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Porovnani in cellulo modelu pro testovani adhesivnich
vlastnosti probiotik

Souhrn

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které maji pozitivni vliv na zdravi hostitele. Pro
maximalizaci mozného pozitivniho efektu je nezbytné, aby mélo probiotikum dobrou schopnost
adherovat na stievni hlen a epitelidlni bunky. K hodnoceni adheze je nej¢astéji vyuzivano
riznych in vitro bunéénych linii, jako jsou Caco-2, HT29 nebo HT29-MTX. Jedna se o bunééné
linie kolorektalniho karcinomu, jejichz nevyhodou je to, ze maji jiné vlastnosti nez zdravé
bunécné linie. Dosud je ale pouze minimum vysledki na zdravé bunééné linii stitevniho epitelu.

Cilem této prace bylo stanovit adhezi Lactobacilus plantarum, L. gasseri, L. rhamnosus
a L. reuteri na riznych buné¢nych liniich stievniho epitelu. Adheze laktobacilti byla stanovena
pomoci bunééné linie Caco-2, HT29, HT29-MTX a smésnych kultur Caco-2/HT29-MTX
a Caco-2/HT29. Zaroven byly laktobacily testovany také pomoci zdravé bunécné linie tenkého
(FHs 74Int.) a tlustého (CCD 841Con) stfeva. Nasledné byly pro stanoveni % adheze pouzity
standartni kultivacni metody vyuZzivajici ROGOSA agar s kultivaci 72 h.

Na bunécénou linii HT29 laktobacily adherovaly okolo 68 % a rozdily mezi druhy nebyly
patrné. Obdobné tomu bylo i u bunééné linie HT29-MTX (77 %). Pfi porovnani téchto dvou
modeli bylo zjisté€no, Ze 3 ze 4 testovanych laktobacilt Iépe adheruji na bunécnou linii HT29-
MTX, tudiz hypotézu, ze je bunééna linie HT29 vhodné&jsi nez HT29-MTX produkujici MUCS5,
nelze potvrdit. Nejvyssi hodnoty adheze byly zjistény u bunééné linie Caco-2, kdy nejvyrazngéji
adheroval L. plantarum (94,3 %) a naopak nejmén¢ L. rhamnosus (66,5 %). Dale bylo zjisténo,
7e rozdily mezi smésnymi kulturami s produkci mucinu (Caco-2/HT29-MTX) a bez ni (Caco-
2/HT29) nejsou patrné. Adheze se v praméru lisila pouze 0 3 %. Obdobné vysokych hodnot
adheze bylo dosazeno i u zdravé bunééné linie tenkého stieva (FHS 74Int.), kdy se primérna
adheze pohybovala okolo 77 %. Naproti tomu bunééna linie CCD 841Con neni vhodna pro
stanoveni adheze probiotik. V pribchu kultivace nebyla schopna vytvoftit odpovidajici bunécny
model.

Z dosazenych vysledkl neni patrny vyrazny rozdil mezi hodnotami adheze na jednotlivé
bunécné modely. Z hlediska kultivacnich pozadavki jsou tedy bunéné modely zaloZené na

kolorektalnich karcinomech vhodné&jsi nez normalni zdravé bunky.

Klic¢ova slova: adheze; probiotika; HT29; HT29-MTX; CCD 841Con



Comparison of in cellulo models for testing of probiotics
adhesive properties

Summary

Probiotics are living microorganisms that have a positive effect on the health of the host.
To maximize the possible positive effect, it is essential that the probiotic has a good ability to
adhere to intestinal mucus and epithelial cells. Various in vitro cell lines, such as Caco-2, HT29
or HT29-MTX, are most commonly used to assess adhesion. These are colorectal cancer cell
lines, the disadvantage of which is that they have different properties than healthy cell lines. So
far, however, there is only a minimum of results on a healthy intestinal epithelial cell line.

The aim of this thesis was to determine the adhesion of Lactobacilus plantarum,
L. gasseri, L. rhamnosus and L. reuteri on different cell lines of the intestinal epithelium.
Lactobacillus adhesion was determined using the Caco-2, HT29, HT29-MTX cell line and
mixed cultures Caco-2 / HT29-MTX and Caco-2 / HT29. At the same time, lactobacilli were
also tested using a healthy small intestine (FHS 74Int.) and large intestine (CCD 841Con) cell
line. Subsequently, standard culture methods using ROGOSA agar with a culture of 72 h were
used to determine the % adhesion.

On the HT29 cell line, lactobacilli adhered to about 68 % and no differences between
strains were seen. The situation was similar for the HT29-MTX cell line (77 %). Comparing
the two models, it was found that 3 of the 4 lactobacilli tested adhered better to the HT29-MTX
cell line, so the hypothesis that the HT29 cell line is more suitable than the MUC5-producing
HT29-MTX cannot be confirmed. The highest values of adhesion were found in the cell line
Caco-2, where L. plantarum adhered the most (94.3 %) and L. rhamnosus the least (66.5 %).
Furthermore, it was found that the differences between mixed cultures with (Caco-2/HT29-
MTX) and without mucin production (Caco-2 / HT29) are not apparent. Adhesion differed on
average by only 3 %. Similarly high values of adhesion were achieved in a healthy small
intestinal cell line (FHS 74Int.), where the average adhesion was around 77 %. In contrast, the
CCD 841Con cell line is not suitable for determining probiotic adhesion. During the culture, it
was not able to create a suitable cell model.

The achieved results do not show a significant difference between the values of adhesion
to individual cell models. Thus, in terms of culture requirements, cell models based on
colorectal cancers are more suitable than normal healthy cells.

Keywords: adhesion; probiotics; HT29; HT29-MTX; CCD 841Con
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1 Uvod

Probiotika jsou zZivé mikroorganismy, které mohou pfiznivé ovliviiovat zdravotni stav
hostitele prostfednictvim vzajemné interakce. Jejich pozitivni G€inky jsou znamy jiz cela
desetileti, ale termin probiotika, ktery pochazi z feckého vyrazu ,,pro zivot®, byl popvé pouzit
az v roce 1960. Velmi Casto se také uvadi, ze se jedna o druhy mozek ¢loveka.

Mezi probiotika jsou fazeny nékteré druhy bakterii a dal$i mikroorganismy, pficemz
nejvice prozkoumanymi a zdroven nejpouzivanéjSimi probiotiky jsou bakterie rodu
Lactobacillus a Bifidobacterium. MuiZzeme je nalézt v celé fad¢é fermentovanych potravin, a to
zejména V mlécnych a masnych vyrobcich a vyrobcich ptipravovanych kvasenim obilovin,
ovoce nebo zeleniny. Druhou moznosti je, Ze jsou pfijimany jako doplnék stravy, a to zejména
Vv pribéhu onemocnéni a podavani antibiotik.

