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Adherence mikroorganismů v modelu střevního epitelu

Souhrn

Schopnost mikrobiómu adherovat na střevní epitel je jednou ze základních a nejcennějších

vlastností, které probiotika mají. Tato vlastnost může být ovlivněna různými složkami stravy,

mezi které patří také fenolové sloučeniny. Fenolové sloučeniny mají antioxidační vlastnosti,

jsou schopné vyvazovat volné radikály a tím působit preventivně v celé řadě onemocnění jako

jsou nádorová onemocnění, chronické záněty, srdeční choroby, neurodegenerativní onemocnění,

Kronova choroba nebo ulcerativní kolitida. Mechanizmus účinků těchto fenolových sloučenin

je však předmětem zájmu celé řady vědeckých skupin a to včetně jejich vlivu na střevní mikro-

biom, zejména však na probiotické kmeny Lactobacillus spp. a Bifidobakterium spp.

Ahederenční vlastnosti probiotik je možné testovat pomocí in vitro metody využívající

směsnou buněčnou kulturu Caco-2 a HT29-MTX, kdy se jejich pomocí simuluje lidské střevo

s produkcí mucinu. Tato buněčná směs je kultivována minimálně 14 dní při 37 ◦C a 5 % CO2,

než vytvoří mikroklky. Nejprve bylo pomocí testu cytotoxicity, využívající tetrazoliovou sůl

MTT, stanoveno bezpečné množství resveratrolu na buněčný model. K buněčnému modelu po

14 dnech byl přidán resveratrol s vybraným kmenem laktobacila na dobu 2 hodin. Po této in-

kubaci byly buňky sklizeny pomocí 1% TRITONU a následně rozpuštěny ve fosfátovém pufru.

Takto připravená suspenze je pipetována na Petriho misku a přelita ROGOSA agarem. Petriho

misky se nechaly inkubovat 72 hodin s následným spočítáním kolonií.

Z testu cytotoxicity byla stanovena nejvyšší bezpečná koncentrace resveratrolu, kdy bylo

IC50 13,60 ± 0,16 µg/ml a IC10 3,56 ± 0,36 µ/ml. Celkově dále byly testovány 2 kmeny lakto-

bacilů a to Lactobacillus fermentum a Laktobacillus plantarum. Ani jeden kmen s resveratrolem

statisticky významně nezvedel adhezi. Naopak u Lactobacillus plantarum se schopnost adheze

při koncentracích resveratrolu 1,12–4,5 µg/ml snížila o 3,0–3,5 %.

Z výsledků je patrné, že resveratrol nemá pozitivní účinky na adherenčí vlastnosti laktoba-

cilů a nelze říci, že by se jeho konzumací zvyšoval celkový počet námi testovaných kmenů ve

střevním mikrobiomu.

Klíčová slova probiotika, model střevního epitelu, model trávicí soustavy, trávicí soustava

člověka, fenolové sloučeniny



Adherence of microorganisms in the intestinal epithelium mo-

del

Conclusion

The ability of the microbioma to adhere to the intestinal epithelium is one of the basic and

most valuable properties of probiotics. The capability of it can be affected by various dietary

ingredients, including phenolic compounds. Phenols for their antioxidant properties including

the ability of binding free radicals and preventively acting in a variety of diseases such as cancer,

chronic inflammation, heart disease, neurodegenerative disease, Kron’s disease or ulcerative

colitis. However, the mechanism of action of these phenolic compounds bring the attention to

a wide range of scientific groups, including their effects on intestinal microbes, especially on

probiotic strains of Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp.

The ahedhetic properties of probiotics can be tested by an in vitro method, which is using

the Caco-2 and HT29-MTX mixed cell cultures to simulate the human intestine with mucin

production. This cell mixture has to be cultured for at least 14 days at 37 ◦C and 5 % CO2 before

they create mikrols. At first the Cytotoxicity experiments have to utilized MTT tetrazolium salt

to determine a safe amount of resveratrol to the cellular model. A resveratrol with a selected

lactobacillus strains was added to the cell model after 14 days for 2h. After this incubation

period, the cells have to be harvested with 1% TRITON and subsequently dissolved in phosphate

buffer. The suspension thus prepared is pipetted into a petri dish and poured over ROGOSA agar.

Petri dishes were incubated for 72h followed by counting the colonies.

The highest safe resveratrol concentration was determined from the cytotoxicity experiment

where the IC50 was 13.60 ± 0.16 µm/ml and IC10 was 3.56 ± 0.36 µg/ml. At the end, 2 strains

of lactobacilli — Lactobacillus fermentum and Lactobacillus plantarum were tested. Neither of

the strains with resveratrol detected adhesion in any statistical importance. However the Lacto-

bacillus plantarum reduced it by 3.00–3.50 % at resveratrol concentrations of 1.12–4.50 µg/ml.

It can be seen that the results show that reveratrol does not have a positive effect on the

adherence function of lactobacilli, and it can not be said that its consumption would increase

the total number of strains tested in the intestinal microbe.

Keywords probiotics, intestinal epithelium model, digestive system model, human digestive

system, phenolic compounds
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4.2.2 Příprava resveratrolu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
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Kapitola 1

Úvod

Střevní mikrobiom je součástí lidského života téměř od narození, kdy se postupně vyvíjí, bývá

v symbióze a přináší hostiteli pozitiva. Ty spočívají v rozkladu oligosacharidů v tlustém střevě,

syntéze vitamínů, zároveň také mají schopnost integrovat s buňkami imunitního systému a po-

dílet se na celkové imunitě. Z tohoto důvodu se střevní mikrobiom dostal do popředí zájmu

mnoha vědeckých skupin, které se zabývají jeho interakcí s hostitelem případně s různými slož-

kami potravy.

Střevní mikrobiom bývá podpořen probiotiky přítomnými v lidské potravě. A jejich výběr

je založený také na adherenčních vlastnostech jednotlivých kmenů. Tyto adherenční vlastnosti

mohou být ovlivněny celou řadou elementů.

Mezi takové patří i fenolové sloučeniny přítomné v ovoci a zelenině, které primáně slouží

jako exogenní antioxidanty. U probiotik však mohou pozitivně ovlivňovat jejich adhereční vlas-

nosti a podporovat tak jejich kolinizaci lidských střev.

Mezi tyto fenolové sloučeniny patří i stilbeny, které se vyskytují v celé řadě rostlin, a však

nejznámějším druhem je réva viná a zní vyrobené červené víno, které je bohatým zdrojem re-

sveratrolu. Ten je běžně se vyskytujícím stilbenem v rostlinách a má vliv na celou řadu onemoc-

nění jako jsou nádorová onemocní, neurodegenerativní onemocnění a také ischemická choroba

srdeční.

Z tohoto důvodu nás zajímá, zda takto bohatě konzumovaná bioaktivní sloučenina může mít

i pozitivní vliv na střevní mikrobiom a adherenční vlastnosti probiotik.
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Kapitola 2

Cíl práce

Cílem diplomové práce je v teoretické části zpracování literární rešerše zaměřené zejména na

lidký mikrobiom, probiotika a fenolové sloučeniny. Cílem praktické části diplomové práce je

testování schopnosti vybraných perspektivních kmenů laktobacilů adherovat v přítomnosti die-

tárních fenolových sloučenin.

Primárním cílem praktické části bylo stanovení účinku resveratrolu na adhezi dvou poten-

ciálních probiotických kmenů Lactobacillus (Lactobacillus plantarum a Lactobacillus fermen-

tum) v modelu epitelových buněk tlustého střeva. Sekundárním cílem bylo posoudit adherenční

potenciál dvou potenciálně probiotických kmenů v modelu Caco-2/HT29-MTX. Podle našeho

názoru je to první studie zaměřená na adhezi bakterií v tomto modelu za přítomnosti resverat-

rolu.

Hypotézou je, že přítomnost vybraných dietárních fenolových sloučenin zvyšuje adherenci

určitého perspektivního probiotického kmene.

4



Kapitola 3

Literární rešerše

3.1 Střevní mikrobiom

Střevní mikrobiom (Obr. 3.1) se skládá z mikroorganismů s počtem dosahujícího až 1014, což

je o jeden řád více než je počet eukaryotických buněk v těle. Tento střevní mikrobiom je ovliv-

ňován řadou faktorů, mezi které patří například způsob porodu, kojení, strava, zdravotní stav a

užívání léků. Během života se mikrobiom mění a po celou dobu je specifický pro každého je-

dince. Bylo zjištěno, že lidskou populaci lze rozdělit do tří střevních skupin neboli enterotypů.

U každého enterotypu dominuje jiný bakteriální kmen (Guarner & Malagelada 2003).

Obrázek 3.1: Střevní mikrobiom

Mikrobiom přítomný v lidském gastrointestinálním (GI) traktu, je složen z tisíce komen-

sálních, případně symbiotických mikrobiálních druhů, mezi které patří viry (včetně bakterio-

fágů), bakterie, Archaea, jednobuněčná eukaryota, a další nebakteriální a mikrobiální druhy
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3.1. STŘEVNÍ MIKROBIOM KAPITOLA 3. LITERÁRNÍ REŠERŠE

(Ley 2001, Lagier et al. 2016). Bylo zjištěno, že střevní mikrobiom u dospělé osoby má velkou

interindividuální variaci s více než 1 000 různými bakteriálními druhy (Guinane & Cotter 2013).

Bacteroidetes a Firmicutes podle analýzy RNA představují 90 % bakteriálních druhů nacházejí-

cích se ve střevě, stejně jako Proteobacteria (Guinane & Cotter 2013), které jsou gramnegativní

a podílejí se na trávení sacharidů, vývoji střevního mikrobiomu, modulaci imunitního systému a

ochraně proti kolonizaci patogenními organismy (Russell et al. 2014). Některé Firmicutes patří

mezi grampozitivní bakterie, které mají schopnost extrahovat sacharidy (Berry 2016). Lidská

Archaea, mezi která patří Methanobrevibacter smithii, se objevují u téměř 96 % zdravých je-

dinců, jsou schopné syntetizovat metan z H2 produkovaného prostřednictvím bakteriálního ka-

tabolismu (Hoffmann et al. 2013). Střevní mikrobiom je tvořen také různými druhy hub, mezi

které patří Saccharomyces, Candida a Cladosporium, a dalšími kmeny, které jsou však zastou-

peny jen minimálně (Hoffmann et al. 2013). M. smithii, Saccharomyces a Candida jsou často

přítomné u osob, které mají stravu velmi bohatou zejména na sacharidy (Hoffmann et al. 2013).

3.1.1 Vývoj mikrobiomu během života

Kolonizace trávicího traktu mikrobiomem nastává již při porodu. Je důležité, zda jde o porod

vaginální nebo pomocí cířaského řezu (Marques et al. 2014). U porodu, probíhajícího císařským

řezem, dochází u dítěte k expozici nejdříve mikroby matčiny kůže, kde dominuje Corynebac-

terium, Staphylococcus a Propionibacterium spp. s nižším počtem Bifidobacteria spp. Zatímco

u běžných vaginálních porodů dochází ke kolonizaci střeva poševními a fekálními bakteriemi

(Lactobacillus spp.) U předčasně narozených dětí převládají v mikrobiomu Proteobacteria s

menším zastoupením Lactobacillus a Bifidobacterium (O’Mahony et al. 2015), později se však

rozdíly ve střevním mikrobiomu vyrovnávají na běžné složení.

Novorozenec však ale není vystaven pouze těmto bakteriím, ale také bakteriím, které se vy-

skytují v okolním prostředí. Těm, které pocházejí od nemocničního personálu, ostatních novo-

rozenců, ze vzduchu, z přístrojů atd. V novorozeneckém období je střevní mikrobiom nestálý a

k jeho ustálení a vyvážení dochází postupně. Je ovliňován kojením, které utváří mikrobiom po-

mocí oligosacharidů přítomných v mateřském mléce, které obsahuje také o cytokiny, lysozymy

a laktoferiny, které jsou důležité pro optimální vývoj a utváření střevního epitelu a jsou pro

mikrobiom nepostradatelné. Tyto oligosacharidy mateřského mléka (prebiotika) slouží jako sti-

mulanty pro optimální růst zdraví prospěšných bakterií, a to zejména bifidobakterií (Marques

et al. 2014). Mezi druhým a třetím rokem života dítěte dochází ke stabilizaci složení nejdůleži-
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3.1. STŘEVNÍ MIKROBIOM KAPITOLA 3. LITERÁRNÍ REŠERŠE

tějších bakteriálních skupin (Tlaskalová & Městský 2012). Po ukončení období kojení se mění

složení střevního mikrobiomu především kvůli přechodu na pevnou stravu. Dochází ke zvy-

šování celkového počtu Bacteroidetes a Firmicutes a mikrobiom se začíná výrazněji podobat

mikrobimu dospělého jedince (Marques et al. 2014).

Děti narozené přirozenou cestou, nemají stejné složení mikrobiomu. Mají relativně stabilní

jádro mikrobiomu, ale počet příležitostných střevních mikrobů se značně liší v závislosti na

různých faktorech: onemocnění, která jedinec prodělá, podávání léků (zejména antibiotik), ale

i ve složení stravy člověka (Marques et al. 2014).

3.1.2 Role mikrobiomu na onemocnění

Určitá rovnováha mezi různými mikrobiálními skupinami je pro zdraví hostitele velmi důležitá

a patologické změny v této rovnováze jsou definovány jako dysbiózy. Disbióza je nerovnováha

ve střevním mibrobiomu, kdy se poruší normální složení bakteriální flóry (Tamboli et al. 2004).

Bez ohledu na jejich příčinu, dysbióza koreluje s různými patologickými stavy hostitele, jako

jsou například zánětlivá onemocnění střev, idiopatické střevní záněty (Inflammatory Bowel Di-

sease — IBD) nebo diabetes typu 1, revmatoidní artritida, astma, obezita a další (Keeney et al.

2014). Složení střevní mikroflóry může mít vliv na duševní zdraví (Moos et al. 2016) a prav-

děpodobně také na vznik nádorového onemocnění (Yamamoto & Matsumoto 2016), které se

může vyvinout v reakci na epiteliální poranění, zánět nebo na nějaké infekční původce nebo pa-

togeny například na Helicobacter pylori, Salmonella enterica, Borrelia burgdorferi, Chlamydia

psittaci (Schwabe & Jobin 2013).

Obrovský povrch trávicího traktu a jeho úloha při vstřebávání živin je základem pro integritu

a zdraví organismu, které musí být neustále pod dozorem imunitního systému. Během infekce

vrozená imunita a rezidentní mikrobiom spolupracují na aktivním přemístění patogenů přes an-

timikrobiální molekuly a zabraňují tak připevnění patogenů na střevní výstelku. Současně je

vztah hostitel – mikrobiota podporován sekrecí fukosylovaných molekul z povrchu střevních

epiteliálních buněk, které upřednostňují rezidentní mikroby (Pickard et al. 2014). Bylo zjištěno,

že mikrobiom může modulovat expresi chut’ových receptorů (Murtaza et al. 2017) a ovlivňo-

vat uvolňování toxinů a neurotransmiterů (Clarke et al. 2014). Tím může docházet k redukci

chuti jedince a změnit tím stravovací návyky (Kadooka et al. 2010). Mikrobiom má také vliv

na diabetes 1. typu, jedná se o autoimunitní onemocnení pankreatických β-buněk (normálně

produkující inzulín) u geneticky předisponovaných jedinců. U těchto osob došlo k vadnému

7



3.2. PROBIOTIKA KAPITOLA 3. LITERÁRNÍ REŠERŠE

vývoji a nebo výrazné změně mikrobiomu, která mohla mít za následek dysregulaci imunity s

destrukcí autoimunitních β-buněk případně zvýšenou netěsností střevní epiteliální bariéry. U

této nemoci je snížená mikrobiální diverzita (Atkinson et al. 2014).

Střevní mikrobiota, případně dysbióza nebo onemocnění se dá obnovit nebo upravit transplan-

tací fekálních mikrobiálních mikroorganismů (FMT). U FMT je intestinální mikrobiota získaná

od zdravého dárce, zpracována, standardizována a nakonec transplantována do střeva příjemce.

FMT se zvažuje jako alternativa antibiotické terapie k léčbě chronických infekcí Clostridium

difficile, které se vyskytují u dysbióz.

Dalším onemocnění, při kterém hraje roli mikrobiom, je astma. Při něm je mikrobiom dý-

chacích cest během vývoje bronchitidy a pneumonie výrazně ovlivněn výskytem Chlamydo-

phila pneumoniae. GI mikrobiota je ovlivněna vystavením mikroorganizmů v životním pro-

středí, obzvláště po narození, což zase ovlivňuje zrání imunitních funkcí k ochraně před aler-

gickou senzibilizací (Hahn et al. 1991).

3.2 Probiotika

3.2.1 Chrakteristika a mechanismus působení

Střevní mikrobiom představuje dynamický a vysoce hustý ekosystém, který obsahuje přibližně

500–1 000 mikrobiálních druhů. Tento mikrobiální ekosystém je důležitý pro řadu funkcí, které

ovlivňují lidské zdraví, včetně udržování střevní homeostázy (Guarner & Malagelada 2003).

Zdravá mikrobiota může být považována za dobrý zdroj budoucích probiotik, mezi které patří

některé specifické bakterie mléčného kvašení (LAB). Ty jsou považovány za probiotika, které

byly definovány jako „živé mikroorganismy, které při podávání v přiměřených množstvích po-

skytují hostiteli příznivý zdravotní účinek“ (Palmer et al. 2007). Lactobacilus patří mezi LAB

nejčastěji orálně používaná probiotika. Předpokládá se, že dočasně kolonizují střeva, a to ad-

hezí na povrch střevního epitelu. Proto je adheze ke střevní sliznici považována za jedno z

hlavních kritérií pro výběr potenciálních probiotik, nebot’ může zvýšit jejich stálost ve střevě

(Palmer et al. 2007). Dále také probiotika pozitivně ovlivňují hostitele prostřednictvím modu-

lace slizniční a systémové imunity. Při požívání probiotik proto dochází ke zlepšení nutriční a

mikrobiální rovnováhy ve střevním traktu (Montrose & Floch 2005).

Probiotika jsou obažena v tradičních fermentovaných potravinách, které jsou bohaté na živé

mikroorganismy (např. kysané zelí, kimchi, jogurt) nebo potravinové doplňky (Voreades et al.
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2014), které jsou používány k podpoře proliferace mikroorganismů (Saxelin et al. 2010).

Potraviny s rostlinným materiálem jsou bohaté na bioaktivní sloučeniny, které mohou s

probiotiky integrovat společně s hostitelskými buňkami a následně ovlivňovat cesty intracelu-

lární signální transdukce. Kromě toho mohou sekretované bakteriální produkty (např. peptidy,

mastné kyseliny s krátkým řetězcem, bakteriociny, oxid dusnatý) a neživé strukturní složky

(např. DNA, proteiny) zprostředkovat specifické reakce hostitele (Jijon et al. 2004). Mimo bi-

oaktivních sloučenin je v rostlinách přítomná i vláknina, která obsahuje celulózu, podobnou

svým složením oligosacharidům. Vláknina není trávená v tenkém střevě, ale prochází do tlus-

tého střeva. Zatímco některé složky vlákniny procházejí hydrolýzou a fermentací bakteriemi

tlustého střeva, jiné složky — polysacharidy, jako je rezistentní škrob, pektin, inulin, guarová

guma a oligosacharidy, zůstávají nezměněny (Cummings & Macfarlane 1997). Naproti tomu

strukturní polysacharidy, jako je celulóza a lignin, jsou obvykle složkami komplexní vlákniny,

které jsou nerozpustné ve vodě a jsou stěží degradovány střevními bakteriemi během jejich prů-

chodu trávicí trubicí. Obecně platí, že obě vlákniny, jak fermentovatelná i nefermentovatelná,

mají zvlhčující účinek, což má za následek zvýšené množství fekálního produktu. V případě fer-

mentovatelné vlákniny závisí rozsah objemu od vlastní hmoty nebo kapacity zadržování vody.

Mimo to vláknina, která je součástí ovoce a zeleniny, chraní před vznikem kolorektálního karci-

nomu (Potter et al. 1993). Na základě těchto údajů se doporučuje denní příjem vlákniny nejméně

30 g. Toto doporučení bylo potvrzeno navzdory zdánlivě protichůdným výsledkům tzv. „Studie

zdravotních sester“ (Fuchs et al. 1999).

Přestože mechanismy adheze probiotik nejsou plně pochopeny, byly proteinové složky zdů-

razněny jako klíčové, podílejí se totiž na adhezi bakterií na střevní mucin případně na epiteliální

buňky. Proteiny navázané na hlenovou vrstvu a mannoso-specifické adheziny jsou příklady dů-

ležitých efektorových molekul zahrnujících adhezi laktobacilů k hostiteli. Byly identifikovány

nové proteiny, které sekretuje L. plantarum, přispívající k adhezi (Vélez et al. 2007). Bylo pro-

kázáno, že heterologní exprese kolagenu vázajícího protein Cnb u L. casei zvyšuje jeho schop-

nost adheze na Caco-2 buňky, ale také vede k vyšší konkurenční výhodě oproti Escherichia coli

a Listeria monocytogenes. Obdobně přispívá jak ke specifické, tak nespecifické adhezi exopo-

lysacharidy lipoteichoová kyselina (Lebeer et al. 2008).
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3.2.2 Kmeny probiotik

Mezi nejvýznamnější kmeny probiotik patří Bifidobacteria spp. První bifidobakterie byly izo-

lovány a popsány již v letech 1899–1900 Tissierem, který popsal tyčkovité anaerobní mikro-

organismy přítomné ve stolici kojených dětí, které nazval Bacillus bifidus. Bifidobakterie jsou

obecně charakterizovány jako gram-pozitivní, nesporulující, nemotální a katalázově negativní

anaeroby (Sgorbati et al. 1995), které ani během růstu netvoří plyn. Mají různé tvary včetně

krátkých, zakřivených prutů, prutů ve tvaru klínu a rozvětvených prutů ve tvaru písmene „Y“

(příklady tvarů bifidobakterií jsou na obrázcích 3.2a a 3.2b) (Lilly & Stillwell 1965).

(a) breve (b) bifidum

Obrázek 3.2: Bifidobacterium

V současné době je do rodu Bifidobakterium zahrnuto 30 druhů, z nichž 10 je z lidských

zdrojů (zubní kaz, stolice a vagina), 17 ze střev živočichů nebo z bahna, 2 z odpadních vod a 1

z fermentovaného mléka (Parker 1974). Nejlépe rostou při pH 6–7 a optimální růstová teplota

je 37–41 ◦C. Komplexní detaily jejich biologie jsou k dispozici v rozsáhlých studiích (Rasic &

Kurmann 1983, Sgorbati et al. 1995).

Dalším hojně využívaným probiotikem je Lactobacillus spp. Tyto laktobacily jsou charak-

terizovány jako gram-pozitivní, neporézní tyčinky nebo koky, které se shlukují do krátkých ře-

tízků nebo palisád. Jedná se bud’ o aerotolerantní nebo anaerobní a přísně fermentativní bakterie

(Mital & Garg 1992). V lidském těle je najdeme vždy tam, kde se nachazí dostatek sacharidů,

např. ve sliznici vagíny, střeva, nebo v dutině ústní (Hammes & Vogel 1995). V současné době

bylo uznáno 56 druhů rodu Lactobacillus. Z těchto mikroorganismů jsou nejčastěji doporu-

čovány pro dietní použití kmeny L. acidophilus. Některé laktobacily se používají při výrobě

jogurtů, sýrů, kysaného zelí, kvašených okurek, piva, cideru, vína, a dalších typů fermentova-
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ných (kvašených) potravin (Nahaisi 1986). Homofermentativně rozkládají glukózu na mléčnou

kyselinu nebo heterofermentativně na ekvimolární množství mléčné kyseliny, CO2 a ethanol

(a/nebo octovou kyselinu). Na základě konečných produktů fermentace se laktobacily dělí do

třech skupin. Obligátně heterofermentativní, ti rozkládají glukózu na mléčné a octové kyse-

liny, ethanol a CO2. Do této skupiny řadíme L. buchneri, L. brevis, L. kefir, L. fermentum, L.

panis. Obligátně homofermentativní fermentují glukózu jen na mléčnou kyselinu, patří sem L.

acidophilus, L. crispatus, L. delbrueckii, L. gasseri, L. johnsonii, L. salivarius. Jako poslední je

skupina fakultativně heterofermentativních laktobacilů, tato skupina má dvě metabolické dráhy.

Bud’ laktobacily fermentují glukózu na kyselinu mléčnou nebo pokud jsou limitovány kyslíkem,

produkují směs mléčné, octové a mravenčí kyseliny a ethanolu. K této skupině zařadíme L. cur-

vatus, L. casei, L. paracasei, L. plantarum, L. pentosus, L. rhamnosus (Nielsen & Gilliland

1992).

3.2.3 Prebiotika

Prebiotikum bylo definováno jako „nestravitelná složka potraviny, která příznivě ovlivňuje hos-

titele výběrovým stimulačním růstem anebo aktivitou jednoho nebo omezeného počtu bakterií

v tlustém střevě“ (Gibson & Roberfroid 1995). Prebiotika mají za cíl modifikovat střevní mi-

krobiom tak, že stimuluje jeho bakteriální aktivitu, která je pro hostitele výhodná, a bakteri-

ální aktivita, která je pro zdraví hostitele nepříznivá se naopak potlačuje. Koncepce prebiotik

vznikla z pozorování selektivní stimulace inulinu a fruktooligosacharidů na růst bifidobakterií

(Gibson et al. 1995). Ačkoli většina výzkumů proběhla u inulinu a fruktooligosacharidů, byly

samozřejmě také testovány i jiné nestrávitelné oligosacharidy včetně xylooligosacharidů, galak-

tooligosacharidů a izomaltooligosacharidů na jejich prebiotický účinek (VanLoo et al. 1999).

Většina kandidátních prebiotik jsou oligosacharidy, ale také polysacharidy. Aby prebiotikum

sloužilo jako bakteriální substrát v tlustém střevě, nesmí být hydrolyzováno nebo absorbováno

v horní části gastrointestinálního traktu.

3.2.4 Symbiotika

Symbiotikum je výsledkem kombinace prebiotik a probiotik. Například pravidelné a dlouho-

dobé užívání různých symbiotik prokázalo, že se zlepšuje zdraví dospělých tím, že se snižuje

výskyt a závažnost respiračních onemocnění během chladné sezóny (Pregliasco et al. 2008),

což naznačuje synergický účinek probiotických i prebiotických složek. Symbiotika by mohla
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pozměňovat složení střevního mikrobiomu, snižovat zánětlivé procesy ve sliznici střev a mohla

by být schopna vyvolat remisi onemocnění při zánětlivém střevním onemocnění (Steed et al.

2008).

3.3 Rostlinné fenolové sloučeniny

Rostlinné fenolové sloučeniny se dostávají do popředí zájmů pro své antioxidační vlastnosti.

Tyto sloučeniny se bohatě vyskytují v ovoci a zelenině a první byly izolovány již v roce 1930,

kdy se původně myslelo, že se jedná o vitamín P. Později se ukázalo, že se jedná o flavonoid

(rutin) a není to tudíž vitamín v pravém slova smyslu (Nijveldt et al. 2001). To vedlo k řadě vý-

zkumů, s cílem izolovat další fenolové sloučeniny a prostudovat jejich mechanismy působení.

Celkem je známo více jak 8 000 rozličných struktur, které lze rozdělit na fenolové kyseliny

(mono-, di-, tri-hydroxybenzoové kyseliny a deriváty skořicové kyseliny), stilbeny, lignany a

flavonoidy (flavonoly, flavony, flavanoly, flavanony, isoflavony, antokyanidiny). Jednotlivé sku-

piny se od sebe liší počtem fenolových kruhů (Manach et al. 2005). Na rozdíl od tradičních

vitamínů nejsou esenciální. Zatímco vitamíny mají v těle vytvořeny speciální mechanismy pro

jejich zadržování, fenolové sloučeniny jsou zpracovávány jako xenobiotika (Lugasi & Hóvári

2003). Fenolové sloučeniny zvyšují biologickou hodnotu potravin, ve kterých se vyskytují a

jsou nositely kvality, na jejímž základě mohou být potraviny označovány jako „funkční“ (Kaur

& Kapoor 2001).

U ovoce a zeleniny jsou fenolové sloučeniny významným prvkem, podílejícím se na jejich

jakosti, ovlivňují chut’, barvu a nutriční složení (Cheynier 2005). Obsah fenolových sloučenin

v potravinách závisí na kultivačních technikách rostlin, kultivarech, podmínkách růstu, procesu

zrání, zpracování ovoce či zeleniny a na způsobu jejich skladování. Například loupání, krájení,

vaření a smažení cibule může redukovat celkový obsah kvercetinu až o 75 % (Naczjk & Shahidi

2006). Denní příjem fenolových sloučenin se pohybuje kolem hodnoty 1 g (Scalbert & William-

son 2000). Doporučený denní příjem flavonoidů by se měl pohybovat kolem 25 µ/den (Haidari

et al. 2008). Takový příjem je výrazněji vyšší, než příjem antioxidačních vitamínů (Scalbert &

Williamson 2000).
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3.3.1 Metabolismus a biologická dostupnost fenolových sloučenin

Z celkového příjmu je 5–10 % fenolových sloučenin přímo absorbováno v tenkém střevě po

dekonjugačních reakcích, jako je deglykosylace. Po absorpci jsou tyto méně složité fenolové

sloučeniny podrobeny rozsáhlé fázi I (oxidace, redukce a hydrolýza) a potom biotransformaci,

tedy fázi II (konjugace) v enterocytech a potom hepatocytech, což vede ke vzniku rady ve

vodě rozpustných konjugovaných metabolitů (methyl, glukuronid a sulfátové deriváty), které se

rychle uvolňují do systémového oběhu, jsou distribuovány do orgánů a vylučovány močí.

Je známo, že bakterie v tlustém střevě působí na fenolové sloučeniny enzymaticky (90–

95 % z celkového příjmu fenolových sloučenin), čímž postupně produkují metabolity s různým

fyziologickým významem (Zamora-Ros et al. 2012). V tomto procesu se uplatňuje střevní mi-

krobiom, který štěpí glykosidické vazby.

Štěpení proanthokyanidinů (oligomerů a polymerů flavan-3-olu) pomocí mikrobiomu bylo

již značně popsáno. Postupně se tvoří laktony, aromatické a fenolické kyseliny s různými hyd-

roxylačními vzorci a délkami vedlejších řetězců, v závislosti na prekurzorových strukturách (fe-

nylvalerolaktony, fenylvalerové kyseliny, fenylpropionové kyseliny, fenyloctové kyseliny, hip-

purové a benzoové kyseliny) (Boto-Ordóñez et al. 2011).

Metabolizmus fenolových sloučenin bývá často ovlivněn tkáňovou expozicí fenolových

sloučenin s vysokou molekulovou hmotností včetně proantokyanidinů nebo oxidovaných poly-

mérních sloučenin, které jsou špatně absorbovány v proximální části gastrointestinálního traktu

(Santos-Buelga & Scalbert 2000). Kromě toho byla v posledním desetiletí zkoumána i mikro-

biální transformace neflavonoidních polymerních molekul nazývaných ellagitaniny (nebo hyd-

rolyzovatelné taniny).

Po konzumaci potravin bohatých na ellagitanin, jako jsou jahody, maliny, vlašské ořechy,

dubová vína a granátová jablka, se tyto taninové struktury podrobí hydrolýze ve střevní stěně

a uvolní se volná ellagická kyselina. V tlustém střevě se ellagická kyselina metabolizuje mik-

robiomem za vzniku řady derivátů sloučenin nazývaných urolitiny, které jsou charakterizovány

běžným jádrem 6H-dibenzo [b, d] pyran-6-onu a snižujícím se počtem fenolových hydroxylo-

vých skupin (urolithin D→C→A→B). Všechny tyto fenolové metabolity pocházející z mik-

robiálních látek mohou být absorbovány nebo vylučovány stolicí.

Po vstřebání se dostávají játry přes portální žílu, kde mohou být dále podrobeny rozsáhlému

metabolismu první fáze a druhé fáze (včetně glukuronidace, metylace, sulface nebo jejich kom-

binace), dokud se nakonec nedostanou do systémové cirkulace, do orgánů nebo se pak vyloučí
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močí.

Clostridium a Eubacterium jsou hlavní rody podílející se na metabolismu mnoha fenolů,

jako jsou isoflavony (daidzein), flavonoly (quercetin a kaempferol), flavony (naringenin a ixo-

xanthumol) a flavan-3-oly (katechin a epicatechin) (Selma et al. 2009).

Jelikož Firmicutes mají disproporčně menší počet enzymů degradujících glykany než Bac-

teroidetes, lze předpokládat, že příjem různých fenolových sloučenin různě mění složení střev-

ního mikrobiomu (Selma et al. 2009).

3.3.2 Rozdělení fenolových sloučenin

Nejpočetnější skupinou z fenolových sloučenin jsou flavonoidy vyskytující se výhradně v rost-

linách, nejčastěji ve formě glykosidů. Z chemického hlediska se jedná o skupinu různorodých

látek, jejichž základ tvoří jedno, či více aromatických jader (mnohdy s heterocyklickou struktu-

rou), na něž se váže několik fenolových skupin (Balasundram et al. 2006).

Deriváty flavonoidů, které se vyskytující volně v přírodě — tzv. bioflavonoidy — jsou od-

vozeny od heterocyklu flavanu.

Antioxidační účinek bioflavonoidů závisí na jejich struktuře, poloze hydroxylových skupin

a dvojných vazeb heterocyklického jádra (Evans et al. 1996).

Ve studii německých vědců (Bors et al. 1997) byla stanovena tři základní kritéria, která se

podílí na potenci molekuly flavonoidu zachytávat volné radikály: přítomnost dvou hydroxy-

skupin v 3. a 4. pozici na B kruhu; dvojná vazba mezi C2 a C3, substituce C3 a C5 OH-

skupinami a dále oxo- funkční skupina na C4.

Jejich antioxidační vlastnosti jsou dále silně ovlivněny stupněm glykosylace např. aglykony

kvercetinu a myricetinu vykazují in vitro daleko vyšší aktivitu než jejich glykosidy (Kaur &

Kapoor 2001).

Bylo zjištěno, že struktura fenolových sloučenin vykazuje anti- a pro-oxidační schopnost

(Leung et al. 2007). Několik nedávných studií prokázalo, že k protinádorové aktivitě dochází

prostřednictvím pro-oxidačního účinku flavonoidů (Li et al. 2008, Habtemariam & Dagne 2010).

Nádorové buňky v porovnání se zdravými buňkami vykazují při vyšší úrovni oxidačního stresu

vyšší citlivost k toxickému účinku léků, které zvyšují hladinu ROS (reaktivní forma kyslíku), v

porovnání se zdravými buňkami (Valdameri et al. 2011).

I přesto, že rostlinné fenolové sloučeniny mohou mít pro-oxidační účinek, jejich hlavní role

spočívá zřejmě v antioxidačním působení, protože mají schopnost zhášet ROS, RNS (reaktivní
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forma dusíku) a jiné volné radikály (Li et al. 2008, Habtemariam & Dagne 2010).

Jednou ze skupin fenolových sloučenin jsou fenolové kyseliny, které se rozlišují na dvě

základní skupiny: na deriváty benzoové kyseliny a na deriváty kyseliny skořicové.

Hydroxybenzoové kyseliny jsou součástí struktury hydrolyzovatelných tanninů (gallotan-

ninů v mangu a ellagitanninů v jahodách, malinách a ostružinách) (Manach et al. 2005). Hyd-

roxyskořicové kyseliny jsou běžnější než hydroxybenzoové kyseliny. Nejvýznamnějšími z této

skupiny jsou deriváty p-umarinové, kávové, ferulové a sinapové kyseliny (Gharras 2009). Hyd-

roxyskořicovou kyselinu nalezneme v borůvkách, kiwi, švestkách, třešních a jablkách. Ester

hydroxyskořicové kyseliny je chlorogenová kyselina, přítomná hlavně v kávových zrnech (Ra-

wel & Kulling 2007). A má silnou antioxidační a antivirovou aktivitu. Slouží také jako prevence

před poškozením jater (Farah & Donangelo 2006).

Nejrozšířenější fenolovou kyselinou je benzoová kyselina (Velíšek & Hajšlová 2009). Ve

formě esterů je přítomna v rostlinných silicích, ale je k nalezení také v ovoci a zelenině. Je

přítomna však i v jogurtech, kde vzniká hydrolýzou hippurové kyseliny za působení enzymů

LAB během zrání (Barberán & Clifford 2000).

Fenolové kyseliny, a to hlavně skořicová, kávová, ferulová, 3-kumarová a chlorogenová,

vykazují účinnost proti gramnegativním bakteriím a jiným mikrobům (Pimiä et al. 2005).

Do fenolových sloučenin se řadí také třísloviny, které mají relativně vysokou molekulovou

hmotnost s mnoha fenolovými hydroxylovými skupinami ve své struktuře. Jedná se o polymery

a společně s proteiny tvoří komplexy. Ve vodě tvoří třísloviny koloidní roztoky, avšak rozpust-

nost se mění dle stupně polymerace.

U vyšších rostlin se třísloviny rozdělují z chemického hlediska na dvě třídy, a to na hyd-

rolyzovatelné třísloviny a kondenzované třísloviny (Bruneton 2016). Do skupiny hydrolyzo-

vatelných tříslovin řadíme polymery esterů gallové kyseliny, polygalloyestery, z metabolismu

šikimové kyseliny přímou dehydrogenací 3-dehydrošikimové kyseliny, případně oxidací proto-

katechové a gallové kyseliny (3,4,5-trihydroxybenzoová (Bruneton 2016). Do kondenzovaných

tříslovin patří polymery flavoniodních látek, tvořených zejména 3-hydroxyflavanem (Velíšek &

Hajšlová 2009).

Nejpočetnější skupinu tvoří flavonoidy skládající se hlavně z katechinů, proantokyaninů,

anthokyanidinů a flavonů, flavonolů a jejich glykosidů. Jedná se sloučeniny C15 složených ze

dvou fenolových kruhů spojených třemi uhlíkovými jednotkami.

Flavonoidy jsou biosynteticky odvozeny od acetátu tak, že kruh A má charakteristický hyd-

15
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roxylační vzorek v poloze 5 a 7. Kruh B je hydroxylovaný obvykle na 4, 3, 4 nebo 3, 4, 5.

Obdobou flavonoidů jsou izoflavonoidy, které jsou odvozeny cyklizací chalkonů tak, že kruh B

je umístěn v poloze 3.

Jiné hlavní skupiny flavonoidů zahrnují katalyzátory (často nalezené jako estery s kyselinou

galovou v čaji) a anthokyanidiny, které jsou vysoce barevnými pigmenty (Aron & Kennedy

2008).

Flavan-3-oly, také známé jako flavanoly, jsou hlavními fenolovými sloučeninami příjma-

nými v potravě. Zde se nacházejí jako monomery i oligomerní proantokyanidiny. Mezi nejbo-

hatší zdroje flavan-3-olů patří kakao, červené víno, zelený čaj, také se vyskytuje v bobulích a

jablkách. Těmto fenolovým sloučeninám se dostává zvýšené pozornosti kvůli jejich přínosům

pro zdraví, protože mohou působit jako antioxidanty. Působí v prevenci nádorových a kardi-

ovaskulárních onemocnění, a také fungují jako antimikrobiální, antivirové a neuroprotektivní

látky (Yao et al. 2004).

Zvláštní skupinou jsou prenylované flavonoidy, které se nacházejí zejména v chmelu. Na zá-

kladní strukturu C15 je připojený prenylový radikál jako acyklický nebo cyklický řetězec (Taka-

yama et al. 1991). Pro pivovarnictví mají význam zejména acylfluoroglucinoly, které jsou bio-

synteticky příbuzné prenylovaným flavonoidům, lupulony (β-kyseliny), humulony (α-kyseliny)

(Stevens & Page 2004).

V posledních letech se staly tyto látky předmětem lékařského a farmaceutického výzkumu

hlavně pro své bioaktivní účinky. Nejdůležijtějším prenylovaným flavonoidem je xanthohumol,

přítomný v samičích hlávkách chmelu, kde tvoří největší podíl ze zastoupených prenylovaných

flavonoidů (Stevens & Page 2004), mezi ostatní patří isoxanthohumol, desmethylxanthohumol,

a 8-prenylnaringenin. U těchto látek bylo prokázáno, že mají protizánětlivou, protinádorovou a

antibakteriální aktivitu (Jirovetz et al. 2006).

Mezi významné fenolové sloučeniny patří stilbeny a jejich deriváty, které se využívají při

prevenci a léčbě řady onemocnění (Baker et al. 2007). Tyto účinky má hlavně resveratrol patřící

mezi důležité rostlinné metabolity a fungující jako silný antioxidant.

3.3.3 Resveratrol

Resveratrol (3, 4, 5-trans-trihydroxy-stilben nebo 5-[(E)-2-(4-hydroxyfenyl) ethyl] benzen-l, 3-

diol) je přirozeně se vyskytující fytoalexin, který byl poprvé izolován z kořenů bílé čemeřice v

roce 1940 (Langcake & Pryce 1976). Později se izoloval z kořenů Polygonu cuspidatum, který
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se používá v tradiční čínské a japonské medicíně (Lee et al. 2012). Tato fenolová sloučenina

je obsažená v rostlinách a to včetně révovitých (Vitaceae), dvojkřídláčovitých (Dipterocarpa-

ceae), liánovcovitých (Gnetaceae), šáchorovitých (Cyperaceae) a bobovitých (Leguminosae)

(Ito et al. 2004). Resveratrol je obsažený v potravinách v různých koncentracích, především

však u červeného vína, brusinkového džusu a arašídů je jeho množství značné (Wang et al.

2002).

Resveratrol je charakterizován dvěma benzenovými kruhy spojenými přes isopropylovou

část oddělenou dvojnou vazbou (Kasiotis et al. 2013). Existuje v podobě dvou stereoizomerů v

cis a trans formě (Z a E), přičemž forma E vykazuje více potenciálu jako antioxidant a jako pro-

tinádorové činidlo (Roupe et al. 2006). S jeho antioxidační aktivitou je spojen také „francouzský

paradox“. Tento paradox vznikl před téměř 20 lety, kdy i přes vysokou spotřebu tučných potra-

vin byl u Francouzů zaznamenán nižší výskyt úmrtnosti v důsledku chronické srdeční choroby,

což by mělo být způsobeno větší konzumací červeného vína, které obsahuje resveratrol (Lippi

et al. 2010). Ten působí jako silný antioxidant, inhibuje reaktivní druhy kyslíku (ROS) přede-

vším aktivací AMP-aktivované protein kinázy. Kromě toho také potlačuje cyklooxygenázu a

peroxidaci lipidů (Szabó 2009). Zabraňuje peroxidaci lipoproteinů s nízkou hustotou (LDL),

zabraňuje cytotoxicitě oxidovaného LDL a chrání buňky před peroxidací lipidů (Lee & Kader

2000).

Vysoká lipofilnost resveratrolu vede k nízké rozpustnosti ve vodě, což snižuje jeho perorální

biologickou dostupnost spolu s jeho stabilitou (Das et al. 2008). Může však poskytnout účinnější

ochranu než jiné známé antioxidanty, jako je vitamín C a E (Lee & Kader 2000).

Kromě antioxidačních a protinádorových účinků byly navíc zjistěny i další terapeutické

účinky resveratrolu, jako že je neuroprotektivní, antidiabetický a působí i antivirově (Lippi et al.

2010). Kardioprotektivní účinky resveratrolu mohou být způsobeny jeho vazorelaxačními vlast-

nostmi. Vazorelaxantní aktivitu má resveratrol kvůli schopnosti stimulovat kanály aktivované

Ca2+ a zvyšovat signalizaci NO v endotelu (Lee & Kader 2000).

Bylo zjištěno, že podávání diphenol resveratrolu mělo zřetelný anti-metastatický účinek,

čímž se snížil počet i hmotnost metastáz plic. Podobné účinky byly pozorované u resveratrolu,

což vedlo k přibližně 40% snížení počtu metastáz (Busquets et al. 2007).

Ve studii Kimura & Okuda (2001) zabývající se resveratrolem bylo zjištěno, že na my-

ších modelech resveratrol v dávkách 2,25 a 10 mg/kg významně snížuje objem nádoru (42 %),

hmotnost nádoru (44 %) a metastáze plic (56 %). Bylo také zaznamenáno, že inhibiční účinek
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resveratrolu na karcinogenezi je ve více stádiích, zejména na kůži (Jang et al. 1997).

V několika studiích (Walle et al. 2004, Larrosa et al. 2009, Bhat et al. 2004) bylo zjištěno,

že resveratrol zvyšuje účinnost některých antiretrovirových léků proti HIV a viru herpes sim-

plex, protože reguluje expresi NFκB, a tak potlačuje aktivaci tohoto proteinu souvisejícího s

transkripcí a apoptózou.

Zjistilo se také, že mnoho virových proteinových produktů bylo sníženo nebo zcela bloko-

váno, stejně jako snížení produkce virové DNA například při léčbě viru chřipky tím, že omezuje

jeho replikační vlastnosti. V jiné studii byla replikace těžkého akutního respiračního syndromu

zcela inhibována deriváty resveratrolu in vitro (Li et al. 2006).

Mimo to byla provedena studie (Qiao et al. 2014), která spojuje resveratrol se změnou slo-

žení střevního mikrobiomu. Tato studie zkoumala účinek resveratrolu proti obezitě a zjitila, že

užitím 200 mg/kg/den resveratrolu se významně snižuje tělesná i viscerální tuková hmotnost.

Zároveň se snižuje hladina glukózy v krvi a i hladina lipidů. Dále bylo zjištěno, že také re-

sveratrol zlepšuje dysbiózu mikrobiální tkáně indukovanou vysokotukou dietou, včetně zvýšení

poměru Bacteroidetes k Firmicutes dochází k významné inhibici růstu Enterococcus faecalis

a zvýšení růstu Lactobacillus a Bifidobacterium. Resveratrol významně snižuje expresi mRNA

Lpl, Scd1, Ppar-y, Acc1 a Fas související se syntézou mastných kyselin, adipogenezí a lipoge-

nezí. Proto resveratrol zprostředkovává složení střevních mikrobů a postupně prostřednictvím

signální dráhy Fiaf urychluje vývoj obezity. Signální dráhy, též signální kaskády jsou sekvence

událostí, které umožňují buňce přijmout signál a biologicky na něj reagovat.

Resveratrol ovlivňuje i diabetes melitus, což může být způsobeno významným vlivem re-

sveratrolu na hladinu glukózy v plazmě, jak bylo prokázáno na zvířecích modelech zdravých

tak u diabetických potkanech, diabetes indukovaný streptozotocinem a nikotinamidem strepto-

zotocinem. Bylo zjištěno, že resveratrol má hypoglykemický účinek a také bylo zjištěno, že v

obou případech, i u zdravého i u diabetického potkana, byla hladina inzulinu po resveratrolu

zvýšena (Sharma et al. 2007, Atkinson et al. 2014).

Dále resveratrol snižuje hladinu malondialdehydu, xantinoxidasy a oxidu dusnatého v hipo-

kampu, mozku a míše, přičemž současně došlo k nárůstu glutathionu v porovnání se skupinou

léčenou na diabetes (Carter et al. 2010). Dokazuje to, že resveratrol je silným neuroprotektiv-

ním činidlem proti diabetickému oxidativnímu poškození. Díky těmto účinkům je resveratrol

doporučován při léčbě diabetické neuropatie (Sharma et al. 2007).
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Kapitola 4

Materiál a metody

4.1 Materiál

Bakteriální kmeny byly získané z České sbírky mikroorganismů: L. plantarum (MILCOM

195; neznámé) a L. fermentum (CCM 91; neznámé). Buněčné linie lidského střevního epi-

telu buněčné linie Caco-2 a HT29-MTX byly získány z American Type Tissue Collection

(Rockville, Maryland, USA). Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM), penicilin a strep-

tomycin, hydrogenuhličitan sodný, pyruvát sodný, neesenciální aminokyseliny, fetální bovinní

sérum (FBS), fosfátový pufr (PBS), trypsin, triton X-100, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

difenyltetrazolium bromid (MTT), dimethylsulfoxid (DMSO), resveratrol od Sigma-Aldrich

(CZ). Plastik pro tkáňové kultury a to 24-jamkové destičky, serologické pipety, kultivační láhve,

petriho misky vše od Thermo Fisher Scientific (UK). Rogosa agar (Oxoid Ltd., Basingstoke,

UK).

4.2 Metody

4.2.1 Příprava bakteriální suspenze

Bakterie byly pěstovány přes noc v Wilkins-Chalgren agaru (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK)

při 37 ◦C za anaerobních podmínek. Před stanovením byly bakterie centrifugovány (2 000×g

10 minut) a promyty třikrát pomocí PBS. Bakterie potom byly resuspendovány v 5 ml PBS při

koncentraci 108 CFU/ml, která byla stanovena z jejich optické hustoty při vlnové délce 600 nm

na TECAN M200 Infinite reader (Tecan Austria GmbH, Grödig, Rakousko).
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4.2.2 Příprava resveratrolu

Byl připraven zásobní roztok o koncentraci 10 mg/ml v DMSO. Před vlastními testy byly při-

praveny pracovní roztoky resveratrolu v DMEM bez přídavku v koncentracích 4,5; 2,25 a

1,125 ug/ml a na buňky byly aplikovány alikvotní podíly.

4.2.3 Kultivace buněčných linií

Buňky kolorektálního karcinomu zastoupené liniemi Caco-2 a HT29-MTX byly kultivovány v

mediu DMEM, které obsahovalo 10 % FBS, 1 % roztoku penicilinu a streptomycinu (100 000

jednotek penicilinu; 10 mg/ml streptomycinu), 1 % hydrogenuhličitanu sodného, 1 % pyruvátu

sodného a 1 % roztoku neesenciálních aminokyselin. Buňky byly pěstovány v kultivačních

láhvích (75 cm2) s 15 ml DMEM media, poté byly uloženy v inkubátoru s řízenou atmosfé-

rou obsahující 5 % CO2 a v teplotě 37 ◦C. Medium bylo měněno každé dva dny. Buňky byly

sklizeny 7. den pomocí trypsinu a odstředěny na centrifuze po dobu 10 minut, při 170×g. Bylo

odstraněno staré medium a buňky byly naředěny v novém mediu. Z takto nachystané suspenze

bylo odebráno 0,5 ml media s buňkami a opět přidány k 15 ml nového DMEM media v kulti-

vační láhvi pro další kultivaci.

4.2.4 Založení 24 a 96 jamkové destičky

Z buněčné suspenze, která byla důkladně rozpuštěna, bylo odebráno 100 µl suspenze a smícháno

se 100 µl tripanové modře. Následně byla odebrána kapka a byla dána na Bürkerovu komůrku.

V 1 ml suspenze byl spočítán obsah buněk. Dle výpočtu byla zjištěna přesná koncentrace skli-

zených buněk. Do směsi bylo přidáno 3,6×104 Caco-2 a 0,4×104 HT29-MTX. Tato směs byla

pipetována na jamku v objemu 500 µl u 24 jamkové destičky a takto připravená destička byla

uložena v kultivačním boxu. Po dobu 14 dní probíhalo každé 2–3 dny krmení těchto buněk. Po

14 dnech by měla proběhnout plná diferenciace buněk a také by mělo dojít k plné konflucenci

monovrstvy.

U 96 jamkové destičky bylo pipetováno 200 µl a destička inkubována 24 hodin.

4.2.5 Test životaschopnosti

Test životaschopnosti byl měřen pomocí metody MTT dle Mosman (1983), která byla modi-

fikována. Buňky byly naředěny na koncentraci 4×104 buněk/ml a pipetovány do 96 jamkové
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destičky v množství 200 µl. Po 24 hodinách bylo odstraněno staré medium a přidáno 100 µl no-

vého media spolu s testovanými vzorky v daných koncentracích (0,125–256 µl/ml). Testované

vzorky s buňkami byly inkubovány po dobu 72 hodin. Po této době bylo medium nahrazeno

100 µl nového media s MTT (1 µg/ml). Po 2 hodinách v CO2 inkubátoru bylo medium s MTT

opět odstraněno a nahrazeno 100 µl DMSO. Absorbance byla měřena při 555 nm a 720 nm, jako

referenční hodnoty, za použití TECAN M200 Infinite reader. Procento životaschopných buněk

bylo vypočteno, v porovnání s kontrolou, kde byly buňky bez přidání testovaných látek.

4.2.6 Adhezní testy

Pro zjištění adherenčních vlastností byla použita modifikovaná metodika (Jensen et al. 2012).

Z každé jamky na destičce bylo odstraněno staré medium a každá jamka byla propláchnuta 3×

pomocí PBS. Poté bylo přidáno 900 µl DMEM media s resveratrolem v koncentraci 4,5; 2,25 a

1,125 µg/ml a bez. Následně bylo přidáno 100 µl bakteriální suspenze.

Destička byla inkubována v anaerobním boxu při 37 ◦C po dobu 2 hodin. Po dvou hodi-

nách bylo odstraněno medium s bifidobakteriemi. Monovrstvy buněk byly 3× promyty pomocí

PBS pro odstranění neadherovaných bakterií. Do prázdných jamek bylo přidáno 300 µl 1%

Triton-X100 na 1 minutu a zředěno 700 µl PBS. Suspenze z buněk a adherovaných bakterií

byla naředěna. Následně byla suspenze dána na petriho misku společně s Rogosa agarem. Jed-

notky tvořící kolonie (CFU) byly po 72 hodinách aerobní inkubace při 37 ◦C. Poté byly bakterie

spočítány dle vzorce 4.1 (kontrola reprezentuje 100% adherenci).

Adherence = počet bakterií ve vzorku
počet bakterií v kontrole

× 100 (4.1)

4.2.7 Statistická analýza

Získané výsledky MTT testu jsou vyjádřeny jako průměr ± směrodatná odchylka. Výsledky

adheze byly analyzovány pomocí dvoucestné analýzy rozptylu (ANOVA, p<0,05) byla pou-

žita pomocí programu Statistica 12 k vyhodnocení statistického vlivu resveratrolu na adhezi

bakterií. Data jsou vyjádřena jako průměr ± standardní chyba a porovnání posteriori bylo ana-

lyzováno Scheffeovým testem.

21



Kapitola 5

Výsledky

Jako první byl proveden test životaschopnosti pomocí MTT aby byla stanovená bezpečná kon-

centrace použitelná pro testování adherence. Zjištěná výsledná hodnota resveratrolu pro IC50 je

13,60 ± 0,16. Z výsledků je patrné, že resveratrol nemá cytotoxické účinky. Avšak výsledek

je pro další testování nevhodný zdůvodů poškození monovrstvy. Z tohoto důvodu byly vypoč-

teny hodnoty IC10 (Obr. 5.1) 3,56± 0,36 µg/ml. A následně použivané koncentrace se pohybuje

okolo této hodnoty.

Obrázek 5.1: Test životaschopnosti na směsné buněčné kultuře Caco-2/HT29-MTX po přidání

resveratrolu v koncentraci 0,125–256 µg/ml; hodnoty jsou vyjádřeny jako průměr± směrodatná

odchylka
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Po stanovení bezpečné koncentrace resveratrolu pro buněčnou monovrstvu tvořenou buněč-

nými liniemi Caco-2/HT29-MTX, byl proveden test adherenčních vlastností L. fermentum a L.

plantarum (Obr. 5.2). Z grafu je patné, že L. fermentum adheroval minimálně ve všech testo-

vaných koncentraích. Na rozdíl od L. plantarum, který adherovalo více, avšak resveratrol měl

negativní vliv na adherenční vlastnosti tohoto kmene, kdy se adheze snižovala o 1–2 % oproti

kontrole bez resveratrolu.

Výsledky však nejsou statisticky průkazné na hladině významnosti p <0,05. To bylo dáno

i vysokou variabilitou výsledků mezi jednotlivými měřeními, které jsou způsobeny nejčastěji

vlastnostmi buněčné monovrstvy a její schopností na sebe poutat námi testované kmeny.

Obrázek 5.2: Adherence bakterií Lactobacillus fermentum a Lactobacillus plantarum po přidání

resveratrolu v koncentraci 4,5; 2,25 a 1,125 µg/ml; výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ±

standardní chyba
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Diskuze

V současné době velká část populace trpí onemocněním, jako jsou alergie, urogenitální infekce,

gastrointestinální infekce, syndrom dráždivého tračníku, průjmová onemocnění, případně zá-

cpy. Při těchto onemocněních mohou sloužit jako prevence probiotika (Rolfe 2000). Musí však

překonat překážky gastrointestinálního traktu (pH žaludku, žlučové kyseliny). Tyto faktory vý-

razně snižují celkový počet probiotik dostávajících se do vlastních střev, kde mohou pozitivně

působit na střevní lumen hostitele (Bove et al. 2013). Adheze probiotických bakterií na střevních

epiteliálních buňkách může být pozitivním předpokladem pro jejich imunomodulační účinky,

jelikož probiotické bakterie konkurují s patogeny o místa přilnutí na střevní epitel a mají podíl

na vylučování těchto patogenů (Gleinser et al. 2012).

Bylo prokázáno, že mnoho kmenů probiotických bakterií dokáže inhibovat růst, adhezi na

střevní buňky a metabolickou aktivitu enteropatogenních bakterií, jako je Salmonella, Shigella,

enterotoxigenní E. coli nebo Vibrio cholerae (DeVrese & Marteau 2007). Existuje mnoho me-

chanismů, kterými probiotika podporují zdraví střev včetně stimulace imunity, produkce an-

timikrobiálních látek a konkurence schopnosti s patogeny (Rolfe 2000). Probiotické bakterie

negativně působí na patogeny díky jejich mechanismům, které snižují hodnotu pH v lumenu

střeva, produkují baktericidní látky, jako jsou organické kyseliny (mléčná, octová a máselná

kyselina), peroxid vodíku a bakteriociny. Dalšími mechanismy účinku probiotik na patogeny

jsou vzniklé metabolity (arginin, glutamin, mastné kyseliny s krátkým řetězcem, nebo konjugo-

vané linolové kyseliny) chránící střevo, imunologické mechanismy, regulace střevní motility a

produkce hlenu (DeVrese & Marteau 2007).

Střevní mikrobiom je schopný reagovat s fenolovými sloučeninami, které hrají klíčovou

roli jak v antioxidační aktivitě, tak při působení na střevní mikrobiom, a podílejí se na lidském

24



KAPITOLA 6. DISKUZE

zdraví (Crozier et al. 2009). Tyto fenolové sloučeniny mohou být ve střevu metabolizovány pro-

střednictvím mikrobiomu na bioaktivní sloučeniny a to hlavně přeměnou glykosidu na aglykon,

který je schopný prostupovat střevním epitelem (Bowey et al. 2003). Současně s tím dochází k

ovlivnění mikrobiomu prostřednictvím fenolových sloučenin (Selma et al. 2009).

Schopnost bakterií adherovat ke střevním epiteliálním buňkám je jedním z hlavních kritérií

pro výběr nových probiotických kmenů spolu s dalšími vlastnostmi, jako je přežití v simulo-

vaných gastrointestinálních modelech nebo produkce antimikrobiálních látek (Söderling et al.

1987). Vzhledem k obtížnosti stanovení adherence bakterií pomocí in vivo metod byla tato

vlastnost studována pomocí in vitro metod využívajích lidské intestinální buněčné linie, po-

mocí kterých se vytvářejí 2D buněčné modely (Tuomola et al. 2000). Tyto in vitro modely se

postupem času staly zavedenou a široce používanou metodou pro testování adherenčních vlast-

ností probiotických kmenů (Laparra & Sanz 2009, Volštátová et al. 2015, 2017, Musilová et al.

2017), pro testování toxicity rostlinných extraktů obsahujících fenolové sloučeniny, i pro testo-

vání čistých rostliných látek (Doskočil et al. 2015, 2016, Tauchen et al. 2015, 2016, Vaněčková

et al. 2016).

Nejčastěji jsou využívané buněčné linie pocházejí z tlustého střeva, zahrnující Caco-2, HT29,

respektive HT29-MTX a mnoho dalších. Směsná kultura Caco-2/HT29-MTX poskytuje pokro-

čilý in cellulo model, napodobující skutečný poměr Gobletových buněk k absorpci epiteliálních

buněk (Laparra & Sanz 2009, Volštátová et al. 2015, 2017, Musilová et al. 2017) a produkující

mucin. Tento glykoprotein vede k prostorově bohaté síti vazebných míst a substrátových sku-

pin pro komensní mikrobiocyty (Carrier et al. 2006), které přispívají k adhezi mikrobiomu na

střevní epitel.

V naší práci jsme využili stejný model jako řada autorů (Laparra & Sanz 2009, Volštátová

et al. 2015, 2017, Musilová et al. 2017) a byla zjišt’ována adherenční schopnost L. fermentum

a L. plantarum po přidání resveratrolu. Bylo zjištěno, že resveratrol statisticky nezvyšoval ad-

herenční vlastnosti testovaných kmenů, a to ani u L. fermentum , kde velmi špatně adheroval

samostaný kmen bez testované látky.

Dříve provedená studie Wang et al. (2008) testovala L. gasseri na jeho adhezivní vlastnosti,

bylo zjištěno, že procento adheze je 12,05± 1,34 %. To je v rozporu s našimi výsledky, možnou

příčinou však je použití pouze buněčné linie HT29. Na buněčném modelu tvořeném Caco-2 ad-

heze L. gasseri byla 4 % (Jensen et al. 2012), což je o dvě procenta více naž na našem buněčném

modelu tvořeném Caco-2 a HT29-MTX buněčnými liniemi. Takto nízká adheze může být za-
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příčiněna faktorem, že buněčné linie HT29-MTX produkují muciny typu MUC5AC a MUC5B

ve větší koncentraci než MUC2 (Leteurtre et al. 2012), to pravděpodobně vede k významnému

nedostatku tohoto modelu, protože v tračníku převládají MUC2 (Lesuffleur et al. 1993) a tím

dochází ke zkreslení výsledků provedených testů.

Z přidananého L. plantarum adherovalo 9 %, zatímco na samostatném modelu tvořeném

pouze Caco-2 buňkami adherovalo od 10 do 15 % (García-Cayuela et al. 2014), což je téměř

o polovinu více než v našem případě. V indické studii (Kumar et al. 2011) se uvádí, že L.

plantarum na buňkách HT29 adheruje z 60 %, kdy se jedná téměř o 10× vyšší adhezi než v naší

studii.

Adheze probiotických kmenů může být významně ovlivněna přítomností fenolových slou-

čenin ve stravě. Nedávné studie Bustos et al. (2012), Cueva et al. (2013) naznačují, že příznivé

účinky fenolových sloučenin na zdraví mohou být zapříčiněny interakcí se střevním mikrobio-

mem. Je dokázáno, že některé fenolové sloučeniny a jejich metabolity mohou stimulovat růst,

proliferaci a adhezní kompenzaci bakterií a inhibovat růst a adhezi střevních patogenů (Laparra

& Sanz 2009, Parkar et al. 2008). Studie Bustos et al. (2012) uvádí, že účinek fenolových slou-

čenin je nekonzistentní, což naznačuje vysokou specifičnost. Většina z nich nevykazuje žádný

účinek, ale některé zřejmě stimulují adhezi vybraných kmenů na určité typy buněčných linií.

Například epigallokatechin zvýšil adhezi L. casei k buňkám Caco-2, zatímco prokyanidiny B1 a

B2 zvýšily adhezi k buňkám HT-29. Bylo prokázáno, že adheze L. acidophilus k buňkám Caco-

2 je zvýšena epigalokatechinovým galátem. Z toho vyplývá, že účinek fenolových sloučenin na

adhezi bakterií závisí na kmeni Lactobacillus a buněčné linii. Chybějící aktivita resveratrolu,

která je patrná z naší studie, by mohla platit pro použité kmeny, a proto nelze vyloučit vliv na

jiné kmeny, které nejsou zahrnuty do našeho panelu.

Studie Celebioglu et al. (2017) zkoumala účinek některých běžných fenolových sloučenin,

včetně resveratrolu, na adhezivní vlastnosti L. acidophilus na buňky mucinu a HT-29. Ve svém

modelu resveratrol významně zvýšil adhezi L. acidophilus jak pro mucin, tak pro buňky HT-

29 při koncentraci 100 µg/ml a bylo prokázáno, že je jedním z nejúčinnějších testů u všech

testovaných polyfenolů v důsledku možných změn exprese povrchových proteinů. Nicméně

zůstávají obavy ohledně fyziologického významu použitých koncentrací. Mechanismy, kterými

fenolové sloučeniny ovlivňují adhezi bakterií, nejsou stále plně prozkoumány.

Fenolové sloučeniny jsou schopny interagovat s mikrobiálními membránovými bílkovi-

nami, enzymy a lipidy, čímž mění buněčnou propustnost a umožňují tak ztrátu protonů, iontů a
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makromolekul. Existují také důkazy o tom, že fenolové sloučeniny by mohly ovlivňovat tvorbu

biofilmu, jehož prvním krokem je adheze bakterií (Huber et al. 2003). Tyto bioaktivní mole-

kuly by mohly mít vliv na adhezi patogenů k hostitelským tkáním, nebot’ adheze je nezbytnou

podmínkou pro iniciaci většiny infekčních onemocnění. Bylo prokázáno, že rostlinné fenolové

sloučeniny inhibují glukosyltransferasy, které zprostředkovávají přilnavost Streptococcus mu-

tans a dalších perorálních bakteriálních druhů na povrch zubů, což přispívá k tvorbě biofilmů

zubních plaků. Navíc fenolové sloučeniny mohou také inhibovat adherenci bakterií tím, že sni-

žují hydrofobnost mutantních streptokoků. Například brusinkové št’ávy snížily adhezivní sílu v

bakteriích P. fimbriated prostřednictvím změny povrchových makromolekul (Matsumoto et al.

2003). Fenolové sloučeniny z džusu jsou také schopné inhibovat vazbu N. meningitidis pili na

imobilizované lidské epiteliální buňky a výtažky z jablka bohaté na fenolové sloučeniny vyka-

zují in vitro inhibiční účinek proti Helicobacter pylori (Pastene et al. 2010). V nedávné době

bylo zjištěno, že resveratrol a některé deriváty inhibují adhezi E. coli, Salmonella typhimurium

a Listeria monocytogenes k buněčným liniím epitelu střev a poté následuje produkce cytokinů

jako reakce na přilnavost potravinového patogenu (Selma et al. 2012).

Adheze ke střevní sliznici je považována za rozhodující pro kolonizaci ve střevě a má se za

to, že stimuluje hostitelský imunitní systém a to souvisí s určitými prospěšnými účinky probi-

otik (Sugimura et al. 2011). Existuje dynamický vztah mezi gastrointestinálním mikrobiomem

a látkou, příjmem a metabolismem bioaktivních potravinových složek, jako jsou fenolové slou-

čeniny a střevní slizniční buňky. Jak čísla, tak i typy mikrobů a stravovací návyky mohou ovliv-

nit zdravotní stav hostitele. Ve studii Bustos et al. (2012) bylo prokázáno, že několik běžných

flavan-3-olů má potenciál měnit střevní mikrobiom modifikací adheze probiotických kmenů

Lactobacillus na střevní buňky. Takže konzumace stravy bohaté na tyto bioaktivní molekuly by

mohla ovlivnit střevní mikrobiom a zvýšit celkovou pohodu člověka.

Resveratrol, který je potenciálním kandidátem s různými farmakologickými aktivitami, byl

rozsáhle studován na základě farmakokinetických parametrů na různých zvířecích modelech

a lidských dobrovolnících. Všechny farmakokinetické parametry, absorpce, distribuce, meta-

bolismus a vylučování resveratrolu jsou dobře známy. I když bylo zjištěno, že lék má vyso-

kou perorální absorpci (∼75 %), perorální biologická dostupnost je téměř zanedbatelná (<1 %)

kvůli rychlému a rozsáhlému metabolizmu na metabolity síranu a glukuronidu v intestinu a

játrech (Lee et al. 2012). U zdravých dobrovolníků byla provedena studie Wang et al. (2002),

při které byly podávány různé koncentrace resveratrolu po dobu 29 dní (dávka 0,5; 1,0; 2,25
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nebo 4,5 g/den) a bylo zjištěno, že podávání dávky 2,25 a 4,5 g způsobuje mírné až středně zá-

važné gastrointestinální potíže. Podobný typ studie u zdravých dobrovolníků provedl Lippi et al.

(2008) k určení farmakokinetického a bezpečnostního profilu resveratrolu. Celkem 40 zdravých

dobrovolníků bylo rozděleno do čtyř skupin (5 mužů a 5 žen v každé skupině). Dvěma jedincům

bylo podáváno placebo a zbývajícím 8 bylo podáváno 25, 50, 100 a 150 mg resveratrolu šestkrát

denně po dobu 13 dní. Byly zjištěny různé farmakokinetické parametry, kde vrchol plazmatické

koncentrace nastal mezi 45 a 90 minutou. Průměrná Cmax a průměrná AUC0-t závisí na dávce,

což se zvýšilo s nárůstem dávky z 25 na 150 mg (Lippi et al. 2008). Další studie Lee et al.

(2012) proběhla u 10 zdravých dobrovolníků s podáním různých dávek léku v rozmezí od 0,5

do 4,5 g p. o., jednorázová dávka a podobná metoda byla použita pro stanovení koncentrace

léčiva a metabolitu v plazmě a moči. Výsledky ukázaly, že vrcholové plazmatické hladiny 539

± 384 ng/ml se objevily 1,5 hodiny po podání léku. Vylučování léku a jeho metabolitů močí

bylo rychlé, to znamená 4 hodiny po nejnižší dávce. Otázka zněla, jak je vlastně resveratrol

dosupný z běžně konzumovaných potravin a zda se dostává do tlustého střeva v nepozměněné

formě. Dostupnost je možné zvýšit mikroenkapsulaci resveratrolu, která zvyšuje rozpustnost

ve vodném prostředí, čímž zlepšuje biologickou dostupnost a také zabraňuje degradaci vlivem

světla a tepla (Szabó 2009). Das et al. (2008) zjistili, že získaná formulace zlepšuje stabilitu

resveratrolu pro specifické dodávání do tlustého střeva s účinností zapouzdření >94 %.

V modelových systémech bylo prokázáno, že resveratrol má chemopreventivní aktivitu proti

kardiovaskulárním onemocněním a různým typům rakoviny v modelových systémech, není

však zřejmé zda léčivo po perorálním podání dosáhne navržených míst účinku in vivo zejména

u lidí. Jedna ze studií Walle et al. (2004) se zabývala absorpcí, biologickou dostupností a me-

tabolismu 14C-resveratrolu po orálním podání dávky u šesti dobrovolníků. Absorpce 25 mg

perorální dávky byla nejméně 70 %, maximální plazmatické hladiny resveratrolu a metabolitů

dosáhly 491± 90 ng/ml (přibližně 2 µM) a plazmatický poločas byl 9,2± 0,6 hodiny. V plazmě

bylo možné detekovat pouze stopové množství nezměněného resveratrolu (<5 ng/ml). Většina

perorální dávky byla získána z moči a analýza kapalinovou chromatografií/hmotnostní spek-

trometrií identifikovala tři metabolické dráhy. Extrémně rychlá konjugace sulfátů ve střevech

a játrech omezuje rychlost biologické dostupnosti resveratrolu. Ačkoli systémová biologická

dostupnost resveratrolu je velmi nízká, díky akumulaci resveratrolu v epiteliálních buňkách po-

dél aerodigestivního traktu a potenciálně aktivních metabolitů resveratrolu mohou stále působit

jako prevence rakoviny.
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Většina studií zabývajících se účinky in vivo testuje obrovské dávky resveratrolu, které

nejsou reprezentativní z hlediska stravování. Cílem studie Larrosa et al. (2009) bylo zjistit,

zda resveratrol může vykazovat protizánětlivou aktivitu in vivo z množství přijaté ze stravy.

Potkani byli krmeni 1 mg resveratrolu/kg/den (lidská ekvivalentní dávka) po dobu 25 dnů a

během posledních 5 dnů bylo podáno 5% dextran sulfátu sodného (DSS) k vyvolání kolitidy.

Byly hodnoceny účinky na poškození tlustého střeva, střevní mikroflóru, reaktivní druhy kys-

líku, zánětlivé markery a tvorba oxidu dusnatého, stejně jako profil genové exprese. Resveratrol

zvýšil laktobacily a bifidobakterie stejně jako snížil nárůst enterobakterií při léčbě. Resveratrol

významně chránil sliznice tlustého střeva, snížil ztrátu tělesné hmotnosti, snížil indukovanou

anemii a snížil systémové markery zánětu, prostaglandin E2, cyklooxygenázu-2, prostaglandin

E a také syntázu a hladinu oxidu dusnatého. Kromě toho byla změněna exprese 2 655 genů v

distální sliznici tlustého střeva související s důležitými metabolickými cestami. Tyto výsledky

posilují koncept resveratrolu jako dietní příznivé sloučeniny ve střevním zánětu při dávkách,

které je možné dosáhnout u nutraceutických přípravků obohacených o resveratrol. In vitro stu-

die naznačují, že monomery flavan-3-olu, jako je epikatechin a katechin jsou schopny ovlivnit

populaci bakterií v tlustém střevě dokonce i za přítomnosti jiných živin, jako jsou sacharidy

a bílkoviny. Katechin výrazně inhiboval růst Clostridium histolyticum a zvýšil růst E. coli a

členy skupiny Rectale Clostridium coccoides — Eubacterium, zatímco růst Bifidobacterium a

Lactobacillus spp. zůstaly relativně nedotčeny (Tzounis et al. 2008).

Ve studii Dolara et al. (2005) dietní podávání výtažků bohatých na proanthokyanidin měl

také podobný účinek. Kompozice fekálních bakterií potkanů, jejichž dieta byla doplněna po

dobu 16 týdnů extraktem z červeného vína bohatým na proantokyanidin, se přesunula z převahy

Bacteroides, Clostridium a Propionibacterium spp. na převahu Bacteroides, Lactobacillus a Bi-

fidobacterium spp. U lidí extrakt bohatý na proanthocyanidin z hroznových semen podávaný

zdravým osobám po dobu 2 týdnů byl schopen významně zvýšit počet bifidobakterií (Yama-

koshi et al. 2001). Nicméně nedávné studie Viveros et al. (2011) naznačuje, že monomerní

flavan-3-oly a zdroje bohaté na flavan-3-ol, jako jsou čokoláda, zelené čaje nebo extrakty z

hroznových semen, mohou modulovat střevní mikrobiom a způsobovat změny v prospěšných

bakteriích, jako je Lactobacillus spp. ale také inhibovat jiné skupiny, jako je Clostridium spp.

Nedávno kakaová dietní intervence u potkaních modelů ukázala významný pokles podílu rodů

Bacteroides, Clostridium a Staphylococcus ve stolici zvířat krmených kakaem (Cladera et al.

2012). Jiné studie u potkanů prováděné Smith et al. (2005) zjistili, že když byla potkanům po-
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dávána strava bohatá na taniny, skupina Bacteroides se významně zvýšila, zatímco Clostridium

leptum cluster se významně snížil. Podobně se se choval i resveratrol který ovlivnil počty Bifi-

dobacterium spp. a Lactobacillus u potkaních modelů (Larrosa et al. 2009).

Lidská intervenční studie Vendrame et al. (2011) ukázala, že konzumace fenolových slou-

čenin z červeného vína významně zvýšila počet Enterococcus, Prevotella, Bacteroides, Bifido-

bacterium, Bacteroides uniformis, Eggerthella lenta a Blautia coccoides-E. rektální skupina,

zatímco množství Lactobacillus spp. byl nezměněn. Na druhé straně, když byly bakterie kulti-

vovány různými čajovými fenolickými látkami, růst patogenních bakterií, jako jsou Clostridium

perfringens, Clostridium difficile a Bacteroides spp., bylavýznamně potlačen, zatímco kom-

penzační anaeroby jako Bifidobacterium a Lactobacillus byly méně postiženy. Došlo také k

významnému nárůstu množství Bifidobacterium po konzumaci divokého borůvkového nápoje,

což naznačuje důležitou roli polyfenolu přítomného u divokých borůvek na modulaci kompo-

zice střevní mikroflóry.

Vedle bakteriálních vztahů mezi hostitelem a bakteriemi má potrava velmi silný vliv při vy-

tváření vyváženého střevního mikrobiomu. Proto je důležité zvážit, zda příjem různých potra-

vin a jejich složek může ovlivnit kolonizaci střeva. V in vitro studii bylo prokázáno, že fenolové

frakce z bobulové št’ávy inhibují adhezi Neisseria meningiditidy k lidským epiteliálním buňkám

(Toivanen et al. 2011).
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Závěr

Biologická dostupnost a účinky fenolových sloučenin velmi závisí na jejich transformaci slož-

kami střevní mikroflóry. Byly provedeny různé studie s cílem porozumět transformaci střev-

ních mikrofilmů u konkrétních typů fenolových sloučenin a identifikovat odpovědné mikroor-

ganismy. Naše výsledky, při kterých bylo využito L. plantarum a L. gasseri společně s resvera-

trolem neprokázal žádný pozitivní efekt toho stilbenu na adhezivní vlastnosti těchto probiotik.

To může být zapříčiněno, modelem, obsahujícím buněčnou linii HT29-MTX, která produ-

kuje omezené množství MUC2 a tím se negativně ovlivňuje schopnost adheze. Další možností,

je špatná biologická dostupnost resverotraolu bakteriemi, kdy je možnost, že dimethylsulfo-

xid nebyl sprváně zvoleným rozpouštědlem a je otázka, zda negativně neovlivňuje adhezivní

vlastnosti.

Také je otázka, jaký vliv má forma čistého resveratrolu, který neprošel mikrobiální fer-

mentací, která by mohla zvýšit jeho biodostupnost pro bakterie a buněčný model a tím zvýšit

adhezivní vlastnosti testovaných probiotických kmenů.

To nás vede k mnoha dalším otázkám biologické aktivity resveratrolu na střevní mikrobiom,

které nejsou doposud dostatečně prostudované a publikované v odborné literatuře. Ani naše

výsledky neposkytly odpovědi a vliv resveratrolu na probiotika si zaslouží další hlubší studo-

vání, za použití jiných buněčných modelů, rozpouštědel a zejména simulaci trávení a průchodu

gastriintestinálním traktem, kdy je pravděpodobné, že se změní biodostupnost resveratrolu.
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Seznam zkratek
Acc1 acetyl-CoA karboxyláza

Cnb calcineurin B protein

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

FBS fetální bovinní sérum

FMT fekální mikrobiální transplantace

GI gastrointestinální

IBD idopatické střevní záněty (Inflammatory Bowel Disease)

LAB bakterie mléčného kvašení

LDL lipoprotein s nízkou hustotou

mRNA Lpl lipoproteinová lipáza mediátorové ribonukleové kyseliny

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid

NFκB nukleární faktor κB

PBS fosfátový pufr

Ppar-y peroxisomový proliferátor — aktivovaný receptor

RNS reaktivní forma dusíku

ROS reaktivní forma kyslíku

Scd1 stearoyl-CoA desaturáza
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