalni karcinom tlustého stieva buné¢nych linii Caco-2 a HT29-
MTX, déale Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM), penicilin a streptomycin,
hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat sodny, neesencidlni aminokyseliny, fetdlni bovinni sérum
(FBS), fosfatovy pufr (PBS), Rogosa agar, trypsin, triton X-100, kvercetin, kyselina
chlorogenova, katechin a epikatechin vSe zakoupeno od Sigma-Aldrich (CZ). Plastik
pro tkanové kultury a to 24-jamkové desticky, seroslogické pipety, kultivacni ldhve, petriho

misky v8e od Thermo Fisher Scientific (UK).

4.2. Metodika
4.2.1. Kultiva bunééné ko-kultiry Caco-2 a HT29-MTX

Medium DMEM pro kultivaci se skladalo ze 450 ml DMEM, 10% FBS, 1%
hydrogenuhli¢itanu sodného, 1% pyruvatu sodného, 1% neesencialni aminokyseliny, 1%

penicilinu a streptomycinu.

Bunééné linie Caco-2 a HT29-MTX byly kultivovany v kultivanich lahvich
o velikosti 75 cm? v 15 ml DMEM media. Buiiky byly kultivovany 7 dni a kazdy druhy den
bylo medium ménéno za Cerstvé. Sedmy den byly bunééné linie sklizeny. Nejprve byly buiiky
oplachnuty pomoci 5 ml PBS, které bylo odstranéno a k buiikdm bylo pfidano 5 ml tripsinu
na dobu 3-5 minut. Po této dob& byl triton neutralizovan pomoci 1 ml DMEM media. Buiiky
byly uvolnéné pomoci plastové Skrabky a cely obsah lahve byl pienesen do 15 ml zkumavky
typu Falcon a centrifugovano pii 200 x g po dobu 10 minut. Nasledn¢€ bylo odstranéno staré
medium a nahrazeno 5 ml nového, ve kterém byly burniky rozpustény. Z této suspenze byl
odebran 1 ml do nové kultivacni 1dhve, kde jiz bylo pfipraveno 15 ml DMEM media,
do které¢ho se byly bunky pieneseny. Takto byla 1dhev umisténa do CO, inkubatoru s 37 °C

a 5% CO, atmosférou.
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4.2.2. ZaloZeni 24-jamkové desticky

Z dukladné rozpusténé bunééné suspenze byla odebrana kapka a dana na Biirkerovu
komurku. Byl spocitan obsah bunék v 1 ml suspenze. Pomoci vypoctu byla zjisténa ptesna
koncentrace sklizenych bunc€k. Ko-kultira byla vytvofena pomoci Caco-2 a HT29-MTX
bun&énych linii. Kdy do smési bylo pfidéno 3,6 x 10* Caco-2 a 0,4 x 10* HT29-MTX. Smés
byla pipetovana v objemu 500 pl na jamku, celd desticka byla ulozena v kultivaénim boxu.
Krmeni bunék probihalo kazdé dva dny az do véku 14-ti dni, kdy u nich doSlo k pIné

diferenciaci mikroklki a byly vhodné pro adhesni testy.

4.2.3. Izolace laktobacilu

Kmeny laktobacilti kultivované v Rogosa a MRS agaru byly promyty 2 x PBS
a centrifugovany pii 2 000 x g po dobu 10 minut. Néasledné¢ natedény v PBS, kdy doslo

ke zm&feni optické denzity pfi 420 nm a nafedéni kment na koncentraci 2 x 10® CFU/m.

4.2.4. Test adherence

Pro tento test byla modifikovana metodika dle Jensen et al. (2012). Z jamky bylo
odstranéno staré¢ medium a kazdéa jamka byla proplachnuta 3 x pomoci PBS. Nasledné bylo
ptidano 0,5 ml DMEM media bez suplementti. Dale bylo pfidano 0,5 ml kmenti laktobacili
v koncentraci 2 x 10° CFU/ml, kdy vysledna koncentrace byla 1 x 108 CFU/ml. Nasledng
bylo ptfidano 100 pl vzorku rozpusténého v PBS v koncentraci 1 mg/ml, v kontrole bylo
piidano pouze PBS. Poté byla desticka opét inkubovana 2h v CO; inkubatoru. Po 2 h bylo
odstranéno medium s laktobacily a vzorky, monovrstvy bunék byly 3 x pomoci PBS
promyty. Do prazdné jamky bylo pfidano 300 pl 1% Triton-X100 na dobu 30 vtefin
a nasledné byl nafedén 700 pl PBS. Obsah jamky byl pfeveden do eppendortky a 4 ndsobné
nafedén. Poté bylo odebrano 100 ul vzorku do Petriho misky a zalito rogosa agarem. Petriho
misky byly vloZeny do inkubatoru s teplotou 37 °C na 48 h. Nasledné byl zjistén bakteridlni

narust a vyhodnocen jako % oproti kontrole.