Bylo prokazano, ze probiotika vykazuji Sirokou $kalu prosp&snych G¢inka pro hostitele.
Pozitivné plsobi pii prevenci a 1é¢bé ruznych zdravotnich problémt spojenych
s gastrointestinalnim traktem (GIT), jako je napfiklad zanétlivé onemocnéni stiev, syndrom
drazdivého traéniku nebo infekéni prijem. U¢inné mohou puisobit ale také i pii onemocnéni,
které piimo nesouvisi s GIT, a to pfi obezit¢, diabetu mellitus Il. typu, cholesterolémii nebo
pfi nealkoholickém onemocnénti jater.

Aby byl mikrobidlni kmen deklarovan jako probiotikum, musi splilovat néktera
bezpec¢nostni a funkéni kritéria. Pro dostate¢nou funk¢nost je nezbytné, aby bylo schopné
ptezivat podminky v GIT a nasledné adherovat na stfevni epitelidlni bunky a stfevni hlen
hostitele. Adheren¢ni schopnost probiotik je dilezitd z mnoha divodd. Je nezbytnym procesem
pro jejich perzistenci, proliferaci a ptechodné kolonizaci ve stfevech, a tedy pro dosaZeni
oc¢ekavaného zdravotniho u€inku. Tim, Ze probiotické organismy maji schopnost se ptichytit
na stievnich epitelidlnich bunikach, ¢imz dochazi k blokaci adhezivnich mist, zabranuji
kolonizaci patogenich bakterii, které jsou nositeli riznych onemocnéni. Na adherenci je také
uzce zavisla jejich schopnost modulovat imunitni systém hostitele.

Z tohoto divodu se jevi jejich testovani na bunécnych liniich lidského stfevniho epitelu
a modelech znich vytvofenych jako vhodny prvni krok pro piipadné budouci vyuziti.
V soucasné dobé€ jsou vyuzivané zejména modely bunéénych linii Caco-2 a HT29, ptfipadné
HT29-MTX. Bunééna linie HT29-MTX je bunééna linie odvozena od HT29, ktera je schopna
produkovat mucin. Jedna se ale o mucin typu MUCSAC, ktery pievladd nad MUC?2, jenz je
laktobacily preferovan. Z tohoto divodu se jevi jako vhodné&j$i bunécéna linie HT29.
Nevyhodou vSech vySe zminénych bunéfnych linii je to, ze se jednd o bunécné linie
kolorektalniho karcinomu a jejich vlastnosti tak mohou byt od normalnich bun¢k stfevniho
epitelu pozménény.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Vyuziti bunécéné linie HT29 pfi testovani adherecnich vlastnosti probiotik je vhodnéjsi
bunécnou linii nez HT29-MTX, kterd produkuje MUCS. Stejné jako bunécné linie
kolorektalniho karcinomu Ize pro testovani adhere¢nich vlastnosti vyuzit i bunky zdravé.

Cilem prace je otestovat dva kmeny probiotik se schopnosti adherovat na riznych
bunécnych modelech. Dale urcit, jaky model se nejlépe hodi pro testovani a zda lze vyuzit
1 normalni buniky tlustého stteva CCD 841Con.



3 Literarni reSerse

3.1 Mikrobiota traviciho traktu

Gastrointestinalni trakt (GIT) je pfirozené osidlen rozmanitou stievni mikrobiotou, ktera
tvoii s hostitelem symbioticky vztah (Behnsen et al. 2013). Stievni mikrobiotu tvofi ptiblizné
10 bunék (Nishiyama et al. 2016) zahrnujicich vice neZ tisic riznych druhi bakterii (Engen et
al. 2015). Krom¢ GIT jsou mikrobiotou osidleny i dalsi ¢asti lidského téla, jako je kuize, Zenské
pohlavni organy a horni cesty dychaci. Celd tato skupina mikrobt se nazyvé jako ,,mikrobiota*
a soubor genu jako ,,mikrobiom®. Bakteridlni buniky pfispivaji k celkové lidské hmotnosti
zhruba 1,5 az 2 kg (Tojo et al. 2014) a jejich pocet 10x piekracuje pocet télnich bunek tvoticich
lidské t¢lo (George Kerry et al. 2018).

V jednotlivych ¢astech GITu je mikrobiota odliSna. Lisi se jak v poctu bakterii, tak
V jednotlivych druzich. Zaludek je osidlen méné& nez 102 kolonii tvoficich jednotek (KTJ)/ml,
které zahrnuji mimo jiné laktobacily a streptokoky. V tenkém stievé sidli 10%-10° KTJ/ml,
véetné bakterii E. coli, Klebsiella, Enterococcus a Bacteroides. Nejvétsi mikrobidlni populaci
obsahuje tlusté stfevo, které je kolonizovano 101°-10'2 KTJ/ml (Behnsen et al. 2013). Nejvice
jsou v ném zastoupeny bakterie rodu Bacteroides a Bifidobacterium (Meijers et al. 2019). Zde
také dochazi k mikrobialni fermentaci nestravenych slozek potravy, kterd nasledné poskytuje
Ziviny a energii hostiteli (Tojo et al. 2014).

Vyvoj sttevni mikrobioty je postupny a komplexni proces (Sarkar et al. 2016). Pied
narozenim je lidsky GIT sterilni a je kolonizovan bezprostiedné po narozeni. GIT déti
narozenych pfirozenou cestou je kolonizovan hlavné vaginalni a stfevni mikrobiotou matky,
zatimco GIT téch, které se narodi pomoci cisaiského tezu jsou osidleny pifedevSim
mikroorganismy z nemocni¢niho prostfedi. Pfirozené narozeny novorozenec ma pak vyssi
pocet bifidobakterii a bakterii rodu Bacteroides. Naopak u novozenct narozenych cisafskym
fezem ptevazuje Clostridium difficile (Biasucci et al. 2010; Sarkar et al. 2016). Kolonizace
zacina fakultativnimi anaeroby, jako jsou laktobacily, enterokoky a enterobakterie. Jakmile tyto
mikroorganismy spotiebuji zbytkovy kyslik, za¢nou prevladat ptisné anaerobni bakterie
zahrnujici bifidobakterie, klostridie a bakteroidy, coz m4 za nasledek postupné snizovani
poméru fakultativnich anaerobu viéi pfisnym anaerobum (Vlasova et al. 2016).

