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Vliv jable¢nych polyfenolii na adherenci vybranych
probiotickych kment k bunkam stfevni mukozy

Souhrn

Diplomova prace se zabyva vlivem jablecnych polyfenoli na adherenci vybranych
probiotickych kmenti k bunkdm stfevni mukézy. V literarni reSer$i jsou sumarizovany
soucasné poznatky souvisejici s mikrobialni adherenci v lidském stieve, vyznamem jablek ve
vyzivé Cloveka a interakci mikroorganisml s jablecnymi polyfenoly. Déle jsou v praci
charakterizovany jednotlivé polyfenoly, které se nejcastéji vyskytuji v jablkach, popsan jejich
zdravotni pfinos a mozné interakce s mikroorganismy v lidském travicim traktu.

V mnoha studiich zabyvajicich se mikrobialni adherenci je pozitivni piisobeni na zdravi
hostitele pfisuzovano pravé polyfenolim. Pro potvrzeni hypotézy vlivu jable¢nych polyfenola
na adheren¢ni schopnosti probiotickych kment laktobacilt in vitro byla stanovena adherence
dvou bakterialnich kment Lactobacillus gasseri R a Lactobacillus casei FMP na smésné
kultufe Caco-2 a HT29-MTX bunéénych linii po pfidavku jable¢nych extraktd ze slupky
a duziny. Obdobnym zpusobem byla stanovena adherence po piidavku ¢tyf nejéetnéji
zastoupenych polyfenolid Vv jablkach v koncentraci 20 pg/ml. Nasledné pro komplexnéjsi
objasnéni vztahu mezi polyfenoly a stfevni mikrobiotou bylo provedeno stanoveni adherence
pro devét polyfenolt v koncentracich 2,5-45 pg/ml. Téméf vSechny polyfenoly vyznamné
zvysily pfilnavost u obou kment L. gasseri R a L. casei FMP. Pied vlastnim testem adherence
byly zvoleny vhodné koncentrace vybranych polyfenoli na zakladé stanoveni
zivotaschopnosti bunék pomoci testu cytotoxicity.

Bylo zjisténo, Ze jableéné polyfenoly, které jsou obsaZeny piedevsim v jable¢né slupce,
mohou zvysovat schopnost adherence bakterialnich probiotickych kment Lactobacillus spp.
k bunikkam stfevni mukoézy. Timto pisobenim mohou ovliviiovat slozeni stievni mikrobioty.
Z vysledku vyplyva, Ze konzumace jablek s vysokym obsahem polyfenolt mize pomoci

udrzovat mikrobialni rovnovahu intestinalniho prostiedi a ptispivat ke zdravi hostitele.

Klic¢ova slova: jable¢né polyfenoly, adherence, laktobacily, Caco-2, HT29-MTX.



The effect of apple polyphenols on the adherence of
selected probiotic strains to the intestinal mucosa

Summary

The thesis deals with the effect of apple polyphenols on the adherence of selected
probiotic strains to the intestinal mucosa. The literature review summarizes the current
knowledge related to microbial adherence in the human gut, the importance of apples in
human nutrition and microbial interactions with apple polyphenols. Furthermore, there are
characterized and described individual polyphenols which are most frequently found in
apples, their health benefits and possible interactions with microorganisms in the human
gastrointestinal tract.

In several studies of microbial adherence, the positive effect on the host health being
attributed to the polyphenols. To confirm whether the apple polyphenols affect the ability of
adherence of probiotic lactobacilli strains in vitro was determined the adherence assay of two
bacterial strains of Lactobacillus gasseri R and Lactobacillus casei FMP based on co-culture
Caco-2 and HT29-MTX cell lines after addition of apple extracts. Correspondingly, the
adherence assay was also determined after the addition of four the most frequently present
polyphenols in apples at a concentration of 20 pg/ml. In order to clarify associations between
intestinal microbiota and polyphenols, an adherence ability assay for nine polyphenols was
evaluated in the range of concentrations 2,5-45 pg/ml. Almost all of polyphenols significantly
increased the adhesion of both L. gasseri R and L. casei FMP strains. Prior to the adherence
assay, appropriate concentrations of polyphenols were selected based on cytotoxicity
screenings.

It has been found that apple polyphenols which are presented mainly in apple peel may
enhance the ability of bacterial adherence of probiotic Lactobacilli strains to the cells of the
intestinal mucosa. This effect may affect the composition of the intestinal microbiota. It
suggests that consumption of apples with a high content of polyphenols may help to maintain

the microbial balance of the intestinal environment and contribute to the host health.

Keywords: apple polyphenols, adherence, lactobacilli, Caco-2, HT-29 MTX.
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1 Uvod

Jablka jsou rozSifenym ovocnym druhem a ve vyzivé Cloveka, stejné jako cela fada
dal$ich potravin rostlinného ptivodu, jsou vyznamna pro sviij bohaty fytochemicky profil.
Jsou také zdrojem vlékniny, ktera slouzi jako substrat pro stfevni mikrobiotu. Koncentrace
polyfenoli je ve slupce jablek mnohem vyssi nez v duziné a patrné diky témto biologicky
aktivnim latkdm maji jablka potencial ovlivnit zdravi lidi, ktefi je konzumuji. Navic jsou
dobte dostupna a lze je konzumovat béhem celého roku.

Jable¢né polyfenoly mohou interagovat se stfevni mikrobiotou. Jde 0 obousmérnou
interakci. Stfevni mikrobiota pifeménuje polyfenoly na jejich metabolity, které mohou
vykazovat odlisnou biologickou aktivitu a dostupnost ve srovnani s prvotni slouceninou.
Naopak polyfenoly mohou ménit slozeni stfevni mikrobioty naptiklad inhibici ristu patogent
nebo stimulaci ristu symbiotickych bakterii. Fenolické slouceniny mohou pfispivat
k rovnovaze stfevni mikrobioty, mohou pusobit prebioticky a pfispivat tak K pozitivnimu
pusobeni na zdravi ¢lovéka, jako hostitele stfevni mikrobioty.

Bylo prokazéno, ze strava muze vyznamné ovlivnit metabolismus polyfenoll, ale
i osidleni stievni stény bakteriemi. Vychyleni stfevni mikrobioty zrovnovahy muze byt
zlepSeno uzivanim probiotickych doplikl. Protoze je mikrobidlni adherence zakladni
podminkou ke kolonizaci intestinalniho traktu, muze zvySeni adherence potencionalné
probiotickych bakteridlnich kmeni ke stfevni sliznici vést k piiznivé zmeéné slozeni a udrzeni
rovnovahy stievni mikrobioty. To, zda jablecné polyfenoly ovliviiuji adherenéni schopnosti
probiotickych kment laktobacilli, je mozné potvrdit pomoci invitro test, které simuluji
prirozené prostiedi lidského traviciho traktu. K témto ucelim jsou ¢asto pouzivany Caco-2
a HT29-MTX bunky, protoze nejlépe odpovidaji podminkam invivo. Vypovédni hodnota

in vivo testd je v porovnani s testy in vitro o néco vyssi, jsou ale velmi naro¢né na provedeni.



2 Cil prace

Cilem diplomové prace je zpracovani literarni reSerSe zamétfené na soucasné poznatky
souvisejicimi s obsahem polyfenolt v jablkéach, jejich zdravotnim pifinosem a moznymi
interakcemi s mikroorganismy v lidském travicim traktu. V praktické ¢asti bude cilem ovéfit,
zda jable¢né polyfenoly ovliviiuji adherencni schopnosti probiotickych kmenii laktobacilt

V in vitro modelu traviciho traktu na Caco-2 a HT29-MTX buné¢nych liniich.

2.1 Hypotéza

Neékteré frakce jablecnych polyfenoltt zvySuji adheren¢ni schopnosti vybranych

probiotickych kmenil na sténu stfevniho epitelu.



3 Literarni reSerse

3.1 Mikrobialni adherence v lidském stievé

Mikrobidlni adherence k intestinalni mukoze lidského stfeva je nezbytnym
predpokladem kolonizace traviciho traktu piislusnymi mikroorganismy (Bustos et al., 2012).
Adherencni vlastnosti se daji hodnotit na zakladé hydrofobnosti a schopnosti mikroorganismu
adherovat k epitelovym bunkam. Adherence bakterii na epitelové bunky a povrchy sliznic je
klicovym kritériem pro vybér probiotika (Duary et al., 2011). V piipadé probiotickych kment
je adherence tzce spojovana s jejich schopnosti pozitivné pisobit na zdravi hostitele, tudiz
zvySeni adherence probiotickych bakterii miize pomoci obnovit rovnovahu stfevni mikrobioty
hostitele (Bustos et al., 2012).

Mechanismus mikrobialni adherence K intestinalnimu povrchu spoéiva v tvorbé
specifickych vazeb mezi bakteridlnimi adheziny a receptory na povrchu tkani. Tato interakce
je nejspise ovlivnéna sloZzenim a strukturou bakterii a interagujiciho povrchu. Mezi bakteriemi
astfevni sténou vSak mize vznikat inespecificka hydrofobni interakce. Povrchova
hydrofobnost podminuje fyzikalné-chemické vlastnosti povrchu bakterii. Hydrofobni
interakce jsou fizeny pfitazlivymi silami mezi nepolarnimi povrchy ve vodé rozpusténych
latek. Schopnost adherence bifidobakterii k buiikkam Caco-2 invitro se projevila jako
interakce nezavisla na povrchové hydrofobnosti, ale jako kmen-specificka interakce, protoze
se vyrazng liSila mezi jednotlivymi zkoumanymi kmeny (Pan et al., 2006). V dalsi studii pak
schopnost bakterialni adherence k lidskym stfevnim buiikam odhalila vyznamné rozdily mezi
riznymi bakterialnimi druhy a kmeny (Jensen et al., 2012).

Kmeny Lactobacillus, které byly izolovany z lidskych fekalnich vzorkd, prokazaly lepsi
hydrofobnost a schopnost piilnout k epitelovym bunikam v podminkach in vitro ve srovnani
s kmenem izolovanym ze vzorku syru. Tyto vlastnosti zlepSujici kolonizaci stfeva naznacuji,
7ze by mohlo jit o vhodné probiotické kmeny. Ikdyz testovani adherence invitro piesné
neodpovida podminkam in vivo, mohou byt poznatky ziskané touto cestou cenné pro uréeni
vhodnych potencionalnich probiotik. Jejich G€innost u ¢loveéka je vSak nutné ovéfit v dalSich
klinickych studiich (Duary et al., 2011).

Vzhledem k tomu, Ze je adherence nezbytna pro zahdjeni interakce mezi hostitelem
a patogenem, je prevence piilnavosti patogennich bakterii na epitelové bunky
gastrointestinalniho traktu ucinnou Strategii pro sniZeni rizika onemocnéni zpisobenych

patogeny prenasenymi potravinami. Jde o kompetitivni inhibici (Xu et al., 2009).
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Vyjadfeni mikrobidlni adherence je dano jako procento piichycenych bakterii
ve srovndni s celkovym mnozstvim bakterii pfidanych k médiu nebo jako procento
radioaktivity naméfené po adherenci ve srovnani s radioaktivitou piidané mikrobialni

suspenze, v ptipad¢ pouziti radioaktivné znacenych bakterii (Kadlec et al., 2011).
3.1.1 Mikrobiota traviciho traktu

Stfevni mikrobiotu obyvajici lidska stfeva tvoii velké mnozstvi mikroorganismu S vice
nez 500 druhy bakterii. Bakterie zastupuji vice nez 99 % stfevni mikrobioty a lze je rozdélit
do 4 hlavnich skupin: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria a Actinobacteria. Hustota
osidleni bakteriemi se zvySuje od tenkého stfeva a dosahuje koncentraci od 10° do
101 KTJ/ml v tlustém stievé (Ojetti et al., 2009). Mikrobiota vykonava diileZité metabolické
a imunitni funkce S vyraznym G¢inkem na nutri¢ni a zdravotni stav hostitele (Laparra and
Sanz, 2010).

Stfevni mikrobiota ma dilezitou Glohu v metabolismu chemickych sloucenin ptijatych
Z potravy. Bakteridlni metabolity jsou odlisné od téch, kter¢é mohou byt tvoteny lidskymi
enzymy a jejich dopad na zdravi hostitele a na stievni mikrobiotu se tak lisi. Je tomu tak,
protoze bakteridlni procesy probihaji za anaerobnich podminek a jsou zaloZzeny zejména na
reakcich redukce a/nebo hydrolyzy, za vzniku nepolarnich produkti o nizké molekulové
hmotnosti (Duda-Chodak et al., 2015).

Na kontrole stability stfevni mikrobioty se podili mnoho faktort, jako jsou stievni pH,
teplota, mikrobidlni interakce, peristaltika, Zlucové kyseliny, farmakoterapie a imunitni
odezvy. Nerovnovaha stfevni mikrobioty mulZe nastat v pifipadé, kdyz tyto mechanismy
selzou. To vede k nastupu jak mimostfevnich (infek¢nich a alergickych), tak i stfevnich
(infekénich, zanétlivych, autoimunitnich a neoplastickych) onemocnéni (Ojetti et al., 2009).
Mize se stat, Ze konzumace primyslové zpracovanych potravin, rozSifené pouZivani
antibiotik a dezinfekénich prosttedkti a moderni zivotni styl mohou navzdy zménit davnou
podobu stievniho mikrobiomu. Mozna nikdy nebude mozné identifikovat nebo obnovit lidsky
mikrobiom do puvodniho stavu, ale dietni modulaci 1ze manipulovat urcit¢ druhy nebo
skupiny druhli stievni mikrobioty, coz mulze nabidnout nové terapeutické pftistupy
k soucasnym problémim, jako jsou funk¢ni poruchy zazivaciho traktu, obezita a mozna
dokonce s vékem souvisejici podvyziva (Jeffery and O'Toole, 2012).

Rovnovaha mezi hostitelskym imunitnim systémem a komenzalni mikrobiotou stfeva je

rozhodujici pro udrzeni zdravi, vzhledem k tomu, Ze etiologie mnoha nemoci zna¢n¢ koreluje
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se stfevni mikrobiotou. Zmény intestindlni mikrobioty a jejich disledky mohou souviset
s vyzivou a vékem (Duda-Chodak et al., 2015).

Bioaktivni slozky potravy maji vyznamny vliv na stievni prostiedi, modulaci sloZeni
stitevni mikrobioty a pravdépodobné i na jeji funk¢ni ucinky na savcich tkanich. Potrava hraje
prospésnou roli presahujici zakladni vyzivu, coz vede kvyvoji funkénich potravin
a nutraceutik. Metabolity a ucinky slozek funkénich potravin mohou zaviset na stfevni
mikrobioté a dokonce se mohou ménit od jedince k jedinci (Laparra and Sanz, 2010).

Nestravené slozky potravy se dostavaji do vzdalenéjSich segmenti gastrointestinalniho
traktu a interaguji zde se stfevni mikrobiotou. Bakterie vyuzivaji tyto latky prostfednictvim
vlastnich enzymt jako zdroj energie a Zivin. Mnohé z téchto enzymi maji antibakterialni
vlastnosti, coz umoziuje eliminaci patogent, ale mize také dojit K eliminaci prosp&sné
stfevni mikrobioty (Duda-Chodak et al. 2015).

Mezi nejlépe charakterizované bioaktivni latky patii prebiotika, polyenové mastné
kyseliny a fytochemikalie. Prebiotika mohou ovliviiovat slozeni stfevni mikrobioty a jeji
schopnost vytvaiet produkty fermentace (mastné kyseliny s kratkym fetézcem) s riznorodymi
biologickymi tlohami. Polyenové mastné kyseliny zahrnuji omega-3 a omega-6 mastné
kyseliny, jejichz rovnovaha mize ovlivnit rizné aspekty imunity a metabolismu. Interakce
mezi polyenovymi mastnymi Kyselinami a stifevni mikrobiotou také mize ovlivnit jejich
biologické role. Fytochemikalie jsou bioaktivni rostlinné latky s potencialnimi
antioxida¢nimi, antiestrogennimi, protizanétlivymi, imunomodulaé¢nimi a protirakovinnymi
ucinky. Nicméné, biologickd dostupnost aucinky polyfenoli velmi zavisi na jejich
transformaci stfevni mikrobiotou. Fytochemikalie a jejich metabolické produkty mohou také
inhibovat patogenni bakterie pfi stimulaci ristu prospéSnych bakterii, za vyvoje ucinka
podobnych tém prebiotickym (Laparra and Sanz, 2010).

Polyfenoly a jejich metabolity piispivaji k udrZzeni zdravi gastrointestinalniho traktu
interakci s epitelialnimi buitkami a modulaci slozeni stfevni mikrobioty. Polyfenoly mohou
pusobit jako podptrné faktory pro rust, proliferaci nebo pieziti prospé$nych strevnich bakterit,
predev§im kmene Lactobacillus, atim pusobi prebioticky a zabrafnuji mnozeni nékterych
patogennich bakterii, jako jsou druhy Salmonella a Helicobacter pylori (Hervert-Hernandez
and Goni, 2011).

3.1.2 Role laktobacilu

Laktobacily patii do bakteridlniho rodu Lactobacillus, taxonomicky komplexniho

a slozeného z vice nez 170 druhd, které nelze snadno rozliSit a fenotypové Casto vyzaduji
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molekularni identifikaci (Goldstein et al., 2015). Jedna se 0 grampozitivni, anaerobni,
mikroaerofilni tyCinky, které netvoii spory a jsou katalasa negativni. Tyto bakterie mlécného
kvaseni, jsou funk¢ni skupinou mikroorganismu, které produkuji kyselinu mlécnou jako
hlavni metabolicky kone¢ny produkt fermentace cukrt (Salvetti et al., 2012). Laktobacily jsou
soucasti normalni lidské gastrointestinalni a vaginalni flory, ale mohou byt také prilezitostné
lidskymi patogeny. Jsou zna¢né pouzivany v mnoha komerc¢nich produktech (Goldstein et al.,
2015). Mnoho kmeni laktobacili patii mezi nejdulezitéjsi bakterie v mikrobiologii potravin
a v lidské vyzivé, vzhledem k jejich piinosu pii produkci fermentovanych potravin nebo jejich
pouziti jako probiotika (Salvetti et al., 2012).

Probiotika jsou definovana jako zivé mikroorganismy, které jsou-li podavany
v adekvatnim mnozstvi, pfispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele. Mikroorganismy,
které maji byt povazovany za probiotika, musi spliiovat n€kolik kritérii. Druh, z kterého jsou
izolovany, by mél byt stejny, jako je druh zamysleného hostitele. Mély by mit prokazatelny
ptiznivy vliv na hostitele. Musi byt nepatogenni, netoxické a bez vyznamnych neptiznivych
vedlejsich G¢inkd. DalSim kritériem je schopnost piezit V gastrointestinalnim traktu.
Probiotika by méla byt stabilni v pribéhu zamyslené Zivotnosti a skladovatelnosti vyrobku
améla by obsahovat dostateény pocet Zivotaschopnych bunék pro zajisténi zdravotniho
ptinosu. Dale by méla byt kompatibilni s formatem vyrobkii pro udrzeni pozadovanych
senzorickych vlastnosti a méla by byt spravné oznac¢ena (FAO/WHO, 2002).

