Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra mikrobiologie, vyZivy a dietetiky

Ceska zemédélska
univerzita v Praze

Riist bifidobakterii v pritomnosti rostlinnych p-glukosidu

Diplomova prace

Bec. Katerina Kindlova

Obor studia: Vyziva a potraviny

Vedouci prace: doc. Ing. Véra Neuzil BuneSova, Ph.D.

Konzultant: Ing. Nikol Modrackova

© 2020 CZU v Praze






Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou diplomovou praci "Rist bifidobakterii v pfitomnosti rostlinnych f3-
glukosidl" jsem vypracovala samostatn¢ pod vedenim vedouci diplomové prace a s pouzitim
odborné literatury a dalSich informacnich zdroja, které jsou citovany v praci a uvedeny v
seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, ze

jsem v souvislosti s jejim vytvorenim neporusila autorskd prava tretich osob.

V Praze dne 26.4.2021




Podékovani

Rada bych touto cestou upiimné podekovala za trpélivost, peclivost, ochotu a
profesionalitu doc. Ing. Véte Neuzil BuneSové, Ph.D., jejiz odborné vedeni mé bakalarské a
diplomové prace mi bylo velkou oporou. Rovnéz bych chtéla velmi podé€kovat za odborné
konzultace, pomoc pfi praci v laboratofi a motivaci, kterd mi byla poskytnuta, mé konzultantce
Ing. Nikol Modrackové. Dale bych rada pod€kovala jmenovité Barbate Dékanovské za pomoc

s technickymi problémy. V neposledni fad¢ d€kuji své rodiné a blizkym prateltim.



Riist bifidobakterii v pfitomnosti rostlinnych B-glukosidi
Souhrn

Bifidobakterie patii mezi prvni kolonizatory gastrointestinalniho traktu a maji velky
vyznam pro zdravi ¢loveka v pozdéj$im zivoté. Evoluce jejich genomu znaéné zvyhodnila
jejich schopnost vyuziti substratii ze stravy hostitele. Bifidobakterie maji zakddované velké
mnozstvi gend podilejicich se na metabolismu sacharidii. Velké mnozstvi zakédovanych
proteini v genetické informaci se zda byt specializovano na katabolismus oligosacharidii
pomoci enzymil glykosylhydroldz, které jsou schopné utilizovat nestravitelné rostlinné
polymery. B-glukosiddza je enzym katalyzujici hydrolyzu glykosidovych vazeb v B-
glukosidech za uvolnéni gluk6zy a mohla by hrat vyznamnou roli v probiotickém ptlisobeni
bifidobakterii. B-glukosidy jsou sekundarni metabolity rostlin, které se skladaji z glukdzy a
molekuly s alifatickou nebo aromatickou molekulou nazyvanou aglykon. Aktivita
bifidobakteridlnich B-glukosiddz v lidském stfev€é milize zménit biologickou aktivitu a
dostupnost rostlinnych glukosidi. Cilem této diplomové prace bylo otestovat 115
bifidobakterialnich kment patticich do 8 bifidobakterialnich druht a zjistit jejich potencial
rastu ve fermentacnich substratech tfi riznych rostlinnych B-glukosidii; eskulinu, amygdalinu
a arbutinu. Zarovenn byla testovdna aktivita B-glukosidazy pro priikkaznost vyskytu u
jednotlivych kmenii. Utilizace B-glukosidi se druhové a kmenové lisila. NejvSestrannéjsi
vyuziti m¢l amygdalin, ktery dokézalo fermentovat 54 % testovanych kmenii. Druhové pak
nejlepsi fermentacni potencidl mélo Bifidobacterium dentium. Aktivita B-glukosidazy byla
druhové specifickd a jeji pfitomnost zvySuje dostupnost rostlinnych glukosidi uvolfiovanim
aglykonu, ktery je navic antimikrobialné aktivni. Diky tomu muze poskytnout lepsi piistup ke
zdrojim energie a zaroven uvolnit bioaktivni aglykon. Z vysledkl vyplyva, Ze bifidobakterie
jsou slibnym terapeutickym prostfedkem nejen z hlediska SirSiho vyuziti vétSich zdrojt energie,
ale také jako mikroorganismy, které¢ by se v budoucnu mohly vyuzit pro podporu 1ékaiskych

uceld.

Kli¢ova slova: Bifidobakterie, eskulin, arbutin, amygdalin, B-glukosiddza



Bifidobacterial growth in presence of plant B-glucosides

Summary

Bifidobacteria belongs to the first colonizers of the gastrointestinal tract and have
substantial importance for human health in later life. The evolution of their genome
considerably favored their ability to utilize substrates from the host's diet. Genomic analyzes
have shown that these bacteria encode a large number of genes involved in carbohydrate
metabolism. A large number of the encoded proteins in the genetic information appear to
specialize in the catabolism of oligosaccharides by enzymes glycosylhydrolases, which are able
to utilize indigestible plant polymers. 3-glucosidase is an enzyme that catalyzes the hydrolysis
of glycosidic bonds in B-glucosides to release glucose and could play an essential role in the
probiotic action of bifidobacteria. 3-glucosides are secondary metabolites of plants that consist
of glucose and a molecule with an aliphatic or aromatic molecule called an aglycone. The
activity of bifidobacterial 3-glucosidases in the human gut may alter the biological activity and
availability of plant glucosides. This diploma thesis aimed to test 115 bifidobacterial strains of
8 bifidobacterial species and determine their growth potential in 3 different fermentation plant
B-glucosides, such as esculin, amygdalin, and arbutin. At the same time, 3-glucosidase activity
was tested for evidence of occurrence in individual strains. Utilization of B-glucosides varied
by the species and strain level. The most versatile usage was amygdalin, which was fermented
by 54 % of the tested strains. Bifidobacterium dentium had the best fermentation potential at
the species level. The B-glucosidase activity was species-specific, and its presence increases the
availability of plant glucosides by releasing antimicrobially active aglycones. As a result, it can
provide better access to energy sources while releasing bioactive aglycone. The results show
that bifidobacteria are a promising therapeutic tool in terms of the broader use of more
significant energy sources and microorganisms that could be used for medical support purposes

in the future.

Keywords: Bifidobacteria, esculin, arbutin, amygdalin, B-glucosidase
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1 Uvod

Bifidobakterie jsou zdravi prospé$né mikroorganismy, které jako jedny z prvnich
kolonizuji gastrointestindlni trakt novorozence a determinuji zdravy vyvoj jedince
prostfednictvim modulace stfevni mikrobioty. Kromé clovéka jsou piirozenou soucdasti
traviciho traktu také zvifat. Mezi prospé$né vlastnosti bifidobakterii patii naptiklad traveni
rostlinnych sacharidl, produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem, zmirnéni infekénich
prijmi, blokovani adheze patogent na epitel sliznice stfev nebo modulace imunitni odpovédi.

Je znamo, ze evolu¢ni vyvoj bifidobakterii umoznil jejich adaptaci na stfevni prostredi
bohaté na sacharidy. Zda se, Ze tato vlastnost je druhové a kmenové specifickd. Bifidobakterie
maji také geneticky potencidl pro expresi Sirokého spektra glykosidovych hydrolaz. B-
glukosidy se jevi jako potencidlné vhodné substraty, které by mohly mit vliv na biologickou
aktivitu bifidobakterii a také ovliviiovat jejich rist v travicim traktu.

Pfedmétem diplomové prace bylo zkoumat schopnost vybranych bifidobakteridlnich
izolath rist v pfitomnosti vybranych B-glukosidli — eskulinu, amygdalinu a arbutinu, otestovat
B-glukosidazovou aktivitu bifidobakterii a vyhodnotit vysledky v zavislosti na druhu/kmenu a
puvodu testovanych kment.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Predpokladame, Ze schopnost bifidobakterii riist v pfitomnosti rostlinnych B-
glukosidi (eskulin, amygdalin, arbutin) souvisi s jejich B-glukosiddzovou aktivitou. Tato
vlastnost bude druhové ¢i kmenoveé specifickd s moznou kmenovou variabilitou
u multihostitelskych kment.

Cilem této prace je otestovat schopnost B-glukosiddazové aktivity vybranych druht
bifidobakterii a sledovat jejich schopnost rist v pfitomnosti eskulinu, amygdalinu a arbutinu
a vyhodnotit tyto biologické aktivity v zavislosti na druhu a piivodu testovanych kmen.
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3 Literarni reSerse

3.1 Bifidobakterie

Bifidobakterie byly poprvé izolovany v roce 1900 Henri Tissierem (Sgrobati a spol.).
Jsou charakterizovany jako grampozitivni rozvétvené ty€inky. Mohou se vyskytovat jednotlive,
v fetizcich, nebo shlucich. Nevytvaii spory, jsou nepohyblivé a nefilamentarni. Jedna se
o anaerobni mikroorganismy s fermentacnim typem metabolismu (Felis a Dellagio, 2007).
VétsSina z nich jsou obligatnimi anaeroby avSak nékteré kmeny mohou tolerovat kyslik za
pritomnosti oxidu uhli¢itého (Simpson et al., 2004).

Ve fylogenetickém stromu rod Bifidobacterium (B.) spadd do kmene Actinobacteria,
ktery je jeden z nejpocetnéjSich. Veskeré druhy pattici do tohoto rodu byly identifikovany na
zaklad¢ analyzy genu 16S rRNA a 23S rRNA. Diky této skutecnosti byla vytvofena samostatna
fylogenetickd vétev (Ventura, O’Connell-Motherway, et al., 2007). Dostupnost Uplnych
genomovych sekvenci umoznila rekonstrukci fylogeneze jejich genomu (Lugli et al., 2014).
Bylo zjisténo, Zze vyvoj bifidobakteridlniho genomu je ovlivnén genovym obohacenim
v priibéhu evoluce a tim bifidobakterie ptfedurcil k sacharolytickému Zivotnimu stylu, coz
v soucasné dob¢ predstavuje klicovou genetickou charakteristiku tohoto rodu (Turroni, Milani,
Van Sinderen, et al., 2018).

Bifidobakterie se mohou vyskytovat jak v lidském, tak zvifecim téle. VE&t§ina v minulosti
popsanych druhti byla izolovéna z lidskych vykala, lidské pochvy, bachoru skotu, odpadnich
vod, zubniho kazu a vceliho stieva (Felis & Dellaglio, 2007). Tyto ekologické niky vcetné
dalsich (krev, fermentované potraviny, a dal§i) jsou piimo nebo nepfimo spojeny
s intestinalnim prostfedim ¢loveka/zvitete. Soucasné znalosti o vyskytu a distribuci tohoto rodu
nejsou ani zdaleka vycCerpany a stale jsou nachazeny a identifikovany nové druhy (Mattarelli &
Biavati, 2018). Bifidobakterie byly izolovany naptiklad ze syrového mléka a tepelné
neopracovaného syru — B. crudilactis (Delcenserie et al., 2007), z kumysu — B. mongoliense,
tradi¢niho mongolského kvaSeného napoje z kobyliho mléka (Watanabe et al., 2009) a nebo
také 1 z vodniho kefiru — B. aquikefiry (Laureys et al., 2016). Bifidobakteridlni profilovani
naznacuje podstatny rezervoar dosud neobjevenych bakterii hlavné z gastrointestinalniho traktu
novosvétskych opic a popis nové identifikovanych druhti v poslednich letech pochéazi praveé
z této niky (Lugli et al., 2020) coz je zietelné na obrazku ¢.1.

Mezi reprezentativni druhy lidského piivodu patii naptiklad B. longum, B. breve,
B. bifidum, B. adolescentis a B. pseudocatenulatum. Druhy zivoc¢isného pivodu jsou
B. pseudolongum, B. thermophilus a B. animalis. Dal$i druhy bifidobakterii zivocisného
puvodu jsou specifické pro svého hostitele, jako naptiklad B. magnum, B. cuniculi, které byly
zatim izolovany pouze ze stolice kralika, B. pullorum a B. galinarum z kufecich stfev.
B. minium a B. subtile z odpadnich vod (Russell et al., 2011).
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3.1.1 Kolonizace traviciho traktu

Predpoklada se, ze prvotni mikrobialni osidleni stiev hraje kli¢ovou roli pro lidské zdravi

a to nejen v détstvi, ale i pozd¢jSich fazich zivota (Turroni, Milani, Duranti, et al., 2018). Rod
Bifidobacterium patii k dominantni komunité bakterii, které jako prvni kolonizuji stfevo
a vyskytuje se u zdravych déti, které jsou krmeny matetskym mlékem. Kolonizace je ovlivnéna
pfevazné dietou, ale zaroven hraje roli i spousta dalSich faktori (Turroni et al., 2012). Vyziva
kojencti je jeden z podstatnych faktorti ovliviiujici poc¢atecni kolonizaci. Lidské mléko obsahuje
velké mnozstvi glykanli pusobicich jako bifidogenni faktory. Diky tomu je podpoten rist
konkrétnich druhti a zaroven pisobi jako tloziste bakterii pro pfenos z matky na dité (Milani et
al., 2016). Oligosacharidy matefského mléka jsou také pro cloveka specifické tim, ze tyto
riznorodé a komplexni sacharidy jsou rezistentni pii prichodu travicim traktem a dostavaji se
do détského tracniku jako prvni prebiotika. Tyto oligosacharidy jsou pak vyuzivany hlavné
bifidobakterialnimi druhy (Musilova et al., 2014). U kojenych déti dochazi k rapidni kolonizaci
traviciho traktu bifidobakteriemi a rozmanit&j$i mikrobiota se zacne rozvijet po zahdjeni
dopliovani stravy. Vyskyt jednotlivych druht se méni s vékem. Nejcastéji detekované druhy
u kojenych déti jsou B. bifidum, B. breve, B. longum subps. infantis (Turroni et al., 2012).
Oproti tomu déti krmené umélou vyzivou jsou kolonizovany riznymi bakteridlnimi rody
zahrnujici Steptococcus, Bacteroidetes a Clostridium a dochéazi u nich k podstatné absenci
bifidobakterii. Tato posloupnost pokracuje az do Uplného odstaveni, kdy se zacne tvofit
stabilng€jsi a komplexnéjsi mikrobiota podobnd mikrobioté dospélého Cloveka (Favier et al.,
2002). Kromé¢ vyzivy je kolonizace determinovana spoustou dalSich faktori, znichz
nejpodstatnéjsi jsou kromé typu vyzivy také zpiisob porodu (vaginalni x cisaisky fez), gestacni
vék a ptipadna nutnost uzivani antibiotik (Penders et al., 2006).
V dospélosti je mnozstvi téchto bakterii mensi, ale udrzuji se v ur¢itém mnozstvi konstantni
(Arboleya et al., 2016). Jejich druhové zastoupeni je stabilni, tyto hladiny se pohybuji od 2 do
14 % (Odamaki et al., 2016). Pokles hladiny bifidobakterii ve stievé je pravdépodobné
zptisobem mnoha faktory jako naptiklad niz8i piijem vldkniny ve strave, vyssi index télesné
hmotnosti, koufeni a vék (Khonsari et al., 2016).

