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Vyznam probiotik v prevenci a terapii ulcerozni kolitidy
V mySim experimentalnim modelu

Souhrn

Ulcerdozni kolitida (UC) je chronické, recidivujici zanétlivé onemocnéni stfeva. Spolu s
Crohnovou chorobou se fadi mezi idiopatické stfevni zanéty (Inflammatory Bowel Disease
IBD). Jedna se o civiliza¢ni choroby vyskytujici se ¢asto ve vyspelych zemich. Patogeneze
tohoto onemocnéni neni jesté zcela objasnéna. Je ale ziejmé, ze u pacientll s UC dochazi ke
zméndm ve stievni mikrobioté, hlavné ke snizeni bakterialni diverzity. V dtsledku toho pak
dochdzi k tzv. dysbidze, pii které dochéazi k selhani funkce stievni bariéry a zvysené stimulaci
imunitnich bun¢k lamina propria antigeny stfevniho obsahu, coz vede k nepfiméfené imunitni
odpovédi. Jednou z moznych cest, jak tento zdravotni stav vylepSit, je uzivani prebiotik a
probiotik.

Cilem této prace bylo v literarni ¢asti vytvofit ptehled o vlivu probiotickych bakterii na prevenci
a lécbu UC a ptehled experimentdlnich mySich modeld, které se pouzivaji pii studiu UC.
Zajimala jsem se o funkci stievniho epitelu se zaméfenim na tésné spoje, jejichz funkce je
spojena s propustnosti stfeva, a které jsou naruSeny pii UC. V experimentalni ¢asti byl sledovan
profylakticky ucinek probiotické bakterie E. coli Nissle 1917 u monoasociovanych a
reasociovanych mysi kmene BALB/c. Cilem studie bylo zhodnotit vliv probiotické bakterie E.
coli Nissle 1917 a uropatogenni bakterie E. coli O6K13 na vyvoj stfevniho zanétu v
experimentalnim modelu akutni kolitidy vyvolaném podanim DSS. Mysi byly neonatalné
osazeny bakterii E. coli Nissle 1917 nebo bakterii E. coli O6K13 a poté reasociovany E. coli
O6K13 nebo E. coli Nissle 1917. Akutni UC jsme u zvifat vyvolali podavanim 2,5 %
dextransulfatu sodné¢ho (DSS) v pitné vodé po dobu 7 dnli. Vysledky jsme hodnotili pomoci
histologické metody, kde jsme stupen zanétu u jednotlivych skupin hodnotili podle Cooper et
al. (1993). Zdrava kontrola byly mySi neonatalné osazené E. coli Nissle 1917 a poté
reasociovany E. coli O6K13 bez podavani DSS. Kontrolni skupina s indukovanym zanétem
stfeva byla konvenéni zvifata, ktera po sedmidennim podavani DSS vykazovala ptiznaky
tézkého zanétu hodnoceného stupném 4. U bezmikrobnich mysi s DSS byl stupeni zanétu 1,6.
Mysi neonataln¢ osazené E. coli Nissle 1917 a poté reasociovany E. coli O6K13 zistaly po
dobu podavani DSS zdravé, bez ptiznakl tézkého stfevniho zanétu. Stupen zanétu dle Cooper
et al. (1993) jsme hodnotili 0,8. U skupiny mysi neonatalné osazenych E. coli O6K13 a
reasociovanych E. coli Nissle 1917 byl DSS - indukovany zanét hodnocen 2,3.
Imunohistochemicky jsme hodnotili protein tésnych spoji zonula occludens (ZO —1). ZO — 1,
ktery je znam jako fyziologicky mediator regulujici stfevni propustnost. U skupiny mysi
monoasociovanych E. coli Nissle 1917 a poté reasociovanych E. coli O6K13 po sedmidennim
podani DSS jsme detekovali zachovalou strukturu proteinu. U mys$i monoasociovanych E. coli
O6K13 a poté reasociovanych E. coli Nissle 1917 po DSS vyvolaném zanétu, byl ZO — 1 snizen.

Dokazali jsme, ze ¢asna kolonizace mysi bakterii E. coli Nissle 1917 ochranila mysi pted
vznikem stfevniho zanétu v experimentalnim modelu akutni kolitidy a Ze tato bakterie ma
probiotické ucinky.



Klicova slova: Probiotika, nespecifické stfevni zanéty, gnotobioticky mysi modely, dextran-
sulfatovy model kolitidy, Escherichia coli Nissle 1917, Escherichia coli O6K13



Probiotics in the prevention and therapy of ulcerative
colitis in mouse experimental model

Summary

Ulcerative colitis (UC) is a chronic, recurrent, inflammatory disease of intestine. Together
with Crohn's disease UC belongs to Inflammatory Bowel Diseases (IBD). These are lifestyle-
related civilisation diseases that occur in highly developed countries. Pathogenesis of UC is still
unknown. UC patients show changes in the intestinal microbiota and the bacterial diversity is
reduced. As a result bacterial dysbiosis occurs in the intestinal tract. Disruptions in the
microbiome composition and exposing lamina propria immune cells to intestinal content lead
to inappropriate immune response. Probiotics and prebiotics are seen as one of the ways to
prevent/improve this inflammatory condition.

In the literal part of the work the main aim was 1) creating an overview of published
literature about the influence of probiotics bacteria on prevention and treatment UC and 2)
summary of experimental mouse UC models. Specific emphasis was put on the function of the
intestinal epithelium, especially on the tight junctions. Tight junctions regulate the paracellular
permeability of intestinal epithelial cells and their function is disrupted in UC.

In the experimental part we tested the prophylactic effect of probiotic bacteria E. coli
Nissle 1917 in mono-associated and reassociated BALB/c mice. We evaluated the influence of
probiotic bacteria E. coli Nissle 1917 and uropathogenic bacteria E. coli O6K13 on
development of intestinal inflammation in the experimental mouse model of acute colitis
induced by dextran sulphate sodium (DSS). Mice were neonatally colonized by bacteria E. coli
Nissle 1917 or bacteria E. coli O6K13 and then they were reassociated by E. coli O6K13 or E.
coli Nissle 1917. We induced the acute UC by administrating DSS in drinking water for 7 days.
For scoring of the inflammatory changes, we used methodology developed by Cooper et al.
(1993).

Mice neonataly colonized by E. coli Nissle 1917 and then reassociated by E. coli O6K13
were healthy controls. The CV-DSS mice were the positive control group. After the 7-day of
DSS treatment the CV mice showed signs of heavy inflammation that we evaluated by the grade
4. The DSS-treated germ-free animals had the inflammation grade 1.6. The group of mice that
were neonatally associated by bacteria E. coli Nissle 1917 and then reassociated by E. coli
0O6K13, stayed healthy during the experiment without the symptoms of severe intestinal
inflammation — the grade of inflammation was 0.8. The group of mice that were neonatally
associated by bacteria E. coli O6K13and then reassociated by E. coli Nissle 1917 developed
more severe inflammation with the score 2.3. We evaluated tight junction forming proteins
zonula occludens (ZO — 1), known for controlling intestinal paracellular permeability, using
immunohistochemistry. The structure of ZO-1 was preserved in the group of mono associated
E. coli Nissle 1917 mice and then reassociated E. coli O6K13 mice. On the other hand,
production of ZO — 1 was reduced in the group of mice mono associated with E. coli O6K13
and then reassociated E. coli Nissle 1917. We showed that bacteria E. coli Nissle 1917 protected



the mice against intestinal inflammation in the experimental mouse model of acute colitis and
that the bacteria have probiotic effects.

Keywords: probiotics, non-specific inflammatory bowel disease, gnotobiotic mouse models,
dextran sulphate model of colitis, Escherichia coli Nissle 1917, Escherichia coli O6K13.



L VO vttt 11
2 CHLPIACE. ..ttt 12
3 LIEIAINT TESETSE . .veiueieiiieiiieitee st ettt ettt ettt e bt e st et e s b e e et e e be e e st e e sbeeenbeesbeeentee e 13
3.1  Vliv mikrobioty na eukaryotick€ho hostitele ............ccccvriiiiiiiiniiiii i, 13
3.2 MiKrobiota @ ClOVEK ......coiiiiiiiiiiiee s 13
3.2.1  Fyziologicka uloha stievni MiKrobioty .........cccocvviiiiiiiiieiiiie e 14

3.3 Slizni¢ni IMUNItnd SYSEEM ....eiiviiiiiiiiiieiie e 14
3.3.1  Funkce slizniéniho imunitniho SyStému ............cccoooviiiiiiniic i 14
3311 Bariérova funkce slizni¢niho imunitniho systému ............ccoeeeeiiiniiciinene. 15
B.BLLLL HIBN o 15
3.3.1.1.2  TESINE SPOJC c.vveenreeieeeiiesireetee st e stee s e e bt ettt s e be e ssn e et e e ssn e ne e nn e nee e 16

3.4 ZAnCtlivA 0NeMOCNENT STIEVA....cuviiiieiiiiiiie it 16
3.4.1  Patogeneze zan&tlivych onemocnEni StTEV .........cccvvviviiiiiiiiiiiiciic s 17
3.42  Dyshioza komenzalni mikrobioty a imunitni SysStém ...........c.ccoceevreiviinenennnnen, 18
3.4.3  Crohnova choroba (CD).......ccceiuiiiiiiecieesie et 19
3.4.4  Ulcerdzni KOIEIAA .....ueeiiiiiieiiiiiie et 19
3441 Lécba ulcerdzni KOLItidy .....ccevviveiiiiieieeeee e 20

3.5 PrODIOLIKA ... e 21
3.5.1  Historie uzivani fermentovanych potravin .........cccocvevereeiiiiienieieseseese e 21
3.5.2  Novodobad historie - znovuobjeveni zdravi prospeSnych bakterii...................... 21
3.5.3  Probiotika a jejich terapeutick€ pliSObENT ...........cevvrviiiiiiiiiiiieieeee s 21
3.5.4  Bakterie mlécného kvaseni (Lactic Acid Bacteria, LAB) ........cccocvvviniiiiiiiinnn, 23
355  BIfIdODAKIEITE ... 23
3.5.6  Escherichia coli Nissle 1917 ..o, 24
3.5.7  Prebiotika a SynbiotiKa...........cccooiiiiiiiiicce e 24

3.6  Experimentalni mySi modely Kolitidy ..........ccovviiiiiiiiiiiiii e 25
3.6.1  Chemicky indukovand Kolitida ............cccoceiiiiiiiiiiiiic 26
3.6.11 Rektaln€ indukovand Kolitida ...........ccoeiiiiiiiiiiiic e 26
3.6.1.2 Peroraln¢ indukovand kolitida...........cccooiiiiiiiiiiiiniee e 26

3.6.2 Bakterialné indukovana KOItIAa .......ooovvveeeieeee et e e s 27



3.6.3  Spontdnni KOItida .......ccccuiiiiiiiiiiiii 28

3.6.4  Adoptivni kolitida - pfenosovy model............ccooiiiiiiiiiiii 28

4 Materidl @ METOAY ..eeivvviiiiiiiiiie et 29
A1 MALETIAL ..ottt r e b nan e e 29
A.11 ROZIOKY ..ottt bbb 29
4.1.2  EXperimentalni ZVIFata.........cccoiiiiiiiiieiiiie i 30
4.1.3  BAKIEIIE .oiiiiiiciicee s 30

4.2 PraCcOVIL POSTUD ..eiiuviiiiiiieiiiie ittt sie ettt e et e s nbb e s bn e e s beeeanbnee s 30
4.2.1  Ptiprava bakteridlni suspenze pro sondovani mysi..........ccceeeeerieiiieenieeiieenineennn. 30
4.2.2  SChéma EXPEIIMENTUL. ......eeiriiiieiieieiie et ee sttt et e e sne e e neesnneenns 30
4.2.3  UKONCENT EXPETIMENTIUL.....cevviiuiieiieieiiesieeeiee e siee e sbe e e e sie e sneessneeneesnneenns 31
424 HISTOIOGIE .. .o e 32
4241 Hodnoceni stupné poSkozeni tlustého stfeva dle Cooperova testu.............. 34
4242 Hodnoceni produkce mucinu v tlustém Streve .........ccooeviriviiieniniicneeee 35

4.2.5  Imunohistochemie pro Zonula occludens — 1 .........ccccoovviiiiiiiini s, 35

D VTSIEAKY ettt 37
5.1  Histologické hodnoceni zanétlivych zmén tlustého stieva ..........cccocvviveiiiiicinnnnnn. 37
5.2 Imunohistochemické hodnoceni t€snych SPojll........ccceeviiiiiiiiiiiiiiiiiicee 41

B DISKUZE ... 42
T ZZAVET et h et E e e e e Rt e et be e et ne e nn e e 44

8 SEZNAM HIEEIALUIY ....veiieeie ettt e e e s ba e te e e sbe e beaneenneas 45



Seznam zKkratek

CD
CFU
CVv
DSS
FOS
GF
GIT
GOS
H&E
IBD
IFN

IL
LAB
MALT
oD
PBS
SCFAs
TNBS
TNF
ucC

Crohn’s Disease, Crohnova choroba

Colony Forming Unit, jednotka tvofici kolonii
Conventional, konvencni

Dextransulfat sodny

Fruktooligosacharid

Germ-Free, bezmikrobni

Gastrointestinalni trakt

Galaktooligosacharid

Hematoxylin-eozin

Inflammatory Bowel Disease, zanétliva onemocnéni stieva
Interferon

Interleukin

Lactic Acid Bacteria, bakterie mlé¢ného kvasSeni

Mucosa Associated Lymphoid Tissue, slizni¢ni imunitni systém
Optical Density, opticka hustota

Phosphate-Buffered Saline, fosfatovy pufr

Short Chain Fatty Acids, mastné kyseliny s kratkymi fetézci
2, 4, 6 — trinitrobenzensulfonova kyselina

Tumour Necrosis Factor, tumor nekrotizujici faktor

Ulcerative Colitis, ulcerdzni kolitida
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1 Uvod

Zanétliva onemocnéni stiev - Inflammatory Bowel disease (IBD), ulcer6zni kolitida a
Crohnova choroba, patfi mezi chronicka stfevni onemocnéni neznamé etiologie. Genetické
dispozice, zivotni prostiedi, dietni navyky a stres jsou faktory, které ovliviiuji nerovnovazné
sloZeni stfevni mikrobioty. Tyto faktory zpusobuji dysregulaci slizni¢ni imunitni odpovédi,
ktera je za vznik IBD odpovédna. Zvifeci modely stfevniho zanétu jsou nezbytné pro pochopeni
patogeneze IBD. Tyto modely neptedstavuji slozitost lidskych onemocnéni a nemohou plné
nahradit lidského pacienta. Jsou ale cennym nastrojem pro studium mnoha dulezitych aspekta
IBD, jako je patofyziologie mechanizml v ¢asnych fazich zénétu stfev a U€inky novych
terapeutickych strategii, které by se obtizn¢ fesily u lidskych pacientt.