33



4.2.5. Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky jsou vyjadfeny jako primér + smeérodatnd odchylka, dale jsou
zjisténé hodnoty testovany metodou studentova rozdeleni s naslednym Bonferroniho testem
na hladiné vyznamnosti p < 0,5. Statistické vyhodnocovani bylo provedeno v Excelu a IBM
SPPS.
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5. Vysledky

Naplni prace bylo zjistit, jakou adherenci ma Lactobacillus gasseri o koncentraci
1x10° CFU/ml za pritomnosti nésledujicich zkoumanych flavonoidd: katechinu,
epikatechinu, kys. chlorogenové a kvercetinu na ko-kultdfe, ktera byla vytvofena pomoci
bunéénych linii Caco-2 a HT29-MTX o poméru 9:1. Vysledky prokazaly, Ze piitomnost
téchto flavonoidu zvySuje adherenci L. gasseri na bunééné linii. Ze zkoumanych flavonoida
na adherenci nejlépe pisobil kvercetin, ktery prokazal 10,53% adherenci. Dal$im byl katechin
s adherenci 8,86 %, kys. chlorogenova adherovala z 8,76 % a epikatechin z 8,30 %. L. gasseri
na ko-kultife bez zadného z flavonoidi adheroval ze 4,07 %. Vysledky jsou zobrazené

v tabulce 5 a grafu 1.

Tab. 5: Vysledky adherence

L. gasseri
. . . Kys. .
Kontrola Katechin Epikatechin Kvercetin
chlorogenova
primér£SD  pramér+SD pramér+SD primér+SD primér£SD
% adherence 4,07+157 8,86+3,14 8,30+ 2,16 8,76 + 2,15 10,53 + 2,08*

Primér+ smérodatna odchylka (SD); * vyznam rozdilu hodnot p < 0,5; flavonoidy jsou

0 koncentraci 250 pg/ml.
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Graf 1: Vysledky adherence
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6. Diskuze

V soucasné dobé velka ¢ast populace trpi onemocnénimi, jako jsou alergie,
urogenitalni infekce, gastrointestindlni infekce, syndrom drazdivého tra¢niku, prijmova
onemocnéni piipadné zacpy. Pfi téchto onemocnénich mohou slouzit preventivné probiotika
(Rolfe, 2000). Musi vsak piekonat pickazky gastrointestinalniho traktu (pH Zaludku, zlu¢ové
kyseliny). Tyto faktory vyrazné snizuji celkovy pocet probiotik dostavajicich se do vlastnich
stiev, kde mohou pozitivné ptisobit na stievni lumen hostitele (Bove et al., 2013). Adheze
probiotickych bakterii na stievnich epitelidlnich buiikach mize byt pozitivnim pfedpokladem
pro jejich imunomodulaéni ucinky, jelikoZ probiotické bakterie konkuruji S patogeny o mista

ptilnuti na stfevni epitel @ maji podil na vyluovani téchto patogent (Gleinser et al., 2012).

Bylo prokazano, ze mnoho kment probiotickych bakterii dokaze inhibovat rast, adhezi
na stfevni buiiky a metabolickou aktivitu enteropatogennich bakterii, jako je Salmonella,
Shigella, enterotoxigenni E. coli nebo Vibrio cholerae (De Vrese and Marteau, 2007).
Existuje mnoho mechanismt, kterymi probiotika podporuji zdravi stiev véetné stimulace
imunity, produkce antimikrobialnich latek a konkurence schopnosti s patogeny (Rolfe, 2000).
Probiotické bakterie negativné plsobi na patogeny diky jejich mechanismtm, které snizuji
hodnotu pH v lumenu stieva, produkuji baktericidni latky, jako jsou organické kyseliny
(kyselina mlécna, kyselina octova, kyselina maselnd), peroxid vodiku a bakteriociny. Dal§imi
mechanismy G¢inku probiotik na patogeny jsou vzniklé metabolity (arginin, glutamin, mastné
kyseliny s kratkym fetézcem, nebo konjugované linolové kyseliny) chranici stifevo,
imunologické mechanismy, regulace stfevni motility a produkce hlenu (De Vrese

and Marteau, 2007).

Probiotika na trhu nalezneme ve formé probiotickych doplikt stravy, jako jsou
fermentované mlécné vyrobky (jogurt, podmasli, acidofilni mléko, kefir), probiotické kapsle
nebo kapky (Senok et al., 2005). Studie Pala et al. (2011) doporucuje fermentované vyrobky
jako prevenci kolorektalniho karcinomu. Z vysledkt je patrné, ze vysoky pfijem jogurtu

s probiotiky snizuje riziko onemocnéni kolorektalnim karcinomem.
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V Ceské republice v roce 2010 onemocnélo rtiznym typem rakoviny vice neZ 80 tisic
lidi a ptes 27 tisic lidi zemtelo. Tato skutecnost predstavuje nartst o celd 4 % oproti roku
2009. Mezi nejbéznéjsi typy nadorového onemocnéni zjisténého u cCeskych pacientll patii
kolorektalni karcinom. Tuto diagnoézu si jen V roce 2010 vyslechlo celkem 2864 muzii a 2044
zen, pricemz nasledkiim podlehlo 1271 muza a 987 zen, coz u obou skupin predstavuje
imrtnost 8,1 % (Dusek et al., 2010). Tim se Ceska republika fadi na prvni pti¢ky v Eetnosti
vyskytu kolorektalniho karcinomu mezi Evropskymi zemémi. V celosvétovém méfitku za rok

2012 na rakovinu tlustého stfeva zemfelo vice jak 1,5 milionu lidi (Svod, 2014).

Diky této désivé statistice si ¢im dal tim vice lidi uvédomuje, jak je zdravi stiev
dilezité. V dusledku ¢ehoz se zvySuje poptavka po potravinovych dopliicich, které obsahuji
probiotické bakterie. Mezi pouzivané probiotické bakterie V potravinovych dopliicich patfi:
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. reuteri, L. plantarum, L. salivarius),
Bifidobacterium (B. longum, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. adolescentis,
B. thermophilum), dale se vyuzivaji gram-pozitivni koky (Lactococcus lactis, Enterococcus
faecium), Bacillus subtilis, kvasinky (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii)

a plisné (Aspergillus oryzae) (Fooks et al., 1999).

Podle nové studie Grand View Research, Inc. (PRWEB, 2014) globalni trh
s probiotiky oc¢ekava, ze do roku 2020 dosahne obratu v hodnoté 52 miliard dolart. Dalsim
zptisobem jak se branit riznym onemocnénim traviciho traktu je zvySeny piijem potravin
obsahujici antioxidanty, které jsou schopny zhaset volné radikaly. Mezi antioxidanty patii
vlaknina, flavonoidy, konjugované isomery linolové kyseliny, epigallokatechin, gallat, sojovy
protein, isoflavanony, vitaminy A, B, C, E, tokoferoly, vapnik, selen, chlorophyllin, sulfidy,
katechin, seasaminol, glutathion, kyselina moc¢ova, indoly, thiokyanaty a inhibitory proteas
arostlinné fenolové slouceniny (Karakaya and Kavas, 1999). Vsechny tyto slouceniny se

nachazi v ovoci, zeleniné, houbach a dal$ich rostlinach, jez jsou bézné konzumovany.

Rada epidemiologickych studii potvrdila, Ze konzumace ovoce a zeleniny piisobi
preventivné proti nemocem, které jsou zpiisobené ucinky volnych radikala, jako jsou reaktivni
formy kysliku a dusiku (Wargovich, 2000, Bouayed, 2010, Woods et al., 2003, Shahidi,
1997). Svétova zdravotnicka organizace doporucuje zkonzumovat dohromady 400 g ovoce
a zeleniny. Pfitom primérna konzumace v Evropé ¢ini pouze 220 g zeleniny a 166 g ovoce
na den (World Health, 2009). Denni pfijem antioxidanti je tedy v praméru 1 g (Georgé et al.,
2005). Antioxidaéni vlastnosti rostlinnych fenolovych sloucenin urcuje jejich chemicka
struktura (Winkel, 2006). V travicim traktu probiha biotransformace, ktera mize zménit
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biologické vlastnosti fenolovych slouc¢enin. Tyto zmény mohou zpusobit zesileni
antioxidacnich vlastnosti metabolitli nebo naopak jejich zeslabeni nebo vymizeni. In vitro
efekt rostlinnych fenolovych sloucenin zalezi nejen na ucinnosti metabolitl, ale také

na koncentraci a polocasu v séru (Gee and Johnson, 2001).

Pokud chceme zkoumat in vitro potencionalni vliv probiotik na adherenci ve stfevnim
traktu c¢loveka, pak je dulezité¢ lidsky stievni lumen spravné napodobit. Bunécné linie
kolorektalni karcinomu Caco-2 se Casto vyuzivaji v ramci in vitro metod simulujicich stievni
lumen (Flatmark et al., 2004). Jejich vyhodou jsou dvé odlisné ¢asti, které jsou od sebe
nepropustné oddélené (Simons and Fuller, 1985). Jsou schopné exprese genu kodujicich
protein 1, ktery ma vaznost na kyselinu retinovou a protein 2, ktery na sebe véaze retinol.
Caco-2 bunky maji receptor pro termostabilni enterotoxin a epidermalni rtustovy faktor
(Grajek and Olejnik, 2004). Bunééna linie HT-29 pochazi také z kolorektalniho karcinomu
tlustého stieva, avSak netvoii kartacovy lem (Wang et al., 2006). Dokaze poukazat na zralé
enterocyty, polarizaci a stievni hydrolazu. Je jednim z nejdostupnéjSich a nejvhodnéjSich

buné¢nych linii pro studium adheze laktobacilti (Lesuffleur et al., 1990).

Cilem této prace je ovéfeni, zda a do jaké miry ovliviiuji rostlinné fenolové slouceniny
bézné se vyskytujici v ovoci a zeleniné adherenci laktobacild in vitro na bunééném modelu
stfevniho epitelu dle Jensen et al. (2012). Na modelu kolorektalniho karcinomu tlustého stieva
tvofeného bunéénymi liniemi Caco-2 a HT29-MTX doslo k plné diferenciaci mikroklku
po 14-ti dnech. K takovému modelu byly pfidany flavonoidy (katechin, epikatechin, kyselina
chlorogenova, kvercetin) a kmen L. gasseri. Z téchto pokusi vyplyva, ze nejvyraznéjsi
pozitivni vliv mé¢l kvercetin, ktery prokazal 10,53% adherenci. DalSim byl katechin
s adherenci 8,86 %, kys. chlorogenova adherovala z 8,76 % a epikatechin z 8,30 %

ve srovnani s neosetfenou kontrolou, ktera adherovala ze 4,07 %.

Studie Bernet et al. (1994) zabyvajici se vlivem adheze Lactobacillus acidophilus LA1
na lidské Caco-2 a HT29-MTX buiiky 0 koncentraci 2 x 10* HT29-MTX a 1-4 x 10* Caco-2
prokazala, Ze L. acidophilus LA1 ma siln&jsi adherenci k bunkam HT29-MTX neZ K buitkam
Caco-2. Bustos et al. (2012) zkoumali a porovnavali adherenci riznych kment laktobacilti na
Caco-2 a HT-29 bunécnych linii in vitro. Bunécné linie byly trypsinizované pomoci 0,25%
roztokem trypsinu-EDTA (Sigma). Cilem bylo otestovat kmeny Lactobacillus acidophilus
LA-5, Lactobacillus casei LC115, Lactobacillus plantarum IFPL379 a Lactobacillus
plantarum IFPL935. Zjistilo se, ze L. acidophilus LA-5 a L. casei LC115 maji nizsi
adheren¢ni schopnosti ke Caco-2 bunkam nez k bunkam HT-29. L. plantarum IFPL379
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prokazal nejvyssi adherenéni schopnost ke Caco-2 bunéénym liniim, zatimco L. casei LC115
adhezi deviti rznych laktobacili na bunééné linii HT-29 nejlepsi schopnost adherence
prokazal L. reuteri, ktery byl izolovan z kufeciho stfeva. Druhym byl L. acidophilus ze stieva
lidského, ktery svou schopnost adherence potvrdil ve vySe zminéné studii (Bustos et al.,
2012). Dalsimi laktobacily s primérnou adherenci byl L. johnsonii, L. gasseri, L. rhamnosus,
L. bulgaricus a L. plantarum (Wang et al., 2008). Z téchto studii vyplyva, ze nejlepSimi
laktobacily schopné adherence jsou L. reuteri na HT-29 buné¢nych liniich a Lactobacillus
casei LC115 na liniich Caco-2. Pokud bychom hledali laktobacil s vyssi adherencni

schopnosti pro oba druhy linii, pak bychom méli pouzit L. acidophilus.

Hervert-Hernandez et al. (2009) zkoumali interakci mezi L. acidophilus a fenolovymi
slou¢eninami z hroznovych jader a extraktu ziskanych z hroznovych vyliski. Mezi fenolové
slouCeniny hrozni patii: katechin, malvidin, kyselina gallovd, rutin a kyselina kavova.
Vysledky diskového diftizniho testu ukazuji, ze extrakt z hroznovych jader a kyselina tfislova
podporuji rast L. acidophilus CECT 903 pii koncentraci 5000 pg/disk zatimco hroznové
vylisky nevykazovaly zadné stimula¢ni, ale ani inhibi¢ni G¢inky. Extrakt z hroznovych jader
a hroznové vylisky maji velice podobné slozeni fenolovych latek, ale 1isi se v obsahu
extrahovatelnych rostlinnych fenolovych sloucenin. Extrakt hroznovych jader obsahuje
050 % vice téchto latek, pravdépodobné proto laktobacily vykazaly takovy rozdil v rastu.
Prokézalo se, ze ze vSech z vySe uvedenych sloucenin aktivuje faktory rtstu laktobacili pouze
katechin (ristova zoéna 4 mm s koncentraci 99,6 mg/ml) a kyselina tiislova (ristova zona
10 mm  skoncentraci  100,5 mg/ml). Chung et al. (1998) uvadéji,
ze L. acidophilus ATCC 4356 nevykazoval Zzadnou reakci na kyselinu tiislovou
az do koncentrace 500 pg/ml. Autofi dokonce naznacili, ze vy$si koncentrace by zpusobila
inhibici rastu laktobacilu, av§ak Hervert-Hernandez et al. (2009) tuto mySlenku vyvratili svou
studii, kde pouzil koncentraci 10 x vyssi na L. acidophilus CECT 903 a podpofil tim jeho
rast. Toto zjisténi naznacuje, ze kmen L. acidophilus CECT 903 ma schopnost degradovat
tiisloviny a ziskavat z nich energii pro svij rist (Rodriguez et al., 2008). Kyselina tfislova
inhibuje rst nékterym patogennim bakteriim ve stfev€. Pravdépodobné to zplisobuje silna
vazebna sila kyseliny tfislové na Zelezo, které aerobni mikroorganismy potrebuji ke snizeni

ribonukleotidového prekurzoru DNA a ke vzniku hemové skupiny (Chung et al., 1998).
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Skupina flavan-3-oli, kam patii katechin a epikatechin, tvoti 46 % susiny hroznovych
vyliskl (Jiménez et al., 2008). Zejména katechin extrahovany z ¢aje vykazuje antimikrobialni
vlastnosti proti n€kterym patogennim bakteriim, jako jsou napiiklad Serratia marcescens,
E. coli, Proteus mirabilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa
nebo Candida albicans (Almajano et al., 2008). Naproti tomu katechin podporuje rust
probiotickych bakterii v travicim traktu. To dokazala studie Hervert-Hernandez et al. (2009),
pti pouziti L. acidophilus CECT 903 a studie Garcia-Ruiz et al. (2008), kde narostl
L. hilgardii.

Kvercetin ma antimikrobialni aktivitu proti patogenum S. marcescens, E. coli,
P. mirabilis a K. pneumoniae (Vaquero et al., 2007). Pii pouziti L. hilgardii kvercetin
0 koncentraci 40 mg/l podporoval jeho rust. Naopak u L. acidophilus CECT 903 kvercetin

nestimuloval, ale ani neinhiboval rust bakterie (Hervert-Hernandez et al., 2009).

Kyselina gallova puasobi antimikrobialné k E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus a Klebsiella pneumoniae (Vaquero et al., 2007), zatimco u stfevnich
bakterii rodu Bacteroides, Clostridium, Escherichia, Enterobacter a Salmonella rist
neinhibuje pfi koncentraci kyseliny 500 pg/ml (Chung et al., 1998). To plati i u L. acidophilus
CECT 903 a L. acidophilus ATCC 4356, kde kyselina gallova neméla na jejich rst zadny
vliv (Hervert-Hernandez et al., 2009).

Hydroxyskoticové kyseliny, kam patii 1 kyselina chlorogenova, vykazuji inhibicni
ucinnost proti kmeniim Listeria monocytogenes (Puupponen-Pimia et al., 2005). Zvlasté
kyselina kavova inhibuje rist patogennich bakterii S. marcescens, E. coli, P. mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus (Vaquero et al., 2007). Rust
L. acidophilus CECT 903 kyselina kavova nijak neomezuje. Je mozné, ze L. acidophilus
dokaze metabolizovat hydroxyskoficové kyseliny redukci postranniho ftetézce za vzniku
2-hydroxyfenylpropionové kyseliny, ktera mize byt nadale dekarboxylovana na p-etylfenoly
(Hervert-Hernandez et al., 2009).
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MozZznym vysvétlenim pro¢ rostlinné¢ fenolové kyseliny podporuji rist bakterii je,
ze nékteré mikroorganismy jsou schopné tyto slouceniny pouzivat jako substraty. Nékteré
druhy bakterii, jako jsou naptiklad laktobacily, maji schopnost metabolizovat rostlinné
fenolové kyseliny béhem rustu. Pak vznika energie dodavajici se do bunc¢k bakterie, které
zacnou rust (Garcia-Ruiz et al., 2008). Je zajimavé, Ze rostlinné fenolové slouceniny dokazi
inhibovat patogenni bakterie a naopak stimulovat rast bakterii nam prospéSnych. Dtvody,

proc¢ tomu tak je, nejsou zatim zcela prozkoumané.

Studie Parkar et al. (2008) zkoumala antibakterialni ucinky rostlinnych fenolovych
sloucenin. Byla snaha se co nejvice priblizit bézné koncentraci piitomné v tlustém stievu.
u vSech vybranych bakterii: E. coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium
a L. rhamnosus. Rutin naopak Zzivotaschopnost téchto bakterii neovliviioval. Katechin,
epikatechin a kyselina chlorogenova inhibovaly zminéné bakterie s MIC od 125-1000 pg/ml.
Grampozitivni probiotikum L. rhamnosus je méné citlivé na fenolové slouceniny, které jsou
ptitomné ve stievé s MIC alespoii 125 pg/ml, coz ukazuje, ze Zivotaschopnost bakterie
Lactobacillus je rostlinnymi fenolovymi slou¢eninami ve stfevé nedotcena. Dale bylo
zjisténo, ze L. rhamnosus je schopny 2 x vice adherovat na nebuné¢né linii Caco-2 nez je
tomu v piipadé S. typhimurium. Kyselina chlorogenova dokazala snizit adherenci
S. typhimurium na Caco-2 bunky o 46-56 %, zatimco epikatechin byl jednim z nejméné

ucinnych. Phoridzin a rutin vyrazné zvysily adherenci L. rhamnosus.

Mechanismy fenolovych sloucenin, které mohou ovliviiovat bakteridlni adherenci
nejsou zcela prozkoumané. Rostlinné fenolové slouceniny jsou schopné pusobit
na mikrobidlni membranové proteiny, enzymy a lipidy a tim ménit propustnost bunék, unik
protonti, iontd a makromolekul. Existuji diikazy, ze rostlinné fenolové slouceniny narusuji
tvofeni biofilmu, ktery ulpiva na bakteriich (Huber et al., 2003). Je mozné, ze inhibuji
glukosyltransferazy, které zprosttedkovavaji adhezi Streptococcus mutans a jinych bakterii,
které se vyskytuji na zubech nebo snizuji jejich hydrofébnost (Matsumoto et al., 2003).
Soucasné studie potvrzuji, Zze brusinkové dzusy snizuji adhezi uropatogenni E. coli zménou
povrchu makromolekul (Liu et al., 2006). U s§tav z bobuli byla prokazana inhibice vazby
bakterie Neisseria meningitidis Pili na lidské epitelové bunky. Jejich rostlinné fenolové
slouCeniny vyskytujici se ve slupce jablek prokazuji inhibiéni uc¢inek in vitro
proti Helicobacter pylori (Pastene et al., 2010). Avsak vSe zalezi na biologické dostupnosti

rostlinnych fenolovych slouc¢enin v naSem téle.
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Biologicka dostupnost rostlinnych fenolovych sloucenin je variabilni v zavislosti
na jejich struktufe a konjugaci. Biologicka dostupnost u vétSiny antokyanti (dodavaji barvu
lesnim plodim a ¢ervenému vinu) je < 0,1 %, 10-30 % pro flavanony (citrusy) a flavanoly
(¢ervené vino, ¢aj a kakao) a 30-50 % je u isoflavoni (sojové vyrobky) a kyseliny gallové
(Cervené vino, c¢aj, ovoce) (Scalbert and Williamson, 2000). Velka ¢ast rostlinnych
fenolovych sloucenin (75-99 %) neni pfitomna V moci, coz znamend, Ze nejsou vstiebatelné
stfevni bariérou, ale Ze jsou vstfebané a vyluCované zluci. Nebo je mozné, Ze metabolizuji
sttevni mikrofléru. Dale jsou citlivé na alkalické prostfedi, které je v tenkém stfeve,
takze existuje moznost, ze jsou rostlinné fenolové slouceniny transformovéany pted jejich
absorpci (Bermudez-Soto et al.,, 2007). Studie Laurent et al. (2007) potvrdila avahy
0 enzymatickém traveni v pankreatu. Ve své studii zkoumali biologickou dostupnost
fenolovych sloucenin v extraktech hrozni na Caco-2 bunkach. Slinné a zaludecni traveni
Unich neprokazalo zadny vliv na stabilitu rostlinnych fenolovych sloucenin. Interakce
mezi proteiny V travicich $tavach nebo v enzymech a fenolovymi slouceninami snizuji

biologickou dostupnost v zavislosti na ¢ase ptitomnosti ve stieve.
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V této praci jsme zjistili, Ze nami vybrané rostlinné fenolové slouceniny (katechin,
epikatechin, kys. chlorogenovda a  kvercetin) pozitivné ovliviuji  adherenci
Lactobacillus gasseri na in vitro bunéném modelu stfevniho epitelu, ktery byl vytvoteny
bunécnymi liniemi Caco-2 a HT29-MTX. Ze zkoumanych flavonoidli na adherenci nejlépe
pusobil kvercetin, ktery prokdzal 10,53% adherenci. Dal§im byl katechin s adherenci 8,86 %,
kys. chlorogenova adherovala z 8,76 % a epikatechin z 8,30 %. L. gasseri projevila adherenci
na ko-kultiru bez zadného z flavonoidu ze 4,07 %. Mira schopnosti adherovat je i podle
dalsich studii druhové specifickd. Zalezi nejen na druhu rostlinné fenolové slouceniny,

ale i na kmenu probiotické bakterie a modelu stievniho epitelu.

Bohuzel vétSina ziskanych informaci o adhezi rostlinnych fenolovych sloucenin
a probiotik na buiky stfevniho epitelu jsou ziskané in vitro metodami, proto nemuizeme
vyvozovat stejné zavery pro in vivo podminky, kde se latky mohou chovat odlisné. A vSak
neni pochyb o tom, Ze umirnénd konzumace ovoce a zeleniny a jejich $tav je pro clovéka
zdravi prospésna. Ovoce a zelenina jsou pfirozenym bohatym zdrojem nutriéné cennych latek,
které dokazi ovlivnit i adhezi na stfevni sliznici, kterd je povazovana za dilezitou
pro kolonizaci stiev a pfedpoklada se, Ze stimuluje imunitni systém hostitele. V dne$ni dobé¢
je kladen velky diiraz na konzumaci ovoce a zeleniny, a tak méjme na paméti, ze: ,, Neexistuji

zdravé a nezdravé potraviny, ale pouze zdrava a nezdrava mnozstvi (World Health, 2003).
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