Kmeny izolované od zdravych dospélych se podstatné Iépe vazi na stievni sliznici nez ty
izolované od seniorti. Tyto snizené adhezivni schopnosti pravdépodobné zplisobuji pokles
hladiny bifidobakterii v pozdnim véku. V neposledni fadé je tfeba zminit, Ze bifidobakterie jsou
mnohem citlivéjs$i na antibiotickou 1écbu nez ostatni (F. He et al., 2001). Pacienti 1é¢eni
antibiotickou lécbou maji podstatné niz§i mnozstvi Bifidobacterium spp. oproti hladindm
Lactobacillus spp. a Enterobacteriaceae, které zistavaji nezménény (O’Sullivan et al., 2013).
Zmény populac¢niho sloZeni nejen bifidobakterii, ale 1 dalSich zdravi prospéSnych bakterii
nemusi byt tedy nutné zptsobeny starnutim, ale mohou byt také diisledek dalSich faktorti jako
je celkovy pokles zdravotniho stavu, podvyziva nebo zvySend potifeba podavani 1é¢ku
(Rondanelli, 2015).
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Dlvod pro¢ bifidobakterie patfi mezi prvni kolonizatory travicitho traktu je
pravdépodobné evoluce jejich genomu, kterd je znacné€ zvyhodnila oproti jinym bakteridlnim
druhtim v prostiedi stfeva. Dle genomickych analyz maji tyto bakterie zakddované velké
mnozstvi genti podilejicich se na metabolismu sacharidi. Dal§im z divodi mtze byt i to, Ze
prostfednictvim vzijemného cross-feedingu nebo sdileni stejnych zdrojii svédéicim o tzv.
socialnim chovani bifidobakterii, zlepSuje jejich pfistup k sacharidimve stfevech hostitele
(Turroni, Milani, Duranti, et al., 2018). Jednim z takovychto ptipadil je naptiklad rtst B. breve
UCC2003 v médiu na bazi mucinu v pfitomnosti B. bifidum PRL2010, které jak je znamo
metabolizuje mucin (Egan et al., 2014). Tento rozdil je znacny pii porovnani s bakteriemi
zijicimi paraziticky nebo symbioticky. Pfi téchto Zivotnich stylech doslo ke znaéné ztraté gent.
Degradace genomu zpusobila, ze tyto bakterie jsou témef absolutné zavislé na svém hostiteli
(Henrissat et al., 2002). Piehled pramérného bifidobakteridlniho slozeni v lidském
gastrointestinalnim traktu je zobrazen na obrazku ¢.2

Zajimavosti oproti ¢lovéku je hojné zastoupeni bifidobakterii u novosvétskych opic, které
jsou obsazeny naptiklad v travicim traktu kosmand ve vysokém mnozstvi (zhruba 80 %) i u
dospélych jedinct (Brown et al., 2019).

B Bifidobakterie

@ Ostatni ~60-70% ~30-40% ~10 % ~0-5%

856 4E

Hladina
bifidobakterii Rany Zivot Dospélost
Stari
Disledky [ ( : 2
Cisafsky fez Alergie Obezita/Diabetes lﬂ +

Nekrotiz- i
wjici Rakovina
entero- Idiopatické stfevni zanéty

kolitida )

Obrazek 2: Pritomnost bifidobakterii v priitbéhu lidského Zivota [upraveno dle (Arboleya et
al., 2016), vytvoreno na zaklade literatury citované (Voreades et al., 2014)/
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3.1.2 Vyznam pro zdravi ¢lovéka

Bifidobakterie patii mezi prvni kolonizatory lidského gastrointestinalniho traktu
a predpoklada se, ze maji pfiznivé G€inky na lidské zdravi, mezi které patii naptiklad produkce
antimikrobialnich latek na ochranu proti patogenim, blokovani adheze patogent na sliznici
stieva nebo modulace imunitni odpovédi (Pokusaeva et al., 2011). Diky témto schopnostem na
imunitni systém jsou schopné predchézet nebo zmirfiovat infekéni priijmy a zvySuji odolnost
organismu proti kolonizaci patogeny (Picard et al., 2005). Krom¢ tohoto udrZzovani zdravi ve
sttevech pomoci konkuren¢niho vylu¢ovéani patogenti jsou schopné produkce zakladnich
vitaminii a poskytovani Zivin télu prostfednictvim odbouravéani nestravitelnych sacharidl
(O’Callaghan & van Sinderen, 2016). Bylo také popséno, Ze pomahaji zmirfiovat intoleranci
laktozy a snizovat hladinu cholesterolu v krvi (Russell et al., 2011).

Dle Arboleya et al., (2016) miize siln4 asociace bifidobakterii spojend s lidskym zdravim
poskytnout takzvany biomarker, kterym by jejich absence v budoucnu indikovala urcita
onemocnéni. Ve studii  Golfetto et al. (2014) bylo zjisténo, Ze koncentrace fekalnich
bifidobakterii u zdravych pacientli je podstatné vyS$Si oproti pacientim s celiakii. Tato
nerovnovaha ptetrvavala i po dobu 1é¢by celiakie.

Dopad antibiotické 1é€by na stfevni mikrobiotu ma dlouhodoby vliv na zdravi zejména
u star$ich pacientt, kde je tfreba mnohem peclivéji zvazit vhodnou formu 1écby (O’Sullivan et
al., 2013). Diky vlastnostem modulujicim zdravi ¢lovéka jsou bifidobakterie zaclenény do
Siroké Skaly funkénich potravin jakozto aktivni slozka (O’Callaghan & van Sinderen, 2016).

Dalsi z velkych moznosti, jak prozkoumat a zlepsit vlastnosti bifidobakterii podporujici
zdravi se zda byt genetickd manipulace. Genetickymi modifikacemi by se mohlo docilit
zlepseni U¢inkd in vivo nebo umoznit sledovani pozitych probiotickych kmend v modelech
nemoci lidi a zvifat. ZvySujici se mnozstvi sekvenci genomu poskytuje prilezitost pro lepsi
analyzu metabolismu, fyziologie, genetiky a jeji role pii udrzovani zdravi v travicim traktu.
Velkou piekazkou je vSak nedostatek znalosti o molekularnich mechanismech. Zvysujici se
dostupnost sekvenci genomu a genetickych néastroji by v budoucnu mohla znamenat vyznamny
pokrok v pouzivani téchto bakterii pro 1ékarské ucely (Cronin et al., 2011).

3.1.2.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom je jedna z nejcastéji postihovanych nemoci zapadni civilizace
a pfedstavuje celosvétové znacnou zatéz. Anatomicky je tlusté sttevo mistem, kde se také
vyskytuje nejvice mikroorganismu a proto lze predpokladat, Ze slozeni mikrobioty je spojovano
s kolorektalni karcinogenezi (Sears & Garrett, 2014). Dikazy naznacuji slozité souvislosti mezi
mikrobiotou, charakterizaci nddoru a imunitou hostitele v mikroprostiedi nadoru.
Bifidobakterie jsou témi, které zvySuji protinddorovou imunitu a ucinnost imunoterapie.
Souvislosti mezi mnozstvim bifidobakterii ve tkani kolorektalniho karcinomu a mnoZstvim
signetovych prstencitych bunc¢k mé piimou souvislost. V budoucnu by tak bylo mozné tyto
bakterie vyuzit jako indikator dysfunkéni slizni¢ni bariéry v disledku jejich absence (Kosumi
et al.,, 2018). Je prokazano, ze symbiotickd kombinace B. animalis subsp. lactis spolu
s rezistentnim Skrobem vyznamné chrani pfed rozvojem kolorektalniho karcinomu u krys,
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kterym byl indukovan azoxymethan pro indukci tohoto karcinomu. AvSak tato skute¢nost
nebyla potvrzena pfi aplikaci téchto dvou latek samostatné. Obecné tedy lze fici, ze synbioticka
kombinace probiotika a prebiotika je z preventivniho hlediska mnohem u¢innégjsi, nez kdyby
tyto latky plsobily v organismu samostatné (Le Leu et al., 2010).

3.1.2.2 Prijem

Dysbalance stfevni mikrobioty ¢asto zpisobuji chorobné metabolické poruchy (Russell
et al., 2011). I pfes znacny vyvoj védy prijem zlstava i nadale vyznamnym zdrojem nemoci
a smrti ve svété. Dlivodem je i skuteCnost existence Siroké Skaly pfic¢in vzniku a symptomd,
které znesnadiiuji diagnézu a tim i vybér vhodné 1é¢by (Tremaine, 2011). Jedna z ¢astych pficin
prijmu mohou byt idiopatické stievni zanéty. Tyto chronickd autoimunitni onemocnéni
postihuji zazivaci trakt a fadi se mezi né naptiklad Crohnova choroba ¢i ulcerdzni kolitida.
Probiotika naznacuji velky potencial pro budouci podporu 1é€by téchto zanétlivych onemocnéni
(Guandalini, 2010). Klinické studie zkoumajici peroralni podavani probiotického ptipravku,
ktery obsahoval B. animalis subsp. lactis a Steptococcus thermophilus podstatné snizil prijmy
u déti léenych antibiotickou terapii (Corréa et al., 2005). Kojenecka vyziva s ptidavkem B.
longum subsp. infantis CECT7210 pomaha snizit prijmy u déti a zaroven piedchazi vzniku
zacpy (Escribano et al., 2018). Mezi hlavni bifidobakterie pouzivané k 1€cbé prijmu patii B.
animalis subsp. animalis, B. bifidum, B. breve, B. longum subsp. infantis, B. animalis subsp.
lactis, B. longum subsp. longum (Guandalini, 2010).

3.1.2.3 Zanétliva onemocnéni stiev

Patogeneze téchto zanéth neni zcela objasnéna, ale zdd se, Ze jejich pfic¢inou je
nespravna aktivace slizni¢ni bariéry. Dlivodem toho by mohl byt bakterialni obsah ve sttevech
(Seksik, 2010). Zmény mikrobialniho sloZeni a funkce mikrobioty pii zanétlivych sttevnich
onemocnénich zplisobuji zvySenou imunitni stimulaci, epitelidlni dysfunkci, nebo zvySenou
permeabilitu sliznice. Prestoze obvykle se vyskytujici patogeny pravdépodobné nejsou
zodpovédné za tyto poruchy, tak zvySené mnozstvi nékterych komenzalnich druhti bakterii jako
napiiklad Escherichia coli podporuji rozvoj patogenni mikrobioty a tim i stimulaci patogenni
odpovédi organismu (Sartor, 2008). Predpokldda se, Ze rod Bacteroides, ptevladajici
komenzalni bakterie ve stfevech, je zodpovédny za vyvoj zanétlivych stfevnich onemocnéni.
B. longum subsp infantis 1222 je schopny inhibovat rist Bacteroides vulgatus pomoci chranéni
sttevni epitelidlni vrstvy. Bifidobakterie mohou byt pouzity jako probiotika ke zlepSeni
idiopatickych stfevnich zanétl pro potlacenim rtistu bakteroidu ve stfevech (Shiba et al., 2003).
Dalsi z ptikladit mtize byt B. longum subsp. infantis, ktery v mySim modelu idiopatickych
sttevnich zanéth byl schopny zmirnovat poskozeni sttevniho epitelu a tudiz ma také znacnou
terapeutickou hodnotu pro 1é¢bu tohoto onemocnéni (L. Zhou et al., 2019). Potencial vyuziti
bifidobakterii jako probiotik pro 1é¢bu je zavisly na konkrétnim kmeni bakterie, protoze kazdy
kmen vykazoval jinou uc¢innost na konkrétni onemocnéni a tudiz je nutna strategie umoznujici
zvolit kmen s nejvySs$im protizanétlivym ucinkem (Alard et al., 2018).

Nekrotizujici enterokolitida (NEC) je zavazna, zivot ohrozujici porucha adaptace
travictho systému novorozence (vétSinou nedonosen¢ho) na extrauterinni Zivot. Jde
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o postnataln¢ ziskané akutni onemocnéni charakterizované hemoragicko-nekrotizujicim,
ulcerujicim zanétem stieva. Typicky postihuje termindlni ileum, cékum a dalsi ¢asti tlustého
stieva. Rutinni probiotickd suplementace Bifidobacterium breve M-16V snizuje vyskyt NECu
novorozencl narozenych pied 34. tydnem téhotenstvi (Patole et al., 2016). Dalsi ze studii na
myS$im modelu prokazala, ze B. adolescentis je také schopen prevence NEC zménou exprese
urcitych receptorti (Wu et al., 2017). Metaanalyza NECupotvrzuje domnénku, Ze bifidobakterie
mohou snizovat jeji vyskyt a hlavné nezvySuji vyskyty sepsi u pred¢asné narozenych déti a byla
by bezpe¢nou formou prevence (Zhu et al., 2019).

3.1.2.4 Kompetitivni vylouceni patogenti

In vitro studie naznacuji, Ze bifidobakterie mohou slouzit k zabranéni rozvoje
gastrointestinalnich infekci. Pomoci kompetitivni inhibice dochazi k zabranéni navazani
patogent na epitelové bunky stfevniho hlenu (Gueimonde et al., 2007). Zda se, Ze tato inhibice
je variabilni a zavisld na ur¢itém kmeni. Obecné Ize fici, Ze bifidobakterie Zivo¢isného ptivodu
jsou schopny 1épe vytlaCovat patogeny nez ty lidské (Collabo et al., 2005). Schopnost takto
konkurovat jinym stfevnim bakteriim je do velké miry pfi€itdna jejich sacharolytickym
vlastnostem (Milani et al., 2016).

3.1.3 Metabolicka aktivita

Jakozto sacharolytické mikroorganismy, neboli mikroorganismy schopné hydrolyzy ¢i
jiné metabolizace molekul cukru vedouci k produkci energie, zavisi kolonizace traviciho traktu
bifidobakteriemi na jejich schopnosti utilizovat komplexni sacharidy vyskytujici se v prostiedi.
Termin sacharid zahrnuje jednu z nejrozséhlejSich skupin organickych latek, skladajicich se
z uhliku, kysliku a vodiku. Rozdé€luji se do skupin na zaklad¢ jejich stupné polymerace na
monosacharidy, disacharidy, oligosacharidy a polysacharidy (Allen-Blevins et al., 2018).

Charakteristickou metabolickou drahou bifidobakterii je katabolizace hex6z pomoci
enzymu fruktdza-6-fosfoketolaza. Tento enzym je povazovan jako taxonomicky marker pro
celou Celed Bifidobacteriaceae (Russell et al., 2011). Tento enzym charakteristicky pro
bifidobakterie umoznuje produkci laktatu, acetitu a ATP pomoci ,bifid shunt pathway*.
Fruktéza-6-fosfoketolaza Sté€pi fruktozu-6-fosfat na erytrézu-4-fosfdt a acetyl-1-fosfat.
Z konecnych produktti §tépeni je teoreticky vytézek 1 mol laktatu, 1,5 molu acetitu a 2,5
molekuly ATP z jednoho molu glukézy (de Vries & Stouthamer, 1967). Poméry vytvorené¢ho
laktatu a acetatu se readln¢ mohou liSit a to v zavislosti na zdroji a druhu metabolizované¢ho
sacharidu nebo kmenové piislusnosti dané bakterie (Palframan et al., 2003; McLaughlin et al.,
2015). Katabolismus pomoci této drahy umoziuje vyssi energeticky vytézek a odlisné kone¢né
produkty oproti jinym fermenta¢nim drahdm (Pokusaeva et al., 2011).

Gastrointestinalni trakt savci je dobfe vybaven k adsorpci jednoduchych cukri, mezi

které patii glukoza, galaktéza a fruktoza (Sonnenburg et al., 2005). Také produkuje Sirokou
Skalu enzymt schopnych hydrolyzovat pirevazné disacharidy (sachar6za, laktéza a maltdza)
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a urcité polysacharidy (Skrob, pektin). VétSinou jim vSak chybi enzymy, kterym jsou schopny
travit oligo a polysacharidy odvozené od vlakniny (Ventura, O’Connell-Motherway, et al.,
2007). Nestravitelnost téchto sacharidii poukazuje na nedostatek hostitelskych enzymul
potfebnych k jejich degradaci (Sonnenburg et al., 2005). Kazdy den distalni casti
gastrointestinalniho traktu prochédzi velké mnozstvi nestravenych sacharidl. Patii mezi né
ptevazné polysacharidy vyskytujici se v bunéénych sténach rostlin (celuldza, xylan, pektin), ale
1 nestraveny Skrob a slouCeniny od néj odvozené. Ziskavanim nutri¢nich latek z téchto
sloucenin je mozné pomoci mikrobialni populace schopné degradovat tyto biomolekuly, které
by jinak pro hostitele byly zcela bezcenné (Hooper et al., 2002).

Dulezitym znakem genetické adaptace bifidobakterii na lidské stfevo je jejich specifické
vyuziti riznych komplexnich sacharidi, jako je naptiklad rezistentni Skrob, ktery nepodléha
traveni lidského traviciho traktu (Berman, 2012). Hybnou silou pro evoluci bifidobakterialniho
genomu byl pfedevsim genovy zisk zplisoben horizontalnim pfenosem gent z jinych bakterii.
Naproti tomu genomy jinych stfevnich bakterii proSly podstatné véEtsi ztratou gend,
genomovych rozpadi ¢i genovym zjednoduSenim. Predpoklada se, Ze tito genovy darci jsou
bakterie vyskytujici se také bézné ve stievnim prostfedi, pfevazné z kmene Actinobacteria
(Milani et al., 2016). Bifidobakterie patii tedy k tém, které poskytuji svému hostiteli mnoho
zdravotnich pfinosti pomoci svych metabolickych aktivit (O’Callaghan & van Sinderen, 2016).

Dal8im dtilezitym metabolickym znakem bifidobakterii je existence komenzalnich vztahti
mezi nimi a sdileni stejnych zdroji (Egan et al., 2014). B.bifidum je zatim jediny o kterém je
znamo jeho schopnost odbouravat mucin a uvoliiovat tak monosacharidy, které mohou byt déale
vyuzity jinymi sttevnimi mikroby (Bunesova et al., 2018). Tato schopnost svéd¢i o metabolické
adaptabilité, kterd umozniuje vyuziti jinak nedostupnych zdroji sacharidii (Egan et al., 2014).

3.1.3.1 Glykosylhydrolazy

Rozmanitou $kélu sacharidi, kterd nepodléhd traveni v horni ¢ésti stfeva jsou mnohé
oligo a polysacharidy rostlinného pivodu. Riizné bifidobakteridlni kmeny mohou disponovat
riznymi schopnostmi vyuziti sacharidd, jak jiz prokédzala tada studii (Pokusaeva et al., 2011).
Jejich enzymy ptisobi jako biologické katalyzatory se schopnosti katalyzovat urcité chemické
reakce za béznych podminek prevladajicich ve vétsin¢ zivych organismii (Wilson & Walker,
2005). VétSina enzymi jako jsou napiiklad transferazy, hydrolazy, lydzy nebo izomerazy je
schopna modifikace oligo a polysacharid. Pro mikroorganismy osidlujici stievni trakt jsou
polysacharidy na fermentovatelné cukry (Van Den Broek & Voragen, 2008). Mezi organismy
majici nejvice gend kodujicich enzymy pro degradaci sacharidi patii Bacteroides
thetaitaomicron, Bacteroides fragilis NCTC 9343 a Bifidobacterium longum NCTC 9343
(Davies et al., 2005).

Genom bifidobakterii koéduje enzymy nezbytné pro metabolismus komplexnich
sacharidt. Schopnost utilizace téchto polysacharidl je zavisla na druhu a ptivodu bifidobakterii
(Bunesova et al., 2017). Prvnim bifidobakteridlnim genomem, ktery byl sekvenovén, je
B. longum NCC2705, izolovany z kojence. Tato analyza odhalila n¢kolik znakd, které by mohly
casteCné vysvétlit adaptaci této bakterie v tlustém stieve. Velké mnozstvi zakddovanych
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proteinti v genetické informaci B. longum se zda byt specializovano na katabolismus
oligosacharidi pomoci glykosylhydrolaz, které jsou schopné utilizovat nestravitelné rostlinné
polymery. Tato schopnost vyuZiti Zivin i z nestravitelnych ¢asti potravy by mohla byt divodem
konkurenceschopnosti a perzistence bifidobakterii v tlustém stfevé (Schell et al., 2002).
Kompletni sekvence dalSich genomii B. longum vedly k vétSimu pochopeni vyvoje druha
Bifidobacterium a pomohly sestavit zadkladni genetickou patet bifidobakterii. Oblasti variabilni
sekvenace DNA urcuji kmenovou specifitu a umoziuji adaptaci na konkrétni prostiedi. Tato
specifita 1ze urcit komparativni analyzou s jiz publikovanymi genomy (Russell et al., 2011).
Mezi enzymy degradujici sacharidy patii kromé glykosylhydroldz také glykosyltransferazy a
sacharidové esterazy. Rod Bifidobacterium neobsahuje zadné geny kodujici lydzu. Enzymy této
rodiny katalyzuji hydrolytické aktivity Siroké Skaly komplexnich sacharidii jako Skrob,
glykogen a jim ptibuzné substraty jako amyldza, amylopektin, maltodextrin a dalsi (Lombard
et al., 2014).

Obecné lze fici, ze stievni bakterie degraduji polysacharidy na oligosacharidy, které
mohou byt nasledné degradovany na monosacharidy pomoci Sirokého spektra enzymu. Tyto
glykosidazy jsou extracelularni i intracelularni (Van Den Broek et al., 2008). Vyznamnou roli
v probiotickém plsobeni bifidobakterii mohou hrat také B-glukosidazy katalyzujici hydrolyzu
glykosidovych vazeb v neredukujicich zbytcich B-glukosidii a oligosacharidi za uvolnéni
glukozy (O’Callaghan & van Sinderen, 2016).

3.1.4 Prebiotické substraty pro bifidobakterie

Prebiotika jsou definovana jako ,substraty, které jsou selektivné utilizovany
hostitelskymi mikroorganismy a poskytuji zdravotni piinos‘‘(Gibson et al., 2017). Bylo
prokézano v mnoha studiich, Ze prebiotika (a probiotika) pozitivné ovliviiuji lidskou stfevni
mikrobiotu. Pfiznivé ucinky prebiotik umoziuji ovliviiovat sloZeni stfevni mikrobioty a své
schopnosti vytvaret mastné kyseliny s kratkym fetézcem (Laparra & Sanz, 2010). Pfedpoklada
se, ze jejich pfitomnost vyrovnava bakterialni osidleni v travicim traktu ve prospéch zdravi
prospésnych rodl jako jsou bifidobakterie a laktobacily (Van Den Broek & Voragen, 2008).
Schopnost utilizace téchto sacharidii miize byt vyuzita ke zvySeni Cetnosti nebo metabolické
aktivity konkrétnich bakteridlnich kment ¢i druhii (Gibson et al., 2004). N¢které druhy
sacharidl, které unikaji trdveni enzymy hostitele se povazuji za prebiotické slouceniny. Tyto
slouceniny zahrnuji fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy, glukooligosacharidy,
xylooligosacharidy, laktul6zu, rafin6zu a dalsi. VSechny tyto nutrienty by byly ztraceny, kdyby
distalni c¢ast stfeva nebyla kolonizovana smési anaerobnich bakterii mezi které patii naptiklad
rody Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, a Enterobacterium. Diky tomuto
symbiotickému vztahu ziskava hostitel absorpci kyselin s kratkym fetézcem energii a uhlik,
jakozto konec¢né produkty mikrobialni fermentace (Ventura, O’Connell-Motherway, et al.,
2007). Lidské stfevo je husté osidleno fadou bakteridlnich druhti, které maji vliv na dilezité
imunitni a metabolické funkce. Tyto G¢inky znacné€ ovliviiuji zdravotni stav hostitele (¢lovéka)
a jeho schopnost vyuziti potravy. Druh pfijimané stravy nad ramec zékladni vyzivy spolu
s prebiotickymi substraty umoziuje vyvoj funkénich potravin a ptipadné i nutraceutik (Laparra
& Sanz, 2010). Pro pochopeni principu ristu téchto bakterii na uhlikatych zdrojich je dilezita
znalost enzymt modifikujicich tyto substraty (Van Den Broek & Voragen, 2008). Kromé
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pfiznivych uc¢inki pro gastrointestinalni trakt se prebiotikiim ptisuzuji i dalsi pozitivni efekty
na lidské zdravi. Mezi ty mizeme zafadit prevenci proti kardiometabolickym dysfunkcim,
zlepSeni citlivosti na inzulin, zlepSeni psychického zdravi (produkce metaboliti, které ovliviiuji
funkci mozku), nebo zlepseni kvality kosti diky lepsi biodostupnosti mineralti ( Swiatkiewicz
et al., 2010; Mitchell et al., 2015; Gibson et al., 2017). Bifidobacterium spp. maji rizné
preference k fermentaci sacharidi, které jak jiz bylo feceno. Naptiklad B. adolescentis a B.
longum jsou schopné fermentovat arabinoxylan. Oproti tomu B. breve tento oligosacharid
schopny fermentovat neni (Van Den Broek & Voragen, 2008). Pro dosazni prebiotického
ucinku je nutna i charakterizace glykosidovych hydroldz, protoze rostlinné polysacharidy
mohou mit jemné strukturdlni rozdily. Tato struktura urcuje, zdali je Bifidobacterium spp.
schopné je degradovat a vyuzit cukr jako substrat pro svlij rist (Van Den Broek & Voragen,
2008).

Vyuziti prebiotickych substratl je zavislé na hostiteli, druhu a kmeni konkrétni
bifidobakterie. Kmeny zivoc¢isného ptivodu jsou schopné vyuzit znacné $irsSi Skalu substratt
oproti kmenim lidského pivodu. Jednim z nejzékladnéjSich substrati by mohl byt Skrob
vzhledem k hojnému vyskytu v lidské stravé. Pro jeho aplikaci by bylo vhodné zvolit
modifikované a rezistentni formy, které by nepodporovaly rist nezadoucich bakterii
(Modrackova et al., 2019). Na tuto problematiku poukazuje studie BuneSové et al. (2012), kde
bylo testovino na bézné dostupnych prebiotickych substratech, galaktosacharid
a fruktooligosacharidd, rtst bakterii. Pouzitd prebiotika stimulovala rist jak zddoucich, tak
nezédoucich bakterii. Nevhodné zvolena prebiotika mohou byt neselektivni a stimulovat rast
obou skupin. Z tohoto diivodu neni vhodné dopliovani prebiotik u jedincti s deficitem
bifidobakterii, zejména u kojencd, jelikoz by mohlo dojit k podpofe rastu klostridii a jinych
bakterii s negativnim vlivem a mikrobialni vyvoj (Rada et al., 2008).
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3.2 Rostlinné glykosidy

3.2.1 Charakteristika

Glykosidy jsou charakterizovany jako sekundarni metabolity rostlin, které tvofi
strukturové rozmanitou skupinu cukernych derivati (Bartnik & Facey, 2017). Vznikaji
spojenim cukerné (sacharidové) molekuly s alifatickou nebo aromatickou molekulou
nazyvanou aglykon. Aglykon je chemické slouc¢enina necukerné povahy. Glykosidicka vazba
mezi témito slouceninami vznikd ndhradou poloacetalové nebo poloketalové skupiny na
molekule sacharidu (Brito-Arias, 2007).

Z dostupnych zdrojti 1ze vyvodit, Ze za biologickou aktivitu glykosidii neni zodpovédna
jejich glykosidova forma nybrz jejich aglykon (Modrackova et al., 2020). Po konzumaci mohou
byt absorbovany vtenkém stfevé a nasledné metabolizovany v jatrech, nebo jsou
hydrolyzovany stfevni mikrobidlni aktivitou (De Arriba et al., 2013).

3.2.2 B-glukosidy

Glykosidy jsou obecné latky rostlinného ptivodu, které se skladaji ze dvou slozek — cukru
a necukerné Casti, tzv. aglykonu. Necukernou slozkou aglykonu byvaji nejcastéji fenoly,
alicyklické triterpenové alkoholy ptipadné jimi mize byt i jind hydroxysloucenina. V piipadé
reakce sjinym cukrem vznikaji tzv. homoglykosidy, pokud neni reagujici slozka
hydroxylového ptvodu vznikaji tzv. heteroglykosidy. Glykosidy majici jako zaklad své
slouceniny glukézu se nazyvaji glukosidy. Vzhledem ktomu, Zze vznikaji nahradou
poloacetalové hydroxylové skupiny jinym cukernym ¢i necukernym zbytkem mohou vzniknout
dvé mozné prostorové orientace a a § (Hajslova &Velisek, 2009).

Prostorové orientace B3 je $tépena pomoci enzymu B-glukosidazy. Tento enzym §tépi B-
D-glykosidické vazby za uvolnéni glukdzy a aglykonu. Bylo prokazano, Ze tyto aglykony jsou
antimikrobialné aktivni (Jurica et al., 2017). B-glukosiddzovéa aktivita byla detekovéana
v nékolika bakteridlnich kmenech pficemz vétsina bifidobakterii vykazovala aktivitu tohoto
enzymu (Dabek et al., 2008). Aktivita bifidobakteridlnich B-glukosidaz v lidském stfevé mtize
zménit biologickou aktivitu a dostupnost rostlinnych glukosidi (Modrackova et al., 2020).
Absence aktivity B-glukosidazy v nékterych mikroorganismech je pravdépodobné zodpovédna
za antimikrobidlni vlastnosti (Jurica et al., 2017). Ptikladem B-glukosidii jsou eskulin,
amygdalin a arbutin.
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3.2.2.1 Eskulin

OH

Obrazek 3: Chemicky vzorec eskulinu (www.sigmaaldrich.com)

Eskulin (6,7-dihydroxykumarin-6-o-glukosid), viz obrazek €. 3, je kumarinovy derivat
nachazejici se v Aesculus hippocastanum (kaStan komisky) a jsou mu pfisuzovany silné
Semena této rostliny se jiz dlouho vyuzivaly k 1é€bé cévnich onemocnéni a zanétt (Niu et al.,
2015). V brazilském lidovém IéCitelstvi se Caj ze semen této rostliny k ochrané pred
ledvinovymi kameny a bolestmi zaludku (Rios et al., 2010).

Eskulin mtze vychytavat hydroxylové radikdly a inhibovat peroxidaci lipidi v jatrech
potkani (Kaneko et al., 2007). Preventivni podavani eskulinu poskytuje vyznamny
gastroprotektivni a antioxida¢ni G€inek, tudiz zna¢né€ snizuje poskozeni Zaludku. Mechanismy
na kterych jsou zalozeny tyto Ucinky jsou napiiklad modulace antioxidac¢nich enzymovych
systémi, redukce volnych radikalt, syntéza oxidu dusnatého nebo stimulace endogennich
prostaglandint (Rios et al., 2010).

Nedavni studie Wang et al. (2016) zkoumala metabolicky profil eskulinu na mysich. Byly
identifikovany hlavni metabolity eskulinu a navrzeny jeho potencidlni metabolické cesty in
vivo. Po ordlnim podédni eskulinu miZze byt eskulin metabolizovan na eskuletin pomoci
deglykosylace. Nabizi se moznost, Ze eskulin by mohl byt vhodnym kandidatem pro pfipadna
protizanétliva 1é¢iva, 1écbu posSkozenich ledvin a rakoviny. roblémem zistdva, Ze tento
glykosid je v kyselém prostiedi labilni a pfi prichodu horni ¢asti gastrointestinalniho traktu
v nechrdnéné formeé mize na misto u¢inku dorazit v pozménéné/vysrazené/degradované forme
a nedosahnout cile u¢inku. Jako vhodny mikronosi¢ pii oralni aplikaci by tedy mohla byt
enkapsulace do matrixu z algindtu sodného spolu s chitosanem, kterd by zabranila predcasné
metabolizaci v Zaludku (Tsirigotis-Maniecka et al., 2016).

Eskulin je potenciélni latka pro vyvoj gastroprotektivni terapie. V budoucnu by mohl byt
vyuzit k vyzkumu 1é€by nemoci jako je Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba (Rios et al.,
2010).

Plisobenim B-glukosidazy dochdzi k rozstépeni eskulinu na glukézu a jeho aglykon
eskuletin (Salazar & Furlan, 2007). Schéma je zobrazené na obrazku ¢. 4.
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Obrazek 4: Hydrolyza eskulinu pomoci betaglukosiddazy

3.2.2.1.1 Eskuletin
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Obrazek 5: Chemicky vzorec eskuletinu (www.sigmaaldrich.com)

Eskuletin (6,7-dihydroxykumarin), viz obrazek ¢. 5, je hlavni G¢innd latka Fraxinus
chinensis (jasan Cinsky), ktery se vyuziva zejména v tradi¢ni ¢inské medicin¢ (Liang et al.,
2017). Eskuletin stejné jako eskulin vykazuje antioxida¢ni a protizanétlivé ucinky (Chu et al.,
2001). Tato sloucenina byla navrzena jako potencidlni antikarcinogen vzhledem ke své
antiproliferacni aktivit¢ (Jiménez-Orozco et al., 2011). Zda se, Ze antiproliferacni aktivita je

zavisld na davce (J. Wang et al., 2015). Data naznacuji, ze indukuje apoptézu v buiikach
zodpovédnych za vyvoj leukémie (Chu et al., 2001).
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Eskulin a jeho derivat 4-methyleskuletin mohou byt ucinné pti 1écbé zanétlivych
sttevnich onemocnéni (Witaicenis et al., 2010). Lécba eskulinem a 4-methyleskulinem
prokazatelné¢ zabraniovala poskozeni tlustého stfeva u potkanli, kterym byla indikovéana
trinitrobenzensulfonova kyselina, pficemz 4-methyleskuletin vykazoval jesté lepsi aktivitu nez
zkoumana jeho patofyziologie na uzkosti a deprese zplisobené oxidacnim stresem. Eskuletin
prokazatelné zabranil vyvolanému uzkostnému chovani u mysi, kterym byly indikovany
lipopolysacharidy (Sulakhiya et al., 2016).

Eskuletin je také schopny prochazet hematoencefalitickou bariérou a tato schopnost
naznacuje, ze ma potencidl chranit pfed neurodegenarativnimi onemocnénimi jako je
Parkinsonova choroba (Subramaniam & Ellis, 2013).

Lécba eskuletinem méa u diabetu ochranny ucinek pomoci oslabeni hyperglykemie
zpiisobené oxidacnim stresem, tim padem je schopny chranit hepatocyty a ledviny (Prabakaran
& Ashokkumar, 2013).

Eskuletin potlacuje proliferaci bun¢k rakoviny tlustého stieva. Mohl by byt vyuzit jako
potencialni terapeuticky prostfedek potlacujici riist nddora tlustého stieva, ale i jako bezpecny
a preventivni prostfedek (S. Y. Lee et al., 2013). Kromé toho se jevi jako efektivni sloucenina
pro podporu 1écby metastatického kolorektalniho karcinomu (W. K. Kim et al., 2018). Byl
zkouman také vliv na hormonélni karcinogenezi. Na androgenné dependentni nadory se zda byt
eskuletin terapeuticky aktivni (Turkekul et al., 2018). Jeho vyuziti jako protinddorového ¢inidla
je vSak limitujici pro naddory zavislych na estrogenu (Jiménez-Orozco et al., 2011). Eskuletin
tlumi kozni 1éze u mys$i podobné psoridze. Mohl by byt vhodnym kandidatem pro 1écbu i
v klinické praxi. Pfesny mechanismus redukce prozanétlivych cytokinli neni jesté presné
definovan (Chen et al., 2018).
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3.2.2.2 Amygdalin
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Obrazek 6: Chemicky vzorec amygdalinu (www.sigmaaldrich.com)

Amygdalin (D-mandelonitril-B-gentiobisid), viz obrazek ¢. 6, je rostlinny glykosid
obsazeny v semenech rostlin z ¢eledi Rosaceae (riizovité), kam patii napiiklad mandloi obecna
(Prunus dulcis), meruiika obecna (Prunus armeniaca) nebo jablon domaci (Malus domestica).
Tato kyanogenni sloucenina se pouzivala v Evropé ¢i Asii jako alternativni lécba riznych
nemoci jako naptiklad astma, kaSel, lepra nebo leukoderma (X. Y. He et al., 2020). Tradi¢né
byl pouzivan jako protinadorovy 1€k, avSak z divodu nedostatku dikazii bylo toto pouzivani
zakazano Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (Qadir & Fatima, 2017). Avsak jeho
protinadorovy ucinek je stile zkouméan a je mu vénovana stale vétsi pozornost (X. Y. He et al.,
2020).
imunomodulac¢ni a antiaterosklerotické u¢inky. Kromé toho v§eho napomaha zlepseni traviciho
a reprodukéniho systému, predchazi neurodegenerativnim onemocnénim, hypertrofii myokardu
a v neposledni fad¢ snizuje glukézu v krvi (X. Y. He et al., 2020). Hlavnim mechanismem
antikarcinogennich U¢inkli je inhibice proliferace karcinogennich bun¢k a indukce jejich
apoptozy jako je tomu naptiklad u rakoviny prsu (H. M. Lee & Moon, 2016).

Amygdalin navzdory svym piiznivym G¢inkim mtize zpiisobit mnoho vedlejSich t€inkt
a vést k toxicité (Salama et al., 2019). Analyza udaji potvrdila, ze jeho toxicita byla zpiisobena
produkty rozkladu benzaldehydu a kyanovodiku po oralnim poziti. Tomuto jevu Ize pfedchazet
napfiiklad intravendéznim podanim (X. Y. He et al., 2020).

Amygdalin aktivovany B-D-glukosiddzou vykazoval vys§i inhibi¢ni schopnost na
proliferaci bunécné linie hepatocelularniho karcinomu HepG2 a tato kombinovana strategie by
mohla umoznit jeho nizsi ddvkovani (C. Zhou et al., 2012). Amygdalin ¢asto byva ztotoznovan
s laetrilem, coz je sloucenina pfibuzna amygdalinu, nikoliv vSak totozna. Laetril byl jednim
z nejpopularnéjSich alternativnich zplsobi pro 1écbu rakoviny, ale zatim stile neexistuji
spolehlivé diikazy o jeho Gc¢innosti a predevsim koluji zna¢né pochybnosti o jeho bezpecnosti
(Milazzo et al., 2007).

Schéma je zobrazené na obrazku €. 7.
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Obrazek 7: Hydrolyza amygdalinu pomoci p-glukosidazy
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3.2.2.3 Arbutin
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Obrazek 8: Chemicky vzorec arbutinu (www.sigmaaldrich.com)

Arbutin (4-hydroxyfenyl-8-D-glukopyranosid), viz obrazek ¢. 8, je glykosylovany
hydrochinon extrahovany zrostlin, prevazné z Celedi Ericaceae (viesovcovité) jako je
napiiklad medvédice 1¢kaiska (Arctostaphylos uva-ursi), brusnice brusinka (Vaccinium vitis-
ideae), hrusen obecnd (Pyrus communis) nebo bergénie tucnolista (Bergenia crassifolie). Byl
také identifikovan v listech planiky velkoplodé (Arbutus unedo) jako hlavni bioaktivni latka
(Oliveira et al., 2011).

In vitro a in vivo studie naznacuji Sirokou skalu aplikaci arbutinu a jeho derivatl. Jedna
z téchto alternativ by mohlo byt naptiklad vnéjsi pouziti pii 1é€bé hyperpigmentace (Migas &
Krauze-Baranowska, 2015). Tato depigmentani schopnost arbutinu tkvi v v inhibici
tyrozinazy, enzymu, ktery katalyzuje tvorbu melaninu v téle (Pop et al., 2009). Kromé toho je
vyuzivéan pro své dezinfek¢ni vlastnosti k 16cb¢ infekci urogenitalniho traktu (Migas & Krauze-
Baranowska, 2015).

Rostouci vyuziti v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu podnécuje k hledani novych
zdroji arbutinu. Rostliny i bakterie jsou schopné jeho produkce v in vitro podminkach
syntetizovat arbutin i1 jeho derivaty. Biotransformace je vSak moznd pouze doplnénim
kultiva¢niho média obsahujici hydrochinon. Vyhodou je, Ze tato metabolicka cesta neni
omezena pouze na ¢eled’ Ericaceae (Migas & Krauze-Baranowska, 2015).

Arbutin nepodléha hydrolyze v kyselém prostfedi, a proto je schopen se neporuSeny
dostat ze zaludku do tenkého stfeva. V tenkém stfevé se dobfe vstiebavd a metabolizaci
v jatrech uvolnuje hydrochinonové konjugaty (De Arriba et al., 2013). Hydrochinonové
metabolity jsou pravé témi, které vykazuji silnou antimikrobidlni aktivitu vii¢i uropatogentim.
Schopnost metabolizace arbutinu na hydrochinon je pravdépodobné spojena s mikrobialni
aktivitou B-glukosidazy (Jurica et al., 2017). Proto je také Gcinek arbutinu pfimo zavisly na -
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glukosidazové aktivit¢ (committee on herbal medicinal products (HMPC) & European
Medicines Agency, 2012).

Vin vitro studii vykazoval arbutin protinddorovou aktivitu v dasledku inhibice
proliferace rakovinovych bun¢k mocového méchyie (Li et al., 2011). Hydrochinon, aglykon
arbutinu je povazovan za mutagenni a karcinogenni (Blaut et al., 2006). V ptipad¢ konzumace
doporucené denni davky nehrozi Zadné nebezpeci hepatotoxicity, nefrotoxicity ¢i prorakovinné
aktivity u lidi (De Arriba et al., 2013). Schéma je zobrazené na obrazku €. 9.
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Obrazek 9: Hydrolyza arbutinu pomoci f3-glukosidazy
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4 Metodika
4.1 Puvod bakterialnich izolati a ovéfeni jejich identity

Cilem tohoto laboratorniho experimentu mé diplomové préace bylo podilet se na testovani
schopnosti bifidobakterii utilizovat testované -glukosidy a zjistit, zda je tato vlastnost druhoveé
specificka.

4.1.1 Bifidobakterialni kultury

K pokusu bylo vybrano celkem 115 kment bifidobakterii, ve kterych byly zahrnuty
typové kmeny z Némecké sbirky mikroorganismi a bunéénych kultur (DMS; Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig) a kmeny ze sbirky
bifidobakterii Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky na Ceské zemé&délské univerzité v
Praze. Pro testovani byly pouzity druhy B. adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve,
B. dentium, B. longum, B. catenulatum a B. pseudocatenutalum (viz tabulka €. 1).

Tabulka 1: SEZNAM POUZITYCH VZORKU

DRUH KMEN PUVOD VZORKU
B. adolescentis DMS 20083 stievo dospélého
B. adolescentis B34 stolice kojence

B. adolescentis B35 stolice kojence

B. adolescentis B36 stolice kojence

B. adolescentis B38 stolice kojence

B. adolescentis B2 stolice dospélého
B. adolescentis B9 stolice dospélého
B. adolescentis B30 stolice dospélého
B. adolescentis B39 stolice dospélého
B. adolescentis B41 stolice dospélého
B. adolescentis B56 stolice dospélého
B. adolescentis PEGO038 stolice dospélého
B. adolescentis 10/6d fekalni vzorek psa
B. animalis subsp. animalis DMS 20104 fekalni vzorek krysy
B. animalis subsp. animalis 805P4 fekalni vzorek telete
B. animalis subsp. animalis 012111 fekalni vzorek telete
B. animalis subsp. animalis 02311 fekalni vzorek telete
B. animalis subsp. animalis J1 (L) fekalni vzorek jehnéte
B. animalis subsp. animalis J5 (L4) fekalni vzorek jehnéte
B. animalis subsp. animalis J6 (L3) fekalni vzorek jehnéte
B. animalis subsp. lactis DMS 10140 jogurt

B. animalis subsp. lactis BB12 probioticky produkt
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B. animalis subsp. lactis Dan probioticky produkt
B. animalis subsp. lactis Nestlé détska vyziva
B. animalis subsp. lactis S7 ovCi syr
B. animalis subsp. lactis B22 stolice kojence
B. animalis subsp. lactis B25 stolice kojence
B. animalis subsp. lactis PEG042 stolice dospélého
B. animalis subsp. lactis PEG084 stolice dospélého
B. animalis subsp. lactis P2N1 fekalni vzorek psa
B. animalis subsp. lactis 43/7nb fekalni vzorek psa
B. animalis subsp. lactis 11/6a fekalni vzorek psa
fekalni vzorek kamerunské
B. animalis subsp. lactis ZDK1 ovce
B. animalis subsp. lactis ZDK4 fekalni vzorek paovce hiivnaté
B. animalis subsp. lactis ZDK7 fekalni vzorek okapi
B. bifidum DSM 20456 stolice kojence
B. bifidum DSM 20239 stolice kojence
B. bifidum B6 stolice kojence
B. bifidum B33 stolice kojence
B. bifidum B10 stolice dospélého
B. bifidum B29 stolice dospélého
B. bifidum B40 stolice dospélého
B. bifidum B55 stolice dospélého
B. breve DSM 20213 stfevo kojence
B. breve BRO3 probioticky produkt
B. breve B13 stolice kojence
B. breve B14 stolice kojence
B. breve B37 stolice kojence
B. breve B42 stolice kojence
B. breve B43 stolice kojence
B. breve B50 stolice kojence
B. breve B57 stolice kojence
B. breve PEGO10 stolice dospélého
B. breve PEG064 stolice dospélého
B. breve PEGO071 stolice dospélého
B. breve PEG074 stolice dospélého
B. catenulatum DSM 16992 fekalni vzorek dospé€lého
B. catenulatum subps. kashiwanohense DSM 21854 stolice kojence
B. pseudocatenulatum DSM 20438 stolice kojence
B. catenulatum/pseudocatenulatum B12 stolice kojence
B. catenulatum/pseudocatenulatum B46 stolice kojence
B. catenulatum/pseudocatenulatum B48 stolice kojence
B. catenulatum/pseudocatenulatum B23 stolice dospélého
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B. catenulatum/pseudocatenulatum B32 stolice dospélého
B. catenulatum/pseudocatenulatum B51 stolice dospélého
B. catenulatum/pseudocatenulatum B52 stolice dospélého
B. catenulatum/pseudocatenulatum B53 stolice dospélého
B. catenulatum/pseudocatenulatum 22/4nb fekalni vzorek psa
B. dentium DSM 20436 zubni kaz

B. dentium FDI1 stolice kojence
B. dentium THI1 stolice kojence
B. dentium VOK II stolice kojence

B. dentium PEG020 stolice dospélého
B. dentium Al/5A fekalni vzorek opice
B. dentium Ni12 fekalni vzorek opice
B. dentium N21 fekalni vzorek opice
B. dentium N23 fekalni vzorek opice
B. dentium N26 fekalni vzorek opice
B. dentium N77 fekalni vzorek opice
B. dentium N79 fekalni vzorek opice
B. dentium N105 fekalni vzorek opice
B. dentium N109 fekalni vzorek opice
B. dentium N110 fekalni vzorek opice
B. dentium N111 fekalni vzorek opice
B. dentium N112 fekalni vzorek opice
B. longum subps. infantis DSM 20088 stolice kojence
B. longum subps. longum DSM 20219 stitevo dospélého
B. longum subps. suillum DSM 28597 fekalni vzorek selat
B. longum subps. suis DSM 20211 fekalni vzorek prasete
B. longum subps. suis 5/9 fekalni vzorek jehnéte
B. longum INFNUT probioticky produkt
B. longum B3 stolice kojence
B. longum B4 stolice kojence
B. longum B7 stolice kojence
B. longum B8 stolice kojence
B. longum Bl1 stolice kojence

B. longum B16 stolice kojence

B. longum B17 stolice kojence

B. longum B19 stolice kojence

B. longum B20 stolice kojence

B. longum B27 stolice kojence

B. longum B28 stolice kojence

B. longum B44 stolice kojence

B. longum B49 stolice kojence

B. longum Bl stolice dospélého
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B. longum B26 stolice dospélého
B. longum PEGO057 stolice dospélého
B. longum PEG059 stolice dospélého
B. longum PEG080 stolice dospélého
B. longum PEG104 stolice dospélého
B. longum 02211 fekalni vzorek jehnéte
B. longum 10/6b fekalni vzorek psa
B. longum 32/3na fekalni vzorek psa
B. longum 33/5nb fekalni vzorek psa
B. longum 33/4nc fekalni vzorek psa

4.1.2 Kultivace bifidobakterii

Kmeny byly kultivovany anaerobné¢ ve Wilkins-Chalgren bujonu (OXOID, UK)
obohaceného o 5 g/L sojového peptonu (OXOID, UK), 0,5 g/L. L-cysteinu (Sigma-Aldrich,
USA) a 1 ml/L Tweenu 80 (Sigma-Aldrich, USA) po dobu 24 hodin pii 37 °C (WSP bujon).
Zasobni kultury byly uchovéany s 30 % piidavkem glycerolu (WVR, CR) pii -80°C. Pracovni
kultury byly znovu aktivovany ve WSP bujonu za stejnych podminek kultivace.

4.1.3 Ovéreni identity testovanych kmenu

Pied samotnym testovanim byla Cistota Cerstvé narostlych kultur vzdy zkontrolovana
pomoci fazove kontrastni mikroskopie a jejich identita byla potvrzena pomoci hmotnostni
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gcasti matrice s priletovym analyzatorem
MALDI TOF MS (BRUKER, Némecko; Matrix Assisted Laser Desorption/lonization + Time
Of Flight). Spektra druhti B. catenulatum a B. pseudocatenulatum ziskana pomoci MALDI TOF
MS byla tak podobnad, ze nebylo mozné jejich rozliSeni na druhové tirovni pomoci této metody,
a proto byla vytvorena skupina B. catenulatum/pseudocatenulatum pro jejich identifikaci.

4.2 Priprava vzorki pro experiment

4.2.1 Postup pripravy média pro kultivaci

Vsechny slozky WSP média byly promichany v Erlenmeyerové baiice. Suspenze byla
vafena ve vodni lazni 10 minut. VSe se krokovym dédvkovacem napipetovalo do penicilinovych
lahvicek a vlozilo do vodni 1azné o teploté 100°C. Po vyndani se kazda lahvicka probublala
oxidem uhli¢itym pro zajiSténi anaerobniho prostfedi. VSe se uzavielo gumovymi zatkami
a aplikovala se hlinikova krytka. Médium se nasledné sterilovalo v autoklavu.

4.2.2 Kultivace bakterialnich izolata k testovani

Po potvrzeni spravnosti identity se uchované kultury rozmrazily a pteockovaly.
Pieockovani bylo provedeno do penicilinovych lahvicek obsahujici anaerobné ptipraveny WSP
bujon. Z kazdé kultury pro pteockovani bylo odebrano 0,5 ml, které bylo inokulovano do média
a kultivovano piti 37 °C.
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4.2.3 Kontrola ¢istoty

Bakterie byly kultivovany po dobu 24 hodin pii 37 °C v anaerobnim prostedi. Cistota
byla ovéfena pomoci svételné fazoveé kontrastni mikroskopie (zvétSeni 400x; Nikon).
Bifidobakterie se vyznacuji pleomorfnim tvarem bunék, od kratkych az po dlouhé ty€inky
vytvari agregaty. Injek¢ni sttikackou byla odebrana mala ¢ast vzorku, ktera byla aplikovana na
podlozni sklicko a ptikryta krycim sklickem. Kazdy izolat byl prohlédnut pod svételnym
mikroskopem s fdzovym kontrastem. Dle morfologie byla potvrzena ¢i vyvracena cistota
izolatu. Kontaminované vzorky byly vylouceny.

4.3 Utilizace vybranych B-glukosidu

Schopnost utilizace B-glukosidii bifidobakteriemi byla testovana v 96 jamkovych
mikrotitracnich destickach s pouzitim modifikovaného API 50 CHL média (BioMérieux,
Francie). Z tohoto média byly pfipraveny zasobni roztoky eskulinu, amygdalinu a arbutinu
v koncentraci 28 mM. Jako pozitivni kontrola byla pouzita glukdza ve stejné koncentraci
a negativni kontrolou bylo samotné¢ API 50 CHL médium. Kazdy bifidobakterialni kmen byl
testovany ve dvou kopiich. Takto pfipravené desticky byly inkubovany za anaerobnich
podminek (GENBag, Anaear, BioMérieux, Francie) pti 37 °C po dobu 72 hodin, po které byla
zméfena absorbance pii 434 nm a 588 nm na pfistroji Tecan Infinite M200 (Tecan Group AG)
a byl kalkulovan pomér naméfenych absorbanci. Vysledky méfeni pak byly roziazeny
do kategorii:

Zadny rist  (<2) -
Spatny rist  (2,1-2,4) +
Rust (2,5-3,4) ++
Dobry rast  (>3.5) +++

4.3.1 Prehled testovanych substratii

Pro experiment byly pouzity nasledujici substraty:

Eskulin: 7-hydroxykumarin-6-glukosid (Sigma-Aldrich)
Amygdalin: D-mandelonitril-B-gentibiosid (Sigma-Aldrich)
Arbutin: hydrochinon-3-D-glukopyranosid (Alfa Aesar)

Zasobni roztoky byly ptipravené v koncentraci 28 mM odpovidajici 5 g/L glukdzy (Penta,
Ceska republika) v API 50 CHL médiu (BioMérieux, Francie). Jako indikator pH byla pfidana
bromkresolova violet’ a roztoky byly poté filtra¢né sterilizovany. Do mikrotitracnich desti¢ek
bylo napipetovano 180 pL roztoku konkrétniho testovaného substratu (glukoza, eskulin,
amygdalin, arbutin, API 50 CHL) a 20 pL bifidobakteridlniho kmenu. Barevna zména z fialové
na zlutou indikovala pozitivni reakci.
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4.4 Meéreni B-glukosidazové aktivity
4.4.1 Enzymaticky

B-glukosidazova aktivita byla méfena enzymaticky pomoci 4-nitrofenyl-8-D-
glukopyranosidu (PNP-G; Sigma-Aldrich, USA), coz je B-glukosidazovym substratem. Vzorky
byly testovany nejméné ve dvou kopiich. Byl odebran jeden mililitr narostlé kultury
a centrifugovan. Byl odstranén supernatant a takto pfipravené bunécné pelety byly zmrazeny
na - 20°C. Poté byly pelety rozmrazeny a resuspendovany ve 20 uL Bifipufru (1,2 g/L
hydrogenfosfore¢nan draselny, 0,333 g/L dihydrogenfosfore¢nan draselny; Lachner, Ceska
republika). Jeden pL suspenze Bifipufru s bunéénymi peletami byl ptidan do 99 uL PNP-G
roztoku (20 mM v Bifipufru). VSe bylo pipetovano do mikrotitracnich desticek pomoci
sterilnich jednokandlovych pipet. B-glukosidazova aktivita byla méfena pfi absorbanci 405 nm
po napipetovani a 4 hodiny po inkubaci pti 37 °C. Méteni probéhlo na pfistroji Tecan Infinite
M200 (Tecan Group AG). Rozdil naméfenych absorbanci vice nez 0,1 jednotky se povazoval
za pozitivni reakci.

4.4.2 Kultivaéné pomoci indikatoru

Uvolnovani eskuletinu z eskulinu bylo testovdno pomoci citronanu amonno-zelezitého
(Sigma-Aldrich, USA). Eskuletin reaguje s Zelezitymi ionty a dochdzi k barevné zméné
z fialové na neprithlednou ¢ernou. Zasobni roztok byl pfipraven ptfidanim 10,2 g/L eskulinu
(Sigma-Aldrich) do API 50 CHL média (BioM¢érieux) a 1 g/L citronanu amonno-Zelezitého
(EsctFe). Vysledna koncentrace byla 28 mM. 20uL bifidobakterialntho kmenu bylo
inokulovany do 180uL zasobniho roztoku EsctFe. Takto pfipravené mikrotitracni desticky
byly inkubovany za anaerobnich podminek (GEN bag anaer) pii 37 °C po dobu 72 hodin.
Zména barvy byla hodnocena vizualng a kazdy kmen byl testovan dvakrat.
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5 Vysledky

Celkem bylo testovano 115 bifidobakteridlnich kmenti pochézejicich z rtznych
ekologickych nik (travici trakt cloveka, travici trakt zvitete, potravinové vyrobky, lidska ustni
dutina). Vysledky detekované B-glukosiddzova aktivity byly taktéz u nékterych kment
potvrzeny pomoci testovacich souprav ANAERO 23 a RAPID ID 32 A (data KMVD
z pfedchozich experimentt).

5.1 Utilizace B-glukosidi

Vsechny testované kmeny byly schopné rast v ptitomnosti glukézy, ¢imz byla potvrzena
pozitivni kontrola, a naopak zaddny z testovanych kment nerostl v API médiu bez pfidané¢ho
substratu (negativni kontrola). Celkem 47 % kment bylo schopno vyuzit jako substrat eskulin
(54 kment), 54 % amygdalin (63 kmeni) a 24 % arbutin (28 kmenil). Z téchto Cisel vyplyva,
ze nejpreferovanéjSim substratem byl amygdalin, nésledovany eskulinem a nejméné
preferovanym substratem byl arbutin.

Kmeny B. dentium se ukazaly jako nejvSestrannéjsi a byly schopné rast v 94 % ptipada
viz graf €. 1. Pouze tfi kmeny (DMS 20436, TH1 a VOK II) nebyly schopné riist v pfitomnosti
arbutinu. Hned za nimi B. breve (79 % testovanych kmentl), kde pouze jeden kmen nerostl
v ptitomnosti eskulinu (B43) a 7 kmeni v arbutinu. Kmeny téchto dvou druht byly vSechny
schopné rist v pfitomnosti amygdalinu. Velmi podobné vysledky jako u B. breve jsme ziskali
i u B. catenulatum/pseudocatenulatum. Nejmensi schopnost prokazalo B. bifidum, u kterého
nebyl zaznamenan rist v Zadném z testovanych substratii a B. longum, kde pouze dva kmeny
(DMS 20211, PEG 080) rostly v pfitomnosti amygdalinu.

B. animalis subsp. lactis mé&l pouze jeden kmen schopny rlst v pfitomnosti vSech
testovanych substratti (PEG 084), 66 % kment bylo schopné rist v pfitomnosti eskulinu a 80
% v ptitomnosti amygdalinu. B. adolescentis utilizoval prevazné¢ amygdalin (69 %), pouze
3 kmeny eskulin a jeden kmen arbutin. B. animalis subsp. animalis byl jedinym druhem, ktery
utilizoval pouze eskulin (57 % testovanych kmeni).

Porovnani utilizace jednotlivych druhll na pocet
testovanych vzorku

100
80
60
40 I
0 [ [
6&’ ,§5 &\(—, \}(0 Qﬁz \)(k\ \\}(0 \)((\
@ & S &S = & & &
& S S & e N & NS
P ? > > @ ?
> @
% %.
M pocet vzorkl mnozstvi utilizujicich bakterii

Graf 1: Porovnani utilizace jednotlivych druhu
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B. bifidum a B. longum nevykazovaly témét zadny rist v testovanych substratech. Naopak riist
B. breve vykazovala dobré¢ utiliza¢ni schopnosti. Substrat, ve kterém doslo k nejmensimu rastu
byl arbutin.

B. adolescentis, B. animalis subsp. lactis, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum a B. dentium
jsou vSe multihostitelské druhy bakterii. B. adolescentis je bézné zastoupen v travicim traktu
dospélych, avsak ¢ast nasSich vzorkll byla izolovana z détské stolice a jeden kmen ze psich
vykalii. VSechny kmeny utilizovaly hlavné¢ amygdalin a pouze dva kmeny (B35 z détské stolice
a B39 ze stolice dosp€lého) rostly v pfitomnosti vSech substratii. B. animalis subsp. lactis byl
izolovany z probiotickych produktt, potravin, détské vyzivy, zvitat, kojenecké stolice a stolice
dospélého. Kromé kmene PEG084 z dospélého nebyl zadny kmen schopen utilizovat arbutin.
Ostatni kmeny utilizovaly jak eskulin, tak arbutin s vyjimkou kment izolovanych ze psa.
B. catenulatum a B. pseudocatenulatum vykazovaly podobny rlst v substratech nezavisle na
puvodu izolatu. B. dentium izolovana ze zubniho kazu a détské stolice vykazovala stejnou
utiliza¢ni aktivitu krom¢ kmenu FD1, ktery byl schopny jako jediny z nich rist v arbutinu.
Vzorky B. dentium izolované z opic se ukézaly jako nejvSestrannéjsi a dobry rist prokazaly na
vSech testovanych substratech.
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Tabulka 2: Prehled utilizace jednotlivych substratii

DRUH KMEN PUVOD VZORKU GLUKOZA | ESKULIN | AMYGDALIN | ARBUTIN AP|
B. adolescentis DMS 20083 stfevo dospélého +++ - - - -
B. adolescentis B34 stolice kojence +++ - +4++ - -
B. adolescentis B35 stolice kojence +++ ++ +4++ + -
B. adolescentis B36 stolice kojence +++ - - - -
B. adolescentis B38 stolice kojence +++ + - - -
B. adolescentis B2 stolice dospélého ++ - ++ - -
B. adolescentis B9 stolice dospélého ++ - ++ - -
B. adolescentis B30 stolice dospélého +++ - +++ - -
B. adolescentis B39 stolice dospélého +++ ++ +++ +++ -
B. adolescentis B41 stolice dospélého +++ - +++ - -
B. adolescentis B56 stolice dospélého ++ - - - -
B. adolescentis PEGO038 stolice dospélého +++ - +++ - -
B. adolescentis 10/6d fekalni vzorek psa +++ - +4++ - -
B. animalis subsp. animalis DMS 20104 fekalni vzorek krysy +++ - - - -
B. animalis subsp. animalis 805P4 fekalni vzorek telete +++ +++ - - -
B. animalis subsp. animalis 012111 fekalni vzorek telete +++ + - - -
B. animalis subsp. animalis 02311 fekdlni vzorek telete +++ - - - -
B. animalis subsp. animalis J1(L1) fekalni vzorek jehnéte ++ - - - .
B. animalis subsp. animalis J5 (L4) fekalni vzorek jehnéte +4++ + - - -
B. animalis subsp. animalis J6 (L3) fekalni vzorek jehnéte +++ ++ - - -
B. animalis subsp. lactis DMS 10140 jogurt +++ - +4++ - -
B. animalis subsp. lactis BB12 probioticky produkt ++ ++ ++ - -
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B. animalis subsp. lactis Dan probioticky produkt ++ + +++ -
B. animalis subsp. lactis Nestlé détska vyZiva +++ ++ ++ -
B. animalis subsp. lactis S7 oVvCi syr ++ ++ ++ -
B. animalis subsp. lactis B22 stolice kojence +++ ++ o -
B. animalis subsp. lactis B25 stolice kojence +++ + o -
B. animalis subsp. lactis PEG042 stolice dospélého +++ - +++ -
B. animalis subsp. lactis PEG084 stolice dospélého ++ + ++ +++
B. animalis subsp. lactis P2N1 fekalni vzorek psa +++ - - -
B. animalis subsp. lactis 43/7nb fekalni vzorek psa +++ - - -
B. animalis subsp. lactis 11/6a fekalni vzorek psa ++ - - -
fekalni vzorek kamerunské
B. animalis subsp. lactis ZDK1 ovce +++ ++ +++ -
fekalni vzorek paovce
B. animalis subsp. lactis ZDK4 hrivhaté ++ ++ ++ -
B. animalis subsp. lactis ZDK7 fekalni vzorek okapi +++ ++ +++ -
B. bifidum DSM 20456 stolice kojence +++ - - -
B. bifidum DSM 20239 stolice kojence +++ - - -
B. bifidum B6 stolice kojence +++ - - -
B. bifidum B33 stolice kojence +++ - - -
B. bifidum B10 stolice dospélého +++ - - -
B. bifidum B29 stolice dospélého +++ - - -
B. bifidum B40 stolice dospélého +++ - - -
B. bifidum B55 stolice dospélého +++ - - -
B. breve DSM 20213 stfevo kojence +++ ++ +++ +++
B. breve BRO3 probioticky produkt ++ ++ +H+ -
B. breve B13 stolice kojence +++ +++ +H+ ++
B. breve B14 stolice kojence +++ ++ +++ +++
B. breve B37 stolice kojence +++ +++ +H+ -
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B. breve B42 stolice kojence ++ ++ ++ +++
B. breve B43 stolice kojence +++ - ++ -
B. breve B50 stolice kojence +++ +++ +H+ 4+
B. breve B57 stolice kojence +++ +++ +H+ -
B. breve PEG010 stolice dospélého ++ ++ +H+ -
B. breve PEG064 stolice dospélého +++ +++ +H+ -
B. breve PEGO71 stolice dospélého +++ ++ +++ -
B. breve PEG074 stolice dospélého +++ +++ +++ ++
B. catenulatum DSM 16992 fekalni vzorek dospélého +++ +++ +++ +++
B. catenulatum subps.

Kashiwanohense DSM 21854 stolice kojence +++ - +4++ +
B. pseudocatenulatum DSM 20438 stolice kojence +++ +++ +4++ +++
B. catenulatum/pseudocatenulatum B12 stolice kojence +++ - +4++ -
B. catenulatum/pseudocatenulatum B46 stolice kojence +++ ++ +++ +++
B. catenulatum/pseudocatenulatum B48 stolice kojence +++ +++ - -
B. catenulatum/pseudocatenulatum B23 stolice dospélého +++ ++ +4++ -
B. catenulatum/pseudocatenulatum B32 stolice dospélého +++ ++ +4++ -
B. catenulatum/pseudocatenulatum B51 stolice dospélého ++ - +4++ -
B. catenulatum/pseudocatenulatum B52 stolice dospélého +++ + - +++
B. catenulatum/pseudocatenulatum B53 stolice dospélého +++ - +4++ -
B. catenulatum/pseudocatenulatum 22/4nb fekalni vzorek psa +4++ ++ +++ -
B. dentium DSM 20436 zubni kaz +++ +++ +4++ -
B. dentium FD1 stolice kojence +++ ++ +++ +++
B. dentium TH1 stolice kojence +++ +++ +++ -
B. dentium VOK I stolice kojence +++ ++ +4++ -
B. dentium PEGO020 stolice dospélého +++ ++ +++ +++
B. dentium A1/5A fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
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B. dentium N12 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. dentium N21 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. dentium N23 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. dentium N26 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. dentium N77 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. dentium N79 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. dentium N105 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. dentium N109 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. dentium N110 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. dentium N111 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. dentium N112 fekalni vzorek opice +++ +++ +++ +++
B. longum subps. infantis DSM 20088 stolice kojence +++ - - -
B. longum subps. longum DSM 20219 stfevo dospélého +++ - - -
B. longum subps. suillum DSM 28597 fekalni vzorek selat +++ - - -
B. longum subps. suis DSM 20211 fekalni vzorek prasete +++ - +4++ -
B. longum subps. suis 5/9 fekalni vzorek jehnéte +++ - - -
B. longum INFNUT probioticky produkt ++ - - -
B. longum B3 stolice kojence +++ - - -
B. longum B4 stolice kojence ++ - - -
B. longum B7 stolice kojence +++ - - -
B. longum B8 stolice kojence F++ - - -
B. longum B11 stolice kojence +++ - - -
B. longum B16 stolice kojence F++ - - -
B. longum B17 stolice kojence +++ - - -
B. longum B19 stolice kojence F++ - - -
B. longum B20 stolice kojence ++ - - -
B. longum B27 stolice kojence ++ - - -
B. longum B28 stolice kojence ++4+ - - -
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B. longum B44 stolice kojence +++ -
B. longum B49 stolice kojence +++ -
B. longum B1 stolice dospélého +++ -
B. longum B26 stolice dospélého +++ -
B. longum PEGO57 stolice dospélého +++ -
B. longum PEGO59 stolice dospélého +++ -
B. longum PEG080 stolice dospélého ++ ++
B. longum PEG104 stolice dospélého +++ -
B. longum 0221l fekalni vzorek jehnéte +++ -
B. longum 10/6b fekalni vzorek psa bt -
B. longum 32/3na fekalni vzorek psa +++ -
B. longum 33/5nb fekalni vzorek psa Tt -
B. longum 33/4nc fekalni vzorek psa Tt -
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5.2 B-glukosidazova aktivita

B-glukosidazova aktivita byla testovana enzymaticky pomoci pomoci 4-nitrofenyl-B-D-
glukopyranosidu. Bifidobakteridlni druhy B. adolescentis, B. animalis subsp. animalis, B.
animalis subps. lactis, B. breve, B. catenulatum/pseudocatenulatum a B. dentium indikovaly
pozitivni reakci. U B. bifidum nebyla namétena zaddna B-glukosidazova aktivita a podobné na
tom byl i druh B. longum, aviak zde se naslo par vyjimek. Cty¥i kmeny pochézejici ze psich
vykalt (10/6b, 32/3na, 33/5nb, 33/4nc), dva z lidské stolice (B1, PEG 080) a jeden z prasecich
vykalti (DMS 20211). U vybranych kment byla B-glukosidazové aktivita potvrzena pomoci
testovacich souprav. ANAERO test 23 a RAPID ID 32 A. VSechny kmeny, které byly
otestovany testovacimi soupravami korespondovaly s vysledky enzymatického méfenti.

Schopnost uvoliovani eskuletinu z eskulinu bylo méfeno kolorimetricky pomoci
citronanu amonno-zelezit¢ého jako indikatoru barevné zmény. V 94 % ptipadl, kde byla
detekovana aktivita B-glukosidazy doslo zaroven i k uvolnéni eskuletinu, ktery tedy potvrzuje
B-glukosidazovou aktivitu. Pouze par kment B. longum, jmenovit¢ DMS 20211, B1, 32/3na,
33/5nb, 33/4nc u kterych byla B-glukosidaza naméiena nedoslo k barevné zméné na indikatoru
a aktivita B-glukosidazy tudiz nebyla potvrzena.

Tabulka 3: g-glukosiddzova aktivita

jednotlivych kmenii

PUVOD glukos[idézové uvolnéni

DRUH KMEN VZORKU aktivita eskuletinu
DMS

B. adolescentis 20083 sttevo dospélého + +

B. adolescentis B34 stolice kojence + +

B. adolescentis B35 stolice kojence + +

B. adolescentis B36 stolice kojence + +

B. adolescentis B38 stolice kojence +@ +

B. adolescentis B2 stolice dospélého + +

B. adolescentis B9 stolice dospélého +@ +

B. adolescentis B30 stolice dospélého +@ +

B. adolescentis B39 stolice dospélého +@ +

B. adolescentis B41 stolice dospélého + +

B. adolescentis B56 stolice dospélého + +

B. adolescentis PEGO038 | stolice dospélého + +

B. adolescentis 10/6d | fekalni vzorek psa + +
DMS fekalni vzorek

B. animalis subsp. animalis 20104 krysy + +
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fekalni vzorek

B. animalis subsp. animalis 805P4 telete +@ +
fekalni vzorek
B. animalis subsp. animalis 012111 telete +@ +
fekalni vzorek
B. animalis subsp. animalis 02311 telete +@ +
fekalni vzorek
B. animalis subsp. animalis J1(L1) jehnéte +@ +
fekalni vzorek
B. animalis subsp. animalis J5 (L4) jehnéte +@ +
fekalni vzorek
B. animalis subsp. animalis J6 (L3) jehnéte + +
DMS
B. animalis subsp. lactis 10140 jogurt + +
probioticky
B. animalis subsp. lactis BB12 produkt + +
probioticky
B. animalis subsp. lactis Dan produkt + +
B. animalis subsp. lactis Nestlé détska vyziva + +
B. animalis subsp. lactis S7 ovCi syr + +
B. animalis subsp. lactis B22 stolice kojence + +
B. animalis subsp. lactis B25 stolice kojence + +
B. animalis subsp. lactis PEG042 | stolice dospélého + +
B. animalis subsp. lactis PEG084 | stolice dospélého + +
B. animalis subsp. lactis P2N1 fekalni vzorek psa + +
B. animalis subsp. lactis 43/7nb | fekalni vzorek psa + +
B. animalis subsp. lactis 11/6a | fekdlni vzorek psa + +
fekalni vzorek
B. animalis subsp. lactis ZDK1 kamerunské ovce + +
fekalni vzorek
B. animalis subsp. lactis ZDK4 paovce hiivnaté + +
fekalni vzorek
B. animalis subsp. lactis ZDK7 okapi + +
DSM
B. bifidum 20456 stolice kojence - -
DSM
B. bifidum 20239 stolice kojence - -
B. bifidum B6 stolice kojence -© -
B. bifidum B33 stolice kojence -© -
B. bifidum B10 stolice dospélého -© -
B. bifidum B29 stolice dospélého -© -
B. bifidum B40 stolice dospélého - -
B. bifidum B55 stolice dospélého - -
DSM
B. breve 20213 stievo kojence + +
probioticky
B. breve BRO3 produkt + +
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B. breve B13 stolice kojence +© +
B. breve B14 stolice kojence +© +
B. breve B37 stolice kojence + +
B. breve B42 stolice kojence + +
B. breve B43 stolice kojence + +
B. breve B50 stolice kojence + +
B. breve B57 stolice kojence + +
B. breve PEGO010 | stolice dospélého + +
B. breve PEG064 | stolice dospélého + +
B. breve PEG071 | stolice dospélého + +
B. breve PEG074 | stolice dospélého + +
DSM fekalni vzorek
B. catenulatum 16992 dospé€lého + +
B. catenulatum subps. DSM
Kashiwanohense 21854 stolice kojence + +
DSM
B. pseudocatenulatum 20438 stolice kojence + +
B.
catenulatum/pseudocatenulatum B12 stolice kojence +© +
B.
catenulatum/pseudocatenulatum B46 stolice kojence + +
B.
catenulatum/pseudocatenulatum B48 stolice kojence + +
B.
catenulatum/pseudocatenulatum B23 stolice dospélého +© +
B.
catenulatum/pseudocatenulatum B32 stolice dospélého +© +
B.
catenulatum/pseudocatenulatum B51 stolice dospélého + +
B.
catenulatum/pseudocatenulatum B52 stolice dospélého + +
B.
catenulatum/pseudocatenulatum B53 stolice dospélého + +
B.
catenulatum/pseudocatenulatum | 22/4nb | fekalni vzorek psa + +
DSM
B. dentium 20436 zubni kaz + +
B. dentium FDI1 stolice kojence +@ +
B. dentium THI1 stolice kojence +@ +
B. dentium VOK II stolice kojence +@ +
B. dentium PEG020 | stolice dospélého + +
fekalni vzorek
B. dentium Al/5A opice +@ +
fekalni vzorek
B. dentium N12 opice +@ +
fekalni vzorek
B. dentium N21 opice +@ +
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fekalni vzorek

B. dentium N23 opice +@
fekalni vzorek
B. dentium N26 opice +@
fekalni vzorek
B. dentium N77 opice +@
fekalni vzorek
B. dentium N79 opice +@
fekalni vzorek
B. dentium N105 opice +@
fekalni vzorek
B. dentium N109 opice +@
fekalni vzorek
B. dentium N110 opice +@
fekalni vzorek
B. dentium N111 opice +@
fekalni vzorek
B. dentium N112 opice +@
DSM
B. longum subps. infantis 20088 stolice kojence -
DSM
B. longum subps. longum 20219 sttevo dospélého -
DSM fekalni vzorek
B. longum subps. suillum 28597 selat -
DSM fekalni vzorek
B. longum subps. suis 20211 prasete -
fekalni vzorek
B. longum subps. suis 5/9 jehnéte -
probioticky
B. longum INFNUT produkt -
B. longum B3 stolice kojence -©
B. longum B4 stolice kojence -©
B. longum B7 stolice kojence -
B. longum B8 stolice kojence -
B. longum Bl1 stolice kojence -
B. longum B16 stolice kojence -
B. longum B17 stolice kojence -©
B. longum B19 stolice kojence -©
B. longum B20 stolice kojence -©
B. longum B27 stolice kojence -
B. longum B28 stolice kojence -
B. longum B44 stolice kojence @
B. longum B49 stolice kojence
B. longum Bl stolice dospélého +
B. longum B26 stolice dospélého -
B. longum PEGO057 | stolice dosp€lého -
B. longum PEGO059 | stolice dosp€lého -
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B. longum PEGO80 | stolice dosp€lého +
B. longum PEG104 | stolice dosp€lého -
fekalni vzorek
B. longum 02211 jehnéte ®
B. longum 10/6b | fekalni vzorek psa +
B. longum 32/3na | fekalni vzorek psa +
B. longum 33/5nb | fekdlni vzorek psa +
B. longum 33/4nc | fekalni vzorek psa +
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6 Diskuze

Bifidobakterie pochdzeji z riznych ekologickych nik, avSak vétSina z nich pochazi z lidského,
nebo zvifeciho téla (Felis & Dellaglio, 2007). V poslednich letech bylo popsano velké mnoZzstvi
novych druhii bifidobakterii pochazejicich z tradviciho traktu primati (Neuzil-Bunesova et al.,
2021). Jejich konkurenceschopnost a perzistence v travicim traktu je z velké Casti pficitana
sacharolytickym vlastnostem (Milani et al., 2016). B-glukosidy rostlinného piivodu jsou
strukturové rozmanité a po konzumaci se mohou dostat do tlustého stfeva a byt enzymaticky
modifikovany (Modrackova et al., 2020). Pochopenim metabolickych aktivit bifidobakterii,
zejména jejich schopnosti utilizace komplexnich oligosacharidi nam davd moznost jejich
zvyhodnéni oproti jinym stfevnim konkurennim bakteriim ¢i patogenim. Dtkladna analyza
jejich adaptivnich reakci by také mohla pomoci zlepSit Zivotaschopnost, funkénost,
skladovatelnost a v neposledni fad¢ zdokonalit jejich dodavani jakoZto probiotik do organismu
(Ventura et al., 2007). Skutecnosti, ze se jedna o druhove specifické, piipadné multihostitelské
vlastnosti, napovida fakt, ze bifidobakterie izolované z primati nebo lidi mohou napiiklad
produkovat riizné mnozstvi folatd, zatimco bakterie izolované z jinych zvifat mimo primaty
tuto schopnost nemaji. Produkce téchto folati je také zavisla na druhu a kmeni konkrétni
bifidobakterie. Fylogenetick4 linie bifidobakterii hraje pravdépodobné mnohem vétsi roli pro
produkci konkrétnich latek nez hostitelské strava (D’ Aimmo et al., 2014). Evolu¢ni piibuznost
a geneticky zisk v pribéhu evoluce by mohly byt determinanty urcujici schopnost
bifidobakterii k produkci a expresi konkrétnich latek (D’Aimmo et al., 2014; Milani et al.,
2016). Predpoklada se, ze udalosti ziskavani genli v pribéhu evoluce usnadnily adaptaci na
konkrétni ekologickou niku a nebo zvysily konkurenceschopnost ve stavajici nice (Ventura et
al., 2006; Ventura, Canchaya, et al., 2007).

Cilem diplomové prace bylo otestovat B-glukosiddzovou aktivitu vybranych druht
bifidobakterii a sledovat jejich schopnost riistu v pfitomnosti tii B-glukosidazovych substrati.
Bylo testovano celkem 115 kmenti bifidobakterii nalezejici druhiim Bifidobacterium
adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. dentium, B. longum, B. catenutalum
a B. pseudocatenutalum.

Rostlinné glukosidy jsou biologicky aktivni latky v rostlindich a jejich aktivitu
a dostupnost 1ze ovlivnit ¢i upravit glukosilhydrolazovou aktivitou (Modrackova et al., 2020).
B-glukosidaza je zdsadnim enzymem katalyzujicim glykosidové vazby v B-glukosidech za
uvolnéni glukézy (Jurica et al., 2017). Pfitomnost B-glukosidazy byla potvrzena u konkrétnich
kmeni jiz v predeslé studii (Dabek et al., 2008). Konkrétné se jednalo o B. adolescentis DMS
20083, B. breve DMS 20213 a B. pseudocatenulatum DMS 20438. A stejné tak jako u nami
testovanych kmend se tato enzymatickd aktivita nepotvrdila u B. bifidum DMS 20456
a B. longum DMS 20219.

B. bifidum je podstatnou soucasti détské stfevni mikrobioty. Dle sekvence jejich
bakteridlniho pangenomu byl odhalen gen pfitomny pouze v tomto bifidobakterialnim taxonu
a podtrhuje strategii ziskavani zivin kojenct z hostitelskych glykant (Duranti et al., 2015). Tato
bakterie se zda byt specializovand na degradaci oligosacharidi matetfského mléka, ale dale jiz
meziprodukty nemetabolizuje. Zda se, Ze tyto metabolity jsou ponechdvany jinym
bifidobakteridlnim komunitdm v ramci cross-feedingu (Gotoh et al., 2018). B. bifidum
pravdépodobné postradd B-glukosiddzovou aktivitu vzhledem ke své adaptaci na pocatecni
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degradaci matetského mléka. Kromé B. bifidum jsou v travicim traktu novorozence nejcastéji
detekovany jesté B. breve a B. longum. Dle fylogeneze téchto tii druhti bakterii se zd4, ze maji
spolecného predka (Lugli et al., 2014; Kwak et al., 2016). Metabolismus sacharidii matef'ského
mléka neni pravdépodobné jedinym faktorem odpovédnym za adaptaci bifidobakterii v lidském
sttevé. Genom B. longum subsp. infantis, ktery je typicky pritomny ve stievech kojenych déti,
napiiklad koduje proteiny pro urcité druhové-specifické metabolické cesty jako je
metabolismus mocoviny a biosyntézy riboflavinu a lantibiotik (Kwak et al., 2016).

B. breve jako jediny z bakterii zapojujicich se do metabolismu matefského mléka
vykazoval také pozitivni pfitomnost B-glukosiddzy a zaroven byl schopny fermentovat velké
mnozstvi B-glukosidi. Genom B. breve UCC2003 obsahuje Sirokou skélu o-glukosiddz. Geny
kédujici ¢tyti hlavni funkéné aktivni a-glukosidazy jsou schopny hydrolyzovat témét vSechny
a-glukosidové vazby ocekévatelné v glykanovych substratech v nizsi ¢asti gastrointestinalniho
traktu (Kelly et al., 2016). Druhou nejc¢astéji identifikovanou skupinou aktivnich enzymu jsou
pravé B-glukosidazy (Youn et al., 2012), nasledované B-galaktosiddzami (James et al., 2016).
Toto mnozstvi glukosiddz poskytuje B. breve adaptivni schopnost a metabolickou vSestrannost
pro piechodnou povahu riistovych substratii v gastrointestinalnim traktu (Kelly et al., 2016).

B. adolescentis je dominantni bakterie nachazejici se v dospélém tlustém stieveé a krome
toho byla také izolovana z tutiho bachoru, stolice kojence nebo orangutana (D’Aimmo et al.,
2014; Mattarelli & Biavati, 2018). Analyza publikovanych genomt B. adolescentis
pochézejicich z riznych prostfedi umoznila lepsi identifikaci jejich pangenomu a porovnani
genetické rozmanitosti. B. adolescentis je obohacen o geny, u nichz se predpokladé ti¢ast na
metabolismu dietnich sacharidii z rostlin, a to pfedev§sim Skrobu a jemu podobnych oligo
a polysacharidli s vyjimkou dvou kmenitt 703 B a JMC 15918. Oproti druhim B. bifidum,
B. longum a B. breve postrada geny pro utilizaci hostitelskych glykanti jako jsou oligosacharidy
matetského mléka nebo mucin. U B. adolescentis se také u zadného z testovanych kment
neprokézala schopnost vyuziti fukdzy, N-acetylglukosaminu a N-acetylgalaktosaminu. Je tedy
pravdépodobné, Ze schopnost utilizace mono a oligosacharidi hostitelskych glykanti je u tohoto
druhu omezena (Duranti et al., 2016). V naSem experimentu vétSina kmenti B. adolecentis byla
schopna utilizace amygdalinu a pouze kmeny B35 a B39 byly schopné fermentovat vSechny
substraty. Schopnost rhstu v substratech nevykazovala zna¢né rozdily mezi plvody
jednotlivych kmenii. A¢ B-glukosiddazova aktivita byla pozitivné testovana u vSech kment,
pouze ¢ast z nich vykazovala rist na testovanych substratech.

B. animalis a B. lactis byly pteklasifikovany v roce 2004 do dvou novych poddruhi
B. animalis subsp. animalis a B. animalis subsp. lactis vzhledem ke své piibuznosti, ale
odliSnym podminkdm riistu a riznym plvodim, ze kterych byly izolovany. Zastupci téchto
poddruht sdili vice nez 70 % stejné DNA, a proto v minulosti byly povazovany za jediny druh
(Masco et al., 2004). B. animalis subsp. animalis zahrnuje kmeny izolované z krys a dalSich
zvitat (Mattarelli & Biavati, 2018). Drtiva vétSina kment toho druhu neni schopna vyuzivat
laktozu jako jediny zdroj uhliku (Egan et al., 2018). B. animalis subsp. lactis byl izolovan ze
vzorkll fermentovaného mléka, lidské a kojenecké stolice, kufecich a kralic¢ich vykall
a z odpadnich vod (Masco et al., 2004). Probiotické kmeny této bakterie byly zaclenény do
lidské stravy zaclenénim do Siroké Skaly potravin a dopliku stravy (Barrangou et al., 2009).
Zakodované biologické funkce vkmeni ADO11, ktery byl izolovan zkojence, patii
k nejmensim ze sekvenovanych bakteridlnich genomii (J. F. Kim et al., 2009). Intenzivni
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kultivace v nutri¢né bohatych médiich mize byt odrazem ztraty genti v disledku adaptace na
fermentacni prostiedi Cisté kultury (J. H. Lee et al., 2008). Za odolnost v lidském organismu
mohou tedy dva faktory, pficemz jednim z nich je odolnost vii¢i ZIuci a kyselindm a druhym je
katabolismus rostlinnych sacharidi. Sekvenace kment DMS 10140 a BI-04 podporuje tvrzeni,
ze je jedna o genomicky monomorfni poddruh (Barrangou et al., 2009). Genetickd analyza
ADO11 odhalila existenci celkem 35 genli majicimi souvislost s glykosyl hydrolazami,
konkrétné tfi z nich pro B-glukosidazu (J. F. Kim et al., 2009). VSechny tyto geny byly uspésné
klonovany a exprimovany v jinych organismech, pficemZ rekombinantni gen BLA 0141
vykazoval Sirokou Skalu enzymatickych aktivit (J. Y. Kim et al., 2012). B. animalis subsp.
animalis mé&l zna¢né nizsi utilizacni schopnost oproti B. animalis subsp. lactis. Oba druhy az
na jednu vyjimku (PEGO84, stolice dospélého) nerostly v pfitomnosti arbutinu. V ptipadé
B. animalis subsp. animalis byly testovany kmeny izolované ze zvifat. Kromé¢ kmenu
izolovaného z krysy pochdzely dalsi vzorky z telat a jehnat. Je mozné, ze divodem Spatného
rastu muze byt skutecnost, Ze strategie ziskavani zivin je podobna jako u lidi a mlad’ata jsou
primarné zamétend na mlécny typ stravy a jejich travici trakt se teprve pfizpsobuje traveni
ostatnich druht sacharidi. B. animalis subsp. lactis vykazoval mnohem vét§i rlst oproti
poddruhu animalis. Pouze jeden kmen vSak byl schopen utilizovat arbutin (PEG084, stolice
dospélého). Obecné Ize fict, ze mezi vzorky nebyl rozdil mezi izolaty pochazejici z potravin,
probiotickych produktt, zvitat ¢i détské nebo dospélé stolice. Ale vSechny kmeny izolované ze
psich vykali nevykazovaly zadny rist ani v jednom ze substratli, ackoliv B-glukosidaza byla
detekovana. Také ve studii publikované Strompfova & Laukova (2014) u psich
bifidobakterialnich izolath byla pozorovana slaba az stfedni aktivita B-glukosidaz. Enzymy
nebyly s nejvétsi pravdépodobnosti exprimovany také za naSich testovacich podminek, nebo
byly obsazeny v nedostate¢ném mnozstvi.

Jako jeden z nejcastéji izolovanych druhti z lidské stolice je B. catenulatum. Tento druh
vykazuje vysoké hodnoty genetické podobnosti s B. pseudocatenulatum. Rozdili mezi nimi je
vice. B. catenulatum neni schopen fermentovat manozu a $krob a také nikdy nebyl izolovan
z telecich vykalii. Oba tyto druhy také patii k nejcastéji detekovanym v lidské stolici (Mattarelli
& Biavati, 2018). U obou druhti byla identifikovana ptitomnost 3-glukosidaz (Pokusaeva et al.,
2011). V nasem experimentu kmeny izolované z ¢loveka i ditéte nevykazovaly zna¢né rozdily
v enzymatické aktivit¢ a ani tyto druhy mezi sebou nenaznaCovaly ruzné substratové
preference. Divodem je pravdépodobné pravé jejich vysoka genetickd podobnost. S ¢im
souvisi 1 nemoznost tyto kmeny spolehlivé odlisit pomoci MALDI TOF hmotnostni
spektrometrie.

Studie dle Raimondi et al., (2009) zkoumala biokonverzi sojovych isoflavont daidzinu
a daidzeinu pomoci enzymatické aktivity bifidobakteridlnich kment. Dva kmeny druhu B.
longum (MB 220 a MB224) nevykazovaly utilizaci téchto isoflavonil a stejné tak pfitomnost 3-
glukosidazy nebyla detekovéana. V naSem experimentu B. longum také vykazoval nizkou
aktivitu tohoto enzymu a neuvolnéni eskuletinu. Souvislosti naznacuji, ze cetnost vyskytu B-
glukosidazové aktivity neni zdaleka tak pocetna jako u jinych druht. Déle také kmeny, u
kterych byla detekovdana nejvyssi aktivita patfily k druhim B. adolescentis a B.
pseudocatenulatum. V naSem piipad¢ oba tyto druhy bakterii vykazovaly B-glukosiddzovou
aktivitu u vSech kmenti. Dabek et al., (2008) detekovaly nejvyssi aktivitu praveé u téchto druhii.
Dtvodem pro¢ B-glukosidazova aktivita B. longum nevykazovala uniformni vysledky, jako
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tomu bylo u ostatnich bakterii, mize byt skute¢nost, ze tato bakterie ma nejmensi jadrovy
genom obsahujici asi 868 gentl, ale zaroven obsahuje nejveétsi pangenom s témét 4035 geny.
V porovnani s B. animalis majici pangenom zhruba polovicni nez B. longum. a B. animalis,
ktery je vétSinou izolovan z fermentovanych potravin se pravdépodobné piizptsobil
uniformnimu prostiedi zatimco B. longum ziskal béhem svého vyvoje fadu genli potifebnych
k ptreziti (Kwak et al., 2016).

Ackoli jsou bifidobakterie vSeobecné povazovany za zdravi prospésné, B. dentium je
povazovan za patogen pro svou kariogenni aktivitu (Mattarelli & Biavati, 2018). Sekvenace
kmenu Bd1 odkryla ptedpovézenou skdlu metabolickych schopnosti ziskdvani zivin, obrany
proti antimikrobialnim l4tkdm a konkurenceschopnosti v Ustni dutin€. Tyto geny jsou vysoce
exprimovany za fyziologickych podminek. Genom se pravdépodobné vyvinul omezenym
poctem udalosti ziskdvani horizontdlnich genii a naznaCuje uzkou hranici oddélujici
komenzalni bakterie a podminéné patogeny (Ventura et al., 2009). Kromé& zubniho kazu
a ustnich dutin byla tato bakterie také izolovéana z lidské stolice a vaginy a z vykald Simpanze
(D’Aimmo et al., 2014; Mattarelli & Biavati, 2018). Podle nasich vysledki se B. dentium
projevil jako nejvSestrannéjsi. Pouze tfi kmeny B. dentium nebyly schopné riist v ptitomnosti
arbutinu. Na rozdil od ostatnich bifidobakterii vyuziva pravdépodobné jedinecnou konkurencni
strategii, za kterou je odpovédna pravé adaptace na niku. Jelikoz ustni dutina obsahuje
mikrobidlni spoleCenstvi se slozitymi fyzikdlnimi a biochemickymi interakcemi, preZiti,
kolonizace a rust této bakterie v polymikrobidlnim prostfedi je pomérné jedinec¢né (Ventura et
al., 2009).

A¢ velké mnozstvi kmend prokédzalo pfitomnost B-glukosidazy a nasledné uvolnéni
eskuletinu, ne vSechny z téchto kmenti dokazaly rist v pfitomnosti eskulinu. Je mozné, Ze
diivodem by mohla byt vysokéa antimikrobidlni aktivita (Yang et al., 2016). V neposledni fadé
je dulezité zminit, Ze kromé B. breve vSechny bifidobakteridlni kmeny, které vykazovaly rhst
v jednom nebo vice substratech se povazuji za kosmopolitni ¢i multihostitelské, a tudiz jejich
pfitomnost je mozna u vice riiznych hostitelll. Konkrétné€ jsou to B. adolescentis, B. animalis,
B. catenulatum a B. dentium (Lamendella et al., 2008; Turroni et al., 2014).

Korejska studie z roku 1996 zabyvajici se enzymatickou aktivitou B-glukosidazy kvtli
domnélé mutagenni aktivaci B-glukosidii naznacila teorii prevalence této enzymatické aktivity.
A& znacna Cast jejich testovanych kment vykazovala B-glukosiddazovou aktivitu, testované
kmeny pochazejici z dospélych jedincti projevily tuto aktivitu zna¢né vyssi (Choi et al., 1996).

Existuje nckolik experimentalnich diikazl, Ze urcité bifidobakterie mohou chrénit
hostitele pted karcinogenni aktivitou stfevni mikrobioty. Vykazovanim ochrannych u¢inkt
sttevniho prostfedi rliznymi mechanismy by mohlo znamenat pokrok v oblasti profylaxe
a terapie (Picard et al., 2005). Dle Arboleya et al. (2016) by se bifidobakterie daly vyuzit jako
potencionélni biomarkery slouzici k indikaci urc€itych onemocnéni. Kromé toho by pouZiti
bifidobakterii jako nosic¢ii pro terapeutické latky cilené na nadory bylo slibné vzhledem k jejich
anaerobni povaze a mohlo by zajistit bezpe¢nou formu podpory 1écby tohoto stavu. Bylo
prokézano, ze sacharidy rostlinného ptvodu stimuluji riist nékterych druhti bifidobakterii.
K ziskani veSkerych znalosti o genech, které se podileji na degradaci a vyuziti sacharidii je
nutna vsSak charakterizace a mutageneze vybranych kment (O’Callaghan & van Sinderen,
2016). Tato genetickd manipulace pfedstavuje piilezitost zlepSeni G€inkl in vivo a zaroven by
umoznila lepsi pochopeni molekularnich mechanismti a jejich interakce s lidskym hostitelem
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(Cronin et al., 2011; O’Callaghan & van Sinderen, 2016). Chromozomadlni integrace a exprese
vlozZenych genl by razantné usnadnila vybér vhodnych kmenii a mohla poskytnou genetickou
stabilitu nutnou pro biomedicinskou, nebo potravindiskou aplikaci. Tim by se dala snizit
omezeni, které maji konvencni probiotické kmeny (Zuo et al., 2020). Dals§i z moznosti
genetické manipulace mize byt aplikace metody CRISPR/Cas9, kterou lze modifikovat
genomy zivych organismi. Tato metoda jiz byla pouzita u urc¢itych bakterii mlééného kvaseni
a brzy by se mohla adaptovat i na bifidobakterie (Roberts & Barrangou, 2020). Prichod
travicim traktem lze také znacné vylepsit zavedenim gentll z patogennich bakterii. Transportér
glycin betainu z Listeria monocytogenes zavedeny do B. breve UCC2003 znacné zlepsil
prichod travicim traktem a perzistenci ve stievech. AvSak zavedeni geni z patogennich
organismil do probiotickych kultur pravdépodobné nebude schvaleno (Sheehan et al., 2007).

Porovnana data s dostupnymi studiemi dokazuji, Ze 3-glukosidaza je druhové specificky
enzym umoziujici bifidobakteriim rtst v ptitomnosti 3-glukosidl. Pfitomnost tohoto enzymu
je zavisla na jeho genetickém zékladu, ktery se pravdépodobné vyvinul s adaptaci na konkrétni
ekologickou niku. Rust bifidobakterii ale zavisi na substratové preferenci a rezistenci proti
antimikrobialnim latkam produkovanymi B-glukosidovymi aglykony.
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7 Zavér

Cilem mé diplomové prace bylo otestovat schopnost 3-glukosiddzové aktivity vybranych
druht bifidobakterii a sledovat jejich schopnost rist v pfitomnosti eskulinu, amygdalinu
a arbutinu a vyhodnotit tyto biologické aktivity v zavislosti na druhu a ptivodu testovanych
kmenid. Predpokladali jsme, Ze schopnost bifidobakterii riist v pfitomnosti zvolenych
rostlinnych B-glukosidl souvisi s jejich B-glukosiddzovou aktivitou a Ze tato vlastnost bude
druhové ¢i kmenové specifickd. Prozatim existuje velmi malo studii, které by zkoumaly
bifidobakterialni vyuziti B-glukosidi a jejich vlivu na biologickou aktivitu a zdroven dopad na
rust téchto bakterii.

Zjistili jsme, ze aktivita B-glukosidazy je druhové specifickd. Tento enzym byl detekovan
u druhti charakteristickych pro gastrointestindlni trakt zvifat a lidi. Druhy dominujici ve
sttevech kojencii postradaji tento enzym pravdépodobné v disledku adaptace na mlécny typ
stravy. Jeji pfitomnost je zachovana u druhd, které se adaptavaly ke konkrétni ekologické nice.
Riist bifidobakterii v testovanych substratech byl pfevazné druhové specificky pro konkrétni
glukosid s odliSnostmi u multihostitelskych kment. Z vysledki je také patrné, ze aktivita -
glukosiddzy mulze ovlivnit pfistup ke zdrojim energie a zaroven uvolnit antibakterialni
aglykony.
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