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Vliv lepku na strevni mikrobiom

Souhrn

Lidé jsou kolonizovani celou fadou mikroorganismi jiz pfi narozeni. Tyto
mikroorganismy spolu vytvaii mikrobiom. Mikrobiom c¢lovéka obsahuje celou fadu
probiotickych organismu, jako jsou Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp. Stievni
mikrobiom se podili na traveni jinak nestravitelnych slozek potravy a hraje velmi vyznamnou
roli pii nejriznéjsich onemocnénich. Jeho vyznamnou vlastnosti je schopnost regulace lidského
imunitniho systému.

Probiotika museji vykazovat nékolik zékladnich vlastnosti, jako naptiklad schopnost
vlastnosti probiotik je schopnost adherovat na buiiky stfevni mukézy a to natolik, aby mohla
interagovat se stievnim epitelem a pomnozit se.

Potrava a celkové stravovaci ndvyky stfevni mikrobiom vyznamné ovliviiuji. Nékteré
sloZky potravy mohou dokonce vést az k dysbidze stfevni mikrobioty. Dysbidza spolu s dalSimi
okolnimi vlivy, jako napiiklad genetické predispozice, byva ptivodcem fady onemocnénich.
Slozeni stfevniho mikrobiomu je také vyznamné naruseno pii 1é¢bé antibiotiky. Schopnost
adherence mikroorganismi v prostiedi, kam byl pfidan lepek (v koncentracich 5; 2,5
a 0,5 pg/ml) byla cilem této prace. Testy byly provedeny v in vitro podminkach na buné¢ném
modelu skladajiciho se z buné&Enych linii kolorektalniho adenokarcinomu tlustého streva HT29
a Caco-2. Testovany byly kmeny Lactobacillus plantarum a Lactobacillus brevis.

Kmen L. plantarum adheroval v prostedi s lepkem pfii koncentraci 5 pg/ml téméf
0 7 % méné nez v prostiedi bez lepku. Kmen L. brevis adheroval celkové vice nez L. plantarum
a pii koncentraci 5 pg/ml, byla jeho adherence dokonce o 4 % vyssi neZ v prostfedi bez lepku.
Vysledky nenaznaduji vyrazn&j$i ovlivnéni schopnosti adherovat, a nelze s ptesnosti fici,
ze lepek negativné, ¢i pozitivné plisobi na adherenc¢ni vlastnosti testovanych kmenti ve vétSim
méfitku. Muzeme vSak sledovat rozdilny vliv lepku na adherenci kmenti. Kmen L. brevis
vykazoval vétsi adherenéni schopnost v prostiedi s lepkem neZz kmen L. plantarum. Zaroven
se zjistilo, ze s klesajici koncentraci lepku adheruji kmeny vice.

Na zaklad¢ vysledku vyplyva, ze kmen L. plantarum adheruje v prostiedi s lepkem

mén¢, nez kmen L. brevis. Muizeme pozorovat drobny vliv lepku na adherenci mirkobioty.

Kli¢ova slova: Lepek; probiotika; adherence; sttevni model; in vitro.



Effects of gluten on the gut microbiota

Summary

Human is being colonised by a myriad of microrganisms soon after birth. Those
microorganisms make up a human microbiome. Human microbiome consist of many probiotic
organisms as Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp. Gut microbiome plays role in
digestion of non-digestive parts of food and in prevention of many diseases. Its very important
role is, that microbiome is capable of regulation of human immune system.

Probiotics must have some basic properties such as ability to went through human
gastrointestinal tract non-changed and able to multiply themselves. The most important ability
of probiotics is adhesion on intestinal mucose cells, moreover be albe to interact with intestinal
epithel and to multiply.

Food and eating habits influence gut microbiome a lot. Some parts of food can even
lead to dysbiosis of gut microbiota. Dysbiosis and other environmental influences such as
genetical predispositions can cause many diseases. Composition of gut microbiome is havily
disrupted by antibiotic treatment.

Ability of adhesion in the environment with gluten added (in concentrations 5; 2,5; 0,5
ug/ml) was the aim of this study. Tests were made in vitro conditions on the colorectal
adenocarcinoma cell of colon HT29 and Caco-2. Tested strains were Lactobacillus plantarum
and Lactobacillus brevis.

L. plantarum strain adhered in environment where gluten was added in concentration of
5 pug/ml almost by 7 % more, than in non-gluten environment. L. brevis strain adhered better
than L. plantarum in total and its adhesion in environment with gluten concentration 5 pg/ml
was even by 4 % higher than in non-gluten environment. Results doesn’t suggest any significant
interference of adhesion ability so we can’t say, if gluten influences adhesion of tested strains
positively or negatively for sure. However, we can prove, that there is a different effect on both
strains. L. brevis strain adhered better than L. plantarum in gluten enriched environment.
Moreover, we found out that as concentration of gluten lowers, strains adhered much better.

Based on our results, L. plantarum adhere lesser than L. brevis in environment enriched

with gluten. We can see a small influence of gluten on mikrobita adhesion.

Keywords: Gluten; probiotics; adhesion; gut model; in vitro.
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1 Uvod

Lidsky gastrointestinalni trakt je domovem obrovského mnozstvi mikroorganismu. Tyto
mikroorganismy spolu vytvaii mikrobiom, ktery je bran jako ,,samostatny organ®. Tato
struktura se béhem zivota méni, vyviji a je ovlivilovana nejenom genetickymi faktory, ale
1 environmentalnimi. Stfevni mikrobiom ovliviiuje nd$ imunitni systém, pomaha travit pro nas
jinak nestravitelné ¢asti potravin, napomaha k udrzovani homeostazy. V poslednich letech se
ukézalo, ze se podili i na fad€¢ onemocnéni.

S vyvojem potravin a technologii v potravinafstvi, je ndS mikrobiom zatézovan a vyvijeji
se nejruznéjsi choroby spojené s jeho dysbidozou. Prikladem je Celiakie nebo rizna zanétliva
onemocnéni, jako je Crohnova choroba. Moderni vyZziva se za¢ina zabyvat i tim, jak podporovat

zdravy rozvoj mikrobioty, naptiklad pomoci probiotik.



2 Cil prace

Cilem prace je otestovani nékolika probiotickych kment na jejich schopnost adherovat
za pritomnosti Cistého lepku a lepku, ktery prosel travenim az po pfisluSnou stfevni fazi.
V teoretické cCasti je cilem vypracovani literarni reSerSe zaméfené na shrnuti zakladnich
poznatku z oblasti sttevniho mikrobiomu, probiotik, lepku a doplnéni o nékteré nové studie.

Hypotéza: Lepek pfitomny v potravinach mize hrat vyznamnou roli v adherenci

probiotickych bakterii v lidském stfevé a potazmo v imunitnim systému ¢lovéka.



3 Literarni reSerse

3.1 Strevni mikrobiom

3.1.1 Kompozice stievniho mikrobiomu

Lidé jsou béhem svého zivota osidleny vice nez bilionem symbiotickych
mikroorganismil. Tyto organismy ziji uvniti i na povrchu clovéka a maji zasadni vliv na lidské
zdravi a prevenci onemocnéni. Lidska mikrobiota, hlavné stfevni mikrobiota, je povazovana za
»hezbytny organ®, ktery obsahuje pfiblizn¢ 150 x vic genl, nez lze najit v celém lidském
genomu (Ursell et al. 2014). Bé¢hem poslednich let se stala bakterialni slozka lidského
mikrobiomu pfedmétem intenzivnich studii. Mezi tyto studie se fadi naptiklad Sirokospektré
projekty, jako jsou the Human Microbiome Project (Peterson et al. 2009) a MetaHIT (Qin et al.
2010). Genetika hostitele hraje dilezitou roli pfi utvaieni a formovani sttevni mikrobioty. Bylo
dokazano, ze slozeni bakteridlniho spoleCenstvi je ovlivnéno specifickymi genovymi lokusty
hostitele (Benson et al. 2010; Spor et al. 2011). Stfevni mikroflofe typicky dominuji bakterie,
hlavné¢ zastupci tfid Bacteroidetes a Firmicutes. Ackoliv zde existuje Siroka variabilita taxont
vyskytujicich se ve stfevech a riznorodost mikrobidlni skladby, bylo naznaceno, Ze mikrobiota
vétSiny jedincth muze byt kategorizovana do jedné ze tfi variant, nebo ,,enterotypti zalozenych
na dominantnim rodu (Bacteroides, Prevotella, nebo Ruminococcus) (Arumugam et al. 2011).
Zvysena pozornost je vénovana objasnéni eukaryotické slozky mikrobiomu (Ghannoum et al.
2010). Dosavadni vyzkumy dokonce vykazuji, ze i zdravy ¢loveék piechovava ruznorodé
spoleCenstvi virt, které pak utvaii celkovy lidsky virom (Pride et al. 2012). VétsSina virovych
sekvenci identifikovanych u savct je pro nas novych, coz naznacuje, ze jsme teprve na zacatku
charakterizace rozmanitosti uvnitf lidského viromu (Virgin et al. 2009; Pride et al. 2012).

Tak jak se vyvijime a ménime z Gtlého détského veéku aZz do stafi, stejné tak se méni
i naSe mikrobiota (Clemente et al. 2012). Novorozenec je okamzité po porodu vystaven
obrovskému mnozstvi mikroorganismi. Tyto mikroorganismy ho velmi rychle kolonizuji
a podle zptusobu porodu se tak utvaii jeho zakladni mikrobiom (Adlerberth & Wold 2009;
Dominguez-Bello et al. 2010). Novorozenci narozeni pfirozenou cestou maji spolecenstvi
podobné vaginalni mikrobiot¢ matky. Naopak novorozenci porozeni cisaiskym fezem, maji
mikrobiotu charakteristickou pro kuzi s dominantnimi taxony jako Staphylococcus

a Propionibacterium spp. (Dominguez-Bello et al. 2010). Komenzalni bakterie kolonizuji



hostitele kratce po narozeni. Tak jak hostitel roste a vyviji se, tak se i tato jednoducha
spolecenstvi postupné vyvijeji do vysoce riznorodého ekosystému (Rogier et al. 2014).

Jako prvni kolonizuji stieva aerotolerantni mikroorganismy. Pozd¢ji jsou nahrazeni
anaeroby, ktefi jsou typiéti pro stievni mikrobiom dospélého (Clemente et al. 2012). SloZeni se
velmi rychle méni. Sekvence pfitomné v prvnim tydnu, jsou v tydnu druhém nahrazené jinymi
a diky tomu se slozeni béhem prvnich tfi mésicti zivota ¢loveka rozsifuje a méni (Breitbart et
al. 2008). Bakterialni sloZeni stfevniho mikrobiomu se za¢ina podobat a pfetvafet na slozeni
podobné dospélému clovéku jiz koncem prvniho roku zivota. PIn¢ pfipominad mikrobiotu
dospélého cloveka po dvou a pil letech Zivota (Koenig et al. 2011).

Ptestoze je mikrobiota u jedincii Casem obecné stabilni, jeji skladba miize byt zménéna
vlivem vn&jSich naruSeni (obr. 1). Jeden z hlavnich faktort, ktery muze narusit skladbu
sttevniho mikrobiomu, je uzivani antibiotik. Antibiotika maji hluboky vliv na mikrobiotu
a jejich nadmérné uzivani vede ke zvySeni poctu antibiotika-rezistentnich patogent (Dethlefsen
et al. 2008). Nekteré taxony se nezotavi dokonce ani mésice po dokonceni 1écby antibiotiky,
a obecné pak ptevladd dlouhodoby pokles v bakteridlni diversité. Tak, jak se zalozené stievni
bakteridlni spolecenstvi znovu formuje po 1é€bé antibiotiky, je zde snizend rezistence
ke kolonizaci. Snizena rezistence dovoli cizim mikrobtim rist az pferist komenzalni bakterie
a zpusobit tak trvalé zmény ve skladbé mikrobiomu, které mohou vyustit k fadé¢ onemocnéni.
Byla vytvofena hypotéza, ze opakované uzivani antibiotik u lidi zvySuje zasobu antibiotika-

rezistentnich genl v nasem vlastnim mikrobiomu (Sommer et al. 2009).

Zdravy
Pevnd strava e |
E | [ Zdravy
; [ 65 a2 80 let
R Obezita g
= |
s
Kojené o Malnutricie
: star$i 100 let
Lééba antibiotiky
Firmicutes
Bacteroidetes
B Actinobacteria
B Proteobacteria
' Ostatni
Unborn Nemluvné Batole Dospély Postarsi

Obrazek €. 1: Slozeni mikrobiomu b&hem Zivota a poruch (Ottman et al. 2012)
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3.1.2 Probiotika

Jiz ve starovékém Recku 1é¢itelé podavali détem trpicim na prijmova onemocnéni
napoj, ktery obsahoval probiotické organismy. Historie probiotickych organismii jde paralelné
s evoluci lidské rasy a diky dneSnim pokrocilym a sofistikovanym technickym metodam,
muzeme vystopovat historii probiotik az do starovéku témét 10 000 let zpatky do minulosti.
Mnohem dfive nez byla probiotika objevena, byly fermentované produkty jako pivo, chléb,
vino, kefir a syr pravideln¢ uZivany pro nutri¢ni a terapeutické ucely (Ozen & Dinleyici 2015).

Definice probiotik byla nékolikrat zménéna. V soucasné dob¢ existuje n¢kolik definici
probiotik. Termin probiotikum spatfil poprvé svétlo svéta, kdyz ho v roce 1965 Stillwell a Lilly
definovali jako latku, ktera je vyluCovana jednim organismem a stimuluje rist organismu
druhého (Gupta & Garg 2009). Dalsi definici je, ze probiotika jsou zivé mikroorganismy, které
pfi podavani v dostatecném mnozstvi, maji pfiznivy vliv na hostitele. Slovo ,,probiotikum*
vzniklo spojenim dvou slov, latinského pro a feckého Pioc a doslova znamena ,,pro zivot®.
V roce 1953 pouzil tuto definici Némecky védec Werner Kollath a oznacil tak aktivni latky,
které jsou nezbytné pro zdravy rozvoj zivota (Gasbarrini et al. 2016). V roce 1992 celou definici
uptesnil Fuller a definoval probiotika jako zivy potravinovy dopln€k obsahujici
mikroorganismy, ktery pozitivné ovliviuje stievni mikrobialni balanc hostitele (McFarland
2015). Svétova zdravotnicka organizace (WHO) spolu s organizaci pro vyzivu a zem&délstvi
(FAO) definuje probiotika jako zivé mikroorganismy prevazné lidského ptvodu, které

V ur¢itém mnozstvi ovlivituji ptfiznivé lidské zdravi.

3.1.2.1 Vlastnosti probiotik

Aby mohla probiotika ptisobit ptiznivé na zdravi ¢loveéka, musi byt schopna se dostat
do cilového mista, kterym je gastrointestindlni trakt ¢lovéka. Probiotika se uZzivaji pfevazné
oralni cestou. Museji tedy projit celym gastrointestinalnim traktem. Piekonavaji zaludek
a dvanactnik. V Zaludku musi odolavat velmi kyselému pH, které v tomto prostiedi panuje.
Dvanéctnik neboli duodenum je pak mistem intenzivniho plsobeni pankreatické S$tavy,
nekterych enzymu a ZluCovych kyselin. Je tedy nanejvys diilezité, aby byla probiotika schopna
vSem témto vlivim odolat a nasledné mohla Gspésné adherovat na stievni epitel (McFarland
2015).

Mikroorganismy, které se uzivaji jako probiotické, by mély spliovat né€kolik faktort.

Musi mit prokazateln€ pozitivni efekt na zdravi hostitele, musi byt oznacena jako bezpecna,
11



tedy nesmi zplisobovat nemoci, a nesmi uzivateli zplsobit zdravotni rizika. Jsou
antikarcinogenni, stimuluji imunitni systém hostitele a nevyvolavaji alergické reakce (Butel
2014). Nesmi byt patogenni a nemé&lo by se jednat o geneticky nestalé organismy (Pandey et al.
2015).

Probiotické organismy musi byt schopny inhibice patogennich organismi a zaroven
produkovat antimikrobidlni latky. Neni vSak pravidlem, ze probiotika musi ptisobit pfimo proti
patogenu. Maji schopnost regulace imunity hostitele a zaroven stabilizuji stfevni mikrofloru
(McFarland 2015). Probiotické kmeny se nejéastéji piidavaji do fermentovanych produktu.
Obvykle zde najdeme vice nez jeden kmen, a proto se vysledné specifické u¢inky kmenti mohou
lisit a nelze je tedy zobecnit. Kombinace riznych kment probiotik mtize mit za nasledek rizné

projevy u kment v kombinaci s jinym kmenem probiotik (Fijan 2014).

3.1.2.2 Vyznam probiotik

Mezi nejcastéji pouzivané mikroorganismy patii rody Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus rhamnosus, Bifidobakterium, ur¢ité kmeny Lactobacil ze skupin Lactobacillus
casei a Lactobacillus acidophilus, Bacillus coagulans, Escherichia coli kmen Nissle 1917,
nékteré kmeny enterococt jako napiiklad Enterococcus faecium SF68 a zastupce kvasinek
Saccharomyces boulardii. Probiotika obsahujici tyto mikroorganismy jsou piidavana
do potravin, pfevazné do fermentovanych mléénych produkta.

Potraviny obsahujici probiotické kultury mohou obsahovat jeden nebo smés vice
kmeni. Vysledné projevy probiotik zalezi na druhu a mnoZstvi pouzitych kmenti. Smés kmenti
muze vyvolavat jiné u¢inky neZ jeden kmen a naopak, a proto neni jejich u¢inky mozné
generalizovat. Na zakladé nékolika provedenych studii bylo zjiSténo, Ze vice-kmenova
probiotika maji vyssi u¢innost (Chapman et al. 2011). S vyvojem védy a technologii, uzivanych
nejen v potravinafstvi, se objevuji nové kombinace a nové probiotické kmeny (Pandey et al.
2015). V potravinach obsahujicich probiotika by mélo byt alespoii 10° kolonii tvoficich jedinct
(KTJ).

Probiotické organismy maji celou fadu ptiznivych vlastnosti. Funkce probiotik a mista
jejich pasobeni jsou predmétem studia. Maji pfiznivy efekt na gastrointestinalni trakt v piipadé
prijmovych a infek¢nich prijmovych onemocnénich. ZlepSuji dostupnost Zivin a jejich syntézu
v organismu hostitele. Jejich preventivni pasobeni bylo zaznamenano v pfipad¢ prevence

kolateralniho karcinomu a rotavirovych onemocnénich kojenct (Pandey et al. 2015). Pomahaji
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pfi vaginalni mykoze, kdy diky udrZzovani niz§itho pH a produkce antimikrobidlnich latek
napomahaji snizit ¢etnost tohoto onemocnéni u zen (Lee 2014).

Stievni dysbidza neboli nerovnovéha stfevnich kmenii mikroorganismt, které
se usidlily ve stfevni sliznici, mize zpusobovat anebo podporovat rozvoj nemoci (Hooks &
O'Malley 2017). Suplementace probiotiky dokaze tento disbalanc vratit do rovnovahy.
Ptipadny disbalanc mtize nastat po 1écb¢ antibiotiky. Lee (2014) tvrdi, Ze uzivani probiotik
obsahujicich kmeny Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamosus, Lactobacillus
delbruecki a Lactobacillus fermentum putisobi preventivné proti prijmovym onemocnénim
zpusobenym uzivanim antibiotik. Uzivani probiotik v tomto pifipadé je mozné a projev
probiotik je pro hostitele piiznivy (Hempel et al. 2012).

Padney et al. (2015) uvadi, Ze mezi pravdépodobné mechanismy, kterymi probiotické
organismy zmiriuji, nebo zabraiuji prijmim, patii konkurence o vazebnd mista ve stfevnim
epitelu, stimulace imunitniho systému a produkce latek, naptiklad bakteriocinti. Pisobi proti
patogennim organismim i pfimo ve stievech, a to diky produkovani toxickych metaboliti, které
inhibuji rast potencidlné patogennich bakterii. Diky tomu se zvysi hladina bakterii
s protizanétlivym G¢inkem a zaroven predchazi zanétim stiev (Zhang et al. 2015). Kromé
pozitivniho ucinku na hostitele pfi prijmovych onemocnénich, pisobi piizniveé také v piipadé
onemocnéni stiev hostitele. V tomto ptipadé mezi pozitivni kmeny fadime Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium
breve a Streptococcus thermophilus (Vieira et al. 2013). Podporuji vstiebavani zivin, hraji roli
pii syntéze vitaminil, zvySuji stravitelnost potravin a podileji se na absorpci vapniku, Zeleza
a hotc¢iku (Nagpal et al. 2012). Probiotika jsou schopna snizit vysoky krevni tlak (Yeo & Liong
2010).

Probiotika by zarovenn mohla plsobit v Zaludku jako omezeni kolonizace bakterii
Helicobacter pylori. Naptiklad Lactobacillus salivarius je vtomto pfipadé ucinny diky
produkci mlééné kyseliny (Amara & Shibl 2015).

3.1.2.3 Adherence

Jak jiz bylo vySe zminéno, schopnost adherovat je pro probiotika zcela nezbytna.
Adherence na stfevni bunky je nutnd, aby mohla probiotika plsobit proti patogentim, a byla
schopna kolonizovat celkovy travici trakt hostitele (Zheng et al. 2013). Proces bakterialni

adheze muze byt zprostiedkovan fyzikalné-chemickymi silami, jako naptiklad hydrofobni

13



a elektrostatickou interakci pies lipoteichovou kyselinu, nebo proteiny na povrchu stfevni
sliznice (Van Tassell & Miller 2011). Zaroven schopnost bakterii agregovat je spojovana se
schopnosti adherence a poukazuje na zadouci charakteristiku probiotik, jelikoz agregované
bakterie inhibuji adhezi patogennich bakterii (Celebioglu & Svensson 2018).

Aby byla adherence Gspésna, je dilezitd pfitomnost vrstvy hlenu mezi lumenem stfeva
a epitelialnimi bunkami. Existence hlenu je obzvlasté dilezita ve stievé tlustém. Zde je vrstva
nejsilnéjsi a je zde i mnohem vyssi vyskyt mikroorganismii. Pro mikroorganismy vstupujici
do stiev je tato vrstva prvnim kontaktnim mistem, tim padem adheze k této vrstvé je prvni krok,
ktery je vyzadovan pro interakci hostitelskych bun¢k a probiotickych organismt a pro nasledné
vyvolani jakékoliv konkrétni reakce. Epitelialni tkan, ktera tvoti obal stiev, je sloZzena z rtiznych
typit sloupcovitych bunék. Jeden z typt téchto bunék, rozptylenych napti¢ celou délkou stiev
a na vSech slizni¢nich tkénich, jsou poharkové buiiky. Tyto builky jsou jednobunééné zlazy,
které produkuji glykoprotein zvany mucin, ktery déava sliznici jeji charakteristické
viskoelastické fyzikdlni vlastnosti. Vylou¢eny mucin polymerizuje a vytvaii matrix, ktery
poskytuje strukturni zaklad slizni¢ni vrstvy, kterd néasledné chrani pted patogeny, enzymy,
toxiny, dehydrataci a odéru (Van Tassell & Miller 2011). Za normalnich fyziologickych
podminek produkuji poharkové buiikky mucin na zakladni konstitutivni Grovni, aby udrzely tuto
ochrannou vrstvu sliznice, ktera je vystavovana drsnému luminalnimu prostfedni a je neustale
erodovana luminalnimi ¢asticemi a stievni peristaltikou (Akiba et al. 2000).

Mucinu bylo identifikovano na 20 druht, ptevladajici je MUC2 (Kadlec et al. 2011).
Muciny jsou vysoce glykosylované bilkoviny obsahujici kolem 80 % a vic sacharidu.
V proteinovém jadie se nachazi aminokyseliny prolin, threonin a serin, které se oznacuji
pojmem PTS sekvence. Nachdzi-1i se mucin na rozhrani, je pfedpokladano, Ze orientuje svou
hydrofilni glykosylovou ¢ast smérem k vodné fazi (polarni fazi). Zakladni proteinovy fetézec
MUC?2 obsahuje dvé PTS sekvence (peroxisomal targeting signal — peroxisomalni cilova
sekvence). Kromé toho obsahuje dal$ich 5200 aminokyselin. Cela proteinova kostra je husté
kryta glykany. Ty slouzi jako ochranna a pojivova vrstva, diky nimz ma své gelové vlastnosti
(Lousinian et al. 2018). Nékteré probiotické organismy dokazi stimulovat sekreci poharkovych
bunék a tim zlepsuji bunécnou obranu hostitele a brani vstupu patogent (Gareau et al. 2010).

Adherence je obvykle testovana v in vitro podminkach, a to na modelech epitelialnich
bunénych linii. Testy in vivo jsou velmi naro¢né a slozité na provedeni, a proto se namisto
nich provadi velmi zjednoduSujici testy in vitro. Dostavame tedy omezené zavéry, které

nemuzeme na tyto situace piimo aplikovat (Van Tassell & Miller 2011; Jensen et al. 2012).
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3.1.2.4 Probiotické organismy

Naprosta vétSina mikroorganismd, které jsou dnes brany jako probiotické, jsou gram-
pozitivni bakterie. Mezi nejpouzivanéjSi patfi bakterie mlééného kvaseni (zkracené LAB,
z anglického lactic acid bacteria), které jsou jiz mnoho let vyuzivany pii vyrobé potravin
(Behnsen et al. 2013). Vyuzivané jsou ale i gram-negativni bakterie. Jedna se naptiklad
0 Escherichia coli Nissle (Behnsen et al. 2013). Bakteric mlééného kvaSeni jsou
mikroorganismy zbavené cytochromu, jsou aerotolerantni, naro¢né¢ na okoli, tolerantni
ke kyselinam a striktné fermentativni, jejz hlavnim produktem je mlé¢na kyselina.

Nejvyznamnéj$imi  rody jsou: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pedicoccus, Leuconostoc a Bifidobacterium (Vasijevic & Shah 2008). Zastupci
bakterii mlééného kvaSeni jsou rozdéleni do dvou odliSnych skupin zaloZzenych na tom, jaky je
jejich metabolismus uhliku. Homofermentativni skupina skladajici se zrodi Lacococcus,
Pedicoccus, Enterococcus, Streptococcus a nékterych lactobacilti pouziva glykolytickou cestu
k pieméné  uhlikového zdroje pfevazné na  kyselinu mléfnou. Na  rozdil
od homofermentativnich bakterii, heterofermentativni bakterie produkuji ekvimolarni mnozstvi
laktatu, oxidu uhli¢itého, ethanolu, nebo acetatu z glukézy vyuzivajici pfi tom fosfo-
ketolazovou cestu. Zastupci této skupiny heterofermentativnich bakterii jsou napftiklad

Leuconostoc, Weissella a nékteré laktobacily (Vasijevic & Shah 2008).

Lactobacillus spp.

Jedna se o nesporotvorné, gram-pozitivni, anaerobni ty¢inky s negativni reakci katalazy
(Salvetti et al. 2012). Shlukuji se do kratkych fetézl, nebo palisad. Jsou fakultativné aerofilni
nebo mikroaerofilni. Optimalni podminky pro jejich rist jsou v prostiedi s pH 5,5 - 6,2 o teploté
mezi 30 - 40 °C. Kmeny laktobacild, tradi¢né uzivanych jako probiotika, jsou obvykle lidského,
nebo zvifecitho puvodu, protoze takovéto kmeny by mély byt daleko 1épe adaptované
na podminky lidského gastrointestinalniho traktu (Monteagudo-Mera et al. 2012). Ac¢koli studie
ukézaly dobry projev kment laktobacill izolovanych z pfirodni nebo fermentované zeleniny
vin vivo testech pro vybér probiotik (Naeem et al. 2012; Ilha et al. 2015), informace
o probiotickych vlastnostech kment laktobacilti izolovanych z ovoce nebo jejich vyrobki jsou
stale nedostacujici (de Albuguerque et al. 2018).

Lactobacillus spp. fadime pod kmen Firmicutes, tfida Bacilli, fad Lactobacillales
a Celed Lactobacillaceae. Jejich nejblizSimi piibuznymi jsou rody Paralactobacillus

a Pedicoccus. Jedna se o nejpocetnéjsi rod, zahrnujici vice nez 100 popsanych druht.
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Lactobacillus acidophilus, L. salivarius, L. casei, L. plantarum., L. fermentum, L. reuteri
a L. brevis jsou nejbéznéjsi druhy laktobacilti izolovanych z lidského stieva. Funkéni vlastnosti
a bezpetnost jednotlivych druht L. casei, L. rhamnosus, L. acidophilus a L. johnsonii byly
zna¢né zkoumany a dobfe zdokumentovany (Vasijevic & Shah 2008). Vyskytuji se pfirozené
Vv duting Ustni, gastrointestinalnim traktu a pochvé¢ (Fijan 2014), obecné v mistech bohatych
na sacharidy.

Pivodné byly laktobacily rozdéleny do skupin na zakladé jejich teploty ristu
a fermentaci hexoz, a nasledn¢ podle jejich homofermentativniho nebo heterofermentativniho
potencidlu. Moderni rozd€leni vSak vytvofili Hammes a Vogel, a Hammes a Hertel, ktefi
rozdelili laktobacily jako obligatné homofermentativni, fakultativné heterofermentativni
a obligatné heterofermentativni na zdklad¢ fermentovaného cukru a fermentacnich produktt

(Salvetti et al. 2012).

Bifidobacterium spp.

Bifidobakterie byly objeveny a popsany v roce 1900 Tissierem. Ptredstavuji jeden
Z nejbohatsich a prvnich druhti kolonizétori stfev novorozence a jsou zndmé pro svoje nesc¢etné
benefity pro stfeva hostitele, jeho imunitu a zdravi (Ventura et al. 2014; Nagpal et al. 2017).
Ve stievech hostitele si drzi stabilni zastoupeni az do dospélosti, kdy jejich pocet klesa (Shah
2007).

Bifidobakterium spp. fadime do kmene Actinobacteria, tfidy Actinobacteria, tadu
Bifidobacteriales a celedi Bifidobacteriaceae. Zprvu byly fazeny diky své podobnosti pod
Laktobacily (Ventura et al. 2014). Jedna se o gram-pozitivni, anaerobni, plyny netvofici,
nesporulujici, polymorfni ty€inkovité bakterie pfirozené obyvatele gastrointestinalniho traktu
clovéka a zvifat. Jejich specifickd metabolickd cesta fermentace hex6zy jim umoZiuje
produkovat kromé mlé¢né kyseliny také octovou kyselinu v molarnim poméru 3:2. Diky jejich
naroéné povaze je obtizné péstovat je V laboratofich (Vasijevic & Shah 2008). Rod
Bifidobacterium se sklada z vice nez 50 druhti a poddruhti (Nagpal et al. 2017). V lidském
stitevé jsou nejcastéjSimi zastupci rodu bifidobakterium B.adolescentis, B. angulatum,
B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. dentium, B. longum, B. pseudocatenulatum
a B. pseudolongum, zatimco B. animalis subsp. Lactis je druh nejéastéji zastoupen ve funkcnich
potravindch a dopliicich stravy lidi. Bifidobakterie jsou dominantni skupinou mikroorganismi

ve stravé kojencu (Tojo et al. 2014).
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Optimalni podminky pro rust Bifidobakterii je prostiedi s pH 6 - 7 a teplotou 37 - 41 °C
(Shah 2007). Neni zaznamenan rast pii pH niz§im nez 4,5 a vy$$im nez 8,5 (Biavati et al. 2000).

3.1.3 Funkce stirevniho mikrobiomu

Savci se vyviji spolu se svym mikrobiomem po miliony let. Neni tedy pfekvapenim, Ze
nas imunitni systém, a hlavné slizni¢ni imunitni systém, si vytvofily spletitd a slozita spojeni
sna$i pridruzenou mikrobiotou (Chow et al. 2010). Jak je ¢lovék kolonizovan velkym
mnozstvim virQ, eukaryot a bakterii, zjiStujeme, ze jejich dysbidza je faktorem vyvolavajicim
onemocnéni spiSe nez jednotlivé mikroorganismy (Clemente et al. 2012). Mikrobiota ma
potencial zvysit ziskdvani energie z potravy, zvysit pfijem zivin a zménit chutové vnimani
(Perry et al. 2016; Wang et al. 2017). Lidska mikrobiota zaroven poskytuje fyziologickou
bariéru. Brani hostitele proti cizim patogentim pomoci kompetice a produkce antimikrobidlnich
latek. A je nepostradatelna pro vyvoj stievni mukdzy a imunitniho systému hostitele (Bouskra
et al. 2008; Wang et al. 2017). Symbiotické bakterie metabolizuji nestravitelné slouceniny,
zasobuji  esencidlnimi  Zivinami, brani proti potenciondlni kolonizaci patogeny
a prispivaji k formovani stievni architektury (Round & Mazmanian 2009).

Stfevni mikrobiota je zapojena do traveni potravy, kterd nemohla byt stravena zaludkem
nebo tenkym stfevem, a zarovei hraje klicovou roli v udrZzovani energetické homeostazy. Tuto
urcitou potravu predstavuji primarné vlakna ve stravé, jako jsou xyloglukany, které jsou bézné
k nalezeni u zeleniny a které mohou byt straveny specifickymi druhy z Bacteroides spp.
(Larsbrink et al. 2014). Dalsi nestravitelna vlakna, jako napiiklad fruktooligosacharidy
a oligosacharidy, mohou byt vyuzita rody Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp. (Goh &
Klaenhammer 2015). Studie potvrdily ucast stfevni mikrobioty na homeostaze lipida a proteint
a stejné tak i na syntéze esencialnich vitamini (Morowitz et al. 2011).

Normélni stfevni mikrobiom (obr. 2) produkuje 50-100 mmol-L™* mastnych kyselin
s kratkym fetézcem (short-chain fatty acids — SCFAs) za den, napiiklad octova, propionova
a maselna kyselina a slouzi jako energeticky zdroj pro stievni epitel hostitele (Wang et al.
2017). Tyto kyseliny mohou byt rychle vstiebany tlustym stfevem a pomoci v mnoha riiznych
procesech, napfiklad pii regulaci motility stfev, pii zanétu, gluk6zové homeostaze a sbéru
energie (Flint et al. 2012; Cani et al. 2013). Mimoto bylo prokazano, ze stievni mikrobiota
dorucuje hostiteli vitaminy, jako jsou folaty, vitamin K, biotin, riboflavin (vit. B2), kobalamin

(vit. B12) a pravdépodobné i dalsi vitaminy skupiny B (Kang et al. 2012). Signaly a metabolity
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mikroorganizmi mohou byt zachyceny hematopoetickymi i nehematopoetickymi bunikami
vrozené¢ho imunitniho systému a pievedeny do fyziologickych odpovédi (Thaiss et al. 2016).
Nemiizeme vSak tvrdit, Ze vSechny mikroorganismy maji benefi¢ni Uc¢inky, nékteré

mikroorganismy za jistych podminek zptsobuji zanéty (Wang et al. 2017).

Mikrobiota v gastrointestindlnim trakiu
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Obrazek ¢. 2: Osidleni jednotlivych ¢asti gastrointestinalniho traktu mikrobiotou. Upraveno podle (Riasat et al.
2016).

Mnohobunééné organismy existuji jako meta-organismy, slozené z makroskopického
hostitele a jeho symbiotické komenzalni mikrobioty. Pii odhadovaném slozeni 100 biliont
bunék, prevySuji symbionti hostitele pocet jeho vlastnich bunék minimalné o faktor
10 a exprimuji tak 10 x vice unikatnich gend, neZ samotny genom jejich hostitele (Ley et al.
2006). Mikrobiota diky svym enzymatickym schopnostem hraje velmi vyznamnou roli pfi
kontrole vétsiny fyziologickych aspektt hostitele. (Belkaid & Hand 2014).

Imunitni systém je komplexni sit' vrozenych a adaptivnich sloZek s mimotadnou
schopnosti se pfizplsobit a adaptovat na rozdilné situace. Tato sit’ plsobi jako regulator
homeostazy hostitele. Vyvoj definovanych ramen imunitniho systému, konkrétnéji téch, ktera
jsou spojena s adaptivni imunitou, se ¢asoveé shoduje se ziskavanim komplexni mikrobioty,
to podporuje koncept, ze velkd Cast tohoto aparatu se vyvinula jako prostiedek na udrzeni
symbiotickych vztahl s touto vysoce riiznorodou mikrobidlni komunitou. Mikrobiom zase
kalibruje a podporuje vsechny aspekty imunitniho systému (Belkaid & Hand 2014).
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Gastrointestindlni trakt je sterilni do té doby, nez dojde k porodu a imunitni systém je tak
vystaven komenzadlnim  mikroorganismiim. Pozd&jsi vyvoj mikrobioty v ramci
gastrointestindlniho traktu je patrny na obrazku ¢islo 2. Pfedpoklada se, ze tyto brzké interakce
dlouhodob¢ udavaji ton slizni¢niho a systémového imunitniho systému. Kolostrum a matetské
mléko obsahuji metabolity, mikroorganismy, Imunoglobulin A (IgA), cytokiny a imunitni
bunky. Tyto faktory synergicky ovlivituji mikrobiotu kojenych déti a odpovéd’ hostitele na tyto
mikroby, jako napiiklad Bifidobacterium spp. (Marcobal et al. 2010; Marcobal & Sonnenburg
2012). Schopnost pfijmout mikrobiotu lze také vysvétlit relativné nevyzralym imunitnim
systémem novorozence a tolerogennim prostiedim, které definuje Casny zivot savel. Vyvoj
imunitniho systému je charakterizovan tupou produkci cytokinii a Sikmym vyvojem T a B
bun€k smérem ve prospéch regulacnich odpovédi (Siegrist 2001; PrabhuDas et al. 2011).
Nedavna studie ukdzala, Ze definovand populace erytroidnich bunék obohacujicich
novorozence napomahd k udrzeni tohoto imunoregulacniho prostfedi a omezuje zanétlivé
reakce po kolonizaci mikrobiotou (Elahi et al. 2013).

Jeden z primarnich zpiisobti dialogu mezi hostitelem a mikrobiotou je zprostredkovan
rozpoznanim konzervovanych molekuldrnich vzorct spojenych s mikrobidlnimi procesy. Jak
vrozeny imunitni systém integruje mikrobidlni signaly, ziistadva nejasné, ale nedavna zjisténi
podporuji hypotézu, ze exprese epigenom-modifikujicich enzymu epitelidlnimi butikami mtze
byt nezbytna pro koordinaci stfevni homeostazy zavislymi komenzaly (Alenghat et al. 2013).
Velka ¢ast imunitniho systému je zaméfena na kontrolu naseho vztahu s mikrobiotou. Nejvyssi
pocet imunitnich buné€k v téle se nachazi v mistech kolonizovanych komenzaly, naptiklad kize
nebo gastrointestindlni trakt. Na druhou stranu, aby se ochranila ekologicka nika mikrobiomu,
je dominantni pisobeni zdravé mikrobioty na imunitni systém zaméfeno na posileni bariérové
imunity, a tedy i vlastni omezeni. Centralni strategie pouZzivana hostitelem K udrzeni
homeostatického vztahu s mikrobiotou je minimalizace kontaktu mezi mikroorganismy
a povrchem epitelovych bunék, ¢imz se omezuje zanét tkdn¢ a mikrobidlni translokace.
V gastrointestinalnim traktu, ktery je domovem nejhust&jSi populace komenzalnich
mikroorganism, se této segregace dosahuje kombinovanym plisobenim epitelidlnich bunék,
hlenu, IgA, antimikrobidlnich peptidi a imunitnich bunc¢k. Souhrnné tyto strukturni
a imunologické slozky oznacujeme jako ,,mukozni firewall” (Macpherson et al. 2009).

Béhem poslednich let zaujaly regula¢ni T buiiky (Treg.) centralni postaveni v chapani
procesu imunologické tolerance. Tyto bunky udrzuji jak periferni, tak sliznicni homeostazu po

cely Zivot hostitele. NaruSeni této homeostazy vede ke ztraté ordlni tolerance a rozvoji
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aberantnich efektorovych odpovédi ve stieve (Mucida et al. 2005; Worbs et al. 2006; Weiner
et al. 2011; Josefowicz et al. 2012). Ackoliv Treg buiikky mohou vznikat jako diferenciované
bunky v brzliku, prostiedi gastrointestinalniho traktu je privilegovanym mistem pro indukci
Treg bun¢k v odezvé na oralni antigeny. Schopnost indukovat Treg bunky je specializovanou
vlastnosti stieva (Mucida et al. 2005; Coombes et al. 2007; Sun et al. 2007). Vyznam této cesty
pro regulaci homeostdzy sliznic, je podporovan zjisténim, ze podil indukovanych Treg bunck
v tkanich tlustého stieva, je specificky pro antigeny odvozené z komenzalni mikrobioty
(Lathrop et al. 2011). Schopnost indukovat Treg buiiky je navrhovana jako jedna z mechanismi
pusobeni probiotik (Belkaid & Hand 2014).

3.1.4 Vliv stravy na stievni mikrobiom

Porozuméni stabilit¢ mikrobioty uvnitf jedince napfi¢ Casem je velmi dulezity krok
Vv umoznéni predpovidani chorobnych stavli a vyvoji terapii na opravu dysbidzy (neboli
nerovnovéze mikrobialniho spole¢enstvi). Casem nasbirana data ukazuji, ze skladba mikrobioty
¢loveéka je u zdravych dospélych prubézné relativné stala (pro bakterie, viry i eukaryota) (Reyes
et al. 2010; Caporaso et al. 2011). Ackoliv toto tvrzeni piedpoklada, Ze mnoho proménnych,
jako jsou dieta, nemoci a prostiedi, zlistavaji beze zmény konstantni (Clemente et al. 2012).
Zmény stravovacich navyku vykazuji zna¢ny dopad na mikrobiom (Reyes et al. 2010).
Pokusy na mysich ukazaly, Ze pfechod z nizkotucné, rostlinné na polysacharidy bohaté stravy
na vysokotucnou, tzv. ,,Zapadni“ dietu, s vysokym obsahem cukri, dokaZe zménit skladbu
mikrobioty béhem jednoho dne (Turnbaugh et al. 2009). Studie podle Wu et al. 2011 provedena
na lidech ukdazala, ze piechod ze stravy bohaté na tuk a chudé na vldkninu na stravu chudou
na tuk a bohatou na vlédkninu zpiisobil pozoruhodné a vyznamné zmény ve stievni mikrobioté
béhem 24 hodin (Wu et al. 2011). Zajimavosti je, ze strava koreluje s enterotypem jedince.
Zatimco u jedince se stravou bohatou na zvifeci tuky dominuje enterotyp s rodem Bacteroides,
tak enterotyp jedince se stravou obsahujici hodné sacharidii je spojen s dominanci rodu
Prevotella spp.
Metagenomicka analyza odhalila, jak je mikrobiom obohacen v genech, aby brzo
po narozeni usnadnil vyuziti laktatu u déti kojenych matefskym mlékem (Koenig et al. 2011).
Velmi zajimavé je, ze funkéni kapacita k vyuziti glykanti ze stravy zalozené na rostlinach je

pfitomnd mnohem dfive, nez dojde k pfechodu na pevnou stravu, coz naznacuje, ze stieva
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novorozencl jsou pfipravend vyuzivat stravu, ktera neni vyhradné mlé¢na, jeste pred tim, nez
se samotna zména odehraje (Koenig et al. 2011).

Tyto studie poskytly zakladni charakterizaci variability sloZeni stfevniho mikrobiomu,
pripravily zaklady pro budouci vyzkum, aby bylo mozné detekovat rozdily v mikrobioté, které

jsou specifické pro urcité nemoci a 1épe tak predpovidat tyto stavy (Clemente et al. 2012).

3.2 Zanétliva onemocnéni stirev

Jedna se o spole¢né oznaceni n¢kolika nemoci, které jsou vysledkem slozité soucinnosti
genetickych, imunologickych, mikrobidlnich a environmentalnich faktord. V soucasnosti
se mezi tyto faktory fadi i dysbidza stfevni mikrobioty, ktera je ovliviiovana slozkami
zapadniho stylu Zivota. Mezi tyto onemocnéni patii ulcer6zni kolitida a Crohnova choroba.
Vyznacuji se chronickymi a opakujicimi se zdnéty v gastrointestindlnim traktu.

Gastrointestinalni trakt ma fadu sofistikovanych a autonomnich funkci, mezi které patii
traveni, absorpce, vylu¢ovani a ochrana. Tyto funkce jsou plnény fadou organi s odliSnymi
rolemi od ust az po fitni otvor (obr. 3). Zaludek a tenké stievo jsou zodpovédné za traveni
potravy a vstiebavani zivin. Tlusté stievo se v prvni fad¢ zabyva resorpci vody a zahust'ovanim
odpadu a skladovanim této hmoty pied samotnym vylou¢enim z t&la (Cheng et al. 2010). Casto
byva nazyvan jako jeden organ sestavajici se z menSich jednotek, s délkou 6 metri (Reed &

Wickham 2009).
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Zaludek

Tenké

stfevo Dvanactnik

Tenké stievo Trac¢nik

Slepé stievo Konecnik

Apendix X
Ritni otvor

Obrazek ¢. 3: Jednotlivé ¢asti lidského gastrointestinalniho traktu.

Mezi ptiznaky zanétl v gastrointestindlnim traktu patii prijem, kiece v oblasti bficha,
ubytek na hmotnosti, inava, anémie a dal§i mimo intestinalni pfiznaky jako alergie a artritida.
Takto nemocny pacient ma podstatné snizenou kvalitu Zzivota, ob& tyto poruchy jsou
charakterizovany pierusovanymi aktivnimi (té¢zkymi, stfednimi, nebo lehkymi) a neaktivnimi
obdobimi (remise, nebo uplny klid). Vyskyt a prevalence Crohnovy choroby a ulcer6zni
kolitidy se béhem poslednich 50 let zvysila po celém svété, pfevazné pak v rozvojovych
a zapadnich zemich. Jelikoz se jedna o komplexni plisobeni mnoha faktort, je vyvoj specifické
1é¢by velmi naro¢ny (Cosnes et al. 2011; Ananthakrishnan 2015; de Souza & Fiocchi 2016).

Strevni mikrobiota si ziskdva stale vétSi pozornost jakozto faktor, ktery kontroluje
sttevni homeostazu u zdravych jedinct. Nejriiznéjsi faktory Zivotniho stylu, jako je hygiena,
1é¢ba antibiotiky a spotifeba takzvané ,,zapadni stravy*, ktera je chuda na vldkninu, a naopak
bohatd na tuky a cukry, jsou spojené s nerovnovéahou stievni mikrobioty ¢1 dysbiozou.
Nerovnovaha a dysbidza mohou vést aZ k chronickym zanétim a metabolickym dysfunkcim
(Sommer & Backhed 2013; Thorburn et al. 2014). NaruSeni mikrobiomu mize vyvolat
zanétlivé onemocnéni v prostiedi gastrointestinalniho traktu, typické pro zanétliva onemocnéni
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stiev, které zmeéni stfevni homeostazu (Agus et al. 2016; Scott et al. 2018). VVrozené a adaptivni
bunky infiltrujici lamina propria mohou produkovat prozanétlivé cytokiny (jako jsou IFN-y,
IL-17, TNF-a nebo IL-1 B) zhorSujici zanétlivy proces, zptusobujici poskozeni epitelu a stfevni
a extraintestinalni symptomy (Neurath 2014; de Souza & Fiocchi 2016). Podle Nie et al. (2017)
vSak ziistava nadale nejasné, zdali je dysbidza stfevni mikrobioty piicinou, nebo disledkem
zanétlivych stievnich onemocnéni.

Stievni mikrobiom je vyvazend komunita raznych mikroorganismi, vcetné bakterii
(Koboziev et al. 2014). Tato bakterialni komunita se podili na udrZzovani homeostazy stieva
prostiednictvim ,.tréninku imunitniho systému a inhibici mnoZeni a ristu patogent
a patobiontti (Rakoff-Nahoum et al. 2004; Kamada et al. 2013). Stfevni zanétliva onemocnéni
jsou regulovéna stfevni mikrobiotou. Projevuje se napiiklad, kdyz je stfevni segment vyloucen
z fekalniho proudu vedouciho k odklonu kolitidy, nebo pouchitidy (Tominaga et al. 2018).

Zvlasté dulezité jsou bakterialni druhy, které se zivy nestravitelnymi vlakny z potravy
a produkuji metabolity, které maji pozitivni i€¢inky na sttevni sliznici, patii sem SCFA, zejména
acetat, propionat a butyrat. Butyrat je primarnim zdrojem energie pro kolonocyty a také udrzuje
2016). Na bunééné trovni mohou mit SCFA pfimé, nebo nepiimé G¢inky na procesy jako
bunééna proliferace, diferenciace a genova exprese. Mohou se vstiebavat pasivni difuzi, avSak
vstiebavani stfevnimi epitelidlnimi bunikami je diky vyhrazenym transportérim jako
monokarboxylatovy transportér 1 (MCT1) a monokarboxylatovy transportér 1 s vazanym
sodikem (SMCT1), vyrazné€ zvySena. Navic SCFA pusobi jako ligandy pro receptory vazané
na G-protein (GPCR), v¢éetné¢ GPR109A, GPR43 a GPR41, ¢imz aktivuji protizanétlivé signdlni
kaskady (Brown et al. 2003; Le Poul et al. 2003; Miyauchi et al. 2004; Taggart et al. 2005;
Thorburn et al. 2014). Dilezité je, Zze pacienti trpici zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi
vykazuji nejen sniZzené hladiny dominantnich bakterii produkujicich SCFA (napiiklad
Faecalibacterium prausnitzii a Roseburia intestinalis) ve stievni sliznici a stolici, ale realné
hladiny SCFA v ustaleném stavu v porovnani se zdravymi kontrolami jsou vyrazné snizeny
(Joossens et al. 2011; Takahashi et al. 2016; Pascal et al. 2017). Dochazi u nich tedy dysbidze
a ztrat¢ diverzity stfevni mikrobioty, nejvyraznéjsi je to u pacientl trpicich Crohnovou
chorobou (Pascal et al. 2017). Souvisejici zmény hladin SCFA mohou byt obnoveny novymi
1écebnymi strategiemi. Jednou z metod, kterd se v soucasné dobé vyuziva je fekalni mirkobialni
transplantace, kterd je ziskdvana od zdravych darct a ktera uc¢inné redukuje remisi u ulcerdzni

kolitidy (Paramsothy et al. 2017). Piesto je tieba stale stanovovat dlouhodobou trvanlivost
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a bezpec€nost. DalSimi strategiemi pro restituci mikrobioty je pouzivani probiotik, nebo diet
bohatych na vlakninu v kombinace s probiotiky, protoze jednotlivé mikroorganismy
produkujici SCFA nebo kombinace, mohou zmirnit symptomy zlepSenim hladin butyratu

(Venegas et al. 2019).

3.2.1.1 Crohnova choroba

Crohnova choroba je chronické zanétlivé onemocnéni vyskytujici se v tlustém, nebo
tenkém stieveé, nebo v obou zarovei. Je charakterizovana dvé hlavnimi mechanismy. Na jedné
stran¢ je aberantni a perzistentni zanétlivy proces, ktery je udrzovan nadbytkem prozanétlivych
cytokinti a zpisobuje transmuralni 1éze stfevni stény. Na druhé strané je nadmérné fibrogenni
reakce zplisobena zejména fibroblasty a aktivaci bun€k hladkého svalstva, coz vede
k transmuralni fibroze (Blobe et al. 2000; Hassan et al. 2005; Beddy et al. 2006). Zajimavou
vlastnosti Crohnovi nemoci je jeji fenotypova heterogenita. To je ziejmé s ohledem
na rozmanitost slizni¢nich 1¢ézi (které jsou od normalnich az po hluboké pronikavé viedy),
stfevni strukturu mista onemocnéni a smés symptomu (Gasche et al. 2000; Silverberg et al.
2005). Predpoklada se, ze pietrvavajici zanét vyvolava poskozeni stiev, které casem kulminuje
ve vyvoji chronickych hlubokych ulceraci, fibrostenotickych striktur, abscesti nebo pistéli.
Tyto komplikace ¢asto vedou ke zmén¢ funkce stieva a predstavuji hlavni pfi¢inu opakovanych
chirurgickych resekci (Pariente et al. 2011).

Pacient trpi nejen symptomy vyplyvajicimi ze zaniceni stfev, jako jsou kiece stiev,
bolesti bficha, nebo priijem, ale mohou se objevit n€které extraintestinalni projevy na kloubech,
kazi, nebo ocich. Mezi pfiznaky systémové nemoci patii podvyziva a urcité anémie. Anémie je
bézné doprovodné komplikujici onemocnéni pifi Crohnové nemoci. Onemocnéni pacientovi
znacné komplikuje kvalitu Zivota, kognitivni funkce, pracovni schopnost a Casto ptechazi
v komorbidni stav, ktery je spojen s jinymi onemocnénimi, nebo dokonce i smrti (Cucino &
Sonnenberg 2001; Pizzi et al. 2006; Wells et al. 2006).

Nedavna zjisténi, Ze Crohnova nemoc je progresivni a destruktivni onemocnéni, vedlo
Kk tomu, Ze se vyvinuli nové indexy onemocnéni, jako Lemanntiv index, ktery méti kumulativni
poskozeni stieva v Case (Pariente et al. 2015) a index invalidity IBD (Peyrin-Biroulet et al.
2012; Gower-Rousseau et al. 2017). Souc¢asné s tim se s 1é¢ebné paradigma u Crohnovi nemoci
pfesouva z Cisté kontroly pfiznakl a zlepSovani kvality Zivota pacientil, k blokad¢ progrese

onemocnéni a zlepSeni vysledkli dlouhodobého onemocnéni snizenim luminélniho
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strukturalniho poskozeni stieva, postizeni a dlouhodobych nasledku této nemoci (Pariente et al.
2019).

Uprava pfirozené historie Crohnovi nemoci zistava stale klinickou vyzvou, stejné
tak 1 mira fibrostenotickych a fistulizujicich komplikaci vedoucich k operaci ziistava vysoka
(Pariente et al. 2011). Vzhledem k tomu, ze v soucasnosti dostupné 1éky na Crohnovu nemoc
nedokazi u€inn¢ léCit strukturdlni intestinalni poSkozeni, je nutné lépe pochopit zékladni
patofyziologii pro umoznéni dalsi identifikace novych terapeutickych cilli a vyvoje novych

moznosti 1é¢by (Pariente et al. 2019).

3.2.1.2 Ulcerdzni kolitida

Ulcero6zni kolitida postihuje tlusté stievo a rektum a tipicky zahrnuje pouze nejvnitingjsi
sliznice a mukdzni vrstvu. Projevuje se jako pospojované oblasti zanétu a ulcerace
bez segmentll normalni tkané. Podle The Crohn’s and Colitis Foundation of America je
definovano nékolik druhti ulcerézni kolitidy. Nemoc, zahrnujici pouze nejvzdalenéjsi ¢asti
tlustého stfeva a rektum se nazyva jako ulcer6zni proktitida a nemoc tykajici se ¢asti sestupné
se oznacuje jako omezena, nebo distalni kolitida. Onemocnéni postihujici celé tlusté stievo
se oznacuje pancolitida (Head & Jurenka 2003).

Toto onemocnéni miiZze byt zdketné, s postupnym nastupem symptomil, nebo mize byt
hned prvni zachvat akutni a horlivy. Mezi mirnéj$i symptomy patii progresivni uvoliiovani
stolice, kieCe v bfise a priijem. Jak nemoc postupuje z mirné po vazngjsi, pacient mize trpét
1 zavaznou ztratou hmotnosti, Unavou, ztratou chuti k jidlu, kterd mize mit za nasledek
nedostatek zivin. Dale se nemoc projevuje hlenem ve stolici, té¢zkym rektalnim krvacenim,
horeckou a anémii (Head & Jurenka 2003; Lukas et al. 2006).

Ulcerdzni kolitida se mlize vyvinout kdykoliv béhem zivota, obvykle vSak byva
diagnostikovana u pacientd kolem 30. roku zivota. Pfiblizné¢ 20 % lidi trpicich timto
onemocnénim ma blizké pfibuzné trpici nékterym dal$im zanétlivym onemocnénim stiev
(Corrao et al. 1998). Vzhledem k tomu, Ze ¢asné ptiznaky ulcerativni kolitidy jsou podobné
syndromu drdzdivého tra¢niku, Crohnové nemoci a kolorektalnimu karcinomu, je naprosto
nezbytné znat tplnou anamnézu pacienta. Zpocatku je nutné vyloucit infekéni priciny priymi
a kieci z kultur ze stolice a zaroven provést analyzu vajicek a parazitl. Mezi dalsi testy, kterym
se pacient ziejm& nevyhne, a mohou byt provadény v ¢asném stadiu nemoci, jSou testy

na fekalni okultni krev a kompletni krevni obraz kviili kontrole ztraty krve ve stfevech a anémii.

25



Pokud neni Ulcerdzni kolitida stale vyloucena, pfichdzi na fadu flexibilni sigmoidoskopie, nebo
kolonoskopie (Kurina et al. 2002; Head & Jurenka 2003).

Pti¢ina vzniku ulcer6zni kolitidy stale neni pfesné¢ determinovana, zda se, Ze by se
mohlo jednat o kombinaci genetickych a environmentalnich faktort. Skenovani celého genomu
odhalilo geny citlivé pro ulcerézni kolitidu na chromosomech 1 a 4. Piesto tyto pozice nebyly
stale upln¢ potvrzeny (Rutgeerts & Geboes 2001).

Mezi patologické nélezy spojené s touto nemoci patii zvySeni nékterych zanétlivych
mediatord, vyskytuji se zndmky oxidacniho stresu, abnormalni obsah glykosaminoglykant
Vv sliznici, snizenou schopnost oxidace mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA), zvySena
propustnost stfev a snizena methylace. Zatimco zadny konkrétni faktor nebyl identifikovan jako
spousté¢ nemoci, jsou znamy a objasnény kousky skladanky, avSak cely obraz jesté¢ neni
dokon¢en (Head & Jurenka 2003). Konvenéni 1é¢ba ulcerdzni kolitidy zahrnuje
aminosalicylaty, kortikosteroidy, antibiotika a imunomodulatory. Nejcastejsi protokoly 1écby
zahrnuji pravé aminosalycilaty kvili udrzeni remise a kortikosteroidy az b&hem akutniho
obdobi (Cipolla et al. 2002).

Pti ulcerativni kolitidé mohou hrat roli 1 probiotika, kdy pacienti s touto nemoci maji
Casto snizené mnozstvi obligatnich anaerobnich mikroorganismii, jako napiiklad
Bifidobacterium, Eubacteria a Clostridium. Stejné tak maji snizeny pocet fakultativnich
organismu a mikro-aerobui ve srovnani s pacienti v remisni fazi ulcerativni kolitidy (Hartley et
al. 1992). V dusledku toho byly provedeny vyzkum, zaméfujici se na vliv probiotickych
organismi jako suplementli u pacienti trpicich ulcerativni kolitidou. Probiotické bakterie
mohou zahrnovat kmeny Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium a urcité poddruhy
E. coli. Probiotika by mohla vykazovat pozitivni u€inky v pfipadé tohoto onemocnéni, protoze
produkuji kyselinu mlé¢nou, ktera snizuje pH luminalniho obsahu, inhibuje rst hnilobnych
a patogennich bakterii. Dalsi benefitni ti¢inek je mozny diky produkci bakteriocint, coZ vede
Kk pfimému antibakterialnimu uc¢inku (Head & Jurenka 2003).

Moderni postupy lécby v ptipadé sttedné t¢zke a t&zké ulcerativni kolitidy zahrnuji mezi
léky imunosupresiva a biologicka 1éciva (Harbord et al. 2017). V posledni dobé jsou
do terapeutického arzendlu zaclenény nové malé perordlni molekuly. Chirurgie je obvykle
posledni moznosti. Ackoliv je povaZzovéna za ,,1éCivou, ma negativni a trvaly vliv na kvalitu
ucinnosti a preferencich pacienta (Trigo-Vicente et al. 2018). Porovnani ptiznakd zanétlivych

sttevnich onemocnéni je zdiraznéné v tabulce Cislo 1.
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Tabulka €. 1: Porovnani symptomil a projevl zanétlivych sttevnich onemocnéni. Upraveno

dle (Head & Jurenka 2003).

Priznak

Ulcerativni kolitida

Crohnova nemoc

PostiZena oblast stiev

Prjem

Bolesti a ki'e¢e biicha
Krev ve stolici
Vycerpanost

Horecka

Fyzické vySetieni

Ztrata hmotnosti, anorexie
Chut k jidlu

Riziko rakoviny stiev

Jakakoliv ¢ast nejvnitingjsi vystelky
stiev; kontinualni bez ,,zaplat*
normalniho stieva

Typicky 4 epizody za den

Méné bolestivé, ve spodni oblasti
bficha

Pfitomna, mnozstvi zavisi na vaznosti
a fazi onemocnéni

Vysledkem ztraty krve

a anémie

Nizka, u tézkych ptipadt
Rektalni zkouska miize ukazat
perianalni podrazdéni, praskliny,
hemoroidy, pistéle

a abscesy

Pouze u tézkych ptipadt

Casto sniZzend s nastupem
a pribéhem onemocnéni
Zvysené

Nejcastéji dolni ileum, mize se
vSak vyskytnout kdekoliv véetné
tlustého stfeva; mezi lozisky jsou
»zaplaty” normalni tkane;
ovliviiyje celou §ifi stfevni stény
Typicky 4 epizody za den
Sttedné a silné€ bolestivé, ve
spodnim pravém kvadrantu bficha
Pfitomna, mnozstvi zavisi na
vaznosti a f4zi onemocnéni
Vysledkem ztraty krve, anémie a
$patnému vstfebavani zivin
Nizka, u tézkych piipadi
Peritonedlni podrazdéni, btisni a
panevni hmota

Bézné, kvili $patnému traveni a
vstiebavani ve stfevech

Casto sniZend s nastupem

a prib&hem onemocnéni
ZvySené

3.2.1.3 Celiakie

Celiakie je autoimunitni porucha tenkého stieva, kterou zpusobuje lepek indukujici
zan&ty u n¢kterych jedinci citlivych ke genetickym a enviromentalnim vliviim. Celiakie se také
kromé& zéanétd projevuje destrukci stfevnich klki (vilidlni atropie), prodlouzenim
Lieberkiihnovo krypt (hyperplazie krypt) (Schuppan et al. 2009) a zménou stfevni bariéry
(Schulzke et al. 1998).

Rozsiteni celiakie je rizné od 0,006 do 5,6 % napfi¢ rliznymi populacemi ve svéte.
Na zakladé nedavnych vysledk je rozsifeni celiakie ve Spojenych statech Americkych 0,79 %
(Mardini et al. 2015). V Evropskych zemich je potom rozsifeni celiakie 4 % ve Spanélsku
(Cilleruelo et al. 2016), 2,4 % ve Finsku (Mustalahti et al. 2010), 0,9 % v Némecku (Laass et
al. 2015), 0,6 % ve Svédsku a Madarsku (Enroth et al. 2013; Burger et al. 2014),
0,01 % ve Skotsku (White et al. 2013) a nejméné v Nizozemsku 0,006 % (Burger et al. 2014).

V Asijskych zemich je rozsiteni celiakie nasledujici: 0,3 % v Iranu, 0,5 % v Turecku, 0,7 %
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v lzraeli (Shamir et al. 2002; Singh et al. 2016) a 0,73 % napfic regiony Indie (Ramakrishna et
al. 2016). Nejvic ze vSech ma pak populace Saharawi v Africe a to 5,6 % (Teresi et al. 2010).

Doposud neni zcela objasnéna patofyziologie celiakie ve vztahu ke stfevni mikrobiot¢.
Je hypotéza, Ze by celiakie mohla byt vyvolana aditivnimi vlivy imunotoxickych lepkovych
bilkovin a stfevni dysbidzou (mikrobidlni nerovnovéha) u lidi s anebo bez genetickych
nachylnosti, kde by antibiotika mohla byt odvozenym dysbiotickym ¢inidlem. V porovnani
se stfevni dysbiozou se genetické faktory zdaji byt az sekundarnimi ve vysledném plisobeni
nemoci. To tedy naznacuje, jak dulezitd je interakce mezi mikroby a vyzivovymi faktory
V imunitni regulaci ve stitevni mukéze. Kromé toho sdruzeni nékterych komenzalnich mikrobt
V nevyrovnaném poctu v tenkém stfevé u pacientt trpicich celiakii otevird prostor pro
probiotickou terapii. Laktobacilly a urc¢ité kmeny tstnich bakterii a bakterii tenkého stieva jsou
potenciondlnimi zdroji lepek degradujicich enzyml (glutanaz), které mohou pfispét
ke komercializaci nové glutanazové terapie. Pfitomnost riznych forem lidského komplexu gent
HLA (Human Leukocyte Antigen) je spojovana se stievnimi zanéty pfi celiakii, ale vSechny
typy genetickych variaci mohou ovlivnit risk onemocnéni celiakii pouze ze 48 %, to znamena,
Ze jsou zde i jiné faktory, které jsou spojené s patogenezi celiakie (Gutierrez-Achury et al.
2015). Bylo prokazano, ze sekvence gliadinu obsahuje oblasti, které¢ hraji zvlastni tlohu
Vv patogenezi celiakie. Tyto oblasti vykazuji cytotoxickou aktivitu, nebo imunomodula¢ni
aktivitu. Ne&které ztéchto oblasti vyvolavaji oxidacni stres a indukuji uvoliovéani
prozanétlivych cytokinli, coz ma za nasledek vyvolani zanétu ve stievé (Ciccocioppo et al.
2005; Ferretti et al. 2012). Rozsah piijmu lepku je siln&ji spojen s rozsitenim celiakie, spise
nez genetika HLA (Ramakrishna et al. 2016), avsak lepek jako takovy nevysvétluje divod
navySovani Cetnosti ptipadii onemocnéni celiakii ani jeji vyvoj, tim padem je nezbytné se
zabyvat dal§imi environmentalnimi faktory nejenom lepkem (Pozo-Rubio et al. 2012; Lerner
et al. 2015; Lerner & Matthias 2015).

Je tomu uz nékolik dekad, co je celiakie znama jako komplexni onemocnéni. Navzdory
znalostem spousténi antigenli, neexistuje zadna jind uspésna terapie 1écby, ktera
by nahradila bezlepkovou dietu. Celozivotni bezlepkova dieta byva pro pacienty vzdycky
vyzvou. Povolené potraviny ¢asto byvaji velmi specifické (tab. 2). Kromé toho netimysiné
poZiti potravy kontaminované lepkem usnadiiuje opakovany vyskyt zanét vyvolanych lepkem,
protoze rovnovaha stfevniho mikrobiomu neni obnovena ani poté, co byla aplikovana

bezlepkova dieta (Nadal et al. 2007; Collado et al. 2008, 2009).
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To naznaCuje pfetrvavajici sttevni prostfedi, které je nachylné k onemocnéni
a neumoziiuje obnovu stievni sliznice. Probiotika jsou prospé$na v fad¢ gastrointestinalnich
poruch (Cheng et al. 2013; de Meij et al. 2013; Sanchez et al. 2013). Genetické faktory jsou
sice dilezité v patogenezi celiakie, ale faktory zivotniho prosttedi slouzi jako klicové pro vznik

a postup onemocnéni (Chander et al. 2018).

Tabulka ¢. 2: Povolené a zakazané potraviny pii bezlepkové dieté. Upraveno dle (Saturni
et al. 2010).

ROSTLINNE ROSTLINNE
ZDROJE-  ZDROJE-
POVOLENE ZAKAZANE

Kukufice PSenice seta

Ryze PSenice tvrda

Semolinova
mouka

Oves JeCmen

Cirok

Rosic¢ka utla Zito
Milicka
habes$ska
Proso Slad
Teosinte
(divoka
odruda
kukufice ze
stfedniho
Mexika)
Slzovka
obecna

Pohanka
Merlik ¢ilsky

Kamut

Triticale

Amarant
Tapioc
Soja
Kofenova
zelenina

Brambory
Fazole

Mezi zakazané potraviny v ramci bezlepkové diety patii také fada zivocisSnych vyrobk,
jakdkoliv uprava masa zahrnujici obalovani v mouce, uprava ryb na zpusob surimi
a marinovand sledi. Mlé¢né vyrobky obsahujici obiloviny, susenky a kiupinky jsou také
nevhodné pro konzumaci pacienty na bezlepkové dieté. Instantni pokrmy, hotova jidla a obecné

dehydratované pokrmy jsou také nevhodné. Z rostlinnych zdrojii, se nedoporucuje ani
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konzumace suSeného ovoce. V ramci bezlepkové diety by se pacienti m¢li vyhnout také
piskotiim, suSenkdm, oplatkdm, vSem druhlim cukrovi, ty¢inkdm a pecivu vyrobenému

z nevhodnych obilovin (Akobeng & Thomas 2008; Fric et al. 2011; Fric & Keil 2011).

3.3 Lepek

Lepek je hlavni zdsobni bilkovinou pSeni¢nych zrn. PSeni¢nd zrna jsou slozend
z 8 - 15 % bilkovinami, z téch pak 10 -15 % tvofi albuminy a globuliny a ze zbylych 85 - 90 %
lepek. Lepek je slozita smés stovek pribuznych, ale navzajem se liSicich bilkovin, predev§im
pak gliadinu a gluteninu. Obdobné proteiny jako lepek existuji i v jinych obilovinach, napiiklad
secalin v zitu, hordein v je¢meni, avenin U ovsa. Téchto lepkovych bilkovin tvofi pfiblizné
80 % zrna. RUzné odridy psSenice se vzajemné lisi v bilkovinném slozeni a ve slozeni
a rozdé¢leni lepkovych bilkovin. Obecné gliadin a glutenin jsou oznacovany jako prolaminy,
coz jsou bilkoviny zrn nerozpustné ve vodég, ale extrahovatelné ethanolem, charakteristické
vysokym obsahem zbytkd glutaminu (38 %) a prolinu (20 %) (Wieser 2007). Lepkové
bilkoviny mizeme rozd¢lit na nékolik podskupin podle jejich klicovych odlisnosti, jako
napiiklad molekulova hmotnost, obsah siry, a dale podle jejich rizné primarni struktury na alfa,
beta, gama a omega gliadiny. Jednotlivé lepkové bilkoviny jsou k sobé poutany pevnou
kovalentni vazbou a nekovalentnimi silami, které dohromady se strukturou a interakcemi téchto
bilkovin, ptispivaji k jedine¢nym vlastnostem lepku (Biesiekierski 2017).

Lepek je velmi slozitd sloucenina, charakterizovana vysokym alelickym
polymorfismem kodovanym jeho specifickymi proteiny gluteninem a gliadinem. Navic, kazdy
genotyp pSenice produkuje unikatni typy a mnozstvi téchto sloucenin, které se také mohou lisit
v zavislosti na podminkach péstovani a technologickych procesech. Bilkovinnd exprese
jednoho genotypu se muze meénit v zavislosti na prostfedi, kde byla rostlina péstovana.
Naptiklad obsah ®-5 gliadinu se zvySuje s hnojenim a teplotou béhem dospélosti (Kucek et al.
2015). Nekteré o gliadiny nachazejici se v subaleuronové vrstvé pSeniénych jader mize byt
¢astecné odstranén na valcové mleci stolici (Biesiekierski 2017).

Gliadin obsahuje sekvence peptidi (oznacované jako epitopy), které jsou vysoce
resistentni vici proteolytickému Stépeni zaludecni a pankreatickou §t'avou a stievnim $tavam
Vv gastrointestindlnim traktu. Diky tomu unika degradaci v lidském stfevé. Gliadin je takto

slozité travit diky jeho vysokému obsahu aminokyselin, prolinu a glutaminu, které je mnoho
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proteaz neschopno Sté€pit (Hausch et al. 2002). Tyto na prolin bohaté zbytky tvofi pevnou
a kompaktni strukturu, ktera mize zprostiedkovat nepfiznivou imunitni reakci u celiakie.
Mnoho sekvenci od a, v a o glidini a stejné tak od glutenini bylo identifikovano jako
spoustéce celiakie. Nicméné se predpoklada, ze par stovek lepkovych bilkovin je imunogennich
a spoustéji zprosttedkovanou odpovéd T-lymfocyti (Arentz-Hansen et al. 2002). Nejvice
epitop imunodominantnich T-lymfocyti je z a gliadinu, ackoliv byla potvrzena zkiizena
reaktivita T-lymfocyt proti peptidim odvozenym od lepku, secalinu a hordeinu. Dodate¢né
zde existuje s kazdym zrnem odli$na hierarchie imunostimula¢nich lepkovych peptidi (Arentz-
Hansen et al. 2002). Ze vSech znamych peptidi stimulujicich T-lymfocyty zodpovédné

za celiakii, mize dany pacient reagovat pouze na nékteré (Biesiekierski 2017).

3.3.1 Vlastnosti lepku

Lepek je termostabilni latka vznikajici v tést¢ béhem procesu hnéteni, kdy se smicha
mouka s vodou, a vytvafi se vazby mezi bilkovinami do podoby miizky. Téstu udava jeho
taznost a elasticitu. Lepek se pouziva pro své vlastnosti jako poutajici a vazajici ¢inidlo
V potravinafstvi, kde se bézn¢ ptidava jako aditivni latka pro zlepSeni struktury, zlepSeni chuti
a lepSimu zadrzovani vlhkosti zpracovavanych produkti. Z téchto diivodi je fazen mezi
nejkomplexngjsi bilkovinné struktury a hraje klicovou roli v determinaci reologickych
vlastnosti tésta (Biesiekierski 2017). Méné ziejmym zdrojem lepku je diky jeho vlastnostem
1 zpracované maso, rekonstituované moiské plody a vegetaridanské masové smési. Jako
zahust'ovadlo, emulgator, nebo zelirovaci ¢inidlo se uziva pii vyrob€ bonbont, zmrzliny, masla,
koteni, nadivek, marinad a dresingdi. Vyuziti naSel i jako povlaky a obaly ve vyrobé 1¢ki
a cukrovinek. Navic lepek je stdle vice separovan z pSenice (pod nazvem ,,vitalni pSeni¢ny
lepek®) nebo modifikovan pro specifické pouZiti (pod ndzvem ,,izolovany pSenicny lepek®)
ke zlepsSeni strukturalni integrity pekarenskych produktt a k fortifikaci nizko bilkovinnych
mouk (Kucek et al. 2015).

Neobvyklé reologické a funk¢ni vlastnosti lepku jsou zéavislé na obsahu gluteninti
a gliadind a na jejich vzdjemné interakci. Kazda z téchto slozek ma mirn¢ odlisné funkce
rozhodujici pii urovani viskoelastickych vlastnosti (zachyceni oxidu uhli¢itého uvolnéného
behem kynuti chleba) a kvalit¢ vysledného produktu. Naptiklad Cisté hydratované gliadiny

prispivaji vice k viskozité a roztazlivosti tésta, zatimco hydratované gluteniny jsou pfilnavé,
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pfispivaji k sile a elasticité tésta (Wieser 2007). Mnoho praci se zamétuje na zlepseni sily tésta,

napiiklad zvySenim elasticity gluteninu (Biesiekierski 2017).

3.3.2 Piijem potravin s lepkem

Dle Hoppe et al. (2017) je psenice velmi dulezitou sloZkou potravy diky své vysoké
vyzivové hodnoté, technologickym vlastnostem a dlouhé trvanlivosti. PSenice je dobrym
zdrojem mnoha zivin a pfedstavuje fermentovatelny substrat pro stfevni mikrobiotu, ktera
pfindsi svému hostiteli mnoho benefitii. PSenice muize tvofit zdklad vSech jidel béhem dne a je
tedy celosvétove konzumovana ve velkém mnozstvi. Informace ohledné pfijmu lepku v obecné
populaci je velmi fidka, protoZe je zde nedostatek detailnich informaci popisujicich obsah lepku
v nékterych potravinovych vyrobcich. Vypocty pfijmu mnozstvi lepku jsou piiblizné, jelikoz
jsou odhadovany dle vypoctii mnozstvi vSech cerealnich proteinti, nebo dle informaci v receptu.
Primérny denni pfijem lepku se v zapadni diet¢ pohybuje mezi 5 az 20 g/den. Posledni
provedend studie na toto téma byla provedena v Dansku, vV rdmci celonarodniho prizkumu,
a zjistila, ze pramérny denni ptijem lepku v populaci lidi od 20 do 75 let ¢ini 10,4 g/den (Hoppe
et al. 2017).

Chléb obsahujici pSenici je jednim z hlavnich zdroji lepku (udava se, ze jeden platek
muze obsahovat zhruba 4 g lepku). Existuje nékolik dikazl o tom, Ze vystaveni lepku se mize
zvySovat se zmeénami v ceredlnich technologiich. Moderni pecici postupy zkratily chlebové
kvaseni, zvysily pouziti chemickych/kvasnicovych kvasnych prostfedkit a zvysily vstupy
dusikatych hnojiv a agrochemikalii kvili vy$§imu vytézku bilkovinné slozky, ktera je nasledné

dulezita pro tvorbu chleba (Shewry 2009).
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3.3.3 Nemoci spojené s lepkem

Hodnoceni stravy historicky a diisledné poukazuje na to, ze pSenice je jednim

Z nejcastéjSich faktor indukujicich gastrointestinalni symptomy. Specifické diagnozy spojené

S pSenici (zahrnujici alergii na pSenici, celiakii a citlivost na lepek nezptisobenou celiakif)

mohou sledovat algoritmus vyobrazeny v obrazku Cislo 3 (Biesiekierski 2017).

Poruchy
zplusobené
psenici, nebo
lepkem

Alergické

Ataxie
Celiakie zplisobena
lepkem

Duhringova Alergie na
choroba psenici

Ne-autoimunni
a
Ne-celiakické

Citlivost na
lepek
nezpiisobena
celiakii

Obrazek ¢. 3: Klasifikace nemoci spojenych s lepkem (Biesiekierski 2017).
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4 Material a metodika

4.1 Material

Byly pouzity dva bakteridlni kmeny, ziskané z Ceské sbirky mikroorganismu:
Lactobacillus brevis (CCM 3805; lidska stolice) a Lactobacillus plantarum (lidsky kmen).
Bunécéna kultura Caco-2 a HT29 ziskand z American Type Tissue Collection (Rockville,
Maryland, USA), fosfatovy pufr (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline DPBS), Dulbecco’s
modified Eagles medium (DMEM/F12 — doplnéno 10% FBS, 1% hydrogenuhli¢itanem
sodnym, 1% pyruvatem sodnym, 1% neesencidlnimi aminokyselinami a 1% penicilinem
a streptomycinem), fetadlni bovinni sérum (FBS), neesencidlni aminokyseliny, penicilin,
streptomycin, dimethylsulfoxid (DMSO) a Triton-X100o0d Sigma-Aldrich (USA). Rogosa agar
od Oxoid (UK). PSeni¢na bilkovina (gluten) jedla vitdlni (VEGA PROVITA, s.r.0). Déle byly
pouzity Reader infinite M200 (Tecan Austria GmbH, Grodig, Austria), vodni lazen (Huber
Kéltemnsaschinenbau AG, DE), termostat (JEIO TECH), centrifuga Universal 320 (Hettich),
laboratorni michacka Vortex (IKA®, DE), CO2 inkubator (Panasonoc), kultiva¢ni lahve,
serologické pipety, 24-jamkové kultivacni desticky, Petriho misky byly pofizeny
od ThermoFisher (UK).

4.2 Metodika

4.2.1 Kultivace bunéénych linii

V 15 ml DMEM media byly kultivovany bunééné linie Caco-2 a HT29 kolorektalniho
adenokarcinomu tlustého stfeva. Kultivace probihala v inkubatoru v kultivacnich lahvich
o velikosti 75 cm? po dobu 7 dni, pfi¢éemz kazdy druhy az teti den se medium ménilo za erstvé.

Po sedmi dnech byly bunky sklizeny. V prvnim kroku se burniky proplachly 5 ml PBS,
které se nasledné¢ odstranilo. Déle se na dobu 3 — 5 min piidalo 5 ml tripsinu. Po uplynuti doby
se trypsin neutralizoval ptidanim 5 ml DMEM media. Obsah lahvi byl pomoci plastové Skrabky
uvolnén a pfeveden do 15 ml centrifugacnich zkumavek typu Falcon a centrifugovan 10 minut.
Staré medium se vymeénilo za nové v objemu 5 ml, ve kterém byly buiiky rozpustény. V nové
kultivacni lahvi bylo pfipraveno 15 ml DMEM media a nasledné ptidan 1 ml suspenze
ze zkumavky. Tato nova kultivacni lahev byla opét na 7 dni ulozena do inkubatoru s 5 % CO-

atmosférou pfi teploté 37 °C.
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4.2.2 ZaloZeni 24jamkové desticky

Na Biirkerovu komurku byla z dikladné rozpusténé bunééné suspenze nanesena kapka,
a nasledn¢ spocitan obsah bunék v 1 ml suspenze. Poté byla vypoltem zjisténa piesna
koncentrace sklizenych bunck. Dale byla pipetovana smésna kultura bunécnych linii Caco-2
a HT29 o hustoté 3,6x10* Caco-2 a 0,4x10* HT29 v objemu 500 ul na 24jamkovou desticku.
Ptipravend desticka se nésledné ulozila do kultiva¢niho boxu. Kazdé 2 — 3 dny se se ménilo

medium za Cerstvé. Po 14 dnech doslo k plné diferenciaci bun¢k.
4.2.3 Adherence laktobacili ke stievnim buiikam

Pro zjistovani adheznich vlastnosti byla uzita modifikovana metodika dle Jensena et al.
(2012). Staré medium se odstranilo odsdnim a nasledovalo 3x promyti PBS a centrifugace
po dobu 10 minut. Nésledné se kmeny nafedily pomoci PSB na koncentraci 1x108 KTJ/ml.
Do testované jamky bylo pfiddno 800 ul DMEM bez suplementt spolu se to 100 pl bunééné
suspenze (findlni koncentracelx10” KTJ/ml) a 100 ul lepku o koncentraci 50, 25 a 5 pg/ml
rozpus$téného v roztoku vody a ethanolu (70 : 30) (finalni koncentrace byla 5; 2,5; 0,5 pg/ml).
Po dvou hodindch byl odstranén zbytek lepku s mediem a neadherovanymi bakteriemi
a nasledné¢ byla bunécna monovrstva jiz bez neadherovanych bakterii narusena a sklizena
pomoci 300 pl 1% Triton-X100 na 1 minutu a zfedéna 700 pl PBS. V dal§im kroku byl obsah
jamky pieveden do mikrozkumavek typu eppendorf a desetinasobné fedén na pozadované
koncentrace. Suspenze byla v objemu 100 pl pipetovana do Petriho misky, kam byl poté ptidan
Rogosovy agar.

Petriho misky se zatuhnutym agarem se obracené dnem vzhuru vlozily do inkubatoru
s teplotou 37 °C. Nasledovala 3denni kultivace v aerobnim prosttedi. Misky byly po 3 dnech
kultivace vyhodnocovany, aby se zjistila celkova adherencni schopnost testovanych kment
laktobacilti. Adherenéni schopnost je vyjadiena v procentech, jako podil adherovanych bakterii

K celkovému poctu bakterii v inokula¢ni davce.
4.2.4 Statisticka analyza

Kazdy kmen byl zkouman ve dvou métenich v duplikdtu. Vysledky jsou tedy vyjadieny
primérem se smérodatnou odchylkou. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit program
GraphPad Prism a neparovy t-test. Statistickd vyznamnost byla posouzena na hlading

vyznamnosti p < 0,5.
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5 Vysledky

Cilem prace bylo zjistit, jak lepek v potravinach ovliviiuje schopnost probiotik adherovat
na bunky stfevniho epitelu. Vybrany byly dva kmeny, a to L. brevis a L. plantarum, které byly
kultivovany na bunécné monovrstvé s piitomnosti a bez pfitomnosti lepku.

L. brevis vykazal schopnost adherovat za ptitomnosti lepku vyrazné 1épe a pii koncentraci
5 pg/ml lepku adheroval o 4 % lépe nez v kontrole bez lepku. Pii koncentraci lepku 2,5 pg/ml
byla adherence dokonce 4,3 % a pii koncentraci 0,5 pg/ml 0 6 % lepsi nez v kontrole bez lepku.
Naopak L. plantarum vykazoval snizenou schopnost adherovat, a to pii koncentraci 5 pg/ml
lepku o 7 %, pii koncentraci lepku 2,5 pg/ml byla adherence stale o 1% horsi, ale s klesajici
koncentraci lepku se adherenc¢ni schopnost zlepSovala a pifi koncentraci 0,5 pg/ml byla
adherence jiz o 1 % lepsi v porovnani se vzorkem bez lepku (graf. 1). Kmen L. brevis v prostiedi

s lepkem adheroval mnohem Iépe, nez kmen L. plantarum.

% adherovanych

0,5 2,5 5

M L. brevis L. plantarum

Graf 1: Vliv lepku (pti koncentracich 0,5; 2,5; 5 pg/ml) na adherenéni vlastnost kmenti L. plantarum a L. brevis.
Na bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu tlustého stieva Caco-2 a HT29 v in vitro podminkach. Vysledky

jsou vyjadieny jako procento, o které adheruji kmeny vice, ¢i méné oproti blanku + standartni chyba; * - statisticky

vyznamny rozdil p < 0,5.
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Na zaklad¢ neparového t-testu bylo zjisténo, ze statisticky vyznamny rozdil pro L. brevis
je pouze pii koncentracich lepku 0,5 pg/ml. Statisticky vyznamny rozdil pro L. plantarum byl
pro koncentrace lepku 5 pg/mla 2,5 ug/ml. U ostatnich koncentraci statisticky vyznamny rozdil

nebyl pozorovan.
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6 Diskuze

Adheze, adheren¢ni schopnosti a schopnost kolonizace je podle (Zheng et al. 2013) zcela
nezbytnou vlastnosti pro probiotické kmeny a bakterialni kmeny kolonizujici gastrointestinalni
trakt aby mohly tyto kmeny vykazovat pozitivni G¢inky na zdravi hostitele. Adheze je totiz
nezbytnym piedpokladem kolonizace (Alander et al. 1999), stimulace imunitniho systému
(Schiffrin et al. 1995) a antagonistické aktivity proti enteropatogentim (Coconnier et al. 1993).

Nase vysledky potvrdili, ze pravé lepek je jeden z faktord, ktery adhezi negativng,
¢i Castecné pozitivné ovlivituje. Testovali jsme dva probiotické kmeny L. brevis a L. plantarum,
které se v lidském gastrointestinalnim traktu normalné vyskytuji. Testy probihali na smésnych
bunécnych liniich kolorektalniho adenokarcinomu tlustého stteva Caco-2 a HT29. Vysledky
potvrdili, ze lepek ma vliv na adhezi testovanych kmend. U kmene L. plantarum jsme
zaznamenali niz§i adheren¢ni schopnosti v prostiedi s piitomnosti lepku. Pokud tedy lepek
ovliviiuje schopnost probiotickych organismli adherovat, miize vyrazn€ snizovat, nebo
zvySovat uCinek nékterych doplikd stravy zaméfujicich se na doplnéni probiotickych
organismil v gastrointestinalnim traktu, pfevazné pak sttevech Clovéka. Zjisténé vysledky by
se mohly zménit, pokud bychom zkusili simulovat prichod testovanych kmenti celym travicim
traktem, protoze riizn€ bakteridlni probiotické kmeny rizné reaguji na jednotlivé ¢asti traveni
v lidském gastrointestinalnim traktu. Podle (Cotter & Hill 2003) je totiZ nativni rezistence vuci
zaludec¢ni kyseliné vzacnou vlastnosti probiotik a je nezbytné, aby praveé tyto bakterie mély
ochranné systémy pro nizké pH, které misty v gastrointestindlnim traktu panuje. Zaroven
dle studie, kterou provedl (Begley et al. 2005) se zluci, je patrné, ze vysledek vystaveni
probiotickych kmenti Zlu¢i zavisi na podminkach, kterym celili probiotika pfed vstupem
do tenkého stfeva. Expozice jednomu typu stresu vSak muize branit pfed jinym typem stresu,
se kterym se probiotika pfi cesté traktem potkavaji (Begley et al. 2005).

Adheze nami testovanych kmenti byla provadéna v podminkach in vitro. V podminkach in
vivo by se vysledky mohli zasadné lisit, protoze je velmi slozité extrapolovat adherenci bakterii
k liniim epitelialnich bunék z in vitro podminek do situace v lidském gastrointestinalnim traktu.
Adheze bakterii je zde pravdépodobné modifikovana hostitelskymi obrannymi systémy,
konkurenci s rezidentni mirkobiotou, sekrety sliznic a peristaltickym tokem (Lebeer et al.
2008). Presto jsou testy in vitro zcela nezbytné pro pochopeni mechanismu adheze a zaroven
nam poskytuji dilezité informace o rozdilech, kter¢ mezi druhy a kmeny probiotickych

organismi panuji (Jensen et al. 2012).
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Snizenou schopnosti adheze, naptiklad kvuli interakci s lepkem, se zabrani probiotikiim,
aby mohla poskytovat zdravotni benefity. Mezi tyto benefity Ize dle (de Vrese & Marteau 2007)
patii schopnost inhibice ristu, adheze na stievni epitel a omezeni metabolické aktivity
enteropatogennich bakterii, mezi které¢ fadime naptiklad Salmonellu. Zpisob, jak proti nim
bojuji je prevazné schopnost snizovat hodnotu pH v lumenu stfev, produkce baktericidnich
sloucenin (organické kyseliny), bakteriociny a v neposledni fad¢ peroxid vodiku. Existuji,
ale 1 dalsi mechanismy uc¢inku probiotik, produkce metaboliti chranicich stfevo, imunologické
mechanismy, stfevni motilita a také produkce hlenu epitelem stiev (de Vrese & Marteau 2007).

Citlivost na lepek a celiakie jsou gastrointestinalni poruchy vyplyvajici z rozpadu ordlni
tolerance a nasledné nevhodné imunitni reakce proti pSeniénym bilkovinam (Verhasselt 2010).
Vétsina z takto nemocnych pacientl ma specifické protilatky, namifené proti tkanové
transglutamindze, riznym gliadintim, gluteninim, gluteomorfiniim, aglutininim z pSeni¢nych
klickt a peptidim (Vojdani et al. 2014). Pokud v takovychto ptipadech neni pacient 1écen,
muzou se vyvinout autoimunitni poranéni stieva, klize, mozku, kloubt, jater, Stitné¢ zlazy, kosti,
reproduk¢nich organt a dalSich ¢asti lidského téla (Hadjivassiliou et al. 2004). Zhruba u 30 %
pacientli vSak 1écba ve formé& bezlepkové diety nezabird a jejich odpovéd je pftili§ nizka.
Pacienti tak mohou zacit vykazovat pretrvavajici, nebo recidivujici symptomy (Lebwonhl et al.
2018). Dle (Hadjivassiliou et al. 1997), mize byt toto nedostatecné zlepSeni v histopatologii
a klinické symptomatologii u pacientll na bezlepkové dieté spojeno s dietnimi neadheren¢nimi,
nebo kiizovée reaktivnimi epitopy, které spoustéji stav zvySené imunologické reaktivity u osob
citlivych na lepek.

Nékteré z téchto kiizove reaktivnich protilatek mize zménit integritu intestinalni bariéry,
ktera hraje klicovou roli pfi ¢asnych stadiich celiakie a autoimunnich poruch (Zanoni et al.
2006; Fasano 2011). Navzdory obrovskému pokroku Vv chapani patogeneze celiakie a dobie
znamych environmentéalnich spoustéci, jako je pravé gliadin v lepku, byla v€novana jen mala
pozornost tloze, kterou hraji kiizove reaktivni epitopy z riiznych antigenti potravy u zminéné
skupiny pacienti trpicich celiakii, jejichz ptiznaky se ani po bezlepkové dieté nezlepsuji
(Vojdani 2013). V roce 2013 byla provedena studie identifikujici antigeny a peptidy z mléka,
kvasinek, prosa, kukufice, ryze, ovsa a tkani, které silné reagovaly s protilatkami
produkovanymi proti gliadinu, ktery je zakladni slozkou praveé lepku. Reaktivita mezi
gliadinovymi peptid a riznymi potravinovymi antigeny je patogeneticky relevantni, protoze
hrozi, Ze pokud zlstane pfitomnost téchto zkiiZzen¢ reaktivnich latek neoSetfena, mulze

se u jedince vyvinout mnoho autoimunitnich reakci (Vojdani 2013).
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Obecné plati, ze pokud je zjisténa citlivost na lepek nebo celiakie, okamzité se jako 1é¢ba
voli bezlepkova dieta. Dodrzovani bezlepkové diety muize byt ale znacné komplikované,
protoze pouzivani lepku v potravinovych piipravcich se velmi rozsitilo a pravé tyto potraviny
kontaminované lepkem velmi ztézuji stravovaci navyky (Husby et al. 2012).

Dle (Vojdani 2013) staci, aby byla potravina bézné dostupna pro pacienty na bezlepkové
diet¢ kontaminovana lepkem ve stopovém mnozstvi. Jiz v takto malém mnozstvi ma lepek
a kiizové reaktivni epitopy schopnost vyvolavat u téchto pacientii zvySenou imunologickou
reaktivitu. Podle jeho laboratorni studie byla kiizova reakce potravinovych antigeni
nejvyznamnéjsi u a- a B- kaseinu, nasledné kvasinek, kasomorfinu, cerstvé kukutice, mléka,
prosa, mlécné cokolady, kavy, ryze a nakonec syrovatkového proteinu.

V souvislosti s vazbou peptidu anti-a-gliadinu na a- a - kasein, mléko a mlé¢nou ¢okoladu
bylo prokazano, ze existuje vysoky stupeit homologie, nebo zktizené reaktivity mezi bovinnim
a- a B- kaseinem a peptidovou sekvenci a-gliadinu (Darewicz et al. 2007). Tato homologie mezi
mlécnymi proteiny je prokazana nejen imunitni reaktivitou IgA-anti-gliadinovych protilatek
s mlécnymi proteiny (Berti et al. 2003), ale také reaktivitou IgA na a- a B- kasein u pacientd
trpicich celiakii (Cabrera-Chavez & de la Barca 2009) a v neposledni fadé indukci lokalnich
zanétlivych reakci po expozici proteiny psSenice (Kristjansson et al. 2007). Z téchto divoda
by kasein a produkty obsahujici mléko, jako je pravé mlé¢éna c¢okolada, mely byt povazovany
za pripravky obsahujici lepkové peptidy, pfinejmensim u jedinct, jejichz piiznaky se ani
po nasazeni n€kolikameési¢ni bezlepkové diety nezlepsuji (Vojdani 2013).

V ptipadé pivovarskych kvasnic se opét projevila znacné reakce gliadinové protilatky,
ackoliv v tomto piipadé nelze s jistotu potvrdit, zdali je tato reakce mezi a-gliadinovym
peptidem a pivovarskymi kvasnicovymi antigeny skutecnd, nebo je spojena s necistotami
a kontaminaci komerénich produkti potravinami obsahujicimi lepek (Zanoni et al. 2006;
Vojdani 2013).

Oves byl vyloucen z bezlepkové diety prevazné kvili zkiizené kontaminaci lepkovymi
zrny (Thompson 2004). Existuji klinické dikazy o tom, Ze néktefi z fad pacienti trpicich
celiakii maji slizni¢ni T-bunky, které reaguji na ovesny prolamin avenin, coZ ve findle vede
az k zanétu sliznic, podobné jako u lepku z pSenice. Tato odpoveéd slizni€nich T-bunék
na avenin by mohla byt divodem atrofie klkii stiev u pacientd, kteti maji bezlepkovou dietu,
ktera oves zahrnuje (Arentz-Hansen et al. 2004; Comino et al. 2011). Toto naznacuje, Ze osoby

trpici celiakii nesmé&ji konzumovat oves, protoZze deamidace, nebo pieména glutaminu
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na glutamovou kyselinu tkdniovou transglutaminazou se podili na tvorbé aveninového epitopu
(Thompson 2004; Srinivasan et al. 2006). Podobné¢ je i proso povazovano za bezlepkové.

Studie, kterou provedl (Vojdani 2013) se také zabyvala propojenim celiakie s riznymi
extraintestinadlnimi autoimunitami, kam zahrnuje Stitnou zlazu, klouby, srdce, ktzi, slinivku,
kosti, jatra, reprodukéni organy a nervovy systém. Ackoliv nejsou mechanismy indukce
autoimunit zcela znamy, existuje stale vice dikazi o tom, Ze tato onemocnéni mohou byt
vysledkem molekularni mimikry mezi gliadinem, nebo transglutaminazou a rdznymi
tkanovymi antigeny, v¢etné proteini nervového systému (Vojdani et al. 2004; Hadjivassiliou
et al. 2006; Zanoni et al. 2006; Naiyer et al. 2008). Cirkulujici protilatky pfitomné pii celiakii
interaguji s ubikvinimi transglutamindzami v riznych tkanich, coz muze vyvolat tvorbu
proteinovych agregati, které mohou vyvolat zanét (Naiyer et al. 2008).

Mnoho zemi tradicn€ umoznuje oznacovat potraviny jako ,.bezlepkové™ kontaminované
az do 0,3 % bilkovinami z obilnin obsahujicich glutein (Faulkner-Hogg et al. 1999). Avsak
(Vojdani 2013) ve své studii uvadi, ze povoleny obsah 0,3 % bilkovin z obilnin obsahujicich
glutein neni z hlediska imunologie racionalni, protoze gliadinové specifické T-buiiky mohou
ptispivat ke gastrointestinalnim a  extra-gastrointestindlnim  symptomim. Pacienti
s bezlepkovou dietou by méli dodrzovat ptfisnou bezlepkovou dietu s politikou nulové
tolerance. Tento krok vyzaduje abstinenci od bezlepkovych potravin, podrobné ¢teni etikety
a zaroven informace, zdali podnik vyrabé&jici bezlepkovou potravinu nezpracovava zaroven
pSenici, obecné lepek a mlécné vyrobky.

Miizeme s jistotou tvrdit, Ze vliv potravy a ptevazné pak nckterych jejich ¢asti, jako
napiiklad lepek, hraji velmi vyznamnou roli v lidském zdravi. Probiotické organismy
pfedstavuji do budoucna zajimavy prostedek, jak regulovat lidsky mikrobiom, ktery je praveé
anasledné kolonizace, které vedou k utvoteni celkového mikrobiomu. Mikrobiom poté funguje
jako samostatnd jednotka, kterd zasadné ovliviiyje lidskou imunitu, podporuje traveni a brani
pred rozvoji gastrointestinalnich poruch. V této praci jsme otestovali lepek, avSak v budoucnu
se nabizi provést studie daleko Sir§i a slepSimi prostiedky. VétSina studii je provadéna
Vv in vitro podminkach, které piedstavuji velmi zjednodusené in vivo podminky, nelze tedy

jejich vysledky zcela implementovat na veétsi méfitko.
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[ Zavér

Cilem prace bylo otestovat adherenéni schopnosti dvou probiotickych kment, a sice
L. plantarum a L. brevis, spole¢né s lepkem na bunky stievniho epitelu. Vysledky naznacuji,
ze zvySené koncentrace lepku maji negativni vliv na adheren¢ni vlastnosti probiotik, ¢imz je
naSe hypotéza potvrzena. Ukazuje se, Ze lepek mé negativni vliv nejen na sliznici stfeva, ale
zaroven negativné ovliviiuje probiotika, kterym v ptipadé, Ze jsou konzumovany jako
potravinovy dopln€k spole¢né s potravinou bohatou na lepek, snizuji ti¢innost probiotického
potravinového dopliku.

Nami testovana koncentrace lepku odpovida zhruba poloving bézné susenky. Do budoucna
by bylo zajimavé dale otestovat SirSi rozpéti koncentraci lepku s vétsSim portfoliem probiotik.
Zejména z toho diivodu, aby doslo k poznani, jak bézné porce potravin s béznou koncentraci
lepku ovliviiyji sttevni mikrobiom. Pro toto testovani bude zapotiebi optimalizovat pouzitou

metodu a ptipravu lepku, aby nedochézelo k jeho agregaci pti pfidani do vodného roztoku.
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