V posledni dobé je kladen diraz na probiotickou a prebiotickou terapii, jejichz cilem je
obnovit rovnovahu gastrointestinalni mikrobioty a snizit zanét stfev. Probiotika byla hodnocena
v rozsdhlych studiich na zvifecich modelech, stadou klinickych studii, které prokazuji
potencialni terapeutické piinosy. Probiotika a prebiotika mohou nabidnout novou moznost pro
1é¢bu IBD.
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2 Cil prace

Cilem mé bakalarské prace je shrnout poznatky literarnich pramend, které jsou zaméteny
na slizni¢ni imunitni systém a vzajemnou interakci eukaryotického hostitele s mikrobiotou.
V teoretické Casti jsem charakterizovala UC, sledovala jsem vliv bakterialni kolonizace na
vyvoj imunity a vliv bakterialni nerovnovahy (dysbiozy) na rozvoj zanétlivych onemocnéni
stteva. Popsala jsem experimentalni mysi modely UC a charakterizovala probiotické bakterie
vyuzivané V prevenci a 1écbé UC.

V nasi laboratofi studujeme experimentalné¢ vyvolany akutni zénét stfeva vyvolany
podavanim roztoku dextransulfatu sodné¢ho u mysi. Tento typ zanétu se podobd zanctu
objevujicimu se u lidskych pacientd trpicich ulcer6ézni kolitidou. V zavérecné Casti své
bakalarské prace jsem se zaméfila na studie vénujici se vlivu probiotické bakterie E. coli Nissle
1917 na experimentalni zanét mySi vyvolany v kombinaci dextransulfitu sodného a
uropatogenni bakterie E. coli O6K13.
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3 Literarni reSerse

3.1 Vliv mikrobioty na eukaryotického hostitele

Savci jsou superorganismy, které jsou tvofené savéimi a bakteridlnimi buinikami, se
kterymi Ziji v symbidze. Podet bunék lidského téla je 10™ a stejnd tak ipocet bakterii
kolonizujicich gastrointestinalni trakt, je uvadén 102 (Sender et al. 2016). Sttevni mikrobiota
reprezentuje asi 2 000 bakterialnich druhii a z toho je vice jak 80 % mikrobialnich populaci
nekultivovatelnych. Soucasné poznatky zdiraziuji vyznamnou roli mikrobioty pro spravnou
funkci imunitniho systému a udrzeni homeostazy ovliviiuje zdravi hostitele. Bylo prokazano,
ze interakce eukaryotického hostitele s komensalni mikrobiotou je pro vyzravani jeho
imunitniho systému rozhodujici. Kromé skupiny bakterii, o nichZ vime, Ze urcitd onemocnéni
zpusobuji (Candida albicans, salmonely) (Splichalova et al. 2018), kolonizuje
gastrointestinalni trakt je$t€ mnohem vice mikroorganismii, o jejichZz Gloze v lidském zdravi
dosud nic nevime. Bylo prokazano, ze slozeni a diverzita vyznamn¢ ovliviiuje stav zdravi nebo
nemoci hostitele (Tlaskalova-Hogenova et al. 2004; 2011; 2014).

3.2 Mikrobiota a ¢lovék

Gastrointestinalni trakt obyva 100 miliard riznych mikroskopickych organizmi -
bakterie, viry, houby a prvoci. Tento ekosystém je oznacovan jako mikrobiota (Honda &
Littman 2012). Bakterie kolonizuji v§echny slizni¢ni povrchy — dychaci trakt, ustni dutinu,
ktzi, urogenitalni trakt. V gastrointestinalnim traktu (GIT) koncentrace bakterii stoupa smérem
od zaludku po tlusté sttevo (obr. 1, Sartor 2008). Vice jak 90 % celkového lidského stievniho
mikrobiomu pfedstavuji kmeny Firmicutes, zejména Ruminococcus, Clostridium a
Peprostreptococcus, Bacteroides (Martin et al. 2014). V mensim zastoupeni se vyskytuji kmeny
Actinobacteria, Verrumicrobia a dal$i. Na odhaleni lidského mikrobiomu jsou zaméteny
rozsédhl¢ vyzkumné programy jako je evropsky projekt MetaHIT a American Human
Microbiome. Projekty pfispély k odhaleni metagenomu lidského gastrointestinalniho traktu
(Human Microbiome Project 2012; Li et al. 2014).

Ke kolonizaci pivodné sterilniho fetalniho stfeva dochazi béhem porodu, kdy se
novorozenec kolonizuje vaginalni a fekalni flérou matky pii pfirozeném porodu nebo
bakteriemi prostfedi, pii porodu cisaiskym fezem (Dominguez-Bello et al. 2010). Bylo
prokdzano, Ze se mikroflora stabilizuje ve véku 2 az 3 let a je relativné stabilni v dospélosti
(Koenig et al. 2011; Yatsunenko et al. 2012). Komensalni mikroflora hraje dulezitou roli pii
stimulaci a vyvoji imunitniho systému. Vhodna bakterialni kolonizace novorozenct je Zivotné
dilezita a ma vyznamny vliv na slozeni resistentni mikrobioty u dospélych jedinct (Musilova
et al. 2015).
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Obr. 1 — Pocty a nejcastéjsi skupiny bakterii v jednotlivych ¢astech traviciho traktu (Sartor 2008).

3.2.1 Fyziologicka uloha stfevni mikrobioty

Stfevni mikrobiota je velmi dilezitad pro svého hostitele v mnohych smérech. Nékteré
bakterie se podili na tvorbé mastnych kyselin s kratkym fetézcem (Short Chain Fatty Acids,
SCFA), fermentaci $krobu a Stépeni nestravitelnych sacharida (Marchesi et al. 2016).
Bakterialni metabolity SCFA (zejména acetat, propionat a butyrat) hraji v tlustém stfeve
dilezitou podptrnou roli (Sun et al. 2017). Butyraty jsou priméarnimi zdroji energie pro
epitelialni bunky tlustého stieva (kolonocyty). Bylo prokazano, ze kolonocyty pacientti s UC
maji sniZzenou schopnost oxidace butyratu (Thibault et al. 2010). Prokazali jsme, Ze butyraty
produkované bakterii Clostridium tyrobutyricum, dokazaly zmirnit zanét stieva mysi, u kterych
byla kolitida navozena podavanim 2,5 % roztoku dextran sulfatu sodného (Hudcovic et al.
2012).

Na druhé stran¢ bifidobakterie syntetizuji vitaminy K a ve vodé€ rozpustné vitaminy
skupiny B (LeBlanc et al. 2011). Bakterie mlé¢ného kvaseni (Lactic Acid Bacteria, LAB) jsou
vyznamnymi imunitnimi a metabolickymi regulatory gastrointestinalniho traktu (George et al.
2018).

3.3 Slizni¢ni imunitni systém

Slizni¢ni imunitni systém (MALT, SIS) je rozd€len na tfi sliznicni systémy, konkrétné
NALT (Nose Associated Lymphoid Tissue), BALT (Bronchus Associated Lyphoid Tissue) a
GALT (Gut Associated Lyphoid Tissue) (Krejsek et al. 2016).

3.3.1 Funkce slizni¢niho imunitniho systému

Imunitni odpovédi stfeva se odehravaji v slizni¢nim systému oznacovaném jako GALT a
ve stfevnich regionalnich uzlinach. Zatimco potrava a antigeny vzniklé stravenim potravy jsou
pfitomné v tenkém stieve, mikrobidlni antigeny vyvolavaji hlavni imunitni akce V tlustém
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stieveé (Spencer & Sollid 2016). SIS je tvoten lymfoidni tkani a je dilezitou soucasti imunitniho
systému s velmi specializovanymi mechanickymi a chemickymi vlastnostmi. Tyto bariéry brani
vstupu patogentl a antigenti vnéjSiho prostfedi a napomahaji jejich degradaci prostiednictvim
celé fady chemickych procest. Sliznice se takto brani kolonizaci poSkozujicimi patogeny.
Zaroven si vSak zachovava toleranci k potravnim antigenim a komensalni mikrobioté.
Zajistuje rovnovahu na stifevnich sliznicich a chrani slizni¢ni povrchy pied nezadoucimi
imunitnimi reakcemi (Tlaskalova-Hogenova et al. 1995). Produkce stfevniho imunoglobulinu
A (IgA) je vyrazné regulovana mikrobiotou. IgA hraje zdsadni roli pfi nastoleni homeostazy a
V ochran¢ stfeva pred zanétem. Bylo prokazano, Zze bakteridlni metabolit acetat se vaze na
metabolicky citlivy G receptor GPR43 a dochazi k produkci IgA (Wu et al. 2017).

3.3.1.1 Bariérova funkce slizni¢niho imunitniho systému

Slizni¢ni vrstva je prvni bariérou stfeva a chrani stfevni epitel pfed mikrobiotou a
potravnimi antigeny (McGuckin et al. 2011). Vnitini vrstva je pevné piilnava a bohata na
antimikrobidlni latky a je sterilni. Zatimco vné&j$i vrstva je volnd a obsahuje hlen, zfedéné
antimikrobialni latky a komensalni bakterie (Wallace et al. 2014). Intestinalni epitel, ktery
slouzi jako epitelova bariéra, ma mnoho funkei jako je absorpce, sekrece a traveni. Epitel je
tvofen enterocyty, poharkovymi buikami, enteroendokrinnimi a Panethovymi buikami.
Bariérova celistvost je udrzovana tésnymi spoji, adherentnimi spoji a desmosomy. Defekty
Vv epitelialni bariéte vedou k rozvoji UC. ZvySena propustnost stfev vede ke zvySeni antigenni
expozice a k imunitni aktivaci (Salim & Soderholm 2011). Antimikrobialni peptidy (AMP) jsou
sekretovany epitelidlnimi buiikami pro ochranu a regulaci rovnovahy mezi komenzalnimi
bakteriemi a hostitelskou sliznici. Mezi AMP jsou fazeny napt. a- a f-defenziny produkované
Panethovymi bunkami (Klag et al. 2013). AMP jsou nejvice nahromadéné na vnitini vrstvé
sliznice, kterd udrzuje sterilitu (Inohara et al. 2005). Dysregulace epitelové bariéry a zmény
V paracelularni propustnosti vlivem rozvolnénosti bunécnych tésnych spoji (Tight Junctions,
TJ), mtize byt rozhodujicim primarnim faktorem v patogenezi IBD (Landy et al. 2016).

3.3.1.1.1 Hlen

Hlen, vrstva nad epitelem, je produkovan poharkovymi bunikami, podporuje odizolovani
od stfevniho obsahu a poskytuje prvni linii obrany proti fyzickému a chemickému poskozeni
zpusobené pozitym jidlem, nezddoucimi mikroby a jejich produkty. Hlavni soucasti hlenu je
sekretovany mucin, glykoprotein s vysoce polymerni strukturou, s napojenymi ¢etnymi
hygroskopickymi a hydrofilnimi oligosacharidovymi postrannimi fetézci, které ptispivaji
k formovani jejich gelové struktury (Andrianifahanana et al. 2006). Muciny jsou rodinou
glykoproteint charakterizovanou O-glykany. Byly popsdny dvé skupiny mucinl. Jsou to
klasické polymerni muciny tvotici gel (MUC2, MUCS5SAC, MUC5B a MUCS6), a potom je to
heterogenni skupina monomernich transmembranovych mucind (MUC1, MUC3, MUC4,
MUCI12, MUC13, MUCI15, MUC16, MUC17, MUC20 a MUC21). Pievazna vétSina mucind
se naléza na slizni¢nich povrsich téla, kde vytvari ochrannou vrstvu mukusu, ktery chrani
epitelialni burika (glycocalyx). Ostatni muciny napi. MUCI je Siroce distribuovan na mnohych
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télesnych bunkach, véetné imunitnich (Johansson et al. 2008). Vyvazena a dynamicka interakce
mezi hlenovou vrstvou, stfevnimi epitelidlnimi buitkami, komensalni mikroflérou a imunitou
hostitele je nezbytnd pro udrzeni stfevni homeostdzy. Porucha stfevni homeostazy vede
k poskozeni hlenové bariéry a zvySené propustnosti, ktera vede k zanétu a poSkozeni bunék
stievni sliznice (McGuckin et al. 2009).

3.3.1.1.2 Tésné spoje

Tésné spoje jsou rozhodujici pro udrzeni epitelidlni bariéry a kontroly paraceluldrni
permeability. Charakterizace zmén v proteinech tésnych spoju je dilezité pro funkci epitelidlni
bariéry u zanétlivych onemocnéni stfeva. Tésné spoje, zejména klaudiny a zonuliny, jsou
klicovymi hrac¢i v epitelidlni bariérové funkci (Landy et al. 2016). Existuje fada cest pro
prichod epitelialni bariérou mezi vnitinim a vnéj$im prosttedim. Intercelularni prostory mezi
sousednimi bunikami spojené dohromady integrdlnimi proteinovymi komplexy, jsou
rozhodujici pro regulaci sliznicni bariéry. lIonty prochézeji transcelularnimi kandly.
Paracelulédrni cesta také reguluje propustnost pro vodu, ionty a molekuly s nizkou molekulovou
hmotnosti (< 600 kDa). Ve zdravém stievé tésné spoje vytvareji dynamickou stievni bariéru,
ktera reguluje paracelularni vstfebavani vody, zivin a elektrolytti (Edelblum & Turner 2009;
Shen et al. 2008). Rozdily v paracelularni propustnosti mezi riznymi epitely jsou tésné (tight)
nebo netésné (leaky). U chorobnych stavii se miizou objevit epitely vice tésné anebo vice
netésné, coz miizeme vidét v riznych stadiich zanétlivych onemocnéni stiev (Krug et al. 2014).
Tésné spoje jsou slozeny ze zonulinu-1 (ZO-1), okludin, tricelulinu, riznych klaudini a
pojivovych adheznich molekul. K cytoskeletu buiiky jsou navazany F-aktinem a myosinem Il
(Edelblum & Turner 2009; Groschwitz & Hogan 2009). Dysfunkce tésnych spoji pak vede
K naru$eni integrity intestinalni bariéry. Bariérovou funkci tésnych spoju ovliviiuje zména pH,
osmotického tlaku a poruchy funkce cytoskeletu (Schneeberger & Lynch 1992). Neni tplné
jasné, zda pozorované zmeény v tésnych spojich jsou kauzalni, coz poruSuje epitelidlni
bariérovou integritu, anebo zda samotny zanét zpusobuje nasledné zmény v tésnych spojich
(Landy et al. 2016).

3.4 Zanétliva onemocnéni stireva

Zanétlivd onemocnéni stieva kam patii Crohnova choroba a ulcerézni kolitida, jsou
chronicka relapsujici zanétlivda onemocnéni stfev. Ackoli jejich incidence se celosvétove
zvysuje, presna etiologie t€chto onemocnéni neni znama (Nishida et al. 2018). IBD je rozsifena
po celém svété. Nejvyssi prevalence IBD je v hospodaisky vyspélych zapadnich zemich
Evropy, v severni Americe a Australii (Molodecky et al. 2012). V USA zije s IBD vice nez 1,6
miliont osob, v Evropé se odhaduje Ze 2,5 - 3 milionil obyvatel je IBD postizeno. Néklady na
zdravotni péci presahuji 4,5 miliardy EUR rocné. IBD se také objevila v nové
industrializovanych zemich v Asii, Jizni Americe a na Stfednim vychodé a vyvinula se
Vv globalni onemocnéni se stoupajici prevalenci na vSech kontinentech (Coward & Kaplan
2017). Vysoké naklady na 1é€bu onemocnéni, dlouha pracovni neschopnost pacientii a hlavné
velky osobni diskomfort pacientii si zasluhuje vénovat t€émto onemocnénim zvySenou
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pozornost a vénovat se i zatim opomijenym lécebnym postuplim a strategiim (probiotika,
prebiotika, fekalni transplantace).

3.4.1 Patogeneze zanétlivych onemocnéni stiev

Zanétlivda onemocnéni stiev (IBD) jsou multifaktorialni onemocnéni, kterd vznikaji
v disledku genetickych, environmentalnich, bariérovych a mikrobialnich faktorta (Yu 2018).
Stievni zanét ohrozuje integritu epitelidlni bariéry, kterd vede ke zvySené propustnosti a
infiltraci patogenti (Teshima et al. 2012). Pokroky v genetickych studiich IBD naznacily zmény
v genech, které reguluji integritu a funkci bariéry sliznice, vrozenou imunitni odpovéd’ a
mikrobialni homeostazu. Dosud byly zjistény Ctyfi geny se zvySenou citlivosti u CD a jeden
gen u UC (Sartor 2006). Gen PPARG, kde PPARY je nuklearni receptor, ktery inhibuje aktivitu
NFkB a jeho exprese je snizena u pacienti s aktivni UC (Dubuqoy et al. 2003). Genetické
faktory se projevuji u CD ze 44 aZ 50%, zatimco u UC se zd4, Ze se geneticka zaté¢Zz podili mezi
6 — 14 % (Farell & Peppercorn 2002). Genetické faktory pfispivaji pouze Casteéné k rozvoji
IBD, protoze interakce mezi lidskym genomem, imunitnim systémem a stievni mikroflorou
s vn&j§im prostfedim musime brat jako komplex hrajici v patogenezi UC vyznamnou roli
(Loddo & Romano 2015). Zvysena incidence a prevalence IBD v 21. stoleti vedla ke zna¢nému
zajmu o faktory vnéjsiho prostiedi. Mezi tyto faktory patii dieta, stres, koufeni, 1éky (jako napf.
antibiotika). Koufeni je jednim z nejvice studovanych faktorti. Zptisobuje dvojnasobné zvyseni
rizika vzniku CD. Ale naopak se zda, Ze koufeni ma ochranny tc¢inek proti UC. AvSak pokud
vnimavy jedinec ptestane koufit, zvysi se riziko vzniku UC s G¢inkem trvajicim az deset let po
uplném skonceni koutfeni (Ananthakrishnan 2015). Jednim =z nejnaro¢néjSich ukola
pfedchazeni vyvoje IBD, je studium vhodnych diet (Yadav et al. 2016). Tyto studie poskytuji
informace o Uc¢incich stravy na IBD u dospélych. Studie by se mély zaméfit na Gcinky stravy
v raném véku (Coward & Kaplan 2017). DalSim faktorem je zvySenad hygiena. Hygienicka
hypotéza poukazuje na skutecnosti, Ze Zivot na farmé spojeny s kontaktem se zdravymi zvitaty,
S pitim nepasterizovaného mléka, s parazitarni stimulaci, pocetné vétsi rodiny, chranily pred
vyvojem civiliza¢nich onemocnéni, mezi které patii i IBD. Imunitni systém lidi byl dfive
vhodné stimulovan k maturaci a navozeni slizni¢ni tolerance (Lashner & Loftus Jr 2006). Cim
vice se zem¢ stavd industrializovanou, tim vzristd ptiklon k zapadni stravé (fast food),
potraviny jsou ¢asto nesmyslné sterilizovany. Navic dochdzi k naduzivani 1€k, vétsi urbanizaci
obyvatelstva a ke klimatickym zménam (Coward & Kaplan 2017). Tyto hlavni faktory jako
jsou genetické predispozice a zivotniho prostiedi, nevhodna strava a stres, odrazi nevyvazenou
imunitni opovéd’ spojenou se stievni dysbiézou (Tlaskalova-Hogenova et al. 2014)
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Obr. 2 - Transcelularni a paracelularni cesty naznacuji, jak epitelialni bariéra chrani vniknuti bakterii.
Stievni bariéra je tvotfena epitelidlnimi bunikami, na jejichz vrcholcich je lokalizovan karta¢ovy lem
(Brush border, BB). Tésné spoje (Tight Junctions, TJ) vaZzou vzajemné epitelialni buniky a upeviiuji

paracelularni bariéru. Kartdcové lemy a tésné spoje tvori fyzikalni ultrastrukturni bariéru zabraiujici
za normalnich podminek, to je ve zdravém stfeveé, vniknuti komensalnich bakterii. Pokud
nastane poskozeni epitelialni bariéry, dochazi k rozvirani a poruSeni uspotadanosti kartacového lemu
a otevirani tésnych spojl, a potom komensalni bakterie a patogeny mohou vstupovat do lamina
propria.

Snimek povrchu stfeva neporuseného stieva za fyziologickych podminek (a) skenovacim
mikroskopem a snimek (b) transmisnim mikroskopem. Longitudialni pohled ukazuje vysoce
organizovany neporuseny kartaCovy lem. Na pravé strané¢ obrazku je podobny pohled, avSak u
patologicky poskozeného stieva (c) a (d) — posSkozeny povrch a neuspotfadany kartaCovy lem. (a, c)
Bar = 5 um; (b, d) Bar = 0.5 um (Yu 2018).

3.4.2 Dysbioza komenzalni mikrobioty a imunitni systém

Patofyziologické defekty epitelialni bariéry a bakteridlni invazivita zptisobuji mikrobidlni
dysbidzu a chronicky zanét (obr. 2). Endogenni a exogenni faktory, které vyvolavaji poSkozeni
stfevni bariéry a imunitni aktivaci mohou vyvolat selektivni tlak na komensalni mikrobiotu.
Subklinické slizni¢ni abnormality, které se vyvinou u jedincl s genetickou predispozici, potom
uptednostiuji rist oportunnich mikroorganizmi, které se stavaji patogennimi. Tyto bakterie
nasledné zhorSuji morfologické a funkéni zmény ve stfevni tkdni a vzdalenych organech
s patologickymi nasledky a to vede k chronickému zanétu a klinickym ptiznakim (Yu 2018).
Yu (2018) se domniva, ze pocateni dysfunkce epitelialni bariéry, ktera se projevuje
transcelularni hyperpermeabilitou, mize vyvolat selektivni tlak na mikrobiotu, coz vede
K nartstu invazivnich virulentnich bakterii. Selek¢ni tlak a slizni¢ni patogenni bakterie mohou
zpusobit posun ve fekalni mikrobidlni komunité. Kombinace poskozené epitelidlni bariéry a
invazivnich patogent vede ke klinickym znakitim morfologického poSkozeni a chronickému
zanétu. Chronicky zanét stfeva mize mit vliv na mikrobiotu a zpasobit poSkozeni a Gplnou
ztratu epitelialni bariéry (Yu 2018).

Pokroky v metagenomickém sekvenovani mikrobidlni RNA potvrdily sniZeni
bakterialniho sloZeni a rozmanitosti u pacientii s IBD v porovnani se zdravou populaci. Dochazi
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k poskozeni epitelialni bariéry. Poskozeni poharkovych bunék vede ke snizené produkci hlenu.
Dochézi k poskozeni tésnych spoju, které ma za nasledek invazi luminélnich antigent na stfevni
sliznici. Jednovrstevny epitel piedstavuje prvni a dilezitou obranu hostitele pted stfevnimi
bakteriemi. Poskozeni na trovni epitelialni bariéry ¢asto vede k rozvoji UC (Wallace et al.
2014).
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Obr. 3 - Obraz stieva poskozeného pii CD, zdravé stievo, stievo zachvacené UC
(Wagnerova & Gardlik 2013).

3.4.3 Crohnova choroba (CD)

U CD miuiZe dojit k zdnétu provazeného poskozeni sliznice v celém rozsahu - od st az po
konec¢nik. Sliznice je poSkozena transmuralné, tedy v celé stievni sténé (obr. 3). Onemocnéni
je charakterizovano pritomnosti segmentd, kde se stfida zdravé stfevo s postizenymi oblastmi.
Klinicky se projevuje prijmem, bolestmi bficha, tvorbé abscesi a fistul. Mtze dojit k zuzeni
lumen stieva, coz muze vést k jeho obstrukci. U CD je pievazné Thl fizena imunitni odpovéd’
S pocatecné zvySenou expresi interleukinu 12 (IL-12), interferonem (IFN-y) a tumor
nekrotizujicim faktorem (TNF-a) (Papadakis & Targan 2000; Bouma & Strober 2003).

3.4.4 Ulcerozni kolitida

Podle Hippocrata (460 - 377 pted n. 1.) vSechny choroby pochazi ze stfeva. Hippocrates
popsal onemocnéni s chronickym prijmem a spojené krvéaceni s vyskytem ulceraci v tlustém
stieve (obr. 3). V roce 1859 Dr. Samuel Wilks v Anglii zdokumentoval patrné prvni piipad UC
v novodobé medicing. Samuel Wilks publikoval pfipad pitvy Zeny, ktera zemiela idajné na
uplavici, ale pfi pitvé zjistil zanétlivy proces, ktery zasahoval terminalni ileum a celé tlusté
sttevo. O dvacet let pozd¢ji v roce 1875, predstavil diagnoézu ,,ulcerdzni kolitida™ 1ékarské
komunité (Wilks 1859; Wilks & Moxon 1875).

Ulcerdzni kolitida patfi mezi choroby nezndmého plvodu a je charakterizovana
ulcer6zné-hemorhagickym zanétem sliznice. Zanét je omezen na slizni¢ni vrstvy, mukézu a
submukozu. Zanétlivy proces se vztahuje na kone¢nik a rozsifuje se proximalné, ale zlistava
omezen V tlustém stievé, které postihuje v celém svém rozsahu. Mezi klinické ptiznaky patti
bolesti bficha, prijmy a hubnuti. Pacient je postizen velmi silnym prijmem, ktery mtze byt
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hemorhagicky a progresivni ztratou peristaltické funkce stiev. Zanét se mtize projevit v ocich,
ustech i na kitizi. (Papadakis & Targan 2000; Bouma & Strober 2003). Pii dlouhodobych
potizich je zvysené riziko kolorektalniho karcinomu (Yu 2018).

Makroskopicky nélez je zavisly na stadiu onemocnéni. V pocatcich onemocnéni mizeme
vidét piekrvené a kiehké sliznice. Postupné se objevuji eroze, edém a ulcerace epitelu.
V pozdéjsim stadiu se mohou vyskytnout 1 perforace stfeva. V mikroskopickém nalezu je
patrny zanét postihujici povrchové (slizni¢ni) vrstvy s infiltraci lymfocytl, granulocyti a
ztratou poharkovych bunék. Na sliznici vznikaji eroze epitelu, ktery piechazi v ulcerace.
V pozdé¢jsich stadiich je patrna nekréza epitelu (Bouma & Strober 2003).

U ulcerdzni kolitidy dochazi k CD4 Th2 lymfocytarni imunitni odpovédi, coz vede ke
zvysSené produkci prozanétlivych cytokint, naptiklad IL-6. (Papadakis & Targan 2000; Bouma
& Strober 2003).

3.4.4.1 Lécba ulcerdzni kolitidy

Soucasnou strategii 1é¢by UC je odeznéni ptiznakt a nasledné udrzovani remise. Pacienti
jsou lé¢eni 5 - aminosalicylovou kyselinou (5-ASA) nebo kortikosteroidy mesalazinem. 5-ASA
je prvni volbou udrzovaci terapie. V piipad¢ pietrvavajiciho onemocnéni anebo nezadoucich
u¢inkll byvaji aplikovany imunomodulatory jako je azathiopurin a 6 - merkaptopurin. Ve
vaznych ptipadech jsou ziln¢ podavéany kortikosteroidy, cyklosporiny, anti TNF-a Cinidla a
pozdé¢ji anti-integrin vedolizumab (Lauranne et al. 2016). Zonulin je klicovy regulator stievni
propustnosti prostiednictvim modulace epitelu tésnych spoji (Fasano 2012). Synteticky
peptidovy inhibitor zonulin, znamy jako AT 1001 nebo Larazotide, podstoupil klinické studie
pii 16¢bé stievnich zanéta (Paterson et al. 2007). V knock-outové mysi IL-107", AT 1001 snizila
sttevni propustnost a oslabila vyvoj spontanni kolitidy (Arrieta et al. 2009). Toto je volba
K potlaceni pfiznakii nez se musi ptistoupit ke kolektomii, coz je odstranéni ¢asti nebo celého
tlustého stfeva (Lauranne et al. 2016). Tyto terapie maji zna¢né nevyhody. Imunosupresivni
terapie a anti TNF-a ¢inidla jsou spojena s vyssim rizikem infekénich komplikaci (Frei et al.
2013). Ttetina pacient nakonec musi podstoupit chirurgicky zékrok, coz naznacuje, Ze
soucasné terapeutické moznosti jsou nedostatecné pro mnoho pacientli (Andersson &
Soderholm 2009).

Antibiotika se bézné pouzivaji k 1é¢bé komplikaci souvisejicich s UC. Jsou navrzeny
terapie k celkovému snizeni bakterii, jako je napi. Enterobacteriaceae. Je otazkou diskuze, zda
uzivani antibiotik je v této 1é¢b¢é prospésné (Scribano & Prantera 2013). Studie u zdravych lidi
a zvitat odhalily, ze antibioticka 1écba vedla k vyraznym zménam ve stievni mikrobioté, které
pretrvavaly del§i dobu. Rozmanitost druhil se snizila a zvysilo se riziko zdvazné infekce, coz
naznacuje, ze 1écba antibiotiky nemusi byt optimalni (Perez-Cobas et al. 2013). Tak dlouhodobé
uzivani antibiotik je omezeno vzhledem k Casté antibiotické hypersenzitivit¢ (Hulten et al.
2000).

Dalsim problémem jsou vysoké naklady na biologickou 1é¢bu, ¢imz se zvySuje finan¢ni
zatizeni zdravotni péce. To zdiraznuje potiebu dalSich, ale nefarmakologickych moznosti, které
by mohly ptispét k 1é¢bé chronického stievniho zanétu u UC. Vzhledem k ditkaztim o zapojeni
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stfevni mikrobioty do patogeneze UC, je manipulace s mikrobialnim osidlenim stfeva tématem
V poslednim desetileti. Skutecné byly u probiotik, kterd plisobi na mikrobialni sloZeni,
prokazany slibné vysledky v 1é¢bé a zmirnéni ptiznakt UC (Lauranne et al. 2016). Stejné tak
je nadéjna transplantace fekalni mikrobioty (Moayyedi et al. 2015).

3.5 Probiotika

3.5.1 Historie uzivani fermentovanych potravin

Historicky prokazané pouzivani kysanych mlécnych vyrobkl bylo poprvé zaznamenano
fimskym historikem Pliniem v roce 79 pf. n. 1., ktery popsal, Ze pfti stievnich potizich je vhodné
pit kyselé mléko. V antice bylo doporucovéno, aby se déti a rekonvalescenti zivili zkvasenym
mlékem a syry.

Nositel Nobelovy ceny, francouzsky védec ruského ptivodu Ilja Ilji¢ Mecénikov, studoval
dlouhovékost 36 narodi a zjistil, ze nejvice stoletych lidi zije v Bulharsku, kde obyvatelstvo
zije velmi skromné a vyznamnou soucasti jejich stravy jsou jogurty ziskané z pfirozené
kvaseného mléka. Mecnikov popsal, jak bakterie mlééného kvaseni zabranuji hnilobnym
pochodiim ve stfevé a tim zlepSuji traveni a prodluzuji zivot. Popsal napt. Lactobacillus
bulgaricus (Metchnikoff 1907).

3.5.2 Novodoba historie - znovuobjeveni zdravi prospéSnych bakterii

Termin probiotikum byl poprvé pouzit v roce 1965 Lilly a Stillwellem (Lilly & Stillwell,
1965) k popisu ,,latky vyluCované jednim mikroorganizmem, ktery stimuluje rist druhého
organizmu®“. V roce 1974 Parker navrhl, Ze by probiotika meéla byt popséna jako
mikroorganismy - latky, které prispivaji ke stfevni mikrobialni rovnovaze (Parker 1974).
Probiotika jsou definovany jako latky nebo produkty, které v dostatecném mnozstvi obsahuji
zivé mikroorganizmy, které po implantaci anebo kolonizaci zméni mikrofloru v urcitém
anatomickém misté hostitele, coZ jim umozni projevit své zdravi prospé$né uc€inky. Je zndma
cela fada dalSich definic probiotik, ale Food and Agriculture Organization of the United
Nations/World Health Organization (FAO/WHO 2001) a Mezinarodni védecka asociace pro
probiotika a prebiotika (Reid et al. 2003) stanovili jednotnou definici, ktera zni: ,,Probiotika
jsou zivé mikroorganizmy, které pii podavani v pfiméfeném mnozstvi piinasi hostiteli
zdravotni ptinos“ (FAO/WHO 2001; Reid et al. 2003). V roce 1990 se webové aplikaci PubMed
objevilo na heslo ,,probiotics* 22 odkazi, v roce 2011 jiz 8 447 odkazti a k 1. 1. 2019 se jiz
probiotika vyskytuji ve 23 255 publikacich.

3.5.3 Probiotika a jejich terapeutické piisobeni

Probiotika byvaji aplikovana pfi zdravotnich situacich spojenych se stfevni dysbidzou.
Mezi tato onemocnéni patii IBD, u kterého byl popsan sniZzeny vyskyt bifidobakterii,
laktobacilli, na druhé strané¢ zvySeny vyskyt proteobakterii — patogennich E. coli a salmonel
(Derikx et al. 2016). Byla popsana cela fada dalSich civilizacnich onemocnéni, u kterych je
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snizena bakteridlni diversita. Mezi takovato onemocnéni patii alergie, celiakie, urogenitalni
infekce, obezita (Tlaskalova-Hogenova et al. 2011; Hajavi et al. 2019). Aby probiotické
bakterie mohly kolonizovat hostitele, musi odolavat kyselému prostfedi Zaludku a plsobeni
zluCovych kyselin. Je proto dulezité v in vitro studii prokazat, jak probiotikum potlacuje rist
patogennich bakterii (Cukrowska et al. 2009). Napt. Dieleman et al. (2003) inkuboval
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), aby zabranil adherenci Bacteroides vulgatus na epitelialni
mys$i bunky IEC-6 (Dieleman et al. 2003). Imunomodula¢ni vlastnosti probiotik se testuji na
buiikach imunitnich orgént (napt. slezinnych bunkach nebo buitkach mezenteridlnich uzlin,
nejcastéji mysich), které ukazou zmeény v expresi cytokind, které charakterizuji efekt probiotik
na slozky pfirozené imunitni odpovédi (Cukrowska et al. 2009; Srutkova et al. 2015). Bunky
se stimuluji inaktivovanymi probiotickymi bakteriemi a jsou stanoveny hladiny cytokini
produkovanych lymfocyty CD4*Thl (IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5), Th17 (IL-17), Th regula¢nich
cytokini (IL-10, TGF-B). Sleduje se vliv bakterii na vyzrdvani maturacnich znaki
dendritickych bunék CD40, CD80 nebo CD86. Z téchto vysledki miizeme odvodit, jak budou
bakterie ovliviiovat imunitni systém hostitele. Mechanismy t¢inku jednotlivych probiotickych
kmenti mohou byt odlisné, 1 kdyz spole€ny mechanizmus je patrny u Siroké fady probiotickych
kmeni. Adherence na stfevni slizni¢ni sténu zabranuje kolonizaci patogennich bakterii
(Guarner & Malagelada 2003). Probiotika tim méni stfevni mikrobidlni rovnovahu, blokuji
adhezni mista, konkuruji patogentim v oblasti zivin a maji antimikrobiani G¢inky (Jonkers et al.
2012; Orel & Trop 2014). Studie by se mély zaméfit na to, které probiotické kmeny maji
skutecné nejvétsi ucinnost v konkrétnim prostfedi a zda jsou Uc¢inngjs$i samostatné anebo ve
spojeni s jinymi kmeny. Tato znalost ¢inku probiotika na imunitni systém a propustnost stfevni
sliznice a v neposledni fadé na frekvenci a davce probiotika je velice dalezita (Shanahan 2004).
Musime vSak vzit v ivahu, Ze nejen typ onemocnéni, ale i vlastni imunologicky stav hostitele
by mél byt urcujici pii vybéru probiotického kmene a zplsobu aplikace. V experimentalnim
modelu kolitidy bylo prokdzano, ze pusobeni probiotickych bakterii je pfisné druhové
specifické (Srutkova et al. 2015). Probiotika zvysuji proliferaci epitelialnich bun€k v tenkém
stfevé, céku a distalnim kolon (Ichikawa et al. 1999). Tato proliferace je zptisobena schopnosti
probiotickych kment produkovat mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA) fermentaci
polysacharidl. Snizuji pH stfevniho obsahu a tim inhibuji rist patogennich bakterii. Butyrat
také poskytuje Ziviny kolonocytim a pozitivné ovliviluje funkci stfevni bariery zvySenim
sekrece mucinu a tim posiluje tésné spoje (Jonkers et al. 2012, Hudcovic et al. 2012).
Bezpecnost probiotickych bakterii na hostitele se nejlépe ovéii in vivo na citlivych
bezmikrobnich mysich (Kozakova et al. 2016).

Tannock (2005) ve své studii publikoval, Ze je nepravdépodobné, aby probiotika mohla
zasadné ovlivnit stfevni mikrobiotu. I kdyz jsou podavana ve velkém mnozZstvi, probioticky
kmen piedstavuje ptiblizn€ 1 % ze vSech bakterii ve sttevé (Tannock 2005). Oproti tomu Cetné
studie prokazaly, ze probiotika mohou skute¢né¢ zménit slozeni stfevni mikrobioty u zvirat
(Vlkova et al. 2012) a téz u lidi (Kuhbacher et al. 2006). I kdyz v mnoha pfipadech tato zména
mikrobioty pretrvava jen kratkou dobu do skonéeni probiotické terapie (Tannock 2005). Kdyz
porovname vysledky na zvifecich modelech a v klinickych studiich madme ditkaz, ze probiotické
kmeny pomahaji sniZovat zanét a poskozeni stiev (Soccol et al. 2010).
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3.5.4 Bakterie mlécného kvaseni (Lactic Acid Bacteria, LAB)

Bakterie mlééného kvaseni jsou mnohostranné mikroorganizmy, které¢ jsou vyznamnymi
imunitnimi a metabolickymi regulatory gastrointestindlniho traktu. Vyskytuji se v celém
ekosystému a vytvareji dynamické interakce zvitecich i rostlinnych spolecenstev (George et al.
2018). Obecné LAB jsou grampozitivni, nesporulujici, nepohyblivé ty€inky nebo koky. Jsou
mezo az termofilni, mikroaerofilni, aerotolerantni nebo fakultativné anaerobni, vzdy
s fermentativnim metabolizmem. Glukoézu fermentuji pievazné na kyselinu mlécnou v
homofermentativnim pfipad¢€, nebo heterofermentativnim piipad¢ na kyselinu mlécnou, CO2 a
etanol (a/nebo kyselinu octovou). Bylo identifikovano asi 200 druhi laktobacila (Afouda et al.
z nich maji vhodné probiotické vlastnosti a jsou soucasti funkénich potravin. LAB pfispivaji
K vyvazené Thl a Th2 imunitni odpovédi. Stimuluji Th regulaéni odpovéd’, protoze stimuluji
produkci TGF-B (Kozakova et al. 2016). Bylo popsano, ze L. plantarum WIJL stimuluje rtst
Drozofily a mys$i pii nutriéné chudé dieté (Schwarzer et al. 2016). Mezi nejznamé;jsi laktobacily
s probiotickymi ucinky patii napt. kmen Lactobacillus (L.) rhamnosus. Yan et al. (2007)
detekoval dva proteiny - p75 (75kDa) a p40 (40 kDa) izolované z probiotické bakterie L.
rhamnosus GG, které podporuji bunéény rist a inhibuji produkci TNF-a (Yan et al. 2007).
Prokazali jsme probioticky ochranny efekt smési laktobacild. L. casei LOCKO0919, L.
rhamnosus LOCKO0900 a L. rhamnosus LOCKO0908 proti alergické senzibilizaci proteinem
biizy Bet v 1 (Kozakova et al. 2016). Bylo prokazano, ze L. rhamnosus GG indukuje remisi u
pacientil s IBD a zvifecich modelii (Yan et al. 2007). V humanni mediciné¢ smes nazvana
VSL#3, ktera obsahuje 450 miliard lyofilizovanych bakterii, se skladd z osmi bakteriadlnich
kment L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. plantarum, S. thermophilus, B. breve, B.
infantus a B. longum. Bylo prokazano, ze tato bakterialni smés stimuluje imunitni odpovéd’
hostitele, zlepsuje funkci epitelialnich bariér a zvysuje tvorbu hlenu (Huynh et al. 2009). VSL#3
byl schopen indukovat vyznamné klinické zlepseni relapsu mirn¢ az sttedné zavaznych UC u
pacientll, pomoci ochrany epitelialni bariéry a snizenim apoptozy (Tursi et al. 2010; Derikx et
al. 2016).

3.5.5 Bifidobakterie

Bifidobakterie jsou obecné charakterizovany jako gram pozitivni, nepohyblivé a katalaza
negativni anaeroby. Bifidobakterie jsou to jedna z hlavnich skupin pozitivné plisobicich
bakterii v komplexnim ekosystému lidi a teplokrevnych zvitat a jejich pocet urcuje vék a dieta
(Sgorbati et al. 1995). V mikroflote kojenct bifidobakterie dominuji a jsou detekovany kratce
po narozeni. PoCty bifidobakterii u vaginalné narozenych novorozencii jsou vyznamné vyssi
nez u déti porozenych cisafskym fezem. Ve vysSim kojeneckém ve&ku zéleZi na tom, zda jsou
déti krmeny matefskym mlékem. PIn€ kojené déti mivaji vyssi pocty bifidobakterii, protoze
oligosacharidy matefského mléka podporuji jejich rozvoj. Narust poc¢tu bifidobakterii je
stimulovan glykoproteinovymi slozkami k-kaseinu v lidském mlezivu a pfitomnosti
oligosacharidi v matefském mléce. Pokud maji déti porozené cisafskym fezem anebo i
vaginalné snizeny pocet bifidobakterii, tak je Casto nahrazen zvySenymi pocty klostridii a
bakterii E. coli. (Musilova et al. 2015). ZvySena kolonizace klostridiemi u jednomési¢nich déti
je spojena se svédénim a ekzémy (van Nimwegen et al. 2011). Vyskyt bifidobakterii u telat je
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vyznamn¢ zavisly na sloZeni stravy, protoze telata krmend vyhradné mlékem, maji fekalni floru
bohatsi na bifidobakterie (VlIkova et al. 2008).

Studie Srutkove et al. (2015), ktera porovnavala vlivy kment Bifidobacterium (B.)
longum jako slibné kandidaty v prevenci a 1é¢bé IBD, ukazala nové zajimavé skute¢nosti. V
této studii bylo testovano devét riznych probiotickych kment rodu Bifidobacterium, které byly
testovany na zakladé jejich schopnosti indukovat produkci cytokini v mysich splenocytech. Na
zakladé intenzity stimulace produkce cytokinti byly vybrany dva kandidati jednoho poddruhu:
B. longum ssp. longum CCDM 372 (vysoka produkce) a B. longum ssp. longum CCM 7952
(nizka produkce). V experimentdlnim modelu akutni UC vyvolané podavanim DSS byl
prokazan profylakticky ucinek probiotického kmene B. longum ssp. longum CCM 7952, jejiz
ucinek na produkci cytokinii byl mirny, zatimco druha bakterie stejného druhu, zanét
zhorSovala. Utinek jednotlivych bakterii pii imunomodulaci je piisné kmenové specificky
(Srutkova et al. 2015).

3.5.6 Escherichia coli Nissle 1917

Bylo prokazano, ze kromé& bakterii mlééného kvaSeni a bifidobakterii, existuji i jiné
bakterie, které jsou schopné zabranit rozvinuti stfevniho zanétu. Mezi takovéto bakterie patii
nepatogenni kmen E. coli Nissle 1917, ktery zabranuje kolonizaci patogennich bakterii a je
schopny pozitivné ovlivnit gastrointestinalni homeostazu. E. coli jsou gramnegativni,
pravidelné, pohyblivé, fakultativné anaerobni bakterie patfici do celedi Enterobacteriaceae.
Omezuje poskozeni stfevni sliznice, snizuje epitelidlni propustnost, coz miize zlepSit hojeni
tlustého stieva (Chibbar & Dieleman 2015). Pacienti trpici viedy UC byli 1é¢eni E. coli Nissle
1917 a vysledky byly podobné jako 1écba standartnimi léky jako je mesalazin (Kruis et al.
2004). Podobné byl zaznamenan jeho protizanétlivy ucinek v experimentalnim modelu kolitidy.
Bezmikrobni mysi kmen BALB/c byl osazen bakteriemi E. coli Nissle 1917 a poté uropatogenni
E. coli O6K13. Stievni zanét byl vyvolan podavanim dextranu sulfatu sodného v pitné vod¢. V
akutnim modelu zanétu nebyl u mysi monokolonizovanych nepatogenni E. coli Nissle 1917
zanét zaznamenan. Na druhé strané mysSi monokolonizované E. coli O6K13 vykazovaly
zanétlivé stfevni nalezy. V chronickém modelu zanétu, mysi monokolonizované E. coli Nissle
1917, neprokazaly Zadné zdvazné zanétlivé zmény sliznice tlustého stfeva, zatimco u mysi,
které byly monokolonizovany E. coli O6K13, se vyvinul zanét tlustého stfeva spojeny s
vyraznou infiltraci zdnétlivych bunék (Hudcovic et al. 2007). Nejnovéjsi studie dokazuje, Ze za
protizanétlivy u¢inek bakterie E. coli Nissle 1917 je odpovédna schopnost bakterie uvoliiovat
vn&js§i membranové vezikuly (outer membrane vesicles), které v experimentalnim modelu DSS
kolitidy ochranily mysi pted poskozenim stievni sliznice a naslednym zanétem (Fabrega et al.
2017).

3.5.7 Prebiotika a synbiotika

Prebiotika jsou definovdna jako nestravitelné slozky potravin, které zlepsuje zdravi
hostitele tim, ze selektivné stimuluji rist a aktivitu jednoho nebo omezeného poctu bakterii v
tlustém stfeve. Mezi béznd prebiotika patii inulin, maltodextrin, oligosacharidy jako jsou
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fruktooligosacharidy (FOS) a galaktooligosacharidy (GOS) (Venema & Carmo 2015).
Prebiotika maji za cil podporovat endogenni luminalni mikrobiotu selektivni stimulaci ristu jiz
ptitomnych bakterii (Bouhnik et al. 2004). Prebiotika ovliviiuji slizni¢ni imunitni systém, ktery
stimuluji k produkci IgA a produkei protizanétlivych cytokinti IL-10 a TGF-B. V mnohych
ptipadech je ucinek prebiotik popisovan spolu s jejich pisobenim v kombinaci s probiotiky.
Tento spole¢ny efekt je ozna¢ovan jako synergicky, kde prebiotika napomahaji selektivnimu
rustu probiotik (MacFarlane et al. 2008; Derikx et al. 2016).

3.6 Experimentalni mySi modely kolitidy

Experimentalni myS$i modely kolitidy jsou dilezitym néstrojem pro pochopeni
patogeneze IBD a mohou pomoci vyfesit klicové otdzky a mechanizmy. Diky témto modelim
je znamo, ze stfevni zanét ma mnoho spoustécl, jak genetickych, tak environmentalnich.
Poskytuji zdkladni informace o roli T bunék ve stievni homeostaze a naznacuji, jak se tyto
buiky na vzniku zanétu podileji. Tim jsou tyto modely nepostradatelnymi néstroji pro studium
patogeneze IBD a jsou nezbytné pro hodnoceni novych 1é¢ebnych postupti. Nemohou vsak plné
zastupovat lidsky organizmus. Modely se pouzivaji se k ziskani poznatkli o bakterialnich
kmenech, které by se mohly pouzit jako probiotika (Martin et al. 2017), anebo zanét zhorSuji
(Srutkova et al. 2015). Mysi experimentalni modely jsou stale dostupn&jsi a védci mohou
vyuzit potencial kazdého z nich jak z hlediska indukce zanétu, tak genetického pozadi. Zadny
model sam o sobé nemulZe reprezentovat sloZitost klinickych a histopatologickych vlastnosti
lidské kolitidy. Pokud se vSak daji dohromady komplexni udaje ziskané z riznych modelt,
mohou poskytnout podrobnéjsi informace k pochopeni zakladnich principi patogeneze lidské
IBD. Modely se staly nepostradatelnym néstrojem pro objasnéni histopatologickych,
imunologickych a morfologickych zmén ve stfevnim traktu. U nékterych modeld (napt. KO
mysi IL-107") trva n&kolik mésictl, neZ se kolitida projevi, a proto nejsou vhodné pro rozsahlé
studie. Casté&ji se pouzivaji experimentalni modely kolitidy indukované chemicky napf.
podavanim dextran sulfatu sodného (DSS), 1 kdyZ se jeji projevy se podobaji lidské kolitidé
pouze v urcitych aspektech. Tyto modely nabizeji dal§i vyhody, jako jsou nizké naklady,
vysoké reprodukovatelnost a mohou byt vyuzity pro charakterizaci nového mysiho cilené¢ho
genu (Wirtz & Neurath 2007). Technologicky pokrok ve vyzkumu, zejména v oblasti sekvence
DNA a velky pocet zvitecich modeld, zvysil znalosti o mikrobidlnim slozeni stfev a jejich
interakci se stfevnim imunitnim systémem v souvislosti s IBD (Kostic et al. 2014).

Martin et al. (2017) rozdé€luje na zdkladé vyvolani onemocnéni mys$i experimentalni
modely do ¢tyf hlavnich skupin: 1) chemicky indukovana kolitida

2) bakterialn¢ indukovana kolitida
3) spontanni kolitida — geneticky upravené kmeny mysi

4) adoptivni kolitida - pfenosovy model (Martin et al. 2017).
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3.6.1 Chemicky indukovana kolitida

Chemicky indukované kolitida se déli podle zptisobu podadni na rektalni a peroralni.

3.6.1.1 Rektalné indukovana kolitida

Wirtz et al. (2007) ve své praci popisuji rektalné vyvolanou kolitidu. Kolitidu vyvolame
kyselinou trinitrobenzensulfonovou (TNBS) nebo kyselinou dinitrobenzensulfonovou (DNBS)
nebo oxazolonem, rozpusténym v etanolu, které se aplikuji intrarektalné sondou (obr. 4). Etanol
je nutny k poruseni sliznice (Wirtz et al. 2007). I kdyz jsou modely podobné, jsou zde rozdily
V imunitni odpovédi. TNBS a DNBS vyvolavaji transmurélni kolitidu, kde je sledovana Thl
zprostiedkovand imunitni odpovéd’. Tato metoda byla poprvé popsana u kmene mysi SJL/J,
ktery je vysoce citlivy na chronickou kolitidu vyvolanou TNBS (Neurath et al. 1995).
Oxazolonem indukovana kolitida mad podobné ptiznaky jako ulcerézni kolitida. Vyvola
zprostiedkovanou Th2 opovéd’ (Randhawa et al. 2014). Zavaznost kolitidy a terapeutickou
ucinnost probiotik stanovujeme pomoci zmény télesné hmotnosti, klinickych ptiznaki (prijem,
zacpa, krev ve stolici), histologickych zmén tlustého stieva, koncentrace cytokint v buitkach
(sleziny, mezenteridlni uzliny) a v neposledni fad¢ stanovenim aktivity myeloperoxidazy
v tlustém stieve, ktera vypovida o zavaznosti zanétu (Wirtz et al. 2007).

N

*»

Obr. 4 — Intrarektalni aplikace
3.6.1.2 Peroralné indukovana kolitida

Peroraln¢ indukovana kolitida se vyvola podanim rizné koncentrované¢ho dextran-sulfatu
sodného (DSS) rozpusténého v pitné vodé (Wirtz et al. 2007). Mysi kolitida se vyvola pii
podavani 40 - 50 kDa DSS v pitné vod¢. V modelu DSS kolitidy tento sulfatovy polysacharid
neindukuje stfevni zanét pifimo, ale pisobi jako chemicky toxin s detergentnimi vlastnostmi v
epitelu tlustého streva, coz vede k poskozeni epitelidlnich bunék (Randhawa et al. 2014). Tento
mechanizmus vede k naruseni epitelialni vystelky nasledované zanétem, coz vede ke vstupu
luminalnich bakterii a antigenti ptimo do sliznice (Kiesler et al. 2015; Wirtz et al. 2007).
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Zavaznost kolitidy zavisi na koncentraci DSS (obvykle 1 - 5%), dobé a frekvenci
podavani (akutni nebo chronicka forma, kdy jsou vloZeny intervaly k regeneraci, kdy zvitata
piji vodu), molekulové hmotnosti DSS, kmeni zvitat (C3H/HeJ, C57BL/6 a BALB/C jsou
nachylngjsi), mikrobidlnim prostfedi zvitat (Specific Pathogen Free, SPF, bezmikrobnich,
anebo cilené kolonizovanych, tzv. gnotobiontli). Na zaklad¢ téchto faktorti zvifata mohou
vyvinout akutni kolitidu, chronickou kolitidu nebo dokonce kolitidu indukujici stfevni 1éze
(Eichele & Kharbanda 2017). U dlouhodobého podavani DSS mtizeme histologicky pozorovat
adenokarcinom. Karcinogenni aktivita v tlustém stfeve je dosazena pomoci DSS o molekulové
hmotnosti 50 kDa, zatimco vétsi a mensi molekulové hmotnosti (520 kDa a 10 kDa) nedokazaly
vyvolat Gi¢innou penetraci tkani (Perse & Cerar 2012). Akutni kolitida je vyvolana podavanim
DSS vybranému kmeni mysi, ¢asto C57BL/6 nebo BALB/c mysim, po dobu 7 dni. Chronicka
kolitida je vyvolana podavanim DSS ve ctyfech az péti cyklech. Kazdy cyklus zahrnuje
podavani riznych koncentraci DSS po dobu 1 tydne, po které nésleduje sterilni voda po dobu
7 - 14 dni. Zavaznost kolitidy miiZze byt zvySena na zdklad¢ doby trvani podani DSS, stejné tak
jako jeho koncentrace (Cooper et al. 1993; Randhawa et al. 2014). Prvni pfiznaky se objevuji
uz v prvnich dnech podani, kdy mizeme vidét zmény v t€snych spojich. Tyto malé pocatecni
priznaky jsou nasledovany zhorSujicimi se symptomy vcetné zvySené stfevni propustnosti,
prijmu, tézkého krvaceni a uhynuti (Perse & Cerar 2012). Typické histologické zmény u akutni
kolitidy vyvolané podavanim DSS jsou vyCerpani poharkovych bungk, epitelialni rozruseni,
ulcerace a infiltrace granulocytl do lamina propria a submukozy, coz vede k prozanétlivé
imunitni odpovédi (Kiesler et al. 2015). DSS kolitida je spojena se zvySenou produkci cytokinu
a chemokintll. Bylo prokazéano, Ze cytokiny jsou produkovany jiZ od prvniho dne piti DSS.
Rozdily v zanétlivych profilech mezi akutni a chronickou fazi kolitidy spocivaji v tom, Ze pfi
akutnim DSS zanétu pfevlada zprostiedkovand Th-2 odpovéd’ a v chronickém zanétu jsou
zaznamenany snizené hladiny TNF-a, IL-17 a zvySené hladiny IL-4, IL-6, 1L-10 a IFN-y (Perse
& Cerar 2012). Modely DSS jsou uzite¢né pro studium role vrozeného imunitniho systému a
sttevni bariéry ve vyvoje kolitidy a vyzkumu probiotik. Hodnoti se vyvoj nemoci a probioticka
ucinnost sledovanim zmén télesné hmotnosti, vnéjSich symptomti onemocnéni, morfologie
tlustého stfeva, histologicky nalez a imunologické a biochemické markery (Wirtz et al. 2007).

3.6.2 Bakterialné indukovana kolitida

Je kolitida zptisobena patogennimi mikroorganizmy. Ackoliv E. coli patii k normalni
mikrobiote, nékteré jeji serotypy jsou patogenni nebo oportunisticky patogenni. Zvifeci modely
byly kolonizovany E. coli, které bylo vyizolovano od pacientd, ktefi trpi IBD. Bylo prokazano,
ze Adherent Invasive Escherichia coli (AIEC) kmeny nalezené u pacientti s Crohnovou
chorobou, zpisobuji u mysi poskozeni sttevni epitelidlni bariéry, zvySuji hladiny zanétlivych
markert, zejména kdyz jsou pouzity souc¢asné¢ v DSS modelu (Martin et al. 2017). Jinym
ptikladem mutze byt kolonizace piivodn¢ bezmikrobnich mysi uropatogenni bakterii E. coli
O6K13 a v kombinaci DSS vyvolanou kolitidou (Hudcovic et al. 2007). V nékterych studiich
byl pouzivan pfirozeny mysi bakterialni patogen Citrobacter rodentium (Borenshtein et al.
2008).
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3.6.3 Spontanni kolitida

Pro studium IBD bylo popsano vice nez 70 mySich modell ptipravenych genovym
inzenyrstvim, které spontanné vyvijeji kolitidu (Mizoguchi et al. 2016). Piikladem jsou
selektivné vyslechténé C3H/HelBir mysi. Tento kmen mysi je citlivéjsi na produkované
antigeny komensalni mikrobioty a tim reaguje nadmérnou produkci B a T bunék, coz vede
k rozvoji kolitidy (Sundberg et al. 1994). Nicméné projev spontanni kolitidy je zavisly na
podminkach chovu (Martin et al. 2017). U mysi s deficitem Muc 2 je charakterizovana ztrata
hlenové vrstvy, kde bakterie jsou v pfimém kontaktu s epitelidlnimi butikami a také hloubéji
Vv kryptach. Tyto mysi jsou nachylngjsi ke spontanni kolitidé a maji zvySené riziko rakoviny
tlustého stfeva (Johansson et al. 2008). Kuhn et al. v roce 1993 vyvinul IL-107 deficitni mysi a
zjistil, ze maji podobné fyziologické i morfologické piiznaky jako pacienti s IBD. Zanétlivé
1éze, infiltrace bunék do lamina propria a submukdzy, vy€erpani mucinu, viedy a epitelialni
hyperplazie (Kuhn et al. 1993). V sou¢asné dobé jsou IL-107 mysi nejb&zngjsim modelem pro
studium hostitelskych probiotickych interakci. Poskytuji informace o riznych mechanizmech
pouzivanych probiotickych kmenii. Hraji klicovou roli ve stfevni homeostaze a je znamo, ze
mnoho pacienti s IBD ma defektni alely tohoto genu (Martin et al. 2017). Velkou roli hraje
v&k a mistni mikrobidlnimu osazeni zvifat. Pokud se 1L-107" mysi chovaji v bezmikrobnich
podminkéach, stievni zanét se u nich nevyvine. Ale kdyz se tento kmen mysi dostane do
konvenénich podminek, onemocnéni se rozvine (Strober et al. 2007).

3.6.4 Adoptivni kolitida - pFenosovy model

Model pienosu T bunék chronické kolitidy napomahd rozpoznat imunologické
mechanizmy zodpovédné na indukci a regulaci stfevniho zanétu. Piikladem je studie
Stepankove et al. (2007), ktera analyzovala vliv stfevni mikrobioty na vyvoj stfevniho zanétu
V ptenosovém modelu. Z imunokompetentenich mysi byla ze slezin vyizolovéna subpopulace
T lymfocyti CD4*CD45RB"9" ktera byla prenesena do imunodeficitnich bezmikrobnich a
cilen¢ bakterialné€ kolonizovanych SCID mysi. Po 12 tydnech doslo u mysi, jejichZ mikrobiota
obsahovala bakterie Segmented Filamentous Bacteria (SFB), k rozvoji kolitidy (Stepankova et
al. 2007).
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4 Material a metody

4.1 Material
4.1.1 Roztoky

Dextransulfat sodny (DSS), 2,5%
o DSS, m.w. 36 - 50 kDa (MP Biomedicals, LLC, IllIkirch, Francie)
= 10 g doplnit do 400 ml vody

Aerrane (Baxter, S.A., Lessines, Belgie)
o Inhalace parou, tekutina

Roztoky pro histologii

o Carnoy: etanol (VWR, Leuven, Belgie) ........cccoovveienencnininininns 60 ml
chloroform (VWR, Fontenay-sous-Bois, Francie)............. 30 mi
kyselina octova (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA).....10 ml

Etanol (VWR, Leuven, Belgie)

Metylsalicylat (VWR, Fontenay-sous-Bois, Francie)

Benzen (VWR, Fontenay-sous-Bois, Francie)

Benzenparafin:

o O O O

= Nasyceny roztok parafinu a benzenu.
Histowax (Bamed, Litvinovice, CR)
»  Voskové pelety byly rozpustény pii 56°C.
Xylen (VWR, Fontenay-sous-Bois, Francie)
Uhlic¢itan vapenaty (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA)
Butanol (VWR, Fontenay-sous-Bois, Francie)
Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR)
Hematoxylin Mayeriv (Bamed, Litvinovice, CR)
Eosin (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA)
Alcianova modt (Bamed, Litvinovice, CR)
Jadrova Cerven (DIAPATH, S.p.A., Martinengo, Italie)
* roztok byl pfed pouZitim prefiltrovan
Poly-Mount (Polyscience, Warrington, USA)

0O O O 0O O O O O @)

(@]

Roztoky pro imunohistochemii

o Tissue-Tek (Sakura Finetek Japan, Co., Tokyo, Japonsko)
o Aceton (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA)
o Promyvaci pufr - (0,5% Tween v PBS)
PBS .o 500 ml
Tween 20 (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA).... 1 ml
o Krali¢i sérum
o Protilatka Rabbit Anti ZO — 1, fedéni 1:50 (Zymed, Viden, Rakousko)
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o Protilatka Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), fedéni 1:150 (Zymed, Viden, Rakousko)
o SlowFade (Lifetechnologies, Eugene, USA)
o Bloxall, Blocking solution (Vector Laboratories, Burlingame, USA)

4.1.2 Experimentalni zvirata

V pokusech jsme vyuzili samice inbredniho mysSiho kmene BALB/c. Mysi pochazely
z chovu Laboratofe gnotobiologie MBU AV CR v Novém Hradku v Orlickych horach. Mysi
byly chovany v plastovych izolatorech typu Trexler v bezmikrobnich nebo gnotobiologickych
podminkach a byly krmeny sterilnimi peletami a auklavovanou vodou ad libitum (Hudcovic et
al. 2007).

Konvenéni mysi pochazely z chovu Laboratofe gnotobiologie MBU AV CR v Novém
Hradku.

4.1.3 Bakterie

o E.coliNissle 1917 (MUTAFLOR, Ardeypharm, Némecko)
o E. coli 06K13 (Univerzita; Géteborg, Svédsko)

4.2 Pracovni postup

4.2.1 Priprava bakteridlni suspenze pro sondovani mysi

Do zkumavky s 10 ml kultiva¢niho média (LB bujon) jsme zaockovali 0,1 ml narostlé
bakterialni kultury, kterou jsme kultivovali pfes noc. Druhy den jsme zméfili optickou denzitu
(OD) narostlé bakterialni kultury tak, ze jsme ke 200 pl bakterialni kultury pfidali 800 ul PBS
a zméfili absorbanci pii vinové délce 650 nm proti 5x nafedénému kultivaénimu médiu (200 pl
média + 800 pl PBS). Z naméfeného OD jsme stanovili po¢et CFU pomoci kiivky zavislosti
OD na koncentraci bakterii dan¢ho bakterialniho kmene. Kulturu jsme centrifugovali pii 4500
X g, 10 min, pfi pokojové teploté a supernatant jsme slili. Kulturu jsme nakonec natedili v PBS
na koncentraci 2 x 108 na davku 200 pl.

4.2.2 Schéma experimentu

V experimentu bylo 6 skupin mysi po péti samicich (tabulka 1). Prvni skupina byly
konvenéni mysi (CV). Druhou skupinu tvofily bezmikrobni mysi (GF). Tteti skupinou byly
mysi monoasociované bakterii E. coli Nissle 1917 a 56. den experimentu jim byla pomoci
intragastrické sondy podana bakterie E. coli O6K13 (obr. 5). Ctvrtou skupinou byly mysi
monoasociované bakterii E. coli O6K13 a 56. den experimentu jim byla pomoci intragastrické
sondy podana bakterie E. coli Nissle 1917. VSechny ctyfi skupiny dostaly v 70. dnech stafi
2,5% DSS v pitné vod¢ ad libitum po dobu 7 dni. Patou skupinou byly monoasociované mysi
E. coli Nissle a 56. den experimentu jim byla pomoci intragastrické sondy podana bakterie E.
coli 06K 13. Sestou skupinou byly monoasociované mysi E. coli O6K13 a 56. den experimentu
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jim byla pomoci intragastrické sondy podana bakterie bakterie E. coli Nissle 1917. Experiment
byl ukoncen v 77. dni stafi mysi.

Tabulka 1 - Schéma experimentu

Skupina 1 - BALB/c, CV + DSS 2,5% DSS Konec
Skupina 2 - BALB/c, GF + DSS pokusu
[ - *—o
0 den experimentu 70 77

Skupina 3 - BALB/c monoas. E.c. Nissle + E.c. 06K13 + DSS
2,5% DSS Konec

Skupina 4 - BALB/c monoas. E.c. 06K13 + E.c. Nissle + DSS Monoas + osazeni E. coli pokusu
® - *—0
den experimentu
0 56 70 77
Skupina 5 - BALB/c monoas. E.c. Nissle + E.c. 06K13
Konec
Skupina 6 - BALB/c monoas. E.c. 06K13 + E.c. Nissle Monoas + osazen( E. coli pokusu
" - & L
0 en experimentu 56 77
osazeni E. coli
2 x 108 CFU/0,2 ml
p— // p )_/ C I~

:

A

Obr. 5 Intragastrické sondovani mysi

4.2.3 Ukonceni experimentu

Mysi jsme usmrtili vykrvacenim ze srdce v anestezii Aerrane podle pravidel etické
komise MBU AV CR. Pro histologické hodnoceni zanétlivych zmén jsme odebrali 1 cm kousky
colon descendens do fixa¢niho roztoku Carnoy. Po 30 minutach jsme tkan vlozili do 96 %
etanolu. Pro imunohistochemické stanoveni Zonula occludens jsme odebrali 1 cm kousky colon
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descendens do Tissue-Tek a zamrazili v tekutém dusiku. Poté jsme vzorky ulozili do
hlubokomrazného boxu (- 70°C).

4.2.4 Histologie
Principem zalévani tkané do parafinu je prosyceni odvodnéné tkané rozehiatym
parafinem pfi teploté 57°C. Parafin vyplni vSechny mikroskopické stérbinky ve tkani, takze se

pak tkan da krdjet v tenkych fezech, silnych 5 pm.

Zaliti vzorku do parafinu

e  Odvodnéni tkané

0 100% €tanol I. .....ocooveiiiiiieiie e 1hod,............ 22°C
0 100% etanol 1. ....c..oveiiiiiiiiee e 1 hod,............. 22°C
0 100% etanol Hl.......cccoviiiiiiii e 1hod,............ 22°C
e  Prosyceni tkané latkou rozpoustéjici parafin
o metylsalicylat L. ....c.ccooviiiiii 4 hod,............ 22°C
o metylsalicylat IL........ccoooiiiiiiiiiiicc 4 hod,............ 22°C
o metylsalicylat I .......cccooriiiiiiic e, 8 hod,............ 22°C
O DENZEN | i 10 min,............ 22°C
LI o 112741 T 1 SR 10 min, ............ 22°C
O DENZEN T oo 10 min, ............ 22°C
e  Prosyceni tkané parafinem
o benzenparafin ..o 30 min,............ 57°C
O parafin L ..o 2 hod,............ 57°C
O PArAfin T o 4 hod,............ 57°C
O parafin Ml .o 8 hod,............ 57°C

o  Viastni zaliti do parafinu

K vlastnimu zaliti jsme pouZili papirové zalévaci komirky, do kterych jsme nalili parafin
zahtaty na 57°C. Do komirky jsme pinzetou ptenesli tkan. Tkan jsme si podle potieby
orientovali nahfatou pinzetou. Komurku jsme vlozili do studené vody, aby parafin se vzorkem
tkané ztvrdnul.

Krajeni tkanovvch bloku

KdyZ byl parafin dostatecné ztuhly, zalévaci komitirka se odstranila (papirova krabicka se
snadno sloupla). Parafinovy blocek jsme si pfifizli do obdélniku okolo tkané. Takto ptfipravenou
tkan jsme pfipevnili roztavenym parafinem k dfevénému Spalicku. Poté jsme na mikrotomu
fezali p¥i¢né fezy o tloustee 5 pm. Rezy jsme pokladali na hladinu destilované vody, ktera byla
prohiata na 45°C. Nakonec jsme si je Sté€tcem usazovali na podlozni sklicka. Preparaty jsme
nechali dva dny pii pokojové teploté zaschnout a poté jsme je pouzili na dvé metody barveni:

hematoxilin-eosin a barveni alciAnovou modii.
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Barveni preparatu hematoxilin-eosinem

K barveni pouzivame vodnych roztokii barviv, a proto musime fezy nejprve zbavit

parafinu. K odparafinovani pouzivame dvé lazné xylenu a dale sestupnou fadu etanolt, ktera

slouzi k ptevedeni fezi do vody. Po vyprani fezli ve vod¢ pristupujeme k vlastnimu barveni.

Obarvené fezy déale odvodnime vzestupnou fadou vhodné¢ koncentrovaného etanolu a nasledné

butanolem. Pokracujeme projasnénim ve dvou laznich xylenu a nakonec fezy uzavieme

(montujeme) do uzavirajiciho media.

e  Odparafinovani

0O O O O O

(@]

o

XYlen Lo, 5 min
xylen Il oo, 5 min
etanol 100%.........ccccceeveveneenne. 5 min
etanol 96%........c.cceeevvennenne. 5 min
1Yo F- E T 5 min
o Vliastni barveni
hematoxylin MaYEITV .......ccceeiieiiiiiiiieiisee e 10 min
VOO ..tttk bt bbbt b e bbb oplachnuti
diferenciace v kyselém etanolu (3 - 5 kapek HCI do 100 ml 96% etanolu).......
............................................................................................................ oplachnuti

O O O O O O

prani v tekouci vodé¢ s 1g uhli¢itanu vapenatého v kyveté
kontrola pod mikroskopem

destilovand voda..........ccoiiiiiiiiii oplachnuti
diferenciace v 80 % etanolu
kontrola pod mikroskopem

o  Odvodnéni

@)
@)
@)

etanol 96%..........ccocevviiiiiiienn, oplachnuti
etanol 100%0........cccvvvrvrvreeiennns oplachnuti
butanol ... 5 min

e  Projasnéni

@)
©)

e Uzavirani obarvenych rezii

Obarvené tezy jsme uzavieli mezi podlozni a kryci sklicko do uzavirajiciho média

Poly- Mount.

o Vysledek barveni hematoxylin- eosinem

Jadra buné¢k se barvi modre, kolagenni vazivo rtizove a svalstvo ¢erveng.
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Barveni preparata alcianovou modfi s dobarvenim jadrovou ¢erveni

Tato metoda se pouziva k pritkazu kyselych mukopolysacharida. Princip barventi je stejny

jako u barveni hematoxylinem- eosinem.

Odparafinovani (viz. hematoxilin- eosin)
Vlastni barveni

o destilovana voda.........ccccccvennne oplachnuti
o alcianova modf .......cceeveveieiiniiiinns 2 hod
o destilovana voda..........cccccvennne oplachnuti
O JAdrova Cerven.......ccovmvvmvuerverresnnenns 10 min
o destilovand voda............cc.ceeuen. oplachnuti

Odvodneéni (viz. hematoxilin- eosin)
Projasnéni (viz. hematoxilin- eosin)
e  Uzavirani obarvenych rezii (viz. hematoxilin- eosin)
Vysledek barveni alcianovou modri

Kyselé¢ mukopolysacharidy se barvi modrozelené a jadra bunék Cervené.

Obarvené preparaty jsme hodnotili mikroskopem Olympus BX 40 s kamerou. Fotky jsme
snimali kamerou Olympus Camedia DP 70 a nasledné je zpracovali v programech Olympus
Quick Photo Micro 2,3.

4.2.4.1 Hodnoceni stupné poSkozeni tlustého stieva dle Cooperova testu

Hodnoceni stupné poskozeni povrchového epitelu a distorze krypt jednotlivych tseka
tlustého stieva bylo provedeno dle Cooperova testu (Cooper et al. 1993), kdy jsou stanoveny 4
stupné poskozeni.

e (.stupent - beze zmén

e 1l.stupen - dilatace a zkraceni krypt o 1/3
- poskozeni 1 - 25% sliznice tlustého stieva na jeho prufezu
- mezi bazi krypt a muscularis mucosa se objevuje hyalinova vrstva
znazoriyjici Casné poSkozeni stieva
- je zeslabeno perikryptové kolagenové pouzdro
- mirné zvySené kolagenu mezi Kryptami
- bez zanétlivych zmén

e 2.stupen - poskozeno 26 - 50% sliznice tlustého stfeva na jeho priifezu
- zkréceni krypt 0 2/3
- bez zanétlivych zmén

e 3.stupen - poskozeno 51 - 75% sliznice tlustého stfeva na jeho prifezu
- vymizeni krypt

- povrchovy epitel je zachovan
- lamina propria a submukdza obsahuji mirny zanétlivy infiltrat
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e 4.stupen - hyperplazie epitelu — u mén¢ nez 2/3 krypt
- ztrata mucinu
- zanétlivé zmény v mukdze 1 submukoze

4.2.4.2 Hodnoceni produkce mucinu v tlustém stievé

Sekreci mucinu jsme hodnotili podle nasledujicih ¢tyt kategorii:

e M1 hlenotvorba v epiteliich zachovana v rozsahu 25 %
e M2 hlenotvorba v epiteliich zachovana v rozsahu 50 %
e M3 hlenotvorba v epiteliich zachovana v rozsahu 75 %
e M4 hlenotvorba v epiteliich zachovana v rozsahu 100 %

4.2.5 Imunohistochemie pro Zonula occludens — 1

Zakladnim cilem imunohistochemickych metod je detekce specifickych antigennich
determinant s vyuzitim imunologické vazby, na principu vazby antigenu a protilatky. Pouzili
jsme nepiimou dvoustupniovou metodu. Na tkanové fezy jsme nejprve aplikovali primarni
protilatku, specifickou proti prokazovanému antigenu. Ve druhé vrstvé nanasSime sekundarni
protilatku, ktera je zna¢ena enzymem (fluorochrom CY3) a imunologickou vazbou se vaze na
protilatku primarni. Nakonec se na preparat nanese medium Sow fade a s DAPI a piekryje se

krycim sklickem.

e Zamrazenou tkan jsme si pienesli do kryostatu. Nakrgjeli jsme si pfi¢né fezy o
tloust'ce Spm.

O ACEBION ... 10 min
o Obkrouzeni fezti pomoci PAP- pen
O Promyvaci pufl......ccccoiiiiiiiiiiie e 5 min
O Promyvaci pufl......ccccoiiiiiiiiiiie e 5 min
O Promyvaci pufl........cccooviiiiiiiiii e 5 min
o Blokovani kralicim S€rem ..........cccccevveiinienieciiiie e 20 min
o Bloxall- blocking SOIUtION.........cccooiiiiiiiieieee e 10 min
O Promyvaci puff......cccoiiiiiiiiiii e 5 min
O Promyvaci puft......cccoviiiiiiiiii e 5 min
O Promyvaci puft......cccoiiiiiiiiiiii e 5 min
o Monoklonalni protilatka Rabbit Anti ZO — 1 (Zymed)......... 24 hod
O Promyvaci pufl........cccoviiiiiiiiiice e 5 min
O Promyvaci pufl........cccooviiiiiiiiii e 5 min
O Promyvaci pufl........cccooviiiiiiiiii e 5 min
o Sekundarni protilatka Goat Anti- Rabbit 1gG — fluorochrom CY-3 (Zymed)
................................................................................................. 1 hod
O Promyvaci puft......cccoviiiiiiiiii e 5 min



O Promyvaci puff......ccccooviiiiiiiii e 5 min
O Promyvaci puff......cccovviiiiiiiiic e 5 min
o Slow fade s DAPI a zakryt krycim sklickem

Preparaty jsme hodnotili mikroskopem Olympus BX 40 s kamerou. Fotky jsme snimali
kamerou Olympus Camedia DP 70 a nasledné je zpracovali v programech Olympus Quick
Photo Micro 2,3.
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5 Vysledky

Experiment byl ukonéen v 77. dni stafi mysi. Podle pravidel etické komise MBU AV CR
byly mysi po anestézii (Aerane) vykrvaceny ze srdce. Pro histologické a imunohistochemické
metody jsme odebrali 1 centimetrové kousky colon descendens. Po zpracovani vzorkl jsme
preparaty hodnotili mikroskopem Olympus BX 40 s kamerou Olympus Camedia DP 70
(tabulka 2).

5.1 Histologické hodnoceni zanétlivych zmén tlustého streva

Tabulka 2 — Histologické hodnoceni dle Coopera (Cooper et al. 1993).

skupina stupen zkraceni |poSkozeni
P poskozeni | krypt sliznice v %

povrchovy epitel 1 krypty

1-BALB/c, CV + DSS 4,0 chybi, vyrazny zénét v
mukoze 1 submukdze

2 - BALB/c, GF + DSS 1,6 01/3 25

3 - BALB/c, monoas. E. coli Nissle 1917 + E. coli 0.8 beze zmén | 0

06K13 + DSS ! Zmen

4 - BALB/c, monoas. E. coli O6K13 + E. coli Nissle

1917 + DSS 2,3 02/3 50

5 - BALB/c, monoas. E. coli Nissle 1917 + E. coli 0 b < o

06K13 €ZC Zzmen

6 - BALB/c, monoas. E. coli O6K13 + E. coli Nissle .

1917 0,6 beze zmén |0
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Obr. 6 - Skupina 1 - Sliznice colon-descendens v konvenénich mysich BALB/c po 1 tydennim
podéavani 2.5 % DSS. Histologické zmény jsou v oblasti descendens, kde je uplny defekt krypt a
povrchového epitelu. Zanétliva infiltrace je patrna v lamina propria a zietelny edém je v submukoze.

Vyrazné zesileni svalové vrstvy je patrné. Stupent poSkozeni 4 (H&E).

F—emml
100 pm

Obr. 7 — Skupina 5 - Sliznice colon-descendens v mysich BALB/c monoasociovanych E. coli Nissle
1917 a nasledné rekolonizovanymi E. coli O6K13, bez DSS. Krypty, povrchovy epitel a poharkové
buiiky jsou nezménény. Stupeii poskozeni 0 (H&E).
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Obr. 8 — Skupina 3 - Sliznice colon-descendens v mysich BALB/c monoasociovanych E. coli
Nissle 1917 a nasledné rekolonizovanymi E. coli O6K13, po 1 tydennim podavani 2,5 % DSS.
Krypty, povrchovy epitel a poharkové butiky jsou nezménény. Mirna zanétliva infiltrace v lamina
propria. Stupen poskozeni 0 — 1 (H&E).

Obr.9 — Skupina 3 - Sliznice colon-descendens v mysich BALB/c monoasociovanych E. coli Nissle
1917 a nasledné rekolonizovanymi E. coli O6K 13, po 1 tydennim podavani 2,5 % DSS. Je zachovan
normalni obraz poharkovych bun¢k. Stupeni produkce mucinu 4 (AM).

39



Obr. 10 — Skupina 4 - Sliznice colon-descendens v mysich BALB/c monoasociovanych E. coli
O6K 13 a nasledné rekolonizovanymi E. coli Nissle 1917, po 1 tydennim podavani 2,5 % DSS.
Krypty jsou zkraceny, povrchovy epitel je zachovan. V lamina propria je kolisava, ale zna¢na
infiltrace a loziskovy edém je vidét i v submukodze. Stupen poskozeni je 2 — 3 (H&E).

/]

\ e
g .,r, ;- ” .
S
AR IOV S L g
Stz - BN

»of

R

a2\ el N

i \b\g\h‘ {2 )
i

B . - T T

o s e A
. % ks

Obr. 11 — Skupina 4 - Sliznice colon-descendens v mysich BALB/c monoasociovanych E. coli
O6K 13 a nasledné rekolonizovanymi E. coli Nissle 1917, po 1 tydennim podavani 2,5 % DSS. Pocet
poharkovych bungk je snizen. Stupen produkce mucinu 3 (AM).
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5.2 Imunohistochemické hodnoceni tésnych spoju

Imunohistochemicka analyza produkce proteinu tésnych spoju: Zonula occludens (ZO-1)
sliznice colon-descendes u 2 mési¢nich BALB/c mysi po 1 tydennim podavani 2,5 % DSS.

Obr. 12

Obr. 13

Monoklonalni protilatkou anti-ZO-1 a sekundarni protilatky konjugované s Cy-3 (Cervené) jsme
detekovali zachovalou strukturu proteinu ZO-1 u skupiny mysi monoasociovanych E. coli Nissle
1917 a nasledné rekolonizovanymi E. coli O6K13 (obr. 12) ve srovnani se skupinou mysi
monoasociovanych E. coli O6K13 a nasledné rekolonizovanymi E. coli Nissle 1917, kde je
povrchova struktura poskozena a produkce proteinu ZO-1 je snizena (obr. 13). Znaceni bunécnych
jader bylo provedeno DAPI (modfe).
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6 Diskuze

Bakterie osidlujici GIT pfedstavuji komplexni ekosystém. Zmény ve slozeni stfevni
mikrobioty mohou onemocnéni zpusobit, ale také mohou zabranit jeho vzniku. U lidi
s nespecifickymi sttevnimi zanéty jsou tyto zmény predmétem vyzkumu. Manipulace se stfevni
mikrobiotou pomoci probiotickych bakterii se ukazuje jako bezpecna a efektivni 1écba IBD.

Zviteci modely stfevniho zanétu jsou nezbytné pro pochopeni patogeneze Crohnovy
choroby a ulcerdzni kolitidy, idiopatické formy zanétlivého onemocnéni stiev u lidi. Klinicky
vzhled lidské IBD je heterogenni, coz je skutecnost, kterd se odrazi ve stale rostoucim poctu
mySich kmend, které se pouzivaji v modelech IBD (Wirtz & Neurath 2007).

V nasi studii bylo cilem zjistit, zda probioticka bakterie E. coli Nissle 1917 bude mit
ochranny ucinek na akutni stfevni zanét vyvolany u BALB/c mysi poddvanim dextransulfatu
sodného v modelu lidské ulcerdzni kolitidy podpotfené podanim uropatogenni bakterie E. coli
O6K13. Jako kontrola byly pouzity mys$i monokolonizované od narozeni E. coli Nissle 1917 a
56. den rekolonizované bakterii E. coli O6K13 bez indukce zanétu pomoci DSS. Stupeni zanétu
byl 0. U konvenénich mysi, u kterych je akutni kolitida sliznice tlustého stieva vyvolana DSS
podobna lidské UC, byl zanét hodnocen stupném 4. Pokud byla zvifata monokolonizovana od
narozeni E. coli Nissle 1917 a poté jesté 56. den rekolonizovana bakterii E. coli O6K13
vykazovala v tlustém stieveé po 1 tydennim podani 2,5% DSS v pitné vod¢ jen velmi mirnou
zanétlivou infiltraci se zachovanim povrchového epitelu, poharkovych buné€k i Lieberkiinovych
krypt (stupenn poskozeni O - 1). Pokud vSak byla zvifata nejprve monoasociovana bakterii E.
coli O6K13 a 56. den rekolonizovana E. coli Nissle 1917, tak jsme po 1 tydennim podani 2,5%
DSS pozorovali zkraceni krypt, infiltraci leukocytt a loziskovy edém v submukoéze hodnocené
stupném poskozeni 2 - 3. Touto ¢asti experimentu jsme navazali na vysledky prace, které jiz
byly vnasi laboratofi provedeny (Hudcovic et al. 2007). V tomto experimentu mysi
monokolonizované s E. coli Nissle 1917 zanétlivé zmény po podani 2,5% DSS nevyvinuly
(stupen poskozeni 0), zatimco zvifata monokolonizovana s E. coli O6K 13 vykazovala zanétlivé
zmény podobné tém, které byly vyvolany u konvencnich mysi (stupen poSkozeni 4) (Hudcovic
et al. 2007). Podobné vysledky potvrzuje studie Rodriguez-Nogales et al. (2018), kde pouzili
kmen mysi C57BL/6J. Zvifata byla chovana v konven¢nich podminkach a kolitida byla
vyvolana podanim 3% DSS. Mysi oSetfené probiotickym kmenem E. coli Nissle 1917
nevykazovaly makroskopicky a ani histologicky znamky kolitidy, zatimco neoSetfend zvitata
prokazovala makroskopické zmény - prijem a ztratu télesné hmotnosti. Mikroskopické
hodnoceni prokézalo intenzivni ulcerace postihujici vice nez 75% povrchu sliznice stfeva a
kompletni depleci mucinu z poharkovych bun¢k (Rodriguez-Nogales et al. 2018).

Zasadni ulohu maji tésnad spojeni mezi bunikami epitelu, které maji ur€ujici roli pro
charakter bariéry. Tésna spojeni musi selektivné umoznit paracelularni absorpci skrze proteiny
tésnych spoji a na druhé stran€ zabranit prichodu bakterii a toxini t€émito spoji. V nasi studii
jsme se zaméfili na intracelularni protein zonula occludens (ZO — 1), ktery patfi mezi
fosfolipidy a interaguje s klaudiny. Tyto adaptorové proteiny tésnych spoji jsou velmi dulezité
pro zachovani stfevni integrity. U skupiny mys$i monoasociovanych E. coli Nissle 1917 a poté
reasociovanych E. coli O6K13 jsme detekovali zachovalou strukturu proteinu. U mysi
monoasociovanych E. coli O6K 13 a poté reasociovanych E. coli Nissle 1917 byla produkce ZO
— 1 snizena. Nase vysledky koreluji s praci Ukena et al. (2007), kde prokazali zvySenou
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produkci ZO — 1 a snizenou propustnost stievni bariéry u kmene mysi BALB/c osetfenych E.
coli Nissle 1917 v DSS modelu kolitidy (Ukena et al. 2007).

Nase studie ukazuje profylakticky ucinek probiotického kmene E. coli Nissle 1917
v my$im experimentalnim modelu DSS kolitidy v souladu s pfedchozimi studiemi (Schultz et
al. 2004; Garrido-Mesa et al. 2011). Vykazuje pozitivni vliv E. coli Nissle 1917 na zachovani
integrity stievni bariéry (Rodriguez-Nogales et al. 2018). Kruis et al. 2004 dokazali, Zze Géinek
E. coli Nissle 1917 je ekvivalentni k 1é¢ivu mesalazin pro udrzeni remise v UC (Kruis et al.
2004).

Prokazali jsme, ze vhodné probiotické vlastnosti a dobré koloniza¢ni schopnosti E. coli
Nissle 1917 chrani mysi pted stfevnim zanétem indukovanym kmenem E. coli O6K13 v DSS
modelu ulcerdzni kolitidy.
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[ Zavér

V DSS modelu ulcerdzni kolitidy my$i monoasociované kmenem E. coli Nissle 1917 a
poté reasociované kmenem E. coli O6K13 vyvinuly niZsi stupen stfevniho zanétu ve srovnani
se skupinou mysi monoasociovanych kmene E. coli O6K13 a poté reasociovanych kemen E.
coli Nissle 1917. Dosli jsme k zavéru, ze bakterie E. coli Nissle 1917 chrani mysi pted stfevnim
zanétem indukovanym kmenem E. coli O6K13 a rovnéz chrani mysi pfed stfevnim zanétem
vyvolanym podanim DSS. Z tohoto diivodu se domnivame, ze E. coli Nissle 1917 je, vzhledem
ke svym kolonizacnim a protektivnim schopnostem, vhodnou probiotickou bakterii, ktera se
bude dale testovat v jinych gnotobiologickych modelech.
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