Kromé zpisobu narozeni ma vliv na rozvoj stfevni mikrobioty také typ vyzivy (Biasucci
et al. 2010). Testovanim mikrobiologického slozeni matefského mléka bylo zjisténo, ze
obsahuje zna¢né mnoZstvi bifidobakterii, ale 1 dalSich bakterii identickych s témi, které byly
detekovany ve stolici kojencti, coz naznacuje, ze by matetské mléko mohlo ptispivat k zalozeni
a rozvoj mikrobioty déti (Grimm et al. 2014). U kojencu se bifidobakterie za¢inaji objevovat
mezi 2. a 5. dnem po narozeni, pti¢emz svého maxima dosahuji po 1. tydnu narozeni, ¢imz se
stavaji prevladajici bakterialni sloZkou stfevni mikrobioty kojenct (Vlasova et al. 2016).
U ptirozen¢ narozenych a kojenych déti tvori bifidobakterie az 95 % vsech bakterii. Nejcasteji
nalézanymi druhy jsou Bifidobacterium longum. B. bifidum a B. breve (Grimm et al. 2014). Pro
kojené jedince je také typicky nizsi pocet bakteroidu, eubakterii, peptokokd, veillonel, klostridii
a enterobaktérii nez u novorozenct krmenych kojeneckou vyzivou (Kavanaugh et al. 2013). Po
obdobi kojeni se slozeni stievni mikrobioty rychle méni, a to diisledkem podévani pevné stravy,
vystavenim potravinaiskym a enviromentalnim mikroorganismtim a dalSich faktord, jako je
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hygiena nebo 1écba antibiotiky. Béhem prvnich tii let zivota se stfevni mikrobiota postupné
vyviji v mikrobiotu dospélych jedinct (Grimm et al. 2014).

U dospélych dominuji bakterie z kmene Firmicutes a Bacteroidetes, které spolecné
predstavuji kolem 80 % bakteridlni mikrobioty. 10 % =zastupuji bakterie z kmene
Actinobacteria, pti¢emz az 100 % z nich jsou zastupci z rodu Bifidobacterium (Grimm et al.
2014). V mensim mnozstvi jsou pak zastoupeny také kmeny Protebacteria a Verrucomicrobia
(Vlasova et al. 2016).

Kazdy jednotlivy organismus ma specificky ,,bakterialni otisk prsta“ (Behnsen et al.
2013), ktery je ovliviiovan fadou vnéjsich a vnitinich faktorti (Tojo et al. 2014). Na stav
stfevniho mikrobiomu ma vliv naptiklad vek, strava, zivotni styl, expozice toxiny, hodnota pH,
nachylnost k infekci nebo také 1é¢ba antibiotiky (Sarkar et al. 2016; Wilkins & Sequoia 2017).

Bylo zjisténo, Ze ,,optimalni rovnovaha“ mezi patogennimi a nepatogennimi bakteriemi
v GIT ma zasadni vyznam pro udrZeni dobrého zdravi (Sarkar et al. 2016). Nerovnovaha stievni
mikrobioty muze vést k riznym akutnim a chronickym porucham (Presti et al. 2015).

K optimalni rovnovdze mikrobioty mohou pfispivat dietni zasahy, jako je naptiklad
ptijem probiotik (Sarkar et al. 2016). Probiotika tedy mohou pusobit preventivné nebo dokonce
1é¢it nekteré poruchy, veetné malabsorpce laktozy, akutniho prajmu, syndromu drazdivého
traniku, nekrotizujici enterokolitidy a mirnych forem zanétlivého onemocnéni stiev (Presti et
al. 2015).

3.2 Probiotika

Termin ,,probiotika* pochdzi z feckého vyrazu ,,pro Zivot* a poprvé byl definovéan v roce
1989 jako ,,dopln¢k stravy zivych mikroorganismu, ktery pfiznive ovliviiuje hostitele zlepSenim
jeho mikrobialni rovnovahy* (Kumar Bajaj et al. 2015). Svétova zdravotnicka organizace
(World Health Organisation, WHO) a Organizace pro vyzivu a zemé&délstvi (Food and
Agriculture Organization, FAO) definuji probiotika jako ,,zivé mikroorganismy, které, pokud
jsou podavany v ptiméfenych mnozstvich, poskytuji zdravotni ptinos pro hostitele* (Kadlec &
Jakubec 2014; Sarao & Arora 2017).

Vétsinou se jedna o bakterie, které se vyskytuji ptirozené v lidském stievé. Jsou Siroce
studovany ve spojitosti s fadou gastrointestinalnich chorob, pficemz nejvice prozkoumanymi
jsou bakterie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium a kvasinky rodu Saccharomyces (Wilkins
& Sequoia 2017). Mnohé studie (Cotter et al. 2005; Behnsen et al. 2013; Floch 2014) uvadi, Ze
probiotika hraji velmi dilezitou roli pfi modulaci gastrointestindlnich, imunologickych
I respira¢nich funkcich. Pozitivni vliv maji pfedev§im na travici systém hostitele, kde zabranuji
rustu patogennich mikroorganismu.

3.2.1 Vlastnosti a poZadavky na probiotika

Podle navrht WHO, FAO a EFSA (European Food Safety Authority, Evropsky tfad pro
bezpecnost potravin) musi probiotické druhy spliovat jak kritéria bezpe¢nosti a funk¢nosti, tak
i kritéria souvisejici s jejich technologickou uZziteénosti. Bezpeénost probiotik je definovana
jeho puvodem, neexistenci asociace s patogennimi kulturami a profilem odolnosti vici
antibiotikim (Markowiak et al. 2017). Funk¢nost je dana schopnosti prezivat v GIT a také
schopnosti adherovat na stfevni bunky (Kadlec & Jakubec 2014; Sarao & Arora 2017). Vyzkum
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odolnosti probiotickych mikroorganismii vici prostiedi GIT je zaméfen piedevsim na jejich
citlivost vii¢i nizké pH hodnoté, proteolytickym enzymiim a zlu¢ovym solim (Maragkoudakis
et al. 2006). Dale u nich nesmi byt prokazana produkce plynt (Kadlec & Jakubec 2014). Jak
uvadi Markowiak et al. (2017), probobiotika by také méla mit podlozené uinky na zdravi.

Mimo to musi mit probiotika dobré technologické vlastnosti, aby vydrzely a prezily
podminky béhem vyroby, zpracovani, skladovani a ptepravy vyrobku (Kumar Bajaj et al.
2015). Obecné plati, ze bakterie z Lactobacillus spp. jsou vuci faktorim pifi zpracovani
produktti odolInéjsi nez Bifidobacterium spp. Lépe odolavaji viici nizkému pH a zaroven se 1épe
pfizpisobuji mléku a jinym potravinovym substratim. Velky pocet probiotickych druht
laktobacilti je proto pro potravinaiské aplikace technologicky vhodnéj$i nez zastupci
bifidobakterii (Tripathi & Giri 2014).

Vyznamnymi faktory, které ovliviiuji preziti probiotik béhem traveni je naptiklad vodni
aktivita, redoxni potencial, obsah proteini a cukri, hodnota pH nebo teplota daného
potravinového nosi¢e (Kumar Bajaj et al. 2015).

Probiotika podléhaji pfedpisim obsaZzenym v obecném potravinovém zdkoné, podle
kterych by méla byt bezpeéna pro zdravi lidi i zvifat. V Evropé zavedla EFSA termin QPS
(Kvalifikovany predpoklad bezpecnosti, Qualified Presumption of Safety) zahrnujici néktera
dalsi kritéria pro hodnoceni bezpecnosti bakteridlnich dopliikd, vcetné historie bezpecného
pouzivani a absence rizika ziskané rezistence na antibiotika. Ve Spojenych statech by
mikroorganismy pouzivané pro spotiebni ucely mély mit status GRAS (VSeobecné povazovany
za bezpecny, Generally Recognized as Safe), jenz je regulovan FDA (Utad pro kontrolu
potravin a 1é¢iv, Food and Drug Administration) (Markowiak et al. 2017; Markowiak &
Slizewska 2018). Mezi organismy, které jsou obecné povazovany za bezpetné, pati
laktobacily, laktokoky, bifidobakterie a kvasinky. Existuji v8ak i jiné probiotické organismy,
jako je Enterococcus spp., Bacillus spp. nebo Streptococcus spp., které nejsou obecné
povazovany za bezpecné, ale jsou pouzivany jako probiotika (Sarao & Arora 2017).

3.2.2 Vyznamné druhy probiotik

Mezi probiotika patii fada bakterii, nékteré kvasinky a plisné (Tripathi & Giri 2014).
Nejvyznamnéj$imi probiotiky (tab. 1) jsou bakterie z rodu Bifidobacterium a Lactobacillus,
které jsou soucasné dominantni slozkou stfevni mikrobioty zdravych lidi. Mimo to jsou
vyznamnymi probiotiky také bakterie rodu Lactococcus, Streptococcus a Enterococcus (Sarao
& Arora 2017). Z kvasinek jsou nejbéznéji vyuzivanymi druhy Saccharomyces cerevisiae
a S. boulardii. Probiotikem z vlaknitych mikroskopickych hub je naptiklad Aspergillus oryzae
(Tripathi & Giri 2014).
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Tabulka 1: Druhy probiotik vyuzivané v lidské vyziveé (Chikkamath et al. 2018).

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Dal$i mikroorganismy
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecium
L. amylovorus B. animalis Lactococcus lactis
L. casei B. bifidum Streptococcus thermophilus
L. gasseri B. breve Bacillus clausii
L. helveticus B. infantis Escherichia coli Nissle 1917
L. johnsonii B. longum Saccharomyces cerevisiae
L. pentosus
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

VétSina z dosud zndmych probiotik patii mezi grampozitivni bakterie, nicméné jsou mezi
né fazeny i n¢které gramnegativni bakterie. Nejcastéji pouzivanym gramnegativnim druhem je
Escherichia coli Nissle 1917, ktery byl poprvé izolovan v roce 1917 a v soucasné dob¢ je
obsazen v léku nazyvaném Mutaflor, ktery je pouzivan k 1é€bé infekEnich prijmovych
onemocnéni a zanétlivych onemocnéni stiev (Behnsen et al. 2013).

Lactobacillus spp.

Laktobacily jsou acidofilni, grampozitivni, nesporulujici bakterie, které patii do kmene
Firmicutes (Nishiyama et al. 2016). Tyto bakterie maji tvar ty¢inek (obr. 1) liSicich se svoji
délkou a obecné jsou fazeny mezi fakultativnimi anaeroby, které jsou schopné rustu
v anaerobnim i aerobnim prostiedi (Celebioglu & Svensson 2018). V piirod¢ je tento
heterogenni rod Siroce rozsifen a piedstavuje ho vice jak 200 druhti a poddruhti. Ptirozené jsou
laktobacily obsazeny v mnoha rostlinnych i Zivoc¢iSnych zdrojich. Nalezneme je naptiklad
v kravském a matetském mléce (Vinderola et al. 2017).

Obrazek 1: Tycinkovity tvar L. casei
(Zdroj: http://buffalobeerbiochemist.com/beer-science-lactobacillus-in-beer/)
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Lactobacillus spp. je béznou soucasti lidské mikrobioty, pficemZz maji schopnost
kolonizovat razné ¢asti téla. Ke kolonizaci GITu dochazi né€kolika druhy, véetné L. acidophilus,
L. brevis, L. casei, L. fermentum, L. gasseri, L. johnsonii, L. paracasei, L. plantarum,
L. rhamnosus a L. salivarius (Celebioglu & Svensson 2018).

Je znamo, ze laktobacily maji vyznamnou ulohu pii udrzovani lidského zdravi
prostiednictvim stimulace imunity hostitele a ptispivanim k udrzovani rovnovazné mikrobioty
(Koll et al. 2008). Zaroven v8ak mohou také snizovat hladinu cholesterolu v séru, a tim opét
pozitivn¢ pfispivat k celkovému zdravi. Predpokladd se, ze tento ucinek ma nékolik
mechanismi, mezi které je zahrnuta enzymaticka dekonjugace zlucovych kyselin, asimilace
cholesterolu probiotiky, ko-precipitace cholesterolu s dekonjugovanou zlu¢i, vazba
cholesterolu na bunééné stény probiotik a zaclenéni cholesterolu do bunénych membran
probiotik béhem ristu (Ooi & Liong 2010).

Zaroven se laktobacily podileji na traveni laktozy (Krishnamoorthy et al. 2018)
a Vv neposledni fad¢ vykazuji antimikrobialni aktivitu produkci antimikrobiélnich latek. Navic
bylo prokazano, ze konzumaci potravin obsahujicich probiotické laktobacily dochazi ke snizeni
vyskytu zubniho kazu (Koll et al. 2008). V poslednich n¢kolika desetiletich existuje zvysena
snaha o izolaci novych druhG vykazujicich pii poziti pozitivni zdravotni wcinek
(Maragkoudakis et al. 2006).

Laktobacily maji dlouhou historii vyuziti, a to zejména v mlékarenském pramyslu (Sarao
& Arora 2017), kdy se vyznamné podileji na vyrobé fermentovanych mléénych vyrobku, jako
naptiklad syrd, jogurti nebo kefiru (Maragkoudakis et al. 2006). Procesem fermentace
produkuji mléénou kyselinu jako hlavni kone¢ny produkt (Celebioglu & Svensson 2018), ¢imz
dochazi ke snizeni pH, coZ potravinu ¢ini odolnéjsi vici kazeni. Déle jsou vyuzivany pii vyrobé
piva, kakaa, kysaného zeli, jable¢ného vina a dal$ich fermentovanych potravin (Arshad et al.
2018).

Bifidobacterium spp.

Bifidobakterie patfici do kmene Actinobacteria (Vinderola et al. 2017) jsou nepohyblivé,
nesporulujici, pfisné anaerobni, grampozitivni bakterie vyznacujici se neobvyklou morfologii
pfipominajici tvar pismene ,,V* nebo ,,Y* (obr. 2) (Grimm et al. 2014).

Obrazek 2: B. longum
(Zdroj: https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bifidobacterium_longum)
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Poprvé k jejich izolaci doslo ze stolice kojence, a to jiz v roce 1899 védcem Tissierem.
Od této doby byly izolovany z mnoha dalSich zdrojt, jako je napiiklad ustni dutina, hmyzi
stievo nebo travici trakt riznych savci (O'Callaghan & van Sinderen 2016).

Béhem desetileti mnohé studie (Jiang et al. 1996; Wang et al. 2007; Ataie-Jafari et al.
2009) ukazaly, Ze nékteré druhy bifidobakterii maji pfiznivy vliv na zdravotni stav hostitele,
coz vzbudilo velky zdjem o jejich pouziti v potravinaiském, mlékarenském a farmaceutickém
prumyslu, kde jsou v dnes$ni dobé¢ hojné vyuzivany (Grimm et al. 2014).

Pomoci pokusti na mySich (Asahara et al. 2001; Frick et al. 2007; Fukuda et al. 2011)
bylo zjisténo, ze nékteré bifidobakterie Cini hostitele rezistentni vici infekcim zpuisobenych
bakteriemi, jako je Salmonella enterica, enteropatogenni E. coli nebo Yersinia enterocolitica
(Grimm et al. 2014). Podanim vysokych davek bifidobakterii dochazi také ke snizovani poctu
bakterie Clostridium perfringens, ktera je znama jako producent nebezpecnych toxint
(O'Callaghan & van Sinderen 2016), jako je perfringolysin O (PFO), enterotoxin (CPE) a -2
toxin (CPB2) (Meijers et al. 2019). Naopak Staphylococcus aureus a C. difficile
bifidobakteriemi inhibovani nejsou (Arboleya et al. 2010).

3.2.3 Zdroje probiotik

Probiotické mikroorganismy mohou byt piijimany bud konzumaci fermentovanych
potravin, nebo jako dopliiky stravy (Vera-Pingitore et al. 2016). Dopliiky stravy jsou k dispozici
jako tobolky, gely, pasty, kapky nebo tablety. Tyto probiotické dopliiky mohou obsahovat bud’
pouze jeden druh, nebo jsou smési nékolika druhti mikroorganismd.

V men$im mnozstvi jsou obsazeny také v rliznych fermentovanych potravinach, do
kterych jsou zamérné béhem vyroby ptidavany (Chikkamath et al. 2018). Vyznamnym
potravinovym zdrojem jsou napiiklad mlé€né a masné vyrobky a vyrobky pfipravované
kvasenim obilovin, ovoce a zeleniny (Tripathi & Giri 2014). Globalni trh potravinatskych
vyrobkt obsahujicich probiotika neustale velmi rychle roste a je stale rozsahle zkoumano, do
kterych potravin by mohla byt dale probiotika pfidavana (Vera-Pingitore et al. 2016). Nekteré
nedavné studie (Possemiers et al. 2010; Govender et al. 2014; Sarao & Arora 2017) ukazuji, Ze
dobrymi nosici probiotik mohou byt potraviny, jako jsou napiiklad cerealie nebo ¢okolada, ale
i ovocné §tavy.

Probiotické kultury jsou do potravin piidavany umeéle ve vysoce koncentrované formé,
bud’ jako zmrazené kultury, nebo formou lyofilizovanych praskii. Zmrazené kultury obsahuji
nejméné 101° KTJ/g, zatimco lyofilizované kultury obsahuji vice nez 10** KTJ/g (Tripathi &
Giri 2014). Je stanoveno, ze v dobé spotfeby vyrobek musi obsahovat minimalné 10% KTJ
probiotik v ml vyrobku (Tripathi & Giri 2014; Sarao & Arora 2017).

Ptidanim probiotik do potravin miize dochdzet ke zméné chuti i viiné vyrobku, a to
dusledkem produkce riznych metabolickych latek, jako je napfiklad octova kyselina
produkovana bifidobakteriemi. Je proto dilezité, aby tato mozna zména byla brana v uvahu pii
jejich vybéru a nasledné aplikaci. Nesmi totiz dojit k nepfiznivému ovlivnéni kvality ani
senzorickych vlastnosti produktu (Tripathi & Giri 2014). Kvalita probiotického produktu
zahrnuje bezpecnost, U¢innost a spravné oznacovani vyrobku. Dilezité je, aby bylo dikladné
ovéfovano, zda neni produkt znecistovan nezadoucimi mikroby (Sanders et al. 2018).
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3.2.4 Udinky probiotik

Zdravotni pfinosy probiotik byly zkoumany jak pomoci in vitro, tak i in vivo metod
zahrnujicich pokusy na zvitatech (Fooks & Gibson 2002; Demirer et al. 2006; Kumar Bajaj et
al. 2015; Li et al. 2016; Bubnov et al. 2017). Bylo zjisténo, Ze probiotika maji pozitivni uc¢inek
pii onemocnéni GITu, jako je naptiklad syndrom drazdivého traéniku, onemocnéni zptisobené
baterii Helicobacter pylori, zanétlivé onemocnéni stiev nebo infekéni prijem (Johnson-Henry
et al. 2004; Moayyedi et al. 2010; Markowiak et al. 2017). Krom¢ toho jsou uc¢inna také pii
prevenci a 1é¢bé prijmi spojenych s uzivanim antibiotik. Z tohoto divodu je doporuc¢ovano,
aby pacienti zah4jili uzivani probiotik v prvni den 1é¢by antibiotiky a pokracovali po dobu
jednoho az dvou tydnt po dokonéeni 1é¢by (Wilkins & Sequoia 2017).

Pozitivni G¢inky maji také na prevenci a 1é¢bu alergickych onemocnéni (napi. atopicka
dermatitida), na obezitu, syndrom inzulinové rezistence, diabetes mellitus Il. typu
a nealkoholické onemocnéni jater (Markowiak et al. 2017). Mohou taktéZ piiznivé ptsobit pti
cholesterolémii (Ataie-Jafari et al. 2009) a maji schopnost zmirfiovat laktézovou intoleranci
(Montalto et al. 2006; Kumar Bajaj et al. 2015).

Probiotické mikroorganismy jsou mimo to také schopny modulovat imunitni systém
hostitele. Tento ti¢inek je vyrazné spojen s jejich schopnosti adherovat na slizni¢ni vstvu stieva.
Bylo zjisténo, Ze ¢im silngjsi adhezivni vlastnosti kmeny maji, tim dochazi k vyrazné&jsimu
u¢inku na imunitni systém. Zjistilo se, Ze silngji adhezivni druhy, jako je L. rhamnosus nebo
L. johnsonii zesiluji antigenové specifické imunitni odpovédi, zatimco u nizko adhezivnich
bakterii, Lactophilus rhamnosus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus ptipadné S. thermophilus nebyl
tento ucinek prokazan (Majamaa et al. 1995; Schiffrin et al. 1997; Ouwehand et al. 1999;
Ouwehand & Salminen 2003). Sarao a Arora (2017) uvadi, ze imunomodula¢ni jsou také
probiotika B. longum, L. acidophilus, L. casei subsp. rhamnosum a L. helveticus.

Zaroven mohou néktera probiotika vykazovat také anti-patogenni ucinky. Jedna se
0 multifaktorialni aktivitu zahrnujici mechanismy jako je sekrece antimikrobialnich latek,
kompetitivni pfilnuti k sliznici a epitelu, posileni stfevni epitelidlni bariéry a modulaci
imunitniho systému (Bermudez-Brito et al. 2012). N¢ktera probiotika mohou u¢inné inhibovat
vyvoj patogennich bakterii, jako jsou Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni,
Salmonella enteritidis, E. coli, rizné druhy rodu Shigella, Staphylococcus a Yersinia
(Markowiak et al. 2017). Tato vlastnost je kmenové specificka a obvykle se testuje laboratorné
pomoci In vitro metod vyuzivajicich bunétné linie, které byly infikovany patogeny
(Monteagudo-Mera et al. 2019). V ramci nékolika klinickych studii (Manley et al. 2007;
Szachta et al. 2011; Monteagudo-Mera et al. 2019) se prokazaly naptiklad antipatogenni ucinky
L. rhamnosus proti enterokoktim.

Pomoci in vitro (Jorgensen et al. 2017) i in vivo (Iniesta et al. 2012) metod bylo zjisténo,
ze podavani probiotik snizuje vyskyt patogent v ustni dutin€. Bylo pozorovano, ze béhem
probiotické 1écby doslo k vyznamnému snizeni vyskytu streptokoka, ktery v ustni dutiné
souvisi se vznikem zubniho kazu (Monteagudo-Mera et al. 2019; Pahumunto et al. 2019).
Nekolik studii (Krasse et al. 2006; Rungsri et al. 2017; Monteagudo-Mera et al. 2019) také
uvadi, ze béhem 1éCby byl zjistén prirastek probiotickych mikroorganismut v Gstni duting, coz
by mohlo naznacovat mozZnou pfechodnou kolonizaci. Je vSak nutné provést dalsi testy, které
by tyto zavéry potvrdily. Dale bylo pfi studiu antipatogenni aktivity zjisténo, ze experimentalné
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poskozené zaludecni sliznice se hoji rychleji, kdyZ jsou osidleny laktobacily. Ty totiz blokuji
kolonizaci tkané rany bakteriemi E. coli, které v pfipadé nepfitomnosti laktobacilit hojeni
zpomaluji (Ouwehand & Salminen 2003). Uginky probiotik na hojeni ran v GITu byly rozséhle
zkoumany prostfednictvim raznych experimentdlnich model, vcetné viedt vyvolanych
octovou kyselinou, ran v plné tloustce a stievnich anastoméz. Bylo zjisténo, Ze kromé
antipatogenni aktivity se na ptfiznivém vlivu laktobacilli na proces hojeni podili i aktivaci
epitelidlnich bunék a stimulaci proliferace nebo migrace fibroplasti. Dale také zjistili, ze
ptitomnost L. platarum koreluje se zvySenou syntézou kolagenu ve stfevu (Demirer et al. 2006).

Probiotika maji také schopnost zvySovat vstiebavani vitamin a mineralnich slou¢enin
a stimuluji tvorbu organickych kyselin a aminokyselin. Mimo to mohou byt také schopna
produkovat enzymy, jako je esteraza, lipaza, dale pak koenzymy A, Q, NAD a NADP. Ne¢ktera
probiotika, jako je L. plantarum, L. reuteri, B. adolescentis a B. pseudocatenulatum jsou
pfirozenymi producenty vitamint skupiny B, a to B1, B2, B3, B6, B9 a B12 (Markowiak et al.
2017).

Tyto zdravotni ptinosy v$ak nevykazuji vsechna probiotika. Jsou v nich obrovské rozdily
na trovni kmene, rodu i druhu (Kumar Bajaj et al. 2015). K dosazeni pozadovanych G¢inka
probiotika na zdravi, je zapotiebi spravné davkovani (Sarao & Arora 2017), je tedy nezbytné,
aby byl jejich denni ptijem pravidelny a mnozstvi dosahovalo alespont 108 - 10° KTJ (Tripathi
& Giri 2014). Pievazna vétsSina publikovanych vysledkd téchto zdravotnich ucinka byla
provedena in vitro (Jorgensen et al. 2017) nebo pomoci zvifecich modelt (Demirer et al. 2006;
Kumar Bajaj et al. 2015; Li et al. 2016; Bubnov et al. 2017), doposud vsak neexistuji
prokazatelné vysledky z klinickych studii. To vedlo EFSA k zamitnuti vSech zdravotnich
tvrzenich o prospéSnosti probiotik (Grimm et al. 2014).

Ovlivnéni ucinka probiotik

Za ucelem zajisténi vyse popsanych piiznivych zdravotnich ucinkti na hostitele je
dilezité, aby probiotikum piezilo podminky GIT. Pfedev§im musi byt schopno odolavat
kyselému prostfedi, zlucovym a zalude¢nim enzymiim, a poté adherovat na stfevni epitel
(Ranadheera et al. 2012). V né¢kterych piipadech i mrtvé nebo inaktivované probiotické kmeny,
nebo dokonce pouze jejich bunééné slozky mohou mit stale nékteré prospé$né ucinky, byt jen
v omezené mife (Sarkar et al. 2016).

Tyto t€inky se mohou lisit v disledku plisobeni rliznych faktord. Mohou byt ovliviiovany
jak slozenim potravinového nosie, vyrobnimi postupy, podminkami skladovani, tak
| fyzikalné-chemickymi vlastnostmi probiotika. Potravinové vyrobky s vhodnou hodnotou pH
(> 5) a vysokou pufrac¢ni kapacitou zvysuji pH zaludku, a tim zaroven zvysuji stabilitu
probiotik. Slozky potravinového nosi¢e mohou také poskytnout urcitou ochranu probiotikim
snizenim jejich fyzické expozice drsnému prostiedi v GITu. Kromé toho urcité slozky
potravinového substratu mohou interagovat s probiotiky, aby se zménil jejich funkéni vykon.
Napiiklad bylo zjisténo, ze vysoky obsah tuku v syrech chrani probiotika béhem prichodu
GlITem. Z téchto divodl je proto podani probiotik ve vhodné potravinové matrici jednim
z nejvhodnéjsich prostiedki maximalizace probiotické uc¢innosti (Ranadheera et al. 2012).

Predpoklada se, ze kombinace riznych druhti probiotik mtize také zvysit jejich ucinky na
zdravi hostitele (Moussavi & Adams 2010; Salminen et al. 2010). Nékteré in vivo studie
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(Kajander et al. 2005; Kajander et al. 2008) hodnotily t¢inek kombinace probiotik, jako je
L. rhamnosus, Propionibacterium freudenreichii a B. lactis, ktera se poté ukazala byt G¢inna
v klinickych studiich u pacientli se syndromem drazdivého tracniku.

V nekterych piipadech je pak ale mozné, ze ucinek kombinovanych probiotik bude
kontraaktivni. Z tohoto ditvodu musi byt kmeny vhodné vybrany. Je nutné védecky ovérit
mozny vyskyt potencialnich interakci, véetné synergie i antagonismu (Moussavi & Adams
2010; Salminen et al. 2010). Jak je nam znamo, tak dosud je jen nékolik studii (Ouwehand et
al. 2000; Collado et al. 2007; Salminen et al. 2010), které by se zabyvaly vzajemnymi
interakcemi probiotik s ohledem na adhezivni schopnosti. Bylo ale zjisténo, ze adheze v GITu
hostitele mlize byt zvysena, ale i snizena ve srovnani s pouzitim pouze jednotlivych druhti
probiotik.

Pfiznivy ucinek probiotik muze byt také zvySen soucasnym uzivanim prebiotik,
tj. nestravitelnych slozek potravy, které stimuluji rist a aktivitu prospéSnych bakterii v tlustém
sttevé. Témito slozkami jsou zejména oligosacharidy a polysacharidy, které jsou rezistentni
vuci zaludeénim kyslindm, enzymatické hydrolyze a gastrointestindlni absorpci. Naopak
mohou byt vyuzity stievni mikrobiotou, coz ma za nasledek jeji selektivni rist a zvySeni
aktivity (Kadlec & Jakubec 2014). Hlavnimi zdroji probiotik je pfedev§im zelenina, ovoce
a obiloviny, které jsou soucasti naseho kazdodenniho jidelnicku (George Kerry et al. 2018).

3.2.5 Mechanismus pisobeni probiotik

Mechanismy pusobeni probiotik jsou slozité, pravdépodobné jsou u rtznych druhii
odlisné, a i pfes intenzivni zaméfeni na vyzkum probiotickych ptinost nejsou vSechny dosud
zcela znamy (Wilkins & Sequoia 2017). Mezi identifikované mechanismy patii snizeni
lumindlniho pH, soutéZeni s patogeny o adhezni mista a zdroje vyZivy, sekrece
antimikrobialnich latek, inaktivace toxint, stimulace imunitniho systému (Salminen et al.
2010), posileni stifevni bariéry, modulace stievni mikrobioty a protinadorova aktivita (Salminen
et al. 2010; Kumar Bajaj et al. 2015).

Sekrece antibakterialnich latek

Mnohé probiotika maji antibakteridlni ucinek, ktery je zpusoben prostfednictvim
produkce vedlejSich metaboliti. Tyto bakterialni produkty jsou obecné nazyvany jako
postbiotika a 1ze je definovat jako nezivotaschopné bakterialni produkty probiotickych
mikroorganismu, které maji biologickou aktivitu. Obecné postbiotika zahrnuji bakteridlni
metabolické vedlejsi produkty, jako jsou bakteriociny, organické kyseliny, ethanol, diacetyl,
acetaldehydy, peroxid vodiku, exopepidy nebo exopolysacharidy (Adriana et al. 2016; George
Kerry et al. 2018). Tyto produkty maji Siroké inhibi¢ni vlastnosti vi¢i riznym patogennim
mikroorganismim, a proto je 1ze pouzit jako alternativu k antibiotikim (Ooi et al. 2015; George
Kerry et al. 2018). Postbiotika jsou netoxicka, nepatogenni a odolna vici hydrolyze travicimi
enzymy (George Kerry et al. 2018). Tyto latky inhibuji rdst patogent bud’ jednotlivé, nebo
synergicky (Kumar Bajaj et al. 2015).

Bylo zjisténo, Ze probiotika produkuji Sirokou $kalu bakteriocintl, pfi¢emz nejbéznéjSim
z nich je nicin. U bakterie L. acidofilus byla prokazana produkce tfech bakteriocini, a to
acidofilinu, laktoidinu a acidolinu. Antimikrobialni latkou u bakterie L. plantarum je laktolin.
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Zjistilo se, ze laktobacily a bifidobakterie timto mechanismem inhibuji fadu patogend, a to
véetné bakterii E. coli, Salmonelly, H. pylori a Listerie monocytogenes. Bézné mechanismy
pusobeni zprostiedkované bakteriociny zahrnuji destrukci cilovych bunék tvorbou por nebo
inhibici syntézy bunécnych stén. Naptiklad vySe zminény nisin tvofi komplex s konecnym
prekurzorem buné¢né stény, lipidem II, ¢imz je syntéza buné¢né stény inhibovana (Kumar Bajaj
et al. 2015).

DalSimi zastupci antimikrobialnich produkti jsou organické kyseliny, z nichZ zejména
octova a mlécna kyselina, maji silny inhibi¢ni u¢inek proti gram-negativnim bakteriim a byly
povazovéany za hlavni antimikrobidlni latky odpovédné za inhibi¢ni aktivitu probiotik proti
patogenim. Nedisociovand forma organické kyseliny vstupuje do bakterialni butiky a disociuje
se az uvnité cytoplazmy patogena. Smrt patogenti je pak zpusobena snizenim intracelularni
hodnoty pH nebo akumulaci ionizované formy organické kyseliny (Bermudez-Brito et al.
2012).

Nektefi zastupci rodu Lactobacillus a Bifidobacterium maji schopnost produkovat tzv.
dekonjugované zlucové kyseliny (derivaty Zzlucovych kyselin), coz prokazuje siln&jsi
antibakterialni uc¢inek neZ zlu¢ové soli produkované hostitelem (Markowiak et al. 2017).

Inaktivace patogennich toxinud

Inhibice pusobeni bakteridlnich toxinl je zalozena na akcich vedoucich k inaktivaci
toxinll a Napomahani pti odstranovani toxinli ven z téla. Napomocna detoxikace toxinli mize
probihat adsorpci. Nékteré kmeny je mohou vazat na svoji bunénou sténu a snizovat tak
pisobeni téchto toxini. Muze dojit také ke snizeni produkce toxind, coZ je Spojeno
s probiotickou produkci nativnich enzymi, vitamint a antimikrobialnich latek. Uginnost
nékterych probiotik v boji proti priijmu pravdépodobné souvisi prave s jejich schopnosti chranit
hostitele pred nebezpe¢nymi toxiny (Markowiak et al. 2017).

Soupefeni S patogeny o vazebna mista a ziviny

Tim, Ze probiotické organismy ulpivaji na stievnich epitelidlnich bunkach a blokuji
adhezivni mista, zabranuji kolonizaci patogenich bakterii. Adheze ke slizni€ni vrstvé je
zprostiedkovana riznymi povrchovymi determinanty bakterii, které interaguji s epitelialnimi
burikami a mucinéznim hlenem (Kumar Bajaj et al. 2015). Dostupna data naznacuji, Ze
kombinaci né€kterych probiotickych kment muiZe byt inhibice adheze patogenu zlepSena.
Prokazalo se napiiklad, Ze pfi spoleném pouziti znamych probiotickych druhu, jako je
L. rhamnosus a B. lactis, byla vyznamné zvySena inhibice adheze Bacteroides vulgatus,
C. difficile, S. aureus a Cronobacter sakazakii oproti samostatnému testovani téchto dvou
druht. Stale je ale nutné, aby byla provedena dalsi testovani, ktera piislusné mechanismy
objasni (Salminen et al. 2010).

Jsou-1i ve stfevech pfitomna probiotika, kterd vyuZivaji Ziviny, zbyva pak méné pro
patogenni bakterie, ¢imZ jim brani v dalsi proliferaci a riistu. V takto omezujicim prostiedi pak
patogeny hladovi a nakonec uhynou (Kumar Bajaj et al. 2015). Jednou z nezbytnych Zivin pro
vétsinu bakterii je Zelezo. Ukazalo se, ze bakterie rodu Lactobacillus jej vSak ve svém
pfirozeném prostfedi nepotfebuji, coz muze byt jejich zasadni vyhoda oproti jinym
mikroorganismim (Markowiak et al. 2017). Ukazalo se, ze naptiklad L. acidofilus
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a L. delbruecki, maji schopnost zelezo vyvazat ve formé hydroxidu zelezitého na svtij povrch,
a tim jej ¢init nedostupnym pro nezadouci mikroorganismy, pro které je nezbytné (Kumar Bajaj
et al. 2015).

3.3 Adheze probiotik na stirevni trakt

Jak jiz bylo vySe zminéno, adheze probiotik je dulezitd z mnoha divodi. Avsak pro
deklarovani mikrobialniho druhu jako probiotika musi byt splnéna néktera kritéria. Jednim
z téchto kritérii je pravé jeho dobra adheze na stfevni epitelialni bunky a stfevni hlen. Adheze
je nezbytnym procesem pro perzistenci a proliferaci probiotickych mikroorganismil ve sttevech
a je predpokladem pro piechodnou kolonizaci (Kadlec & Jakubec 2014; Valeriano et al. 2014).
Ackoli tato schopnost probiotickych bakterii nutné nezajistuje zdravotni piinos pro hostitele,
pfipojeni probiotik ke stfevni sliznici je pro vyvolani uc¢inku velmi dalezité (Adriana et al. 2016;
Krishnamoorthy et al. 2018).

U né&kterych probiotik souvisi navic S potencialni ochrannou roli proti enteropatogenim
(Valeriano et al. 2014) prostiednictvim soutézeni o vazebna mista hostitelskych bun¢k (Kumar
Bajaj et al. 2015). Se schopnosti probiotik adherovat na stfevni trakt je spjata mimo jiné také
jejich schopnost modulovat imunitni systém (Valeriano et al. 2014), ale na druhé strané
I schopnost enteropatogennich bakterii adherovat je spojena s jejich $kodlivym ucinkem
(Laparra & Sanz 2009).

Bakterialni adheze je komplikovany proces, pti kterém dochazi ke kontaktu bakterialni
buné&¢né membrany (Adriana et al. 2016) a stéevni sliznice hostitele (Moussavi & Adams 2010).
Je ovlivnéna mnoha faktory (Valeriano et al. 2014), ke kterym patii vicenasobné povrchové
biofyzikalni a biochemické vlastnosti bakterii i stfevni sliznice, jako jsou pasivni sily,
elektrostatické interakce, hydrofobita, sterické sily a wvyskyt specifickych bunéénych
povrchovych komponentt (Moussavi & Adams 2010).

3.3.1 Strevni trakt

Zjednodusené se stfevni sliznice sklada ze tfi hlavnich sloZek, a to stfevnich epitelovych
bunék, hlenu pokryvajiciho tento epitel a pfirozené mikrobioty. Tyto oddily spolu vzajemné
reaguji a jsou v dynamické rovnovaze (Ouwehand & Salminen 2003).

Epitelova tkan tvotici vystelku stieva je slozena z riznych typi sloupcovych bunék. Po
celé délce stieva jsou rozptyleny jednobunééné poharