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Vliv ¢ajovych katechini na adherenci bakterii mlé¢ného
kvaSeni

Souhrn

Caj je napoj, ktery konzumuji miliony lidi na celém svétd. Mnozi odbornici
a vyzkumnici zejména z asijskych zemi se snazi pouzit ¢aj jako 1é¢ivo. Studie dokazuji, ze
cajové katechiny, a to zejména katechiny obsazené v zeleném caji, maji pozitivni vliv na zdravi
cloveka.

Prace se zabyva vlivem ¢ajovych katechind na probiotické mikroorganismy, obsahuje
poznatky o druzich ¢ajii a jejich vyrob¢, shrnuje ti¢inky ¢aji na lidsky organismus a jeho zdravi.
V préci jsou popsany interakce Cajovych katechinl s rliznymi nemocemi, mikroorganismy
tvotici mikrobiotu traviciho traktu a vliv zivotniho stylu na mikrobiom. Dale rozebira adherenci
mikroorganisml na sténu stfevniho epitelu a popisuje, jak probiha vyzkum na modelech
adherence in vitro.

Dle mnoha studii jsou ¢ajové katechiny povazovany za slouceniny, které dokazi Cistit
organismus od odpadnich latek. Vliv ¢ajovych katechini na laktobacily byl zkouman
provedenim testu adherence dvou bakterialnich kment Lactobacillus gasseri a Lactobacillus
casei na smésné ko-kultufe Caco-2 a HT29-MTX. K inokulu byly ptidavany extrakty z cerného
a zeleného caje o koncentraci 20 pg/ml tfi prednich znacek ¢aji a to Dilmah, Ahmad
a Teekanne. Vysledkem bylo srovnani adherence laktobacilli t€¢inkem ¢ajovych katechin Ve
srovnani s kontrolou.

Prace prokazala, ze ¢ajové katechiny ovliviiuji vybrané kmeny laktobacilt, kdy zeleny
¢aj projevil vétsi efekt nez Caj Cerny. Z vysledkli vyplyva, Ze zeleny ¢aj miize podpoftit adherenci
bakterialniho kmene L. gasseri, a tim potencionalné zabranit patogentim adherovat na stfevni

epitel.

Kli¢ova slova: ¢ajové katechiny, in vitro, mikrobialni adherence, bunééné linie, Caco-2, HT29-
MTX, lactobacily



Effect of tea catechins on the adherence of lactic acid
bacteria

Summary

Tea is a drink, what is consumed by millions of people worldwide. Many experts and
researchers mainly from Asian countries are trying to use as a medicine. Studies show that tea
catechins, particularly the catechins founded in green tea, have a positive effect on human
health.

The work is focused on the influence of tea catechins on probiotic organisms, the work
contains information about types of teas and, tea production and the effects on the human body
and its health. In the work are described interactions of tea catechins with various diseases,
microorganisms of the digestive system and the influence of lifestyle on the microbiome. Then
is in my work described adherence of microorganisms on the wall of the intestinal epithelium,
The next is described how to do the research on in vitro models of adherence too.

According to many studies are tea catechins considered as compounds which can
cleanse the body from waste products. Effect of tea catechins on Lactobacilli was analysed by
performing the tests of the adherences two bacterial tribes of Lactobacilli (Lactobacillus gasseri
and Lactobacillus casei) on the mixed co- culture of Caco -2 and HT29 - MTX. To the inoculum
were added extracts of black and green tea in concentration of 20 micrograms.ml-1 from three
known brands of tea (Dilmah, Teekanne and Ahmad). In the results were compared adherences
of Lactobacilli by effect of tea catechins to the control pattern.

The work showed that tea catechins affect the selected tribes of Lactobacilli and green
tea has larger effect than black tea. Results showed, that green tea can support adherence of
bacterial tribe L. gasseri and therefore tea can potentially stop the pathogens adherence on the

intestinal epithelium.

Keywords: tea catechins, in vitro, microbial adherence, cell line, Caco-2, HT29-MTX,
lactobacilli
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1 Uvod

Caj je kulturni napoj pfipravovany obvykle louhovanim listk rostliny &ajovniku
¢inského v horké vodé.

Cerny, bily, zeleny nebo &erveny ma jinou chut’ vini i barvu. Jedno viak maji spoleéné
a tim jsou zdravi prospésné latky, jez pomahaji chranit buniky naptiklad pted oxida¢nim stresem
amaji protirakovinné u€inky. Je zndmo, Ze nejen zeleny, ale i cerny €aj obsahuje velké mnozstvi
fenolovych sloucenin. Diky ,,fermentaci se tyto latky tzv. deaktivuji a vytvori se fada
antioxidantl, které zastupuji pfedevsim theaflaviny. V ¢instiné existuje jedno rceni, které v
prekladu zni ptiblizné takto: ,,Vypijete-li denné Salek caje, dozajista umotite lékarnika
hladem.*, proto ma ¢aj nezastupitelné misto v tradi¢ni ¢inské medicing.

Polyfenoly maji vliv na stfevni mikrobiotu, coz ptiznivé ovliviiuje zdravi a pomaha
bojovat proti riznym nemocem. Pitim Caje se muze zlepsit vliv stavajicich ¢i pozivanych

probiotik v organismu ¢lovéka.



2 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace je zjisténi vlivu Cajovych katechina extrahovanych z
Cerného a zeleného Caje na adherenéni vlastnosti vybranych laktobacili v in vitro modelu

traviciho traktu na Caco-2 a HT29-MTX bunéénych liniich.

2.1 Hypotéza
Testovanou hypotézou je, ze nékteré frakce Cajovych katechini zvySuji schopnost

probiotik adherovat na stievni sténu.
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3 Literarni reSerse

3.1 Mikrobiota travici soustavy

Lidské stfevni mikrobiota hraje kli¢ovou roli v mnoha metabolickych, fyziologickych,
nutri¢nich a imunologickych procesech (O'Hara and Shanahan, 2006). Ackoliv je slozeni
a ¢innost mikrobioty béhem Zivota velmi stabilni, mize byt ovlivnéna celou fadou faktort
(O'Toole and Claesson, 2010). Na slozeni stievni mikrobioty ma vliv predevsim genetika, vék
a strava (Chen et al., 2014).

Strevni bakterie zvySuji ¢innost imunitni ochrany a pro hostitele je vyznamny 1 jejich
metabolismus. Pretvaieji nestravitelné nebo nevstiebané sacharidy na vstiebatelné mastné
kyseliny s kratkym fetézcem a na plyny, kromé toho mohou vytvaret vitamin K (Silbernagl,
2004)."

Odchylky ve slozeni a funk&nosti mikrobioty jsou vétSinou spojeny se zanétlivymi
a metabolickymi procesy (napiiklad zanétlivé onemocnéni stiev, syndrom drazdivého tracniku
a obezita). Zména slozeni mikrobioty tak ovlivituje lidské zdravi (O'Toole and Claesson, 2010).
Odhaduje se, ze mikrobiota v celém gastrointestinalnim traktu obsahuje 150krat vice genil, nez
lidsky genom (Qin et al., 2010). Vétsina bakterii patii bud’ do kmene Firmicutes (rody
Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus a Ruminococcus), nebo kmene Bacteroidetes (rody
Bacteroides a Prevotella), které tvoti vice nez 90 % znamych fylogenetickych kategorii

nachazejicich se v lidském strevé (Power et al., 2014).
3.1.1 Mikroorganismy traviciho traktu

Druhy mikroorganismi gastrointestinalniho traktu se méni podél jeho délky. V Zaludku
se vyskytuje maly pocet a uzké spektrum mikroorganismi, coz souvisi s nizkym pH Zaludku.
V tlustém stfevé se uz ale nachazeji mikroorganismy velice rozmanité a jejich mnoZstvi
exponencialné roste (Tiihonen et al., 2010).

Lidské stievo je kolonizovano 102 az 10'* mikroorganismy, z nichz drtiva vétsina patti
do kment Firmicutes a Bacteroidetes (Power et al., 2014), jen 1 % pfipada na aerobni
Escherichia coli. Bakterie tracniku lze dle jejich u¢inku rozdé€lit na bakterie kvasné a hnilobné
(Kittnar, 2011).Malé mnozstvi sacharidu a nestravitelnych latek, pfedevsim celulozy a pektinu,
které se nevstiebali v tenkém stieve, je rozkladano kvasnymi bakteriemi (E.coli, Enterobacter
aerogene). Vzniklymi produkty jsou kyselina mlé¢nd, alkohol, mastné kyseliny o kratkém

fetézci, CO2 a metan. Plynné latky navySuji objem tra¢niku a usnadiiuji tak jeho motilitu.
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Kyseliny s kratkym fetézcem jsou poté resorbovany a slouzi jako zdroj energie pii regeneraci
epitelu tlustého stieva. Hnilobné bakterie (Proteus sp.) preménu;ji aminokyseliny z natravenych
bilkovin na sirovodik, indol, skatol a merkaptany. Zdrava jatra tyto latky po vstiebani
vychytavaji a nasledn¢ detoxikuji. Bakterialni cCinnosti vznikaji i vitaminy (vitamin
K a vitaminy komplexu B-B1) (Kittnar, 2011).

Gastrointestindlni trakt novorozence je téméf sterilni (Favier et al., 2002). Stievni
mikrobiota se zaklada pti narozeni (Tiihonen et al., 2010). Novorozencum, ktefi prosli
porodnimi cestami, vznikd mikrobiom, ktery reflektuje vaginalni a stfevni mikrobiotu matky
(Lupp and Finlay, 2005). Prvnimi kolonizatory jsou hlavné Bifidobacterium, Clostridium,
Ruminococcus Enterococcus, Enterobacter a Bacteroides, ktefi mohou pochazet z pochvy,
vykald ¢i nemocnice (Marques et al., 2010). Kojenci narozeni cisatskym fezem maji tuto
bakterialni rozmanitost v prvnich tydnech zivota nizsi (Power et al., 2014). U téchto déti nastane
mikrobialni kolonizaci rody Bacteroides, Bifidobacterium a Lactobacillus opozdéné. Béhem
prvnich tydnd Zivota se stéevo z oralni strany osidluje bakteriemi anaerobt (Kittnar, 2011). Na
konci 3. roku je uz sttevni mikrobiota ustalena a podoba se mikrobioté dospélého ¢loveka (Chen
etal., 2014). V dospélosti je slozeni stievni mikrobioty relativné stabilni. Toto slozeni je pouze
prechodné ménéno vnéjsimi vlivy (Delgado et al., 2006). Nicmén¢ tato relativni stabilita se
snizuje s pribyvajicim vékem (McCartney et al., 1996). Zmény, vyvolané starnutim, se tykaji
zejména v pomérovém zastoupeni rodti Firmicutes a Bacteroidetes (Mariat et al., 2009). Tato
pieména stievni mikrobioty mé za nasledek niz$i gastrointestinalni funkci (Stsepetova et al.,

2011).
3.1.2 Probiotické organismy

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které jsou kolonizovanim tlustého stfeva zdravi
prospésné (Sanders, 2003). Z nichz nejcastéj$i skupiny jsou rody Lactobacillus
a Bifidobacterium (Parracho et al., 2007) a nékteré rody Enterococcus a Streptococcus.
Nejcastéji se vyskytujici probiotické organismy jsou uvedeny v tabulce 1. V zdsadé je délime
do dvou nasledujicich skupin (Ferencik, 2005):

1. Jednd se o bakterie mlécného kvaSeni, kam zahrnujeme bakterie ze tfi rodu:
Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus.

2. Do druh¢ skupiny paii probiotické organismy, které piedstavuji nepatogenni izolaty,

napt.: Escherichia coli, Clostridium butyricum nebo Saccharomyces boulardii.
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Tab. 1 Probiotické organismy (Mazankova and Kotaskova, 2011)

Grampozitivni koky

Bifidobakterie

Lactobacily

Kvasinkové

mikroorganismy

Lactococcus lactis
subsp. Cremoris

Enterococcus faecium

Escherichia coli
(serotyp O83:
K24:H1)
Streptococcus
diacetylactis

Streptococcus
intermedius
Streptococcus
salivarius subsp.

thermophilus

Bifidobacterium
bifidum
Bifidobacterium
adolescentis
Bifidobacterium

animalis

Bifidobacterium

infantis

Bifidobacterium
longum
Bifidobacterium
thermophilum

Lactobacillus
acidophilus
Lactobacillus casei
subsp. Rhamnosus
Lactobacillus casei
Shirota

Lactobacillus
delbrueckii subs.
Bulgaricus

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus brevis

Lactobacillus

cellobiosus

Lactobacillus curvatus

Lactobacillus
fermentum
Lactobacillus

plantarum 299v

Saccharomyces

boulardii

3.1.3 Role probiotickych organismi

Probiotické organismy se podili na udrzeni rovnovidhy mikrobidlniho prostfedi
a prispivaji k zachovani epitelialni integrity (Ouwehand et al., 1999). V n¢kolika studiich bylo
dokazano, ze bifidobakterie snizuji hladinu stievniho endotoxinu a zlepsuji stfevni bariérovou
funkci, ktera chrani buné¢nou sliznici pied patogeny (Griffiths et al., 2004; Wang et al., 2006).

ZlepSeni bariérové funkce spociva nejen ve zlepSeni integrity, ale 1 zvySenou sekreci hlenu
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a niz8i propustnosti stiev (Spinler et al., 2008; Saulnier et al., 2009; O'Shea et al., 2012; Shen
etal., 2013).

Probiotika jsou dnes vyuzivany jako doplikova 1écba obezity a chorob souvisejicich
s obezitou (Shen et al., 2013; Sommer and Backhed, 2013). Krom¢ toho mohou probiotika
plsobit na stfevni imunitni systém, kde ovliviluyji citlivost bunék imunitniho systému
k mikrobum v lumen stieva (Thomas et al., 1974). Podstatou zdravotn¢ prospésné funkce
probiotické stfevni mikromikrobioty je jeji bezprostiedni kontakt s mistnim imunitnim
systémem, ktery tvoti lymfoidni tkan sdruzenou se stievem — GALT (gut-associated lymphoid
tissue). Porucha kterékoliv z téchto tii slozek ma za nasledek nedostatecnou obranu proti
patogennim ¢i1 podminéné patogennim mikroorganizmim nedostate¢nou imunologickou

toleranci k potravinovym antigenim (Ferencik, 2005).

Imunomodulaéni G¢inky probiotik dle Ferencika (Ferencik, 2005):
e Stimulace mechanizmii pfirozené imunity, tvorby sekre¢niho IgA a mistni imunitni
reakce, oralni tolerance na potravinové antigeny a rezistence na spontanni nadory.
e Udrzovani fyziologické rovnovahy mezi TH1 a TH2.
e SniZeni neregulovaného zanétu v lidském stfev€, alergické piecitlivélosti
na potravinové antigeny.

e Normalizace dysfunkce stfevni sliznice.

Nutnou podminkou, aby se vySe uvedené vlastnosti probiotickych bakterii mohly
uskutecnit, je jejich schopnost adherovat k intestindlnimu muko6znimu gelu nebo k epitelidlnim

bunkam (Dunne et al., 2001).
3.14 Zmény mikrobiomu se stravou

Strava je jednim z faktorii, ktery ma nepochybné vliv na sloZeni stfevni mikrobioty.
Dodava Ziviny nejen organismu hostitele ale 1 sttevnim bakteriim.
Slozeni stfevni mikrobioty se méni v zavislosti na druhu pfijimané potravy. Rtzné druhy
bakterii maji rozdilnou genetickou vybavu a je tedy pfirozené, Ze kazdy druh bude Iépe vyuzivat
jiné nutrienty (Scott et al., 2008). Obecné plati, ze bakterie upfednostiiuji sacharidy, jako
primarni energeticky zdroj (Power et al., 2014). Enzymy pro degradaci polysacharidl
rostlinného pivodu vétsinou nejsou kddovany savéim genomem. Tyto polysacharidy jsou pak

rozkladany enzymy, které jsou produkovany gawstievni mikrobiotou (Flint et al., 2012).
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Nékteré bilkoviny (napf. kolagen a elastin), stejné jako rtzné rostlinné metabolity (napf.
polyfenolické latky) se mohou také dostat do tlustého stfeva, a mtizou byt podrobeny bakterialni
transformaci (Power et al., 2014).

Kulturni zvyklosti, Zivotni styl, socioekonomicky status a v neposledni fadé geografie
hraje velkou roli ve stravovacich navycich a tedy i ve slozeni stfevni mikrobioty. Vyznamné
rozdily ve stfevni mikrobioté byly zpozorovany u ruskych, americkych, danskych a ¢inskych
narodnosti (Tyakht et al., 2013). Podobné srovnani bylo provedeno na populaci Korejcu,
Ameri¢ant, Ciflanti a Japonct, kde analyza populaci ukézala, Ze fekalni mikrobialni organismy
se v kazdé zemi nepatrné lisi. Ameri¢ané mély vyssi zastoupeni kmenu Firmicutes, Japonci
Actinobacteria, Korejci a Cinané mély vyssi podil Bacterodetes (Nam et al., 2011). Tento
vyzkum naznacil, ze sloZeni mikrobioty pravdépodobné souvisi s zivotnim stylem ¢lovéka.

Vliv stravy na stievni mikrobiotu ma pro lidské zdravi velky vyznam. Napiiklad,
vegetarianska a zapadni strava jsou dva naprosto odlisné styly stravovani. Vegetariani pfijimaji
oproti ,,zapadn&“ se stravujicim lidem mnohem vice vlakniny a méné tuku. Ve stievni
mikrobioté vegetarianu pievlada Clostridium coccoides, Clostridium ramosum a neni v ni
obsazena Faecalibacterium prausnitzii (Hayashi et al., 2002), kterou je mozné naleznout u lidi,
ktefi konzumuji hlavné ryby a maso (Mueller et al., 2006). Studie z roku 2011 ukazuji, ze
vegetariani a vegani maji mensi pocet Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Escherichia coli,
a Enterobacteriaceae spp. oproti lidem stravujicim se v§ezravé (Zimmer et al., 2012). Slozeni
mikrobioty se rapidné méni i s mnozstvim neSkrobovych polysacharidu (Turnbaugh et al.,
2009). Dle Stsepetové et al. (2011) miize vysoky obsah laktobacili ve stievech zvysit riziko
obezity a hyperglykémie u zdravych dospélych. Tyto ucinky se ale pfipisuji pouze specifickym
kmentim. Napiiklad Lactobacillus ingluviei, Lactobacillus acidophilus zvySuji hmotnost,
zatimco Lactobacillus casei/paracasei, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus gasseri ma
opa¢ny ucinek (Million et al., 2012). Dalsi studie odhalila, ze Lactobacillus paracasei by mohl
snizit ukladani tuku, tim Ze by zvysil aktivitu Angptl4 ,coz je inhibitor lipoproteinové lipazy,
ktery fidi ukladani triacylglyceridd do tukovych bun€k (Aronsson et al., 2010). Potraviny
bohaté na prebiotika, jako topinambur a ¢ekanka, zvySuji pocet bifidobakterii a laktobacilti
(Kleessen et al., 2007) a snizuji pocet bakterii Clostridium leptum (Pyra et al., 2012). Je
zajimavé, Zze nékteré fruktany jsou schopny zvySit pocet i jinych bakterii, jako je
Faecalibacterium prausnitzii (Power et al., 2014).

Za poslednich sto let doslo také k nepfiznivym zménam ve slozeni stievni mikrobioty,

zvlasté v pramysloveé vyspélych statech, kde ptirodni potraviny byly nahrazeny potravinami
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uméle piipravovanymi s riznymi piisadami a konzervanty. Hnilobné procesy se tak objevuji
nejen u starsich, ale 1 u mladSich vékovych kategorii. Na zaklad¢ téchto zkusSenosti je prospésné

regulovat stievni mikrobiotu béhem celého Zivota ¢loveka (Ferencik, 2005).

3.2 Mikrobialni adherence

Ve vicebunécnych organismech hraje intercelularni adheze a adheze mezi buiikami
a extracelularni matrix (ECM) dileZitou ulohu v architektuie téchto tkani a organti. Epitelialni
tkan je reprezentativni piiklad buné¢né adheze a hraje kritickou roli v architektuie tkan¢. Tkan
epitelova je nejzasadnéjsi tkan, ze které se skladaji t€la zivocichii. Témeér vSechny organy v
nasem téle jsou vytvareny na zakladé epitelové tkdné. Tato tkan uzavira celé télo zivocicht a
oddéluje vnitini prostfedi jedince z vnéjsiho prostredi. To je podobné jako v bunééné membrané
Vv bunikach. Z tohoto diivodu, epitelidlni tkai hraje rizné role, v€etné omezeni pronikéani latek,
strukturné odolavani vné&jsi sily, selektivni vyménu latek mezi vnitinim prostfedim téla a
vnéj§im prostiedim a pfijimani informaci z vnéjsiho prostiedi (CSLS/The University of Tokyo,
2011). Pokud se na tuto tkan ptichyti bakterie lze hovofit o mikrobialni adherenci.

3.2.1 Vyznam adherence

(napt. z rodu Lactobacillus). Zasadni tlohou pii vybéru mikroorganismu je schopnost
adherence prokaryotni bunky na buiiku stfevni sliznice. Bez této interakce by probioticky
vysledek nebyl moZzny. Pomoci adheze se zamezi vylouceni probiotickych bunék, které tak
mohou docasné kolonizovat stfevni sliznici, utvafet imunitni systém a kompetitivné vytésnit
patogeny (Bezkorovainy, 2001). V nedavnych studiich bylo prokazano, ze mechanismem
probiotického pusobeni mikroorganismi slouzi pravé adheze (Blum et al., 1999). Faktory
ovlivilyjici adhezivitu probiotik jsou dle Gusilsa (2002) ptedevsim druhova specifita, slozeni

bunécné stény, které ovliviiuje jeji vlastnosti a specifi¢nost hostitele.
3.2.2 Mechanizmy mikrobialni adherence

Proces adherence probihd ve dvou fézich. Prvni (primarni) faze je pfilnuti bakterie
pomoci fyzikélnich vlastnosti a jedna se o vratny proces (Rulik et al., 2011)
Pro druhou (sekundarni) fazi je potieba, aby bakterie setrvala pfilnutd dostatecné

dlouho, tak aby vyprodukovala povrchové molekuly — adheziny (Eiff et al., 2012). Pfitomnost
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adhezinu je zasadni pro adhezi na receptory epitelu. To zajisti dlouhodobé setrvani a tvorbu
biofilmu na hostitelské tkani (Rice et al., 2014).

Molekuly substratu se na povrchu nosi¢e zachycuji velmi rychle a tidi se zakony
adsorpce. Hlavni mechanizmy transportu mikrobialnich bunék k povrchu nosi¢e jsou
molekularni a turbulentni difuze, chemotaxe, termoforéza a sedimentace. Zachyceni bun¢k
na povrch je slozity proces, nicméné je pro vznik biofilmu esencialni. Nejprve nastane
reverzibilni adsorpce a poté nasleduje permanentni zachyceni.

Primarni adheze nastavd v moment¢, kdy se bakterie dostane do kritické vzdalenosti
od substratu, coZ je méné nez 1 um (Marshall et al., 1971).

Inicidlni adheze bakteridlnich bunék na ,kondiciovany“ povrch je pokladana
za nahodny d&j pievazné proudem kapaliny nebo cilené vlastnim pohybem (Rice et al., 2014).
Uspésnost adheze je dana fyzikalnimi silami (van der Waalsovy sily, hydrofobni interakce,
elektrostatické interakce), nespecifickymi chemickymi vazbami (kovalentni polarni vazby,
vodikové vazby) a nespecifickymi interakcemi mezi receptory bakterie a hostitelské buiky.
Dalsi podstatné faktory ovliviiujici adherenci jsou zména pH, koncentrace nabitych ionti
vzorku apod. (Gristina, 1994; von Eiff et al., 2012).

Po primarni adherenci exprimuji bakterie povrchové molekuly nazyvané jako adheziny,
které mohou byt bilkovinou, glykopeptidem ¢&i polysacharidem (Neu, 1996). Po ptichyceni se
buiiky reprodukuji, hromadi a vytvafeji ,,primarni biofilm®, na ktery se mohou dalsi bunky
piichytit a kumulovat. Vytvaii tzv. sekundarni biofilm (Rice et al., 2014).

Ackoliv povrch prevazné €asti bakterii je hydrofobni, je pro pocate¢ni tvorbu biofilmu
vyhodnéjsi hydrofobni povrch biomaterialti, jelikoz tak snadnéji zdoldvaji pocate¢ni
elektrostaticky odpor a rychleji adheruji (Cerca et al., 2005; Donlan and Costerton, 2002).
Tvorbu biofilmu ovlivituje pfedev§im povrch nosice a podminky okolniho prostfedi. Drsna
a porézni struktura povrchu je vyhodnéjsi pro adherenci buné¢k a biofilm se tak snadnéji utvari
(Rulik et al., 2011). Pfimou souvislost s rychlosti tvorby biofilmu je vyzivova hodnota média
(Lindsay and Holy, 2006). Biofilmy obsahujici velké mnozstvi zivin se formuji rychleji.
Naopak nedostatek nutrienti spousti odpoutavani bunék z povrchu. Autofi Thompson et al.
(2006) zkouseli pomér prvki uhliku, dusiku a fosforu a dosli k zavéru, Ze jejich pomér je daleko

vyznamné&j$i pro produkci biofilmu nez jejich samotné mnozstvi (Dunne, 2002).
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3.2.3 Invitro testy adherence

Ochranna vrstva z exopolysacharidi (EPS) muze pomoci bakteriim lépe odolavat
zalude¢nim kyselindm a zlu¢ovym solim. Kromé toho, vyroba EPS mize zlepsit ptilnavost na
stfevni sliznici a zvysit Zivotnost ve stievnim traktu (Rulik et al., 2011). Uginnost téchto
organismi, souvisi S jejich schopnosti pfilnout na sténu stfeva. Schopnost udrzet se na sténé
stieva je nezbytnym piedpokladem pro bakterialni kolonizaci; to je také dtlezité pro rovnovahu
sttevni mikrobioty, stievni bakterialni aktivitu enzymu a stabilizaci stfevni propustnosti
(Walker and Duffy, 1998). Z tohoto duvodu, slizni¢ni adheze byla navrzena jako jeden z
hlavnich kritérii vybéru pro probiotické kmeny (He et al., 2001). Kromé toho, mutize piispivat
ke schopnosti vyloucit enteropatogeny.

In vivo studie mikrobialni adherence nejsou snadné provést a také jsou nakladné
a Casoveé narocné oproti in vitro modelovym systémum, které jsou zalozeny piedev§im
na pouziti lidskych bunék enterocytti podobné jako Caco-2 (Canzi et al., 2005). Je nutné zvolit
takové kmeny, které zlepsuji schopnosti adheze, ¢imz se zvysi jejich kolonizace (Ram and
Chander, 2003).

3231 Adherence na mucin a slizni¢ni buniky

Adherence na mucin a slizni¢ni buriky je nejjednodussi model vyhodnoceni adherence.
Jeho zéakladem je imobilizace mucinu na povrchu mikrotitra¢nich desticek (lzquierdo et al.,
2008). Mnozstvi adherovanych bakterii se stanovuje tradi¢énimi metodami napt. barvenim nebo
pocitanim KTJ (kolonie tvotici jednotku). Vysledky adheze jsou ale mnohem variabilnéjsi, nez
pii aplikaci bunéénych kultur (Laparra and Sanz, 2009).

Tento model in vitro adherence je tedy pouzivan pfedev§im k rozliseni adherence
bakterii k mukoézni vrstvé a pouzivaji se k nému intestindlni mucin odebrany ze sttevniho

epitelu prasat (Li et al., 2008).
3.2.3.2 Adherence na Caco-2, HT29 a HT29- MTX buné¢né kultury

Model adherence na mucin a slizni¢ni bunikky nedokaze tak dobfe simulovat pfirozené
prostiedi stfev, proto se védci snazili najit jiny typ modelu, ktery by napodobil lidsky stievni

epitel.
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Caco-2

Bunéc¢na kultura Caco-2 byla piivodné ziskana z adenokarcinomu tlustého stfeva. Svym
charakterem se tak blizi epitelu tenkého stfeva, jelikoz v Caco-2 buné¢né linii mizeme rozlisit
apikalni a basolatelarni membrany, které mezi sebou maji nepropustné spoje (Simons and
Fuller, 1985). Za urcitych podminek se tato vrstva diferencuje a vytvaii homogenni
a polarizovanou monovrstvu, ktera funk¢né i morfologicky pfipomina zralé enterocyty lemujici
tenké stfevo (Sambuy et al., 2005). Bunky vytvaii mikroklky a napodobuji kartaGovy lem
stieva, coz je vyuzito k in vitro testim adherence (Grajek and Olejnik, 2004). Monovrstva
bunécéné linie Caco-2 je Siroce vyuzivana ve farmaceutickém primyslu jako in vitro model
lidské sliznice tenkého stieva pro piredvidani absorpce peroralné podavanych 1é¢iv (Artursson
and Karlsson, 1991). Ackoliv je Caco-2 model vhodny pro studie adherence a mize byt
vyuzivan jako alternativa k radioaktivné znacenym bakterii, studie prokazaly, ze kultury Caco-

2 bunék nevytvareji dostate¢nou vrstvu mucinu (Bianchi et al., 2004).

HT29 a HT29-MTX

V roce 1964 byla izolovana z adenokarcinomu tlustého stieva 44 leté zeny buné¢na linie
HT29 (Fogh and Trempe, 1975). Puvodné se tato linie pouzivala pro studium nadori. Jejich
schopnost diferencovat se v in vitro podminkach na zralé enterocyty nebo bunky produkujici
hlen piitahla pozornost ke studiim adheze lactobacilt (Lesuffleur et al., 1990). Jednu ze studii
provedl. Wang et al.(2008), v niz dokazal, Ze L. reuteri z kufeciho stfeva ma vysokou schopnost
adheze. Nasledovala izolace L. acidophilus z lidského stieva, ktera téz prokazala vysokou
adherenci. Primérnou adherenci pak vykazovali L. johnsonnii, L. gasseri, L. rhamnosus,
L. bulgaricus a L. plantarum. Od této doby se provedlo mnoho studii s buné¢nou linii HT29,
které jsou zaméteny na probioticky Gcinek a adherenci na stievni epitel (Jensen et al., 2012).
Na rozdil od Caco-2 nevytvafii kartd¢ovy lem a jeji morfologie je podobna epitelovym buitkam
(Grajek and Olejnik, 2004).

Studie nékterych bakterialnich kment (napf. L. rhamnosus GG, B.lactis Bb12 nebo B.
animalis IATA-A2) ke Caco-2 bunkam prokazaly nizs§i adherenci nez k samotnému mucinu
a jiné studie ukazuji, ze adherence né€kterych kmend patogennich bakterii E. coli ke Caco-2
bunkam je vyssi nez k samotnému mucinu (Laparra and Sanz, 2009). Toto jsou duvody, pro¢
se v soucasnosti uptednostituji bunééné linii HT29-MTX vzniklé z HT29 bun¢k adaptovanych
na methotrexat (MTX) (Lesuffleur et al., 1990). Pusobenim metotrexatu na HT29 bunéénou

linii se vyselektovali specialni poharkové buiiky schopné produkovat mucin (Leteurtre et al.,
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2004) . Studie od Laparry and Sanze (2009) ukazala, Ze tato buné¢na linie ma niz$i schopnost
adherence nékterych probiotickych kment nez linie Caco-2. Aby se docililo stejného efektu,
ktery vytvaii piirozeny lidsky stievni epitel, byl vytvofen model, ktery se sklada z kultur Caco-
2 a HT29-MTX. Bunééna linie HT29-MTX zde zastupuje poharkové buitkky a Caco-2
predstavuje enterocyty. Linie se pouzivaji v poméru 9:1 (Caco-2:HT29-MTX) (Pontier et al.,
2001).

Adheze neni jen ovlivnéna pouzitou kulturou. Je tfeba mit na paméti i jiné faktory
ovlivityjici adherenci mikroorganismu. Jsou to zejména typ mucinu, zivné médium, teplota,
tepelnd stabilita pH a dokonce i Ca* ionty. V tvahu je tieba vzit odlisnou schopnost adherence

riznych bakterialnich kmend (Tuomola et al., 2001).

3.3 Caje

Caj je napojem uzivanym po celém svéts, ktery vznika louhovanim rostlin nebo &asti
rostlin v horké vode¢. Pro piipravu Caje se pouzivaji rizné teploty vody s ohledem na typ napoje
a louhované rostliny a existuje jich cel4 fada od ovocnych &ajii po pravé ¢aje z Cajovniki. Dle
(Chow, 1998) je cajovnik stalozelena rostlina s drobnymi kvitky bilé barvy podobnymi
jabloniovym kvitktim.

Cajovnik ¢insky, Camellia sinensis, se péstuje v Ciné nékolik tisicileti, pochazi z jizni
a jihovychodni Ciny a pfilehlych oblasti Indie, Laosu, Vietnamu a Barmy. Do Japonska se
dostal v 9. stoleti a do dalSich zemi az za éry kolonizace v 19. stoleti (Valicek, 2002).

Rod Camellia ma stovky druhd a vyvinul se jesté pted dobou ledovou ve tfetihorach, kde
prezil diky nahornim ploSinam kuej¢ouska a jiinnanska, které nebyly pod ledem (Chow, 1998).
Odhaduje se, Ze existuje cca 300-500 druhti Caje a jen nékolik odriid. Z cajovniku se
zpracovavaji listy, mladé vyhonky a semena, které obsahuji vysoky obsah oleje pouzivaného
v technickém i potravinaiském primyslu. Vyuziva se i v 1ékafstvi jako antioxidant s obsahem
vitaminu C (Valicek, 2002).

K nejvétsim producentiim kromé Ciny a Indie patii i Sri Lanka, Japonsko, Kefia a velka
cast Indonésie (Valicek, 2002). Nejlepsi podminky pro péstovani €aje jsou mista ve vysokych
horach do nadmoiské vysky 1800 metru nad mofem. Caje z téchto oblasti oplyvaji vyssim
obsahem kofeinu, aminokyselin a silic (Chow, 1998).

Péstitelé Cleni Cajovnik ¢insky do tii tiid, tzv. dzath. Z Cinské skupiny se vyrabi Caj
s vysokou kvalitou a je ziskdvéana z prvnich sklizni po obdobi vegetacniho klidu. Dalsi tfidy
jsou Asamska a Indo¢inska. Dnes se prevazné péstuji kiizenci téchto dzatd, jelikoz tak poskytuji
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veétsi vynosy. Na druhou stranu ale nedosahuji tak vysoké jakosti, jako ptivodni dzaty (Valicek,

2002).

3.3.1 Slozeni ¢aju

Chemické slozeni ¢aje (Tabulka 2), se muze velmi liSit podle druhti, mista péstovani,

doby sklizné, podnebi ¢i veku Cajovniku, ze kterého byly sklizeny (Arcimovi¢ova, 1998).

Tab. 2 Chemické slozeni ¢aje. Hodnoty v tabulce jsou uvedena v % z celku. (Arcimovicova,
1998)

T¥ida  Polyfenoly Bilkoviny Kofein Vliknina Skroby Cukry  Pektiny, tuky a

caje aminokyseliny

Asam 22,2 17,2 43 27,0 0,5 35 6,5

3.3.1.1 Polyfenoly

slouceniny, které reaguji s bilkovinami (Velisek, 2002). Rika se jim tisloviny ¢&i taniny
(Augustin, 2001). Dle Arcimovic¢ové (1998) zeleny ¢aj obsahuje az o 90 % vice polyfenolii nez
¢aj Cerny, a proto nejsou ucinky c¢erného Caje tak vyrazné. Transformacni proces oxidace
uspés$né deaktivuje polyfenoly.

Dle Veliska (2002) se tiisloviny daji rozdé€lit na dvé skupiny, hydrolyzovatelné
a kondenzované. Hydrolyzovatelné taniny jsou polymery ester kyseliny gallové tedy
polygalloylestery. Kondenzované taniny nebo také flavolany maji strukturu 3-hydroxyflavanu,
jsou to jeho polymery. V ¢ajich se nachazeji také libovolné kombinace kondenzovanych
a hydrolyzovatelnych tfislovin. Ty se pak nazyvaji komplexni tfisloviny.

Polyfenoly, kterych je kolem tficeti, predstavuji skoro tietinu rozpustnych latek
v Cerstvém listu ¢ajovniku. Oxidaci se tetina (podle nékterych autorti az polovina) polyfenolil
zoxiduje do komplikovanéjsich okysli¢enych latek jako je napt. theaflavin. Po skonéeni tohoto
procesu se V listech ¢ajovniku nachazi dva druhy polyfenolti: okyslicené a neokyslicené (Chow,
1998). Neokyslicené polyfenoly vytvareji trpkost, zatimco okyslicené dodavaji ¢aji jeho barvu
a chut’. Cim je ¢aj ,,zoxidovangjsi“, tim ma vice barvy a méné trpkosti (Chow, 1998).

Dle druhu zpracovani se 1i$i obsah tfislovin. Zelené ¢aje obsahuji (10-27 %), Cerné Caje

(5-12 %). Cajovnik péstovany ve vysokohorskych polohach obsahuje vyssi procento téislovin

21



nez Cajovnik z nizin. Mnozstvi tfislovin je mozné ovlivnit postupem pii pfiprave nalevu. Pii 2-
3 minutach se vylouhuji vétSinou pouze aromatické latky, ovSem pii louhovani 5-7 minut se do
nalevu vylouci tfisloviny (Augustin, 2001). Z uvolnénych tfislovin ziska ¢aj trp¢i chut’. Protoze
zeleny ¢aj obsahuje vétsi mnozstvi tfislovin nez ¢erny, doba louhovani by neméla trvat déle nez
2 minuty (Wachendorf, 2007). Piedpoklada se, Ze tiisloviny, dohromady s katechiny,

bezprostfedné ovliviuji syntézu aromatl v listech ¢ajovniku (Augustin, 2001).

3.3.1.1.1 Cajové katechiny

Majoritné€ jsou v Cajich zastoupeny flavonoly, které¢ se také nazyvaji ¢ajové katechiny
(Valicek, 2002). Kondenzované taniny jsou polymerni latky, jejichZ monomernimi jednotkami
jsou flavonoidy, falavany, hlavné flava-3-oly, zvané katechiny. Flavanové jednotky jsou
spojovany vazbami mezi atomy uhliku 4 a 8 (Obr. 1). Katechiny maji strukturu blizkou
anthokyanidinim a flavonolu, mnohé vyssi oligomery a polymery proanthokyanidint jsou
kondensované taniny. Kondensované taniny se vyskytuji ve formé dimert a trimert, které vSak

snadno podléhaji enzymové oxidaci za vzniku polymernich hnéd¢ az ¢erven¢ zbarvenych latek

(Vodrazka, 2007).

Obr. 1 L-(—)-Catechin

Pomoci polyfenolovych oxidds se katechinové jadro pfeméni na chinon a poté se
kondenzaci vytvateji theaflaviny, thearubiny, theasinensis a bisflavanoly. Konkrétngji
dimerizaci polyfenolii vznikaji theaflaviny cca 2-6 % ze suSiny a polymerizaci se vytvofi
thearubiny v mnozstvi 15-20 %.

Theaflaviny v ¢erném ¢aji se jsou charakteristické tim, ze obsahuji theaflaviny (TF1),
theaflaviny-3-gallatu (TF-2A), theaflaviny-3'-gallatu (TF-2B) a theaflainu-3,3"-digallatu
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(TF3). Jejich mnozstvi bylo zjisténo nasledovné 0,08 %, 0, 34 %, 0, 11 % a 1,5 % (Ho et al.,
2008).
3.3.1.1.2 Nejvyznamngjsi katechiny

Katechiny v zeleném &aji mohou mit v nékterych piipadech az 30 % podil. Caj obsahuje
napiiklad gallokatechin (GC), epigallokatechin (EGC), epikatechin (EC), epigallokatechin-3-
gallat (EGCG), epikatechin-3-gallat (ECG) a katechin (C) (Vodrazka, 2007). Na obrazku 2
jsou zobrazeny vybrané slouceniny katechintl.

(-)-Epicatechin (-)-Epicatechin-3-O-gallate

OH

OH

HO O
108

e

OH OH
(¢]
OH
OH
(-)-Epigallocatechin (-)-Epigallocatechin gallate

OH

Obr. 2 Strukturni vzorce vybranych katechint
3.3.1.2 Purinov¢ alkaloidy

,Dalsi skupinou latek obsazenych v €aji se nazyvaji purinové alkaloidy, patii mezi né¢
kofein (3-5 %), theobromin (0,1 %) a theofylin (0,02 %).“ (Arcimovic¢ova, 1998)

Kofein, chemicky 1,3,7-trimethylxanthin, zaujima 2-8 %. Dle odrtd se 1isi i obsah
kofeinu, nejvyssich dosahuji ¢erné caje (Ho et al., 2008). Podle ¢inskych odborniki je

koeficient pro obsah kofeinu v ¢ajich nasledujici: ¢erny ¢aj 3, oolong 1,5 a zeleny ¢aj 1.
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Vychazime-li z téchto tdaju, ziskame tento piehled: cerny ¢aj 25-110 mg, oolong 12-55 mg,
zeleny ¢aj 8-36 mg. Dalsim faktorem ovliviiujici obsah kofeinu je doba louhovani. Po
tiiminutovém louhovani se z ¢aje uvolni pouze 20—40 mg, avsak po péti minutach luhovani se
uvolni 40-100 mg. CoZ je o vice neZ polovinu. Dle Cchen Pin-fana z Futienského &ajového
spolku se uvolni z dvaceti $alka zeleného ¢aje 240 mg kofeinu. Na jeden Salek pak vychéazi 12
mg (Chow, 1998). Dalsi faktor je stupen oxidace. Delsi oxidaci ¢ajovych listkii se dosahne
vyS$$iho obsahu kofeinu, ale zaroven i niz§iho obsahu polyfenola (Sharangi, 2009).

Kdyz se objevovali jednotlivé vlastnosti ¢ajovych polyfenoli, kofein zde figuroval jako
potencionalni faktor, ktery je schopny podnécovat hubnuti a vyvolavat antikarcinogenni t¢inek.
K jasn¢j§im zaveéram dosli studie, pfi nichZ se podaval zeleny, cerny ¢aj nebo kofein mySim
s karcinomem z UVB zafeni. U mysi uZzivajici kofein ¢i ¢aj karcinom zastavil svij rist, oproti

mysim, kterym nebyl podavan kofein se karcinom nezmensoval (Ho et al., 2008).
3.3.1.3 Silice

Silice neboli téz éterické oleje jsou teékavé latky se slozitou strukturou ziskavané
z rostlinnych materialt. Tyto latky se vytvateji v listech ¢ajovniku béhem rtstu (Chow, 1998).
Z chemického hlediska se jednd o terpenové uhlovodiky s obecnym vzorcem (CsHg)n.
Vyskytuji se bud’ v podobé monoterpenti, nebo seskviterpent. Nejvyznamnéjsi acyklické
monoterpenové alkoholy, at’ volné nebo ptfitomné jako estery, jsou linalool (3,7-dimethyl-1,6-
oktadien-3-ol), geraniol (3,7-dimethyl-trans-2,6-oktadien-1-ol), jeho isomer nerol (3,7-
dimethyl-cis-2,6-oktadien-1-ol), acitronellol (3,7-dimethyl-6-okten-1-ol) (Velisek, 2002).
Jelikoz ¢erny ¢aj prochazi slozitymi oxidanimi procesy, silice se vypaiuji a aroma typické
pro zeleny ¢aj, se vytraci a méni. Silice nejenZe vytvari aroma napoje, ale i pomahaji zazivani

a emulgaci tukt (Chow, 1998).
3.3.1.4 Mineraly

V ¢aji se nachazi asi pét procent riznych anorganickych latek (Tabulka 3), které jsou ve

vvvvvv

60 mg K. Dale je to hlinik, hot¢ik, vapnik, zinek, zelezo, fosfor, sodik, fluor a mangan.
Mnozstvi dalSich latek v ¢aji kolisa podle druhu a mista, kde se rostlina péstuje (Arcimovicova,

1998).
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Tab. 3 Obsah minerald v ¢aji vyjadieny v procentech (Arcimovicova, 1998)

Draslik Vapnik Fosfor Hor¢ik Zelezo Fluér
0,50-0,70 0,46 0,32 0,23 0,15 0,14

3.3.1.5 Vitaminy a enzymy

Oxidace fenolickych latek za pfistupu vzduchu probiha velmi pomalu. Enzymy
obsazené v Caji tento proces urychluji. Technologické zpracovani Caje se tedy bez téchto
oxidaza (Augustin, 2001). V ¢aji jsou pfitomny také vitaminy B1, B2, P, niacin, kyselina listova
¢i antioxida¢né pusobici vitamin C a E (Mitscher and Toews, 2006). Vitaminy B1 a B2 se pfi
fermentaci ¢i dlouhodobém skladovani nijak nedegraduji a zistavaji tak v ¢aji nezménény.
Naopak vitaminy E, A, C a P se bohuzel fermenta¢nim procesem rozkladaji. JelikoZ zeleny ¢aj
fermenta¢nim procesem neprochazi, obsahuje dle Augustina (2001) az desetkrat vice vitamind

nez cerny €aj.
3.3.1.6 Aminokyseliny

wevr

methylglutamin, neboli theanin (Obr.3) (Velisek, 2002).
Dalsi slozky jsou dusikaté slouceniny cca 17 %, skladajici se z proteinli 6 %,
aminonukleovych kyselin cca 8 % a theaninu 3 %, coz je aminokyselina vyskytujici se pouze

Vv ¢aji (Ho et al., 2008).

Obr. 3 L - Theanin — chemické struktura
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3.3.2 Vyroba ¢aji

,»Z Cajovniku se sklizi nejmladsi ¢ast vétvicek, tzv. fleSe, s vrcholovym pupenem (T)
a jednim nebo nékolika listy. Na prytu pak zistava obycejné jen vyvinuty list a 1-2 tzv. rybi
listy (R) neboli dzamamy (Valicek, 2002).“ Vzhledem k tomu, ze kvalita, a tim i cena Caje je
podminéna poctem sklizenych listi na kefi, pouzivaji se pro rizné typy Cajii tzv. sbérové
formule. Nejcastéji pouzivanou sbérovou formuli je Fine= (T +2) /(R + 1), kde T + 2 znamena,
ze sklizené flese jsou slozené z termindlu a dvoulistd pod nim, R + 1 znaci, Ze na bazalnim
konci prytu zistal jeden normalni a jeden rybi list (Arcimovi¢ova, 1998). K dosazeni
nejkvalitn€jsiho Caje se pouzivaji listy ziskané z vrcholovych pupenti a nejvyse polozeného listu
(Valicek, 2002).

Ziskani ¢cerného nebo zeleného ¢aje zavisi na zpracovani sklizené suroviny pti vyrobnim
procesu. Jednim z hlavnich rozdilu je, zda se ¢ajové listky podrobi fermentaci. Fermentace je
vsak chemicky dé&j, ktery zpisobuji zivé mikroorganismy. Spravné by se tento postup mél
nazyvat oxidace.

Hlavni druhy ¢aje jsou dle faze sklizeni a oxidace nasledujici:
e Oxidovany €erny ¢aj
e Oolong, ktery se oxiduje dvakrat kratsi dobu nez ¢aj ¢erny
¢ Neoxidovany zeleny ¢aj
e Pu-Ehr
e Bily ¢aj

Caje, které se na Zapadé oznacuji jako ,,&erné* viak Cifiané nazyvaji chung - &cha
(,,¢ervené Caje”) a to piedevsim kvuli jejich barvé (Chow, 1998).

Vsechny druhy cCaje, at’ uz prosli oxida¢nim ¢i neoxidacnim procesem se zpracovavaji
tak, Ze se Cajové listky svinuji. Dojde tak k vytlaeni $tavy na povrch listd. Nasledné se susi
Vv horkém vzduchu, aby se snizila jejich vlhkost. Takto zpracované listky se prosévaji nékolika
sity s odliSnymi priméry, aby se roztfidily podle velikosti. Nejlepsi a také nejdrazsi Caje se

Pfi svinovani cajovych listki se naru$i bunéénd membrana a vytékajici Stava
s polyfenoly zreaguje s enzymem polyfenolazou, ktery je katalyzatorem pti oxidace polyfenolu
atmosférickym kyslikem. Cinnost enzymti a oxidace se zastavi susenim. Latky vzniklé pfi
tomto procesu ale ziistanou soucasti suchych listli, do té doby nez se nerozpusti ve vrouci vodé
(Chow, 1998).
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3.3.2.1 Cerny ¢aj

Cerny ¢&aj je vysledkem procesu, jehoz hlavnimi etapami je zavadnuti, svinovani,
fermentace, suSeni a tfidéni. Jiz v prub¢hu vadnuti v fizenych podminkach nastavaji dtlezité
zmény vyvolané pusobenim endogennich enzymu. Zacind rozklad chlorofylu, bilkovin
a tfislovin (Valicek, 2002).

Dle Arcimovicové (1998) se pii zavadani z listi vypafi asi polovina vody. Zavadlé listy
se svinuji ve specialnich strojich, rozrusuji se bunééné stény (Vali¢ek, 2002). Bunéény obsah
se promichd a okysli¢i (Arcimovicova, 1998). Svinuté listy se dopravuji do fermentacnich
komor s regulovanou teplotou 28 °C a vlhkosti vzduchu. Caj leZi asi hodinu aZ dvé rozloZen
Vv tenkych vrstvach. Fermentaci doprovazi zména barvy svinutych listl ze zelené na medové
¢ervenou a pritom se uvoliiuje doposud vazany kofein a vznika typicka ¢ajova viné (Valicek,
2002). V prubéhu fermentace probihaji chemické reakce, které zméni Cajové katechiny na
bisflavanoly, theaflaviny, thearubiginy a dalsi oligomery s kratkym fetézcem (Arcimovicova,
1998). Po ukonéené fermentaci se ¢aj susi v proudu horkého vzduchu, jeho barva se méni na
hnédocervenou az témét Cernou, coz je zpusobené praveé pritomnymi theaflaviny (Valicek,
2002).

UsuSeny c¢aj se tfidi na sitech. Ta Cast, kterd propadd, se nazyva caj listovy, Cast
zlUstavajici na sitech se déle feze a vznika ¢aj zlomkovy. Podle podilu vrcholovych pupend,
nejjemnéjSich listl, dokonalosti svinuti ¢1 fermentace se €aj listovy 1 zlomkovy se déli
do jakostnich skupin. ,,Cerny &aj pfestavuje asi 85 % objemu svétového obchodu ¢ajem

(Valicek, 2002).
3.3.2.2 Zeleny caj

Vyroba zeleného ¢aje probiha, takze se listky nechaji zavadnout prudkym susenim nebo
naparenim (Arcimovicova, 1998). Tim se inaktivuji enzymy a nedochazi k podstatnym zméndm
chlorofylu a tfislovin, potom se listy susi, svinuji, dosusuji a tfidi. Nalev zeleného Caje ma
zlutou barvu. Jeho chut’ je trpce sviravé a ma silnou vuni. Lidem navyklym na chut’ ¢erného

Caje se zda byt prilis ,,drsny* (Valicek, 2002).
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3.3.3 Ucinek ¢aji na organismus

Caj je vyuzivan v tradiéni ¢inské medicing na zakladg praktickych zkugenosti. Spektrum
ucinkd proti chorobam je rozsahlé. Dnes vime, jaké jsou jeho hlavni slozky. Zdravotni G€inky
Caje jsou spojeny piedevsim s polyfenoly (Arcimovicova, 1998). Tabulka 4 ukazuje pichled
nejbéznéjsich Gcinkl. Jsou v ni zaznamenany provedené studie a latka, které jsou ucinky
piisuzovany.

Epigallokatechin gallat je ziejmé nejefektivnéjsi protirakovinna substance. Testy
na zviratech prokazali hypotézu, ze EGCG brani vzniku rakovinotvorného bujeni v kiizi, brani
rozvoji rakoviny nejen v travici soustave, ale i v jinych organech, a pfitom dokaze 1é¢it jiz
vzniklé nadory ve stfevé. Nasledné byl prokazan protirakovinny u¢inek EGCG 1 u lidi
pii pozorovani piredchazeni rakoviny v travici soustavé véetné jater, pokozky, plic. Zaroven se
prokazalo snizeni rizika rozvoje rakoviny prsu. Urokinaza, ktera se pozitivné projevuje
pfi vzniku metastaz, je inhibovana EGCG tim, Ze ji EGCG dokéZe navézat a pak jsou nasledné
vylouceny z téla. To dokazuje preventivni pasobeni EGCG pti rozvoji rakoviny (Arcimovicova,
1998). V mnohych studiich bylo prokazano, jak moc je vyznamna pfitomnost gallatovych
skupin. Bylo zjisténo, ze k inhibici fosforylace destickového ristového faktoru (PDGF) beta
receptorii, vyvolané tyrosinem, dochdzi pouze v pfitomnosti katechinii s gallatovymi
skupinami. Toto omezuje rychlé mnoZzeni lidského glioblastomu A172 (Ho et al., 2008).

Dalsi z podstatnych ucinka zeleného Caje je antioxida¢nich G¢inkt. Zde je sefazena
ucinnost  fenolickych  slozek ¢aji  od nejvétstho po nejmensi  nasledovné:
TF3>ECG>EGCG>TF-2B>TF-2A>TF1>EC>EGC. Tato hypotéza je zase zaloZena
na pozorovani gallatové skupiny. TF3 vykazuje lepsi vysledky nez TF-2A a TF-2B a ty maji
lepsi vysledky nez TF1. Analogicky s timto pozorovanim byly EC a EGC méné efektivnimi
inhibitory nez EGCG a ECG (Ho et al., 2008). Dalsi studii antioxida¢nich u¢inkt katechinti
zeleného Caje a theaflavinti erného Caje bylo zjisténo, ze theaflaviny jsou stejné Gi€inné, mozna
lepsi nez jejich katechinovi piedchidci v potlacovani oxidace LDL (Ho et al., 2008). Latky
obsazené v ¢aji inhibuji rast Streptococcus mutans (Arcimovicova, 1998), ktery je jednou
z pti¢in vzniku zubniho kazu. Dalsi védci dosli k zavéram, ze EC v téle ptsobi synergicky s
latkami majici schopnost podpofit vstup glukosy do tkani (Mitscher and Toews, 2006, Sharangi,
2009). Téz byl zjisten silngjsi inhibitorovy efekt antivirotik u SARS—CoV 3 C v theaflavinech
TF-2B a TF3 (Ho et al., 2008).
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Izolovanému gallokatechin gallatu (GCG) byly prokazany antialergické vlastnosti (Augustin,
2001). Fenolické latky v ¢aji maji mnoho dalSich farmakologickych G¢inkt. Za zminku stoji
jesté detoxikacni ucinek na jaterni enzymy (Augustin, 2001, Arcimovicova, 1998, Valicek,

2002).

Tab. 4 Pfehled 1é¢ivych G&inkd Eaje

Utinek Hlavni u¢inna slozka Studie

protirakovinny EGCG (Chen, 2011)
(Wang and Bachrach, 2002)
(Ahn et al., 1999)

kardiovaskularni katechiny (Mukamal et al., 2006)
(Arts et al., 2001)
(Wolfram., 2007)

snizeni LDL TF (Davies et al., 2003)
dlouhov¢kost katechiny (Lopez et al., 2014)

proti zubnimu kazu  slozeni ¢aje oolong (Subramaniam et al., 2012)
antidiabeticky EC (Murase et al., 2002)
redukce hmotnosti EGCG (Kao et al., 2006)
antivirotikum GCG (Song et al., 2005)
antioxidac¢ni TF3,EGCG, ECG (Hirai et al., 2007)
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4 Material a metodika

4.1 Material

Mikrobialni kmeny Lactobacillus casei FMP a Lactobacillus gasseri R, buné¢né kultury
Caco-2 (kolorektalni adenokarcinom) a HT29-MTX (mucin produkujici bunécné linie),
Dulbecco’s Modified Eagle’s médium (DMEM), penicilin, streptomycin, hydrogenuhlic¢itan
sodny, pyruvat sodny, neesencialni aminokyseliny, fetdlni bovinni sérum (FBS), fosfatovy pufr
(PBS), Rogosa agar, trypsin, Triton X - 100, dimetylsulfoxid (DMSQO), destilovana voda, ¢ajové
saCky s Cajovu smési Earl Grey od firmy Teekanne, Ahmad Tea a Dilmah, Cajové sacky
S ¢ajovou smési nazvanou Green tea od firmy Teekanne a Pure Green od firem Ahmad Tea
a Dilmah. Média a ¢inidla byla zakoupena od firem Sigma - Aldrich (Praha, CZ) a Oxoid Ltd.
(Basingstoke, UK).

Laboratorni plasty a sklo pro tkanové kultury (24jamkové desticky, serologické pipety,
kultiva¢ni lahve, Petriho misky) a pro ¢ajové extrakty (kadinky, titra¢ni barnky, pipeta) byly
ziskany z Merci (Brno, CZ) a Schoeller Pharma (Praha, CZ).

4.2 Metody

4.2.1 Piiprava bakterialnich kment a suspenze

Kmen Lactobacillus casei FMP byl izolovan z komer¢niho probiotického mlécného
vyrobku; kmen Lactobacillus gasseri R byl izolovan ze vzorku stolice pln¢ kojeného
jednomésicniho ditéte.

Oba kmeny laktobacild byly izolovany pomoci Rogosa agaru (Oxoid Ltd., Basingstoke,
UK) po 72 hodinach mikroaerofilni kultivace pti 37°C. Kmeny byly identifikovany pomoci
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie za pouZiti syst¢tmu MALDI BioTyper (TM) (Bruker
Daltonik, DE) podle metodiky Kmet a Drugdova (2012). Tyto kmeny byly dale
charakterizovany pomoci biochemického testu API 50CHL (BioMérieux, Marcy I'Etoile,
Francie) a jejich autoagregacni vlastnosti byly stanoveny podle Reniero et al. (1992) a Vlkova
et al. (2008).

Pied vlastnim experimentem byly bakterie nakultivovany za anaerobnich podminek
na Man, Rogosa a Sharpe (MRS) zivné pud¢ pii teploté 37°C po dobu 24 h. Nakultivované
kmeny laktobacili byly 2krat promyty v PBS a odstfedény (2000 x g; 10 min). Bakterialni

suspenze byla nasledné nafedéna v PBS na kone¢nou koncentraci 2 x 108 KTJ/ml na zakladé
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spektrofotometrického méfeni optické hustoty pfi 420 nm (Infinite M200; Tecan, Austria
GmbH, Grodig, AT).

4.2.2 Kultivace bunécnych kultur

Lidska kolorektalni buné¢na linie Caco-2 byla ziskana z American Type Tissue
Collection (Rockville, Maryland, USA); buné¢na linie produkujici mucin HT29-MTX-E12
byla zakoupena od Sigma-Aldrich (Praha, CZ). Ob¢ bunééné linie byly pouzity pro hodnoceni
schopnosti adheze dvou riznych bakteridlnich kment v pfitomnosti nebo nepifitomnosti Sesti
ruznych Cajavych extraktii. Bunécné linie byly kultivovany v Dulbecco modifikovaném Eagle
médiu (DMEM) obohaceném o 20 % fetalniho bovinniho séra (FBS), 1 % neesencialnich
aminokyselin, 100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu a inkubovany pti 37°C v 5%
(v/v) CO; atmosféie a 95% vzduchu. Médium bylo ménéno kazdé dva dny, a buiky byly
subkultivovany pti 80% nartstu kazdy tyden (Jensen et al., 2012; Bustos et al., 2012).

4.2.3 Zalozeni 24jamkové desticky

Z rozpusténé suspenze byla aplikovdna jedna kapka na Biirkerovu komirku a byl
spoCitan obsah bunék v 1 ml suspenze. Pomoci vypoctu byla zjisténa presnd koncentrace
sklizenych bunék. Smésna kultura Caco-2 a HT29-MTX byla naockovana do 24jamkovych
kultiva¢nich desti¢ek v objemu 1 ml na jamku o koncentraci 3,6 x 10* Caco-2 a 0,4 x 10*HT29-
MTX a kultivovana pfi teploté 37°C v 5% CO; atmosféte a 95% vzduchu. Kultivaéni médium
bylo ménéno kazdé dva dny. Smésna kultura byla kultivovana do pIné diferenciace mikroklki

po dobu 14 + 1 dni.
4.2.4 Piiprava €ajovych katechini

Pro stanoveni ¢ajovych katechind byl zvolen zeleny a ¢erny ¢aj od tii riznych vyrobct
(tab. 5). Z dtivodu stanoveni rozdilnosti v obsahu ¢ajovych katechini mezi vyrobci, byl vybran
vzdy jeden druh od zeleného a &erného ¢aje. Cerné &aje byly zastoupeny ¢ajovou smési
s prichuti bergamotu: Earl Grey. Zelené ¢aje piedstavovala ¢ajova smés s nazvem Pure Green
od znacek Ahmad a Dilmah, od znacky Teekanne nesl ¢aj nazev Green tea. VSechny zvolené
Caje byly sackové, pricemz kazdy sac¢ek obsahoval cca 2 g ¢ajové smési.

V kadince s vrouci destilovanou vodou byl ponechan louhovat 3 minuty sacek s cajem

a poté byl vyjmut z roztoku. Cajovy roztok byl poté kvalitativné pomoci destilované vody
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preveden do titracni baiky o pfesné¢ stanovené hmotnosti. Roztok byl odpafen na vakuové
rota¢ni odparce. Na sténach banky zustal odpafeny extrakt. Extrakt s bafikou se zvazil a byla
stanovena hmotnost samotného extraktu. Poté byl extrakt rozpustén v poméru 1:50 v DMSO.
Aby byly ¢ajové katechiny snadnéji prevedeny do roztoku, byla pouzita ultrazvukova ¢isticka.
Naredéné roztoky o koncentraci 50 mg/ml pro jednotlivé caje byly pievedeny do 15 ml

polypropylenovych zkumavek a zamrazeny na teplotu -18°C pro dalsi experimenty.

Tab. 5 Prehled Sesti druht pouzitych ¢aju.

Oznaceni Komer¢ni nazev Vyrobce
DEG I. Earl Grey _

Dilmah
DPG Il1. Pure Green
AEG IlI. Earl Grey

Ahmad Tea
APG IV. Pure Green
TEG V. Earl Grey

Teekanne
TGr VI. Green tea

4.2.5 Stanoveni adhezivnich vlastnosti

Test adheze byl proveden podle metodiky popsané ve studii Jensen et al. (2012),
s malymi zmé&nami. Pfed testem adherence byly bunécné vrstvy v 24jamkovych destickach
tiikrat promyty pomoci PBS a k takto promytym monovrstvam byla pfidana bakterialni
suspenze v objemu 100 pl. Poté bylo pfidano 100 pl Sesti riznych ziedénych ¢ajovych extrakti
v konecné koncentraci 20 pg/ml. Pomér bakteridlni suspenze/Cajového extraktu byl
10:1(bakterie/eukaryotickych bun€k). Do kontrolnich jamek bylo pfidano 100 pl PBS namisto
cajovych extraktl. Nasledné byly desticky inkubovany po dobu 1 hodiny pfi teploté 37°C a 5%
COs..

Po inkubaci byly vrstvy s buiikami tiikrat jemné promyty pomoci PBS, aby se odstranili
neadherované bakterie. Nakonec byly vrstvy bunék trypsinizovany pfidanim 300 pl 1% Triton-
X100 (Sigma-Aldrich, Praha, CZ) po dobu 3 minut s naslednym ptidanim 700 pl PBS.
Suspenze s zivotaschopnymi bakteriemi byly pieneseny do mikrozkumavek, zfedény
a napipetovany na MRS agar na Petriho miskach. Poéty bakterii byly stanoveny po 48 hodinach

inkubace pfi teplot¢ 37°C v aerobnim prostiedi a vyjadieny jako procento bakterii
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adherovanych ve srovnani s celkovym poctem pifidanych bakterii. VSechny experimenty byly

provedeny ve tfech opakovanich.
4.2.6 Statistickd analyza

Vsechny statistické analyzy byly provedeny ve tfikrat nezavislych meéfenich se
3 technickymi opakovanimi (n=3). Vzorky byly otestovany testem normality (Shapiro-Wilk),
nasledné rozdily mezi primérnymi hodnotami byly analyzovany jednocestnou ANOVA
analyzou s post-hoc Bonferroniho testem (P<0,05). Statisticka analyza byla provedena pomoci
softwaru GraphPad Prism verze 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Vysledky byly

prezentovany jako prumér + smérodatna odchylka (SD).
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5 Vysledky

Cilem prace bylo zhodnotit schopnost adherence dvou potencionalnich probiotickych
kmenu laktobacila (Lactobacillus gasseri R a Lactobacillus casei FMP) na smésné ko-kultuie
Caco-2/HT29-MTX, ktera ptedstavovala in vitro bunéény model stievniho epitelu, v
ptitomnosti zeleného a ¢erného ¢aje z produkce rtiznych vyrobct. K samotnému experimentu
byly pouzity téi druhy ¢ernych ¢aju a tii druhy zelenych ¢aju, a to nasledujici: ¢erny Dilmah
Earl grey (DEG 1.), Ahmad Earl grey (AEG I11.) a Teekanne Earl grey (TEG V.); zeleny Dilmah
Pure green (DPG I1.), Ahmad Pure green (APG 1V.) a Teekanne Green (TGr V1.). Jako kontrola
byl vzorek bez ptidavku extraktu s ¢ajovymi katechiny.

Z vysledki v tabulce 6 je patrné, ze po aplikaci extraktu ¢ajovych katechini o
koncentraci 20 pg/ml se zvysila adherence oproti kontrolnimu vzorku pouze u bakterialniho
kmene L. gasseri R a to jen v piipad¢ ptidavku extraktu zeleného ¢aje od dvou vyrobet Dilmah
a Ahmed. U vyrobce zelené¢ho Caje Teekanne byla naopak adheze bakterialniho kmene L.
R naméfena niz$i adherence oproti kontrolnimu vzorku u vSech vyrobcl. Detailné jsou
zobrazeny ucinky jednotlivych extrakt cajovych katechinii na grafu XX, z néhoz je patrné, ze

Cv v

L. gasseri R.

Tab. 6 Adherence kmene Lactobacillus gasseri R na smésné ko-kultufe Caco-2/HT29-MTX po

ptidavku ¢ajovych extraktil vyjadiend v procentech vztazena ke kontrolnimu vzorku.

Vzorek Adherence [%]
Kontrola 100,0
DEG I. 96,0
DPG II. 113,2
AEG III. 88,6
APG IV. 108,0
TEG V. 75,3
TGr VI. 55,9
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Graf 1 Adherence bakterialniho kmene L. gasseri R na ko-kultufe Caco-2 a HT29-MTX
bunéénych linii po piidavku Sesti ¢ajovych extraktt v koncentraci 20 ug/ml. Hodnoty jsou

vyjadieny jako primér + SD (smérodatnd odchylka).

U bakterialniho kmene L. casei FMP bylo pfi stejnych koncentracich (20 pg/ml)
extraktl ¢ajovych katechinli pozorovano, Ze jednotlivé adherence po pridani kazdého extraktu
byly nizsi nez u kontrolniho vzorku (graf 2). Zajimavé je, ze zatimco mél vzorek TGr VI
nejhorsi adherenci ze vSech testovanych ¢aji u kmene L. gasseri R, u kmene L. casei FMP se
tento extrakt jevil jako nejefektivnéjsi. Hodnoty ucinku jednotlivych extraktd caji jsou

zobrazeny v tabulce 7.

35



L.caseiFMP

§

Graf 2 Vliv ptidavku Sesti riznych ¢ajovych extraktu (koncentrace 20 pg/ml) na adhezi
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bakterialniho kmene Lactobacillus casei FMP na smésné kultuie Caco-2/HT29-MTX. Hodnoty
jsou vyjadieny jako primér + SD (smérodatna odchylka).  statisticky vyznamna hodnota na

hladin€ vyznamnosti P < 0,05

Tab. 7 : Adherence kmene Lactobacillus casei FMP na smésné ko-kultuie Caco-2/HT29-MTX

po pridavku ¢ajovych extrakti vyjadiend v procentech vztazena ke kontrolnimu vzorku.

Vzorek Adherence [%]
Kontrola 100,0
DEG I. 46,8
DPG II. 57,2
AEG III. 63,8
APG V. 49,7
TEG V. 48,1
TGr. 69,1
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6 Diskuze

Pii testovani potencionalnich probiotickych kmenti Lactobacillus gasseri R a
Lactobacillus casei FMP v buné¢ném modelu intestinalniho epitelu na smésné ko-kultuie Caco-
2/[HT29-MTX in vitro byl zjistovan vliv ¢ajovych extraktli ze zeleného a Cerného Caje
na adherencni vlastnosti.

Model stievniho epitelu bunéénych kultur Caco-2 byl vybréan, jelikoz vytvari
homogenni vrstvu bunék podobnou enterocytim stievniho epitelu. V piipadé bunééné linie
HT29-MTX z divodu produkce hlenu tzv. mucinu zastupujiciho poharkové bunky. Tyto dvé
bunééné linie pouzité vV poméru 9:1 (Caco2:HT29-MTX) nejlépe napodobuji vlastnosti zralych
stfevnich bunék, proto slouzi jako cenné in vitro nastroje pro studia tykajici se stfevniho
bunééného modelu (Pontier et al., 2001; Walter et al., 1996). Je velmi obtizné interpretovat
vysledky in vitro v podminkach in vivo, jelikoz v tomto prostiedi figuruji dalsi faktory, které
ovliviiuji veskeré déni v prostiedi gastrointestinalniho traktu, napt. komunikace na molekularni
urovni, hostitelské odezvy, stavajici mikrobiota. VSechny tyto vlastnosti maji vliv na adherenci
mikroorganismi (Bustos et al., 2012). Nicméné experimenty in vitro napomahaji k pochopeni
déju, probihajicich ve velmi slozitém a propracovaném prostiedi gastrointestinalniho traktu.

Z vysledkt vyplyva, ze vétsi schopnost pozitivné ovlivnit adherenci méli zelené Caje
oproti ¢ajum Cernym. Nejvyssi vliv na adherenci bakterialniho kmene Lactobacillus gasseri R
byla zjisténa u zeleného Caje znacky Dilmah a na adherenci kmene Lactobacillus casei FMP
mély ¢ajové extrakty ze zeleného Caje firmy Teekanne.

Polyfenoly obsazené ve stravé jsou absorbovany v gastrointestinalnim traktu, a tak
mohou byt metabolizovany stievni mikrobiotou a vyvolat fyziologické uc¢inky. Cajové
fenolové slouceniny a to hlavné epikatechin, katechin, 3-O-methyl kyseliny gallové a kyseliny
kavové byly metabolizovany bakteriemi na aromatické slouceniny, které byly nalezeny ve
fekalnim vzorku. RUzné kmeny stfevnich bakterii vykazovali odliSnou senzitivitu rustu
Vv pritomnosti fenolickych latek a jejich metabolitii. Rist nékterych patogennich bakterii, jako
je Clostridium perfringens, Clostridium difficile a Bacteroides spp. byl ¢ajovymi fenolickymi
latkami vyznamné inhibovan, pifi¢emz komensalni anaeroby, jako je Clostridium spp.,
Bifidobacterium spp. a probiotika, jako je Lactobacillus sp., nebyly tolik ovlivnény. Obecné
plati, ze gramnegativni bakterie jsou odolnéjsi vii¢i polyfenolim nez grampozitivnim bakteriim

(Diaz-Gomez et al., 2014). Z ¢ehoz vyplyva, ze ¢ajové katechiny maji vyznamny vliv na stfevni
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mikrobiotu. Studie dle Lee et al. (2009) poskytla dikaz o dilezitosti probiotickych organismi
a fenolickych latek na lidské zdravi a to pfedevsim v boji proti nemocem.

Samotny EGCG snizil rast Escherichia coli o 50 %, bohuzel ale ¢ajovy extrakt takto
ucinny v inhibici Escherichia coli nebyl. Tato skuteCnost je spjatd s pritomnosti kyseliny
gallové. Studie dokazali, Zze kyselina gallova vykazovala inhibi¢ni U¢inek proti E. coli
a Helicobacter pylori (Diaz-Gémez et al., 2013; Diaz-Gomez et al., 2014).

Dle studii, které¢ posuzuji mozné vlivy polyfenolovych sloucenin na probioticky
bakterialni kmen Streptococcus thermophilus CHCC 3534, byl tento kmen tolerantnéjsi
k modifikacim s kyselinou gallovou a katechinem. Takto upravené bunky ptezivaly ve vyssich
hodnotach pH a pfi vysSich koncentracich oxgallu. Data také ukazuji, Ze takto upravené buiky
vyrazné inhibuji rust Escherichia coli O157:H7, Pseudomonas aeruginosa a bakterie Listeria
monocytogenes. Kmen Streptococcus thermophilus CHCC 3534 pouzity v mlé¢nych vyrobcich
mize predstavovat spoustéé probiotickych mikroorganismi. Nekteré z nich pak mohou
produkovat latky s antimikrobidlnimi uc€inky, jiné mohou soutéZit s patogeny o ziviny ¢i
vazebni mista na stfevnim epitelu nebo mohou ovliviiovat imunitni systém (Khalil, 2010).

Zanétliva onemocnéni stievniho traktu se projevuji tézkymi prijmy, zvracenim
a bolestmi bticha. Tyto pfiznaky jsou reakci imunitniho systému na nékteré patogenni bakterie
V zazivacim traktu. V ramci projektu PROEUHEALTH bylo prokazano, ze néktera probiotika,
v tomto ptipadé specifické kmeny Lactoccus a Lactobacillus mohou chranit pfed zanéty stev.
Bakterie Helicobacter pylori mohou u lidi vyvolavat gastritidy, zalude¢ni viedy a v nejhorsich
ptipadech i rakovinu zaludku, zatimco Escherichia coli a Salmonela triphimurium jsou pii¢inou
infekénich prijmua (Goktepe et al., 2005).

Pomoci polyfenolovych oxidas se katechinové jadro pfeméni na chinon a poté se
kondenzaci vytvateji theaflaviny, thearubiny, theasinensis a bisflavanoly. Konkrétnéji
dimerizaci polyfenolli vznikaji theaflaviny cca 2-6 % ze suSiny a polymerizaci se vytvoii
thearubiny v mnozstvi 15-20 % (Ho et al., 2008).

U polysacharidii obsazenych v zeleném caji Camellia sinensis byla pozorovana
antiadhesivni aktivita proti patogenim Helicobacter pylori, Propionibacterium acnes a
Staphylococcus aureus u lidskych a mysich bunéénych linii. Extrakt ze zeleného Caje se skladal
piedevsim ze sacharidi, které obsahuji 40 % kyseliny uronové, avSak nedostatek katechind.
Naopak extrakt CSI-4 nevykazoval zadné inhibi¢ni GcCinky proti Lactobacillus acidophilus,

Bifidobacterium bifidum, Escherichia coli nebo Staphylococcus epidermis. Z vysledk dané
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studievyplynulo, ze extrakt ze zeleného ¢aje mize selektivné puisobit na patogeny antiadhesivné
bez nepiiznivych G¢inkl na prospésné a symbiotické bakterie (Lee et al., 2009).

Polyfenoly interaguji s mikrobidlnimi membranovymi proteiny, enzymy a lipidy. Tato
interakce méni bunécnou permeabilitu. Rostlinné polyfenoly naruSuji tvorbu biofilmu, a tim
zamezuji adhezi patogennich mikroorganismi. Neschopnost adherovat na bunécnou tkan
znemozni vzniku infekénim onemocnénim (Parkar et al., 2008). Pusobeni polyfenoli,
konkrétné flavan-3-oll, na adherenci probiotickych kment laktobacili ke stfevnim bunkam
bylo také objasnéno ve studii Bustos et al. (2002), ve které poukazuji na potencial flava-3-ola
modifikovat slozeni stfevni mikrobioty adherenci laktobacill ke stfevnim bunikam.

Dle Arcimovicové (1998) zeleny ¢aj obsahuje az o 90 % vice polyfenold nez ¢aj Cerny,
a proto nejsou Géinky ¢erného Caje tak vyrazné. Theaflaviny v ¢erném ¢aji jsou charakteristické
tim, ze obsahuji theaflaviny (TF1), theaflavin-3-gallat (TF-2A), theaflavin-3’-gallat (TF-2B) a
theaflain-3,3"-digallat (TF3). Jejich mnozstvi bylo zjisténo nasledovné 0,08 %, 0, 34 %, 0, 11
% a 1,5 % (Ho etal., 2008).

Co se tyce antioxidacnich ucinkil je ucinnost jednotlivych katechinii sefazena od
nejvetsiho po nejmensi nasledovné: TF3>ECG>EGCG>TF-2B>TF-2A>TF1>EC>EGC. Tato
hypotéza je zaloZena na pozorovani gallatové skupiny TF3, kterd vykazuje lepsi vysledky nez
TF-2A a TF-2B a ty maji lepsi vysledky nez TF1. Analogicky s timto pozorovanim byly EC a
EGC méné efektivnimi inhibitory neZ EGCG a ECG, proto je gallatova skupina hlavnim
ucastnikem v antioxida¢nich aktivitach (Ho et al., 2008).

Cajové extrakty pusobi také antimikrobialné na Staphylococcus aureus, Shigella
disenteriae, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni a Listeria monocytogenes.. Dal§i mikrobni
ucinky byly prokazany na klostridie a Helicobacter pylori. U bakterii L. acidophilus CECT 930,
L. acidophilus ATCC 4356 ¢i bakterie z rodu Bacteroides, Clostridium, Enterobacter a
Salmonella nebyl v této studii antimikrobni ucinek prokazan (Chung et al., 1998). Tento
antimikrobialni efekt nebyl prokazan ani u nékterych stievnich bakterii mlé¢ného kvaSeni
(Gramza and Korczak, 2005). Naopak v pfitomnosti katechinu se stimuloval rist Lactobacillus
acidophilus CECT 903 a zvysila se i biomasa Lactobacillus hilgardii (Almajano et al., 2008).

Epigallocatechin gallat (EGCG) inhiboval produkci exopolysacharidii, které jsou
soucasti biofilmu, na kterém adheruji bakterie. Studie dle Zhu et al. (2015) naznacuje, ze by se
extrakt ze zelené¢ho Caje mohl pouzivat i jako konzervacni prostiedek. Ve studii Asahi et al.
(2014) bylo zjisténo, ze polyfenoly ze zeleného Caje, zejména (-)-epigallocatechin gallat

(EGCQG), ktery je v zeleném ¢aji majoritné zastoupeny, kompletn¢ inhibuje rdst a pfilnavost
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Porphyromonas gingivalis na buiky lidského licniho epitelu pti koncentracich 250 az 500
ug/ml. Vysoce ucinné byly piedevsim ECG a EGC, mensi u¢inek byl zaznamenan u C, EC, GC
a EGC. Tato skutecnost je pfipisovana pritomnosti galloyl skuping, kterd je na katechin

navazana v poloze 3-OH.
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7 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo zjisténi vlivu ¢ajovych katechint extrahovanych
z Cerného a zeleného Caje na adherenc¢ni vlastnosti vybranych laktobacili v in vitro modelu
traviciho traktu na Caco-2 a HT29-MTX bunéénych liniich. Vychozi hypotéza byla, Ze n¢které
frakce cajovych katechinii zvySuji schopnost probiotik adherovat na stievni sténu. Tato
hypotéza se potvrdila jen z ¢asti, jelikoz ovlivnéni adherence na stfevni sténu zéviselo na druhu
a puvodu jednotlivého ¢aje. Vysledky také ukazuji, Ze v jednotlivych pouzitych bakterialnich
kmenech byla zna¢na variabilita. Bylo by tedy zajimavé rozsifit testovani na vice kmend, nejen
probiotickych, ale i patogennich a s tim spojené rozsifeni spektra testovanych druha caja.
Z vysledki vyplyva. ze rozdily ve vlivu na jednotlivé kmeny se zna¢né 1isili dle druhu 1 vyrobce
Caje.

Tim, ze byly testy provadény in vitro a ne in vivo mohou byt udaje od skute¢ného vlivu
na lidsky organismus zkreslené. Nicméné z mnoha studii, které jsou k dispozici, vyplyva, ze

¢aj ma pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka a jeho mikrobiotu.
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9 Seznam zkratek

AEG Il
APG IV
Angptl4
C
CAMP
DEG |
DMEM
DMSO
DNA
DPG II.
ECM
EGC
EC
EGCG
EGC
FBS
GALT
GC
IgA
KTJ
LDL
MNNG
MTX
MRS
PBS
PDGF

SD

TEGV
TF1

Ahmad Earl grey

Ahmad Pure green

inhibitor lipoproteinové lipazy
katechin

cyklicky adenosinmonofosfat
Dilmah Earl grey

Dulbecco’s Modified Eagle’s médium
dimetylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
Dilmah Pure grey

extracelularni matrix
epigallokatechin

epikatechin
epigallokatechin-3-gallat
epikatechin-3-gallat

fetalni bovinni sérum

gut - associated lymphoid tissue
gallokatechin

imunoglobulin A

kolonie tvofici jednotku
nizkodenzitni lipoprotein
N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin
metotrexat

Man, Rogosa, Sharpe zivna ptida
folatovy pufr

destickovy ristovy faktor

rybi list

smérodatnd odchylka

vrcholovy pupen

Teekanne Earl grey

theaflaviny
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TF - 2A
TF-2B
TF3
TH1
TH2
TGr VI

theaflavin-3-gallat
theaflavin-3’-gallat
theaflain-3,3"-digallat
subpopulace 1 T lymfocytu
subpopulace 2 T lymfocytu

Teekanne Green tea
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