Probiotika maji potencialni 1é¢ebné a preventivni zdravotni benefity. Jejich zdravotni
ptinos vSak musi byt podlozen studiemi. Je nutné, aby probiotika byla identifikovana na
urovenl kmene. Musi byt charakterizovany specifické u€inky na zdravi a v probiotickych
produktech musi byt pouzity pouze U¢inné a bezpeéné kmeny a davky (Sanders, 2008).
Probiotika poméhaji udrZzovat obranyschopnost stfevni sliznice modifikaci podminek
prostfedi, soutézenim o ziviny aadhezni mista, produkci antimikrobidlnich metabolitl
a modulaci imunitnich i neimunnich obrannych mechanismi hostitele (Bustos et al., 2012).

Potencionalné nova probiotika by podle FAO/WHO (2002) méla mit tyto funkéni
vlastnosti: byt rezistentni K zalude¢ni kyselosti ak zlu¢ovym kyselinam, adherovat na
mukozni povrch a/nebo stievni epitel a bunécné linie a zaroven mit schopnost snizit adherenci
patogenit k povrchiim, vykazovat antimikrobidlni aktivitu proti potencidlné¢ patogennim

bakteriim a v pfipadé€ probiotik pro vaginalni pouziti musi byt odolna proti spermicidiim.
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3.1.3 Mukoéza a muciny

Stfevni mukoéza (Obr. 1) je tvofena intestindlnim epitelem, imunitnimi bunkami

a rezidentni mikrobiotou (Kadlec et al., 2011).
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Obr. 1 Vrstvy stievni stény (pfevzato a upraveno podle Barrett et al. (2009))

Poharkové bunky na povrchu epitelu produkuji mukus, ktery je neustale obnovovan
(Grajek and Olejnik, 2004). Vrstva mukusu pokryva povrch sliznice lidského tlustého stieva.
Tento glykoprotein je siln¢ kolonizovan bakteriemi, které jsou vSak odlisné od bakterii
nachazejicich se v lumenu stieva (Macfarlane et al., 2005).Vrstva mukusu v tlustém stfevé ma
pfedev§im ochrannou funkci, protoZze minimalizuje kontakt mezi stfevni mikrobiotou
a epitelialnimi buiikami. V pfipadé poruseni této bariéry mize dojit K zanétu tlustého stieva
(Gustafsson et al., 2012). Dalsi funkci je ochrana stfevni stény pied infekci, naptiklad proti
rotaviram, které zpisobuji prujem u malych déti (Grajek and Olejnik, 2004). Mukusova
vrstva predstavujici fyzikalni a chemickou bariéru mezi stfevnim obsahem a podkladovym
epitelem navic poskytuje preferenéni vazebna mista pro patogeny a symbiotické bakterie.
Gastrointestinalni interakce mezi mukusem a mikrobiotou hraji klicovou roli v ur¢eni

vyslednych vztahti mezi komenzalni i patogenni mikrobiotou a hostitelem (Juge, 2012).
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Muciny jsou slozky mukusu. VSechny muciny jsou glykoproteiny, které jsou vysoce
O-glykosylované (Corfield, 2015). Maji silny negativni povrchovy naboj a velkou hydratac¢ni
kapacitu (Kadlec et al., 2011). Piedpoklada se, Ze muciny obsahuji receptory podobajici se
enterocytim, takze jsou prvni vrstvou, na kterou bakterie adheruji (Grajek and Olejnik, 2004).
Poskytuji vazebna mista pro mikrobiotu a nékdy dokonce obsahuji specifické oligosacharidy,
na které se vazi patogenni bakterie aty jsou tak imobilizovany. Jsou propustné pro plyny
a ziviny, které vymeénuji s intestinadlnim epitelem. Usnadiiuji pasaz traveniny lubrikaci lumenu
a zachovavaji hydrata¢ni vrstvy epitelu (Kadlec et al., 2011). Také se podileji na ochrané
sliznice jako soucast obranné bariéry. Interakce mucinti s mikrobiotou hraje dulezitou roli

v normalni funkci gastrointestinalniho traktu (Corfield, 2015).
3.1.4 Invitro modely mikrobialni adherence

Jednotlivé bakteridlni kmeny maji rozdilné schopnosti adherence. Lze je studovat
pomoci in vitro metod, které umoznuji rozlisit rizné typy interakci a molekul dulezitych pro
zprostiedkovani interakce mezi mikroorganismem a hostitelem. Stanoveni adherence bakterii
pomoci in vitro modeli se vyhodnocuje bud’ adherenci k mucinu nebo k bunéénym kulturam
(Kadlec et al., 2011). Stanoveni adherence za pouziti bunéénych kultur je sice 0 néco
Humanni intestindlni epitelialni bunééné linie Caco-2 a HT-29 jsou pro tato stanoveni ¢asto
pouzivany, protoze dobie simuluji intestinalni prostfedi (Laparra and Sanz, 2009). Pfirozenym
invivo podminkam vsak nejlépe odpovida ko-kultura lidskych bunécnych kultur tlustého
stteva Caco-2 kolorektalni adenokarcinom reprezentujici enterocyty a HT29-MTX mucin
produkujici bunécna linie reprezentujici poharkové bunky (Pontier et al., 2001).

Ackoliv invitro modely mikrobialni adherence maji 0 néco niz§i vypovédni hodnotu
nez invivo modely, jsou dulezité piedev§im pro prokazani vztaht pfi¢in a nasledkt pted
samotnym testovanim hypotéz na zvifecich modelech a jsou v tomto sméru cennym piinosem

(Fritz et al., 2013).
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3.2 Vyznam jablek ve vyZivé ¢lovéka

Jablka jsou rozsitenym ovocnym druhem a ve vyzivé ¢lovéka, stejné jako cela fada
dalsich potravin rostlinného pivodu, jsou vyznamna pro svij bohaty fytochemicky profil.
Rostouci konzumace jablek, jable¢né §t'avy a jable¢nych produktti naznacuje jejich potencial
ovlivnit zdravi lidi, ktefi je konzumuji. Méla by byt zafazovéana do jidelnicku jako soucést
zdravé vyzivy. U déti, které konzumovaly jablka, bylo zjisténo nizsi riziko obezity a lepsi
kvalita stravy nez u déti, které jablka nekonzumuji (O'Neil et al., 2015). Jablka mohou snizit
riziko chronickych onemocnéni rliznymi mechanismy, zahrnujici bunécnou signalizaci,
antioxida¢ni a antiprolifera¢ni G¢inky. Daéle je konzumace jablek a jable¢nych produkti
spojena s pfiznivymi ucinky na rizika, markery aetiologii rakoviny, kardiovaskularni
choroby, astma a Alzheimerovu chorobu. Muze byt také spojena se zlepSenymi Vysledky
souvisejicich s ibytkem kognitivnich funkci normalniho starnuti, cukrovkou, regulaci vahy,
zdravim kosti, funkeci plic a gastrointestinalni ochranou (Hyson, 2011).

Jable¢né polyfenoly mohou byt substraty pro mikrobiotu tlustého stieva. Polyfenoly
a jejich metabolity pfispivaji k udrzeni gastrointestinalniho zdravi, a to pfedev$im modulaci
sttevni mikrobidlni rovnovdhy se simultdnni inhibici patogenli a stimulaci prospéSnych
bakterii. Mohou tak pisobit prebioticky. Prebioticky efekt by mohl byt zvysen, pokud by se
podstatné mnozstvi polyfenola spojilo s vldkninou. Proto pravidelna konzumace potravy
bohaté na rostlinné potraviny s vysokym obsahem polyfenoli miize pfispivat k vyvazeni
sttevni mikrobidlni ekologie, pomdhat pifedchazet poruchdm zazivaciho traktu a tim
i zlepSovat zdravi hostitele (Hervert-Hernandez and Goni, 2011).

Bakteridlni metabolismus vétSinou snizuje aktivitu slozek potravy, jako jsou polyfenoly.
Neékdy vsak specificky produkt bakteridlni transformace vykazuje lepsi vlastnosti. Nékteré
produkty bakteridlni transformace mohou vykazovat zesilené nebo vice blahodarné ucinky,

nebo mohou byt degradovany na neaktivni nebo toxické latky (Duda-Chodak et al., 2015).
3.2.1 Zastoupeni polyfenolu v jablkach

Fenolové slouceniny se nachazi vyhradné v rostlinach (Salem Alrawaiq and Abdullah,
2014). Jsou nezbytnou soucasti lidské stravy ajsou Vv popiedi zajmu vzhledem Kk jejich
antioxidacnim vlastnostem a potencialnim blahodarnym G¢inkim na zdravi. Tyto slouceniny
se vyskytuji Vv ruznych strukturnich formach od jednoduché fenolové molekuly az po
komplexni polymery s vysokou molekulovou hmotnosti (Shahidi and Ambigaipalan, 2015).
Rostliny je tvoii jako sekundarni metabolity (Noda et al., 2012).
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Jablka jsou vynikajicim zdrojem rtiznych fenolovych sloucenin a rovnéz maji vysokou
celkovou antioxidacni kapacitu (Shahidi and Ambigaipalan, 2015). Polyfenoly nachazejici se
Vv jablkach Ize rozdélit na flavonoidy a fenolové kyseliny. Do skupiny fenolovych kyselin
patii derivaty skoficové kyseliny a derivaty benzoové kyseliny. Flavonoidy zahrnuji podtiidy
flavonoly, flavan-3-oly, dihydrochalkony a anthokyany (Ondrejovi¢ et al., 2009). Vétsina
flavonoidt, kromé podtiidy flavan-3-oli neboli katechini, je pfitomna v rostlinach ve formé
vazané na cukry jako glykosidy (Hollman, 2004). Konjugaty vznikaji vétSinou vazbou
s glukosou nebo rhamnosou, ale i s arabinosou, galaktosou a xylosou (Manach et al., 2004).

Podle Tsao et al. (2005) je v jablkach pét hlavnich skupin polyfenolickych slouc¢enin
zahrnujicich  hydroxyskotficové  kyseliny, flavan-3-oly, anthokyanidiny, flavonoly
a dihydrochalkony. V jable¢né duziné jsou nejvice zastoupené hydroxyskoticové kyseliny
(chlorogenova kyselina a p-kumaroylchinova kyselina), kyanidin-3-galaktosid, flavan-3-oly
(zejména katechin a epikatechin) a prokyanidiny (prokyanidin B1 a B2), flavonoly (kvercetin
galaktosid, glukosid, rhamnosid, arabinosid a xylosid) a dihydrochalkony (zejména floridzin
a floretin-2'-xyloglukosid). Podle Wolfe et al. (2003) duZina obsahuje katechiny,
prokyanidiny, floridzin, floretinové glykosidy, kavovou kyselinu a chlorogenovou kyselinu.
Tvrdi, Ze slupka obsahuje vSechny tyto slouceniny, a navic jes$té nékteré dalsi flavonoidy,
které nebyly nalezeny v duzing, jako jsou kvercetinové glykosidy. V duziné nebyly nalezeny
ani athokyanidy (Tsao et al., 2005). Koncentrace celkovych fenoll je ve slupce jablek
mnohem vétsi nez v duziné (Burda et al., 1990).

Mezi gastrointestinalni mikrobiotou, pfijmem a metabolismem biologicky aktivnich
latek, jako jsou polyfenoly, a buikami stfevni sliznice existuje vzajemny vztah (Bustos et al.,
2012). Biologické vlastnosti polyfenold jsou znaéné zavislé na jejich biologické dostupnosti.
Biologicka dostupnost polyfenoli je naopak do zna¢né miry ovlivnéna jejich stupném
polymerizace. Polyfenoly se dale podileji na modulaci slozeni nebo aktivity stfevni
mikrobialni populace. Uginky polyfenoltl z velké &asti zavisi na jejich transformaci stievni
mikrobiotou. Stfevni mikrobiota hraje klicovou roli pfi modulaci produkce, biologické
dostupnosti a biologické aktivity fenolickych metaboliti. Nejen polyfenoly, ale i jejich
mikrobialni metabolity pfispivaji k ovlivnéni zdravi hostitele udrzovanim rovnovahy stievni
mikrobioty prostfednictvim stimulace ristu prospéSnych bakterii a inhibici patogennich
bakterii, pficemz vykazuji t¢inky podobné prebiotikim (Cardona et al., 2013).

Polyfenoly, jako soucast potravy, by tak méli byt pro ¢loveka zdravotnim piinosem,

protoze mohou v lidském organismu pusobit jako antioxidanty nebo jako protirakovinné,
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neuroprotektivni, kardiopreventivni, antivirové a antimikrobialni latky (Aron and Kennedy,
2008).

Kromé endogennich faktorti, jako je mikrobiota a travici enzymy, muze také strava
vyznamné ovlivnit pfistupnost, absorpci a dals$i metabolismus polyfenolii. Zatimco vléknina,
dvojmocné mineraly, viskozni strava a strava bohata na bilkoviny pravdépodobné pisobi
nepiiznivé na biologickou dostupnost polyfenolt, stravitelné sacharidy, lipidy a antioxidanty
mohou zvysit biologickou dostupnost polyfenola (Bohn, 2014).

U nékolika polyfenold bylo prokazano, ze inhibuji adherenci stfevnich patogent na
lidské stfevni bunécné linie a zvysuji adherenci u nékterych probiotickych bakterii, naptiklad
u Lactobacillus rhamnosus. Konzumace ovoce a zeleniny obsahujici tyto polyfenoly, ma
potencial ovlivnit stfevni mikrobiotu a zlepsit stfevni mikrobidlni nerovnovahu zplisobenou

stresem a dalSimi faktory, a tim podporovat zdravi (Parkar et al., 2008).

3.2.1.1 Epikatechin gallat

Epikatechin gallat (Obr. 2) je flavonoid pattici do skupiny flavan-3-old. Ze vsech
rakoviny souvisejici s pohlavim (Ravindranath et al., 2006). Epikatechin je moznym
akceptorem radikaltt a ma autooxidacni G¢inky polyfenolt (Ghosh et al., 2013). Ve studii
podle Bustos et al. (2012) doslo k vyrazné inhibici adherence u Lactobacillus acidophilus LA-
5 a Lactobacillus plantarum IFPL379, po aplikaci flavan-3-olt az na epigallokatechin gallat,
ktery zvySoval adhezi k bunééné kulture Caco-2 u L. acidophilus LA-5.

OH
HO O il
0
OH OH
OH
OH

Obr. 2 Epikatechin gallat (http://www.chemfaces.com/natural/Epicatechin-gallate-
CFN99570.html)
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3.2.1.2 Floretin

Floretin (Obr. 3) je flavonoid, ktery patii do skupiny dihydrochalkoni. Nachazi se
v hruskach a jablkach (Park et al., 2007), kde je ptitomen v glykosidické formé, ktera se
nazyva floridzin (Crespy et al., 2001). Muze inhibovat grampozitivni bakterie a miize ptisobit
antimikrobialné, ato iproti gramnegativni bakterii Salmonella typhimurium ATCC 13311
(Barreca et al., 2014). Floretin inhibuje rist HT-29 bun¢k indukci apoptozy (Park et al.,
2007). Antioxidant floretin pusobi také jako inhibitor tvorby biofilmu Escherichia coli

O157:H7 ajako protizanétlivy prostiedek pii zanétlivych onemocnénich tlustého stieva (Lee

etal., 2011).

HO ! OH ! OH
OH O

Obr. 3 Floretin (http://www.chemfaces.com/natural/Phloretin-CFN97040.html)

3.2.1.3 Chlorogenova kyselina

Chlorogenova kyselina (Obr. 4) je fenolova kyselina, piesnéji derivat skoficové
kyseliny. Jde o ester kavové kyseliny a chinové kyseliny. Nachazi se nejvice v lilku, kde tvofi
70% az 90% zcelkového obsahu polyfenold (Gramazio et al., 2014). Je jednim
z nejrozsitengjSich polyfenold v ovoci, predevsim v jablkach, Svestkach a tfesnich. Bylo
prokézéano, Ze chlorogenova kyselina ma anxiolytické ucinky, spojené s antioxida¢ni aktivitou
invivo aze chrani granulocyty pied oxidaénim stresem invitro (Bouayed et al., 2007).
Chlorogenova kyselina je pfitomna iV kave, pravdépodobné chrani neurony pred
glutamatovou neurotoxicitou regulovanim vstupu Ca?* do neurontl, coz miize mit klinicky
pfinos pro neurodegenerativni onemocnéni, jako je ischemickd cévni mozkova piihoda

(Mikami and Yamazawa, 2015).
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Obr. 4 Chlorogenova kyselina (http://www.chemfaces.com/natural/Chlorogenic-acid-
CFN99116.html)

3.2.1.4 Isokvercitrin

Isokvercitrin (Obr. 5) (kvercetin 3-O-glukosid) se bézné vyskytuje v 1é¢ivych bylinach,
ovoci, zelenin€é, napojich a potravinach rostlinného puvodu. Isokvercitrin ma vyssi
biologickou dostupnost nez kvercetin. Vykazuje fadu chemoprotektivnich ucinka jak in vitro,
tak invivo (Valentova et al., 2014). Hlavnimi moznymi metabolity isokvercitrinu jsou
kvercetin, acetylovany isokvercitrin, dehydroxylovany isokvercitrin, hydroxylovany kvercetin
a hydroxymethylovany kvercetin. Bylo zjisténo, Ze rizné bakterie hraji rtzné role

v metabolismu isokvercitrinu (Lu et al., 2013).

OH OH

Obr. 5 Isokvercitrin (http://www.chemfaces.com/natural/Isoquercitrin-CFN98753.html)
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3.2.1.5 Katechin

Katechin (Obr. 6) je flavonoid, ktery patii do skupiny flavan-3-oli. Katechiny jsou
hlavnimi slozkami c¢aje, ale jsou pfitomny v mnoha jinych potravinach rostlinného ptvodu.
Predstavuji potenciondlni ochranu proti chronickym onemocnénim jako je rakovina
a kardiovaskularni onemocnéni. (Arts et al., 2001). Lécba katechinem vyznamné zlepsila
funkci srde¢niho svalu u potkanti s chronickym srde¢nim selhanim tim, Ze katechin muze

regulovat rovnovahu mezi Th17 a Treg bunkami (Zhang et al., 2014).

Obr. 6 Katechin (http://www.chemfaces.com/natural/Isoquercitrin-CFN98753.html)

3.2.1.6 Kvercetin

Kvercetin (Obr. 7) je flavonoid, ktery patii do skupiny flavonoli. Nachazi se v ovoci,
zelening, ¢aji ivin¢ (Boots et al., 2008). Hlavni dietni flavonol pisobi zaroveni jako
antioxidant a prooxidant (Salem Alrawaiq and Abdullah, 2014). M4 ochranné G¢inky proti
rakoviné (Zhang et al., 2015). Kvercetin mize byt degradovan in vitro stfevnimi bakteriemi
Clostridium perfringens a Bacteroides fragilis na stejny metabolit,
3,4-dihydroxyfenyloctovou kyselinu. Fermentaci kvercetinu vybranymi stfevnimi bakteriemi

dochazi k poklesu jeho antioxida¢nich G¢inka (Peng et al., 2014).

OH O

Obr. 7 Kvercetin (http://www.chemfaces.com/natural/Quercetin-CFN99272.html)
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3.2.1.7 Prokyanidin B2

Prokyanidin B2 (Obr. 8) ((—)-epikatechin-(4p—8)-(—)-epikatechin) je flavonoid patiici
do skupiny proanthokyanidinti. Je pfitomen v jablkach, hroznovych jadrech akakaovych
bobech. Ve studii u¢inkti na kovem zptisobeném poskozeni DNA vykazoval prokyanidin B2
jak antioxidac¢ni, tak prooxida¢nimi vlastnosti interakci s H2O2 a kovovymi ionty (Sakano et
al., 2005). Prokyanidiny B1 aB2 vyrazn¢ zvysily adhezi u Lactobacillus casei LC115
k bunkam HT-29, zatimco epigallokatechin zvysil adhezi ke Caco-2 u L. casei LC115 (Bustos
etal., 2012).

Obr. 8 Prokyanidin B2 (http://www.chemfaces.com/natural/Procyanidin-B2-CFN99558.html)

3.2.1.8 Rutin

Rutin (Obr. 9) je glykosid, fenolicka sloucenina. Aglykon se nazyva kvercetin
a cukernata ¢ast rutinosa. Nachazi se v riznych rostlinnych druzich. Mezi jeho biologické
aktivity patii zejména schopnost inhibovat agregaci krevnich desti¢ek, coz zpuisobuje fedéni
krve a zlepSuje krevni ob&éh v ob&hové soustavé (Dawidowicz et al., 2015). Pouziva se jako
1€k aslozka Cetnych multivitaminovych a bylinnych ptipravka (Dawidowicz et al., 2016).

Byly prokazany pfiznivé ucinky rutinu, které maji byt spojeny s antioxida¢nimi

w1
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Obr. 9 Rutin (http://www.chemfaces.com/natural/Rutin-CFN99642.html)

3.2.1.9 Taxifolin

Taxifolin (Obr. 10) (5,7,3',4'-flavanonol) je flavonoid patiici do skupiny flavanonoli.
Vyvolava kardioprotektivni G€inky proti diabetické kardiomyopatii tim, Ze inhibuje oxidacni
stres a srde¢ni apoptézu myocytii. Ma tedy potencial uplatnit se v 1écbé tohoto onemocnéni
(Sun et al., 2014). Taxifolin prokazatelné vykazuje protizanétlivé Gc¢inky, jeho glykosid mize
pusobit inhibi¢né proti imunitni odpovédi zprostiedkované dendritickymi bunkami (Yun et
al., 2008).

OH

OH

Obr. 10 Taxifolin (http://www.chemfaces.com/natural/Taxifolin-CFN98734.html)
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3.3 Interakce mikroorganismi s jable¢nymi polyfenoly

Mezi polyfenoly astievni mikrobiotou probiha obousmérna vzajemna interakce
sucinky na biologickou dostupnost polyfenoli ana lidské zdravi. Stfevni mikrobiota
transformuje polyfenoly na jejich metabolity, které mohou mit rozdilnou biologickou
dostupnost ve srovnani s pivodni slouc¢eninou. Polyfenoly naopak moduluji slozeni stfevni
mikrobioty. Fenolické slou¢eniny mohou pfispivat k rovnovaze stfevni mikrobioty, mohou
pusobit prebioticky a podilet se tak na zdravi gastrointestinalniho traktu. Tato mutualni pak
ptispiva k pozitivnim vysledkim v oblasti lidského zdravi (Ozdal et al., 2016). Napftiklad
flavonoidy, které nelze vstiebat v tenkém stievé a vstiebané flavonoidy vyluc¢ované Zluci, jsou
degradovany pomoci mikroorganismu v tlustém stievé (Hollman, 2004).

Eberhardt et al. (2000) pfiipisuji inhibi¢ni ptsobeni na rast bunék fytochemikaliim
obsazenym v jablkach. Ve své studii Se zaméfili na oSetieni nadorovych Caco-2 bunék
jable¢nymi extrakty. Rust bunék byl inhibovan v zavislosti na davce ptidaného jable¢ného
extraktu a inhibice dosahovala maxima po piidani extraktu v davce 50 mg/ml.

Jableéné slupky obsahuji vétsi mnozstvi polyfenolti nez jable¢na duzina. Cervend
zabarvend duzina nékterych odrad jablek muze také obsahovat znaéné mnozstvi polyfenol
(Giomaro et al., 2014). Obsah polyfenolt v jablkach se mize lisit v zavislosti na odridé. Bylo
zjisténo, ze béhem skladovani v chladu byl obsah polyfenolu relativné stabilni (Matthes and
Schmitz-Eiberger, 2009). Invivo studie, ktera byla provedena na krysach, dokazuje, Ze se
polyfenoly nachdzi vice v jable¢né slupce nez v duziné. Vyssi inhibice peroxidace lipidi
avyssi plasmova antioxidacni kapacita byla pozorovana ukrys krmenych jable¢nymi
slupkami v porovnani s krysami, které byly krmeny pouze jable¢nou duzinou (Leontowicz et
al., 2003). Ve studii dle Licht et al. (2010) se autofi naopak domnivaji, Ze u¢inky na stfevni
mikrobiotu souvisejici s konzumaci jablek vykazuje pouze jableény pektin. Kombinace
jable¢ného koncentratu bohatého na polyfenoly spolu s pektinem byla také podavana krysam
ve studii Aprikian et al. (2003). Bylo zjisténo lepsi puisobeni na cekalni fermentaci a lipidovy
metabolismus krys nez v ptipad¢ podani téchto slozek zvlast.

Parkar et al. (2008) zkoumali G¢inek polyfenolti na rist lidskych stfevnich bakterii
ajejich piilnavost k enterocytim. Byl stanoven vliv na rtst probiotickych (Lactobacillus
rhamnosus), komenzalnich (Escherichia coli) a dvou patogennich bakterii (Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium) spolu sucinky na adhezi patogennich a probiotickych
bakterii na kultivovanych bunikach Caco-2. Bylo zjiSténo, ze vliv na Zzivotaschopnost

reprezentativni stfevni mikrobioty invitro, v davkach, které mohou byt pfitomny
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Vv gastrointestinalnim traktu, mély vSechny polyfenoly, s vyjimkou rutinu, ale v rozdilné mifte.
Naringenin a kvercetin byly nejaktivnéjsi s nejniz§i minimalni inhibi¢ni koncentraci pro
vSechny Ctyfi testované bakterie. Zbyvajici polyfenoly mély nejvice vyrazny vliv na
grampozitivni enteropatogen S. aureus. Naringenin a floridzin byly nejvice efektivnimi
inhibitory adherence S. typhimurium na Caco-2 enterocyty, zatimco floridzin a rutin
zpusobovali lepsi pfilnavost probiotika L. rhamnosus.

Ve studii Bustos et al. (2012) byl prokazan vliv flavan-3-oli pfijatych z potravy na
adherenci vybranych potencialn¢ probiotickych kmentu laktobacili k intestindlnim buikam.
Byl potvrzen potencial flavan-3-old meénit stfevni mikroekologii upravou adherence kmeni
laktobacill na stfevni bunky, pfedevsim diky inhibi¢ni aktivité téchto sloucenin. Cytotoxicky
¢inek podle nich zavisi na chemické struktufe a stupni diferenciace stfevnich bunék. Uéinek
flavan-3-oli na bakterialni adhezi se v této studii zna¢né lisil mezi slou¢eninami, kmeny
a stfevnimi buitkami.

Vzajemnou interakci mikroorganismu s polyfenoly potvrzuje studie Lee et al. (2006),
ktera zkoumala vliv fenolickych slozek extraktu ¢aje a jejich aromatickych metabolitli na rtst
bakterii. Aromatické metabolity vznikaly v zavislosti na bakterialnich druzich, bakterialni
kmeny se liSily rdstovou citlivosti vici fenolim a jejich derivatim. Rist nékterych
patogennich bakterii, jako je Clostridium perfringens, Clostridium difficile a Bacteroides spp.
byl vyznamné potlacen, zatimco komensalni anaeroby jako Clostridium spp., Bifidobacterium
spp. a probiotika, jako Lactobacillus sp. byly méné zasazeny. Tato studie ukazuje, Ze Cajové
fenoly a jejich aromatické bakterialni metabolity mohou vyznamné ovlivnit stievni prostiedi
modulaci bakterialni populace, pravdépodobné plisobenim jako prebiotika.

Ve studii Duda-Chodak (2012) byl hodnocen vliv polyfenold na riust nékolika
bakteridlnich zastupci lidské intestindlni mikrobioty. Zatimco vétSina testovanych polyfenoli
nebyla uc€innd, jejich aglykony inhibovaly rist témét vSech testovanych bakterii. Pro zvyseni
biologické dostupnosti polyfenold je totiz nezbytné pusobeni stfevni mikrobioty. Polyfenoly
se nachazi v rostlinach predevsim ve formé glykosidii. Vétsina z nich musi byt pted absorpci
metabolizovana na aglykony. Aglykony vzniklé bakterialnim metabolismem mohou inhibovat
rast a aktivitu bakterii pfitomnych ve stfevé. Je mozné, ze aglykony mohou inhibovat rast
nekterych stfevnich bakterii. Timto zpusobem mohou aglykony nepifimo interferovat
s biologickou dostupnosti polyfenolickych sloucenin.

Antioxidacni aktivita fenolovych sloucenin obsazenych v jablecnych extraktech
pravdépodobné zabraiiuje exogennimu poskozeni lidskych zaludecnich epitelovych bunék

invitro a zaludec¢ni sliznice potkand in vivo. Konzumace jablek tak muize ptiznivé pusobit
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v prevenci zaludecnich onemocnéni souvisejicich s tvorbou reaktivnich kyslikovych radikalt

(Graziani et al,. 2005).
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4 Material a metody

4.1 Material

Bakterialni kmeny Lactobacillus gasseri R, Lactobacillus casei FMP, bunécné kultury
Caco-2 (kolorektalni adenokarcinom) a HT29-MTX (mucin produkujici bunécna linie),
fluorescein isothiokyanat (FITC), biochemicky test API SOCHL , Dulbecco’s fosfatovy pufr
(DPBS), Dulbecco’s Modified Eagle’s médium (DMEM), MALDI BioTyper (TM), Rogosa
agar, Man, Rogosa a Sharpe (MRS) zivnd puda, polyfenoly (katechin, epikatechin,
chlorogenova kyselina, floretin, prokyanidin B2, kvercetin, isokvercitrin, rutin a taxifolin),
neesencialni aminokyseliny, fetalni bovinni sérum (FBS), penicilin, streptomycin, Triton-
X100, fosfatovy pufr (PBS), methanol (80%), dimetylsulfoxid (DMSO). Vsechny chemické
roztoky a latky byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (CZ).

4.2 Metody

4.2.1 Bakterialni kmeny a podminky kultivace

Bakterialni kmen Lactobacillus gasseri R byl izolovan ze vzorku stolice pln¢ kojeného
jednomési¢niho kojence a bakterialni kmen Lactobacillus casei FMP byl izolovan
z komer¢niho fermentovaného mlécného produktu pomoci Rogosa agaru (Oxoid, UK) po
72 hodinach mikroaerofilni kultivace pfi teploté¢ 37 °C. Vybrané kmeny byly identifikovany
na zakladé Gramova barveni a fluorescencni insitu hybridizace za pouziti fluorescein
isothiokyanatové (FITC) znacené sondy specifické pro rod Lactobacillus (BioVisible, NL).
Laktobacily byly déle identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie za pouZiti pfistroje
MALDI BioTyper (TM) (Bruker Daltonik, DE) podle metodiky Kmet and Drugdova (2012)
a charakterizovany biochemickym testem API S50CHL (bioMerieux, FR). Oba kmeny
laktobacilti byly kultivovany 24 hodin na Man, Rogosa a Sharpe (MRS) zivné ptidé (Oxoid)
pii teplot¢ 37 °C za anaerobnich podminek. Nakultivované kmeny laktobacilii byly
zcentrifugovany (2000 x g; 10 min) a dvakrat promyty v Dulbecco’s fosfatovém pufru.
Bakteridlni suspenze byly nésledné resuspendovany v Dulbecco’s Modified Eagles’s médiu
bez piidavku antibiotik na kone¢nou koncentraci 2 x 108 KTJ/ml na zdkladé méfeni optické

hustoty pti 420 nm (Infinite M200; Tecan, AT).
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4.2.2 1Csotest inhibiéni koncentrace

Pfed vlastnim testem adherence byly vybrany vhodné koncentrace vybranych
polyfenolt na zakladé testovani cytotoxicity. Zivotaschopnost bundk byla méfena za pouziti
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) testu. Caco-2, HT29-
MTX ako-kultura Caco-2/HT29-MTX byly pfedem inkubovany v 96jamkové desticce
0 koncentraci 3,6 x 10® Caco-2 bunék a 0,4 x 10® HT29-MTX bunék na desti¢ku po dobu
24 hodin pfi teplote 37 °C v 5% CO> atmosféie. Bunky byly nasledn¢ osetfeny dvojnasobnym
sériovym fedénim vybranych polyfenoli v rozmezi koncentraci 5-500 pg/ml po dobu
72 hodin. Nasledn¢ bylo pfidano MTT ¢inidlo (1 mg/ml) v DMEM do kazdé jamky a desticky
byly inkubovany po dobu dalSich 2 hodin pfi teploté 37 °C. Supernatanty byly odsaty a do
kazdé jamky bylo pfidano 100 ul DMSO. Absorbance byla méfena pii 555 nm za pouZiti
spektrofotometrického pfistroje Tecan Infinite M200 (Tecan Austria, AT). Procento mortality
pro kazdou koncentraci extraktu bylo zaznamenano a pouzito ke stanoveni 50% inhibi¢ni

koncentrace (ICso).

4.2.3 Priprava jableénych extrakti a polyfenoli

Pro ptipravu jable¢nych extrakti byla vybrana jablka odrudy Jonagold (1. jakost) sladce
nakyslé chuti (ptivod CR). Jablka byla zbavena slupek, nakrajena a odjadiena. Slupky
a duzina byly samostatné uchovany pro pozd¢jsi extrakci pti teploté -18 °C. V dalsim kroku
byly oba vzorky lyofilizovany a nasledné rozmélnény v elektrickém analytickém mlynku IKA
Yellow Line A10 (IKA-Werke, DE) na jemny prasek. Poté byla provedena macerace 80%
methanolem. Vzniklé maceraty byly pielity do odpafovacich banék a odpafeny na vakuové
odparce Laborota 4000 (Heidolph Instruments, DE) pii 40 °C. Vzorky byly dale rozpustény
v DMSO (extrakt z jablecnych slupek v koncentraci 200 mg/ml a extrakt z jable¢né duziny
v koncentraci 50 mg/ml), piefiltrovany pies injekéni stiikacku s filtrem 0,45 um a uskladnény
pfi teploté -18 °C pro dalsi testovani. Zasobni roztoky jable¢nych extrakti v DMSO byly
nafedény pomoci PBS na kone¢nou koncentraci 20 pg/ml.

Polyfenoly katechin, epikatechin, chlorogenova kyselina, floretin, prokyanidin B2,
kvercetin, isokvercitrin, rutin a taxifolin byly zakoupeny od firmy Extrasynthese (Genay
Cedex, FR). Roztoky jednotlivych polyfenolli byly pfipraveny zfedénim v PBS na konec¢né

koncentrace v rozmezi 2,5-45 ng/ml.
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4.2.4 Bunécné kultury

Lidské bunécné kultury tlustého stieva Caco-2 (kolorektalni adenokarcinom) a HT29-
MTX (mucin produkujici bunécna linie) byly ziskany ze sbirky American Type Tissue
Collection (Rockville, USA). Ob& bunécné linie byly kultivovany v Dulbecco’s Modified
Eagle’s médiu (DMEM) doplnéném o 10% fetalni bovinni sérum (FBS), 1 % neesencialnich
aminokyselin, 100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu. Kultury byly inkubovany pfi
teploté¢ 37 °C v 5% CO; atmosfére. Médium bylo ménéno kazdé dva dny a bunky byly

subkultivovany do dosazeni 80% konfluence kazdy tyden.

4,25 Stanoveni adherence

Test adherence byl proveden podle metodiky Volstatova et al. (2015, 2016). Bunééné
linie byly nao¢kovany do 24jamkovych kultiva¢nich desti¢ek v koncentraci 3,6 x 10* Caco-2
bunék na jamku a 0,4 x 10* HT29-MTX bunék na jamku. Po zaockovani byly buniky
kultivovany 14 dni pii teploté 37 °C v 5% CO; atmosféfe o 95% vlhkosti vzduchu az do
dosazeni plné diferenciace mikroklki. Kultivacni médium bylo ménéno kazdé dva dny.

Pred vlastnim testem byly vrstvy bunck tiikrat promyty pomoci DPBS za tucelem
odstranéni antibiotik. Do pfedem promytych bunéénych monovrstev byly ptidany bakterialni
suspenze (1 ml na jamku). Poté bylo pfidano 100 pl zfedénych jableénych extrakti nebo
vybrané polyfenoly. Do kontrolnich jamek bylo pfidano 100 pl PBS. Desticky byly
inkubovany po dobu 1 hodiny pfi teploté 37 °C v 5% CO; atmosféie. Po dokonceni inkubace
byly vrstvy bunék opéct tiikrat opatrné promyty pomoci DPBS, aby dosSlo k odstranéni
nepfichycenych bakterii. Nasledné byly buiiky trypsinizovany pfidanim 300 pl 1% Triton-
X100 na jamku po dobu 3 minut snaslednym piidanim 700 ul PBS. Suspenze
s zivotaschopnymi pfichycenymi bakteriemi byly pfeneseny do mikrozkumavek a nafedény
a zaockovany na MRS agaru na Petriho miskach. Pocty narostlych kolonii byly stanoveny po
48 hodinové inkubaci pii teploté¢ 37 °C v aerobni atmosféfe a vyjadieny jako procenta
pfichycenych bakterii ve srovnani s celkovym mnoZstvim pfidanych bakterii. VSechny testy

pro kazdy kmen byly provedeny ve tfech nezévislych opakovanich.

4.2.6 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci statistického softwaru GraphPad Prism verze
6.0 (GraphPad Software, USA). Testy pro stanoveni bakteridlni adherence byly analyzovany
za pouziti jednofaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) s post-hoc testem (Bonferroni).
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Vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka. Statisticky vyznamné hodnoty

jsou povazovany pii hladin€ vyznamnosti P < 0,05.
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5 Vysledky

V tabulce 1 byla zobrazena data naméfenych hodnot ICsp, vyjadienych jako priméry

+ smérodatné odchylky ze tfi nezavislych stanoveni. Na zakladé otestované cytotoxicity byly

pro vlastni testy adherence zvoleny vhodné koncentrace vybranych polyfenold.

Tab. 1 1Cso hodnoty testovanych polyfenolovych latek

Caco-2 HT29-MTX Caco-2/HT29-MTX

Epikatechin gallat 65,1 +9,7 83,5+ 14,4 90,4 +5,1
Floretin 40,8 £23,1 219+0,4 25,7+8,2
Chlorogenova kyselina 73,9+7,9 207,1 £12,6 119,6 + 20,7
Isokvercitrin > 500 > 500 > 500
Katechin 4173+17,8 227,6 £ 60,4 416,8 £ 20,0
Kvercetin 33,1+3,8 83,9 +30,4 50,7+2,3
Prokyanidin B2 > 500 2299+ 16,2 329,0 = 64,9
Rutin > 500 > 500 > 500
Taxifolin 27,5+6,3 783+1,8 449 +£ 8,4

Nasledné byl otestovan vliv jable¢nych extraktti (slupka, duzina) na adheren¢ni

vlastnosti dvou bakterialnich kmenu Lactobacillus gasseri R a Lactobacillus casei FMP.

U obou pouzitych bakteridlnich kmenii doSlo po pfidavku extraktu z jablecné slupky ke

zvySeni adheren¢nich schopnosti, zatimco v ptipadé extraktu z jablecné duziny byl efekt

u obou laktobacilli s adheren¢nimi schopnostmi opaény (Tab. 2).

Tab. 2 Vliv jable¢nych extraktt v koncentraci 20 pg/ml na schopnost adherence kmene

Lactobacillus casei FMP a kmene Lactobacillus gasseri R.

L. casei L. gasseri

Jable¢na slupka 48+0,1 6,4+0,8
Jable¢na duzina 39+0,1 24+05
Kontrola 42+0,5 57+0,1
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V navaznosti na experiment s jablecnymi extrakty byl otestovan vliv nejcetnéji
zastoupenych ¢tyf polyfenolt v jablkach (kvercetin, chlorogenova kyselina, katechin,
epikatechin gallat) v koncentraci 20 pg/ml. K nejvyraznéjsimu zvyseni adherence v porovnani
s kontrolou doslo v pfipadé piidani polyfenolu kvercetinu u kmene L. gasseri R, ato o vice
nez 95 %. U kmene L. casei FMP nebylo zvyseni po ptidani kvercetinu tak zna¢né. Ostatni
vybrané polyfenoly ovlivnily adherenci do jisté miry u obou bakterialnich kmentd (Graf 1A,

1B).
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Graf 1 Adherence kment Lactobacillus gasseri R (A) a Lactobacillus casei FMP (B)
(2x108 KTJ/ml) ke ko-kultufe bun&énych linii Caco-2 a HT-29 MTX po osetieni
polyfenolovymi latkami v koncentraci 20 ug/ml. Hodnoty jsou vyjadieny jako procento
bakteridlni adherence po 1 hodin¢ plisobeni polyfenolovych latek. Hodnoty jsou vyjadieny
jako priimér + smérodatna odchylka. * statisticky vyznamné hodnoty na hladiné vyznamnosti

P < 0,05 ve srovnani s kontrolou.

V disledku objasnéni spojitosti mezi polyfenoly a stfevnimi bakteriemi ve vEtsi mife
byl proveden nasledny experiment vlivu deviti jable¢nych polyfenolt na adherenci
probiotickych bakterialnich kment Lactobacillus gasseri R (Tab. 3) aLactobacillus casei
FMP (Tab. 4) k bunikam stfevni mukdzy in vitro. U obou kment laktobacilii byl prokazan vliv
vSech vybranych polyfenolii v koncentracich 2,545 pug/ml na schopnost adherence.
Statisticky vyznamné (P < 0,05) zvySeni adherence kmene Lactobacillus gasseri R bylo
zaznamenano pii pouziti polyfenol kvercetinu v koncentraci 5 pg/ml, floretinu v koncentraci

10,0 pg/ml a isokvercitrinu v koncentraci 22,5 pg/ml.
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Tab. 3 Vliv ruznych polyfenolt na schopnost adherence bakterialniho kmene Lactobacillus

gasseri R. 2

Koncentrace polyfenoli [pg/ml]

2,5 5,0 10,0 22,5 45,0

Epikatechin gallat 20,6 £1,5 198+7,7 199+49 19,7+0,3 194+438
Floretin 203+2,8 195+76 260+28 227+76 252+41
Chlorogenova kys. 19,1 £85 185+09 234+49 19,6+£0,3 222+1,6
Isokvercitrin 22,1+52 214+19 235+74 258+14" 236+25
Katechin 19,1 £4,7 19,5+9,1 18,5+0,3 18,0+39 17,8+0,5
Kvercetin 20,7+47 256+1,6° 20,7+23 21,5+0,1 18,0+22
Prokyanidin B2 244+29 214+6,9 223+1,4 232+10,1 18,7+3,7
Rutin 249 + 6,3 236+0,6 192+0,1 225+0,3 189+4,7
Taxifolin 18,1+1,9 22,1+0,3 222+6,7 21,6+104 18,1+5,7
Kontrola 17,9+6,8

* Vyznamny rozdil (P < 0,05) ve srovnani s kontrolou.

2 Hodnoty jsou vyjadieny jako primér procenta zivotaschopnosti bunék vzhledem ke

kontrolnim buitkdm + smérodatnd odchylka.

Polyfenoly kvercetin, floretin aisokvercitrin také zvySovaly schopnost adherence
kmene Lactobacillus casei FMP. V mnoha ptipadech §lo 0 vyrazné zvySeni (P < 0,05)
adherence. Nejvyznamnéji ovlivnil adherenci kvercetin, ke zvySeni doslo ve vSech pouZitych
koncentracich v zavislosti na davce. Druhym nejucinngjsim polyfenolem byl rutin
v koncentracich 5; 10; 22,5 a 45 ug/ml. Isokvercitrin zptisobil mirné, ale vyznamné zvySeni
piilnavosti bakterii v koncentracich 2,5; 10 a 22,5 ug/ml. Taxifolin vykazoval vyznamné
zvyseni adherence v koncentraci 10 pg/ml. Adherenci také vyznamné zvysili epikatechin
gallat, chlorogenova kyselina a floretin pii nejvyssi pouzité koncentraci 45 pg/ml. Celkoveé
lepsi schopnost adherovat k in vitro modelu stfevni mukdzy vykazoval kmen Lactobacillus

gasseri R v porovnani s kmenem Lactobacillus casei FMP.
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Tab. 4 Vliv riznych polyfenolt na schopnost adherence bakterialniho kmene Lactobacillus
casei FMP.2

Koncentrace polyfenoli [ug/ml]

2,5 5,0 10,0 22,5 45,0
Epikatechin gallat 37+02 34+0,1 38+04 49+15 7,6+03"
Floretin 43+03 23+00 4,0+04 58+03 44+03"

Chlorogenova kyselina 44+10 46+1,0 38+1,8 50+1,2 4,6+04"

Isokvercitrin 55+1,0° 64+12 50+03 51+04" 49+04
Katechin 3,5+£0,2 32+04 2,7+0,0 3,7+1,2 3,9+0,7
Kvercetin 53+04" 54+06° 50+00° 54+03 56+09"
Prokyanidin B2 35+0,6 4,0+0,2 3,8+0,4 2,7+0,3 33+0,6
Rutin 63+07 60+06" 55+02° 57+02° 58+0,3
Taxifolin 34+10 64430 49+02° 36+0,7 26402
Kontrola 31+0,.2

* Vyznamny rozdil (P < 0,05) ve srovnani s kontrolou.
& Hodnoty jsou vyjadfeny jako prumér procenta Zivotaschopnosti bunék vzhledem ke

kontrolnim buikdam + smérodatna odchylka.
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6 Diskuse

Pro zjisténi, zda jable¢né polyfenoly ovliviiuji adheren¢ni schopnosti probiotickych
kment laktobacilti v invitro modelu traviciho traktu, byla testovana schopnost adherence
bakterialnich kment Lactobacillus gasseri R a Lactobacillus casei FMP k buné¢nym liniim
Caco-2 kolorektalnimu adenokarcinomu, ktery reprezentuje enterocyty; kK HT29-MTX mucin
produkujici bunééné linii pfedstavujici poharkové bunky a k jejich Kko-kultufe
Caco-2/HT29-MTX, ktera nejlépe  odpovida  pfirozenym invivo  podminkam
Vv gastrointestinalnim traktu (Pontier et al., 2001). Pfestoze invitro modely mikrobialni
adherence maji 0néco niz§i vypovédni hodnotu nez invivo modely, jsou duleZité pro
pochopeni mechanismi adherence pied samotnym testovanim hypotéz in vivo a jsou v tomto
sméru cennym piinosem (Fritz et al., 2013).

Byla hodnocena cytoxicita vybranych jableénych polyfenoli za pouziti MTT testu.
Vsechny testované polyfenoly inhibovaly Zivotaschopnost vSech stfevnich bunéénych linii
v zavislosti na davce. Na zakladé otestované cytotoxicity byly pro vlastni testy adherence
zvoleny vhodné koncentrace vybranych polyfenold. Koncentrace ¢tyt nejcetnéji zastoupenych
polyfenold Vv jablkach s ohledem na pfedbézné testovani jable¢nych extraktl (duziny, slupky)
neptesahla 20 pg/ml. Ve studii dle Eberhardt et al. (2000) byla ptisouzena inhibice ristu
nadorovych bun¢k pravé fytochemikaliim, které se nachazeji v jablkach. Rist Caco-2 bunék
po pfidani jable¢nych extraktt byl také inhibovan v zavislosti na davce extraktu. Inhibice
dosahovala maxima v davce 50 mg/ml. Parkar et al. (2008) ve své studii zjistili, Ze vliv na
Zivotaschopnost stfevni mikrobioty invitro, mély s vyjimkou rutinu vSechny testované
inhibi¢ni koncentraci pro vSechny Ctyfi testované bakterie. Podle studie Bustos et al. (2012)
zavisi cytotoxicky ucinek na chemické struktufe a stupni diferenciace sttevnich bunék.

Nasledn¢ byla stanovena schopnost adherence dvou bakterialnich kmenu Lactobacillus
gasseri R a Lactobacillus casei FMP po pfidani jableénych extrakti ze slupky a z duziny.
V porovnani obou kmenl vykazoval niz§i schopnost adherence na stfevni model kmen
L. casei FMP nez kmen L. gasseri R. V souladu se ziskanymi vysledky byla ve studii dle
Duary et al. (2011) prokazana lepsi hydrofobnost a schopnost pfilnout k epitelovym buitkdm
V podminkach invitro ukment Lactobacillus, které byly izolovany z lidskych fekalnich
vzorkd, ve srovnani s kmeny izolovanymi z fermentovanych mléénych produktu.

Pridanim extraktu z jable¢né slupky dosSlo u obou pouzitych bakterialnich kmenid ke

zvyseni adherence, avsak Vv ptipad¢ ptidani extraktu z jable¢né duziny byl ucinek na adherenci
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u obou laktobacilli opac¢ny. Tento efekt se projevil nejspiSe proto, ze se biologicky aktivni
polyfenolové latky vyskytuji predevSim ve slupce ajejich pfitomnost v duziné je spise
ojedinéla. Leontowicz et al. (2003) svou in vivo studii provedenou na krysach potvrzuji, Ze
polyfenoly nalezneme spiSe ve slupce nez v duzin¢. Také Burda et al. (1990) tvrdi, Ze
koncentrace celkovych fenoli je ve slupce jablek mnohem vétsi nez v duziné. Naproti tomu
Licht et al. (2010) pfisuzuji G¢inky na stievni mikrobiotu spojené s konzumaci jablek pouze
jableénému pektinu. Aprikian et al. (2003) dokazali, ze jable¢ny koncentrat bohaty na
polyfenoly podavany krysam spolu s pektinem, vykazoval lepsi ucinky na cekalni fermentaci
a lipidovy metabolismus krys, nez kdyz byly tyto dv¢ slozky predkladany samostatné.

Ptiblizn¢ 90-95 % polyfenold neni absorbovano v tenkém stieve, a misto toho dorazi do
stieva tlustého, kde jsou nasledné vstfebavany (Manach et al.,, 2004). V nasledujicim
experimentu byl tedy v souvislosti s testovanim vlivu jable¢nych extrakti zjistovan vliv Ctyt
nejéetnéji zastoupenych polyfenolt v jablkach (kvercetin, chlorogenova Kyselina, katechin
a epikatechin gallat) v koncentraci 20 pg/ml na adherenéni schopnosti laktobacilt.
Nejvyraznéjsi zvyseni adherence v porovnani s kontrolou nastalo v ptipadé pfidani polyfenolu
kvercetinu u kmene L. gasseri R, a to o vice nez 95 %. U kmene L. casei FMP nebylo zvyseni
adherence po pridani kvercetinu tak vyrazné. Ostatni testované polyfenoly ovlivnily adherenci
do jisté miry u obou bakteridlnich kment. In vitro kultivaéni studie ukazuji, ze polyfenoly
mohou podporovat rizné bakterialni skupiny, jako naptiklad rutin, kvercetin a chlorogenova
kyselina prokazatelné podporuji rist bifidobakterii (Parkar et al., 2013). Nicméné, vliv
polyfenoli na modulaci stfevniho mikrobiomu, vcetné mechanismi je stale nedostatecné
prozkouman, proto existuji hypotézy ohledné selektivni schopnosti bakterii pouZivat
polyfenoly ve stfevech jako substraty, nebo inhibi¢ni G€inky spojené se zménou funkce
bakterialni bunéc¢né stény (Cardona et al., 2013; Kemperman et al., 2010; Tabasco et al.,
2011). Ziskané vysledky zna¢né koreluji S predchazejicimi hypotézami, a tudiz naznacuji, ze
polyfenoly mohou putsobit jako faktor podporujici adherencéni vlastnosti prospésnych
mikroorganismil.

U obou testovanych kment laktobacilii byl prokazan vliv na adherenci po pfidavku
deviti polyfenold Vv koncentracich 2,5-45 pg/ml. Tento experiment byl proveden za ucelem
objasnéni vztahu mezi polyfenoly a stifevnimi bakteriemi. Statisticky vyznamné (P < 0,05)
zvySeni adherence kmene L. gasseri R bylo zaznamenano pii pouziti polyfenolt kvercetinu,
floretinu a isokvercitrinu. Vzajemnou interakci mikroorganismu s polyfenoly potvrzuje studie

dle Lee et al. (2006). Polyfenoly ajejich metabolity mohou vyznamné ovlivnit stfevni

37



prostiedi modulaci bakterialni populace, pravdépodobné plisobenim jako prebiotika (Hervert-
Hernandez and Goni, 2011).

Adherenc¢ni schopnost kmene L. casei FMP se zvysila po piidavku kvercetinu, floretinu
a isokvercitrinu. Kvercetin zvysil adherenci ve vS8ech koncentracich. Druhym nejac¢innéjsim
polyfenolem byl rutin, glykosid, jehoz aglykonem je kvercetin a cukernatou cast tvori
rutinosa. Dle studie Duda-Chodak (2012) nebyla vétSina testovanych polyfenolt G¢inna,
avsak jejich aglykony inhibovaly rist téméf vSech testovanych bakterii. Ve studii (Parkar et
al., 2008) zvysoval rutin a floridzin piilnavost probiotika Lactobacillus rhamnosus, zatimco
naringenin a floridzin byly nejuc¢innéj$imi inhibitory adherence Salmonella typhimurium na
Caco-2 enterocyty.

Isokvercitrin, taxifolin, epikatechin gallat, chlorogenova kyselina a floretin vyznamné
zvysili adherenci, ale pouze v ur¢itych koncentracich. Ve studii, kterou provedli Bustos et al.
(2012), byl prokazan vliv flavan-3-oli na adherenci laktobacilti k intestinalnim bunikam
ajejich potencial ménit tak slozeni stfevni mikrobioty, pfedevsim diky inhibi¢ni aktivité
téchto sloudenin. Uginek flavan-3-olii se v této studii znaéné lisil mezi slou¢eninami, kmeny
a sttevnimi bunikami. Adherenci kmene Lactobacillus casei LC115 k buinkam HT-29 vyrazné
zvysily prokyanidiny B1 a B2, zatimco epigallokatechin zvysil adherenci k bunikam Caco-2.
Vétsina flavonoidd, kromé podtiidy katechintl, je pfitomna v rostlinach ve formé vazané na
cukry jako glykosidy. Tato strukturalni funkce urcuje, zda mize byt flavonoid absorbovan
Vv tenkém stievé nebo az v tlustém stievé. AZ na vyjimky jsou glukosidy jediné glykosidy,
které mohou byt absorbovany z tenkého stieva (Hollman, 2004). Stupen absorpce flavonoida
se 1isi se mezi jednotlivymi podtiidami. Biologicka aktivita u lidi je limitovana biologickou
dostupnosti a biotransformaci. Nejvyssi biologicka dostupnost byla stanovena pro isoflavony,
nasledné pro flavanoly, flavanony a flavonolové glykosidy. Metabolity flavonoidii jsou patrné
zodpovédné za zdravi prospésné Gc¢inky (Viskupicova, 2008).

Na zakladé vysledku této studie bylo prokazéano, ze vybrané jable¢né polyfenoly zvysuji
schopnost adherence potencialnich probiotickych kment L. gasseri R a L. casei FMP ke sténé
stfevniho epitelu. Z toho vyplyva, ze konzumace jablek s vysokym obsahem polyfenold muize
pomoci udrzovat mikrobialni rovnovahu intestindlniho prostredi a pfispivat tak ke zdravi

hostitele.

38



[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit, zda jablecné polyfenoly ovliviiuji adherenéni
schopnosti probiotickych kment laktobacilti v invitro modelu traviciho traktu na Caco-2
a HT29-MTX bunécnych liniich.

Bylo zjisténo, Ze piidavek extraktd z jable¢né slupky, na rozdil od extraktu z jable¢né
duziny, mize zvysit schopnost adherence bakterialnich probiotickych kment Lactobacillus
K epitelidlnim stfevnim buiikam. Tento efekt je pfipisovan jablecnym polyfenoliim pfitomnym
predevsim ve slupce. V navaznosti na toto zjisténi byly testovany Ctyfi nejcastéji zastoupené
polyfenoly v jablkach, které také zvySovaly adherenci bakterii. Pro lepsi objasnéni spojitosti
mezi polyfenoly a stfevnimi bakteriemi byla stanovena adherence pro devét jablecnych
polyfenoli. Vétsina z nich zvysila piilnavost obou kmeni laktobacila k invitro modelu
traviciho traktu.

Protoze je mikrobialni adherence zakladnim piedpokladem k osidleni intestinalniho
traktu, mize zvySeni adherence potencionalné probiotickych bakteridlnich kment ke stievni
sliznici vést k ptiznivé zmén¢ sloZeni a udrzeni rovnovahy stfevni mikrobioty. Konzumace
jablek bohatych na polyfenoly tedy mutize pfiznivé ovlivnit stfevni mikrobiotu, ktera pak svym

pusobenim muze piispivat ke zdravi hostitele.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AT Rakouska republika

cz,CR Ceska republika

DE Spolkova republika Némecko

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s médium

DMSO dimetylsulfoxid

DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

FBS fetalni bovinni sérum

FITC fluorescein isothiokyanat

FMP fermentovany mlécny produkt

FR Francouzska republika

1Cs0 koncentrace zplsobujici 50% inhibici ristu bunék
KTJ kolonie tvofici jednotka

L. Lactobacillus

MRS Man, Rogosa a Sharpe

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
MTX methotrexat

NL Nizozemsko

PBS fosfatovy pufr

R Rudolf (jméno kojence, z jehoz vzorku stolice byl izolovan bakterialni kmen)
UK Spojené kralovstvi

USA Spojené staty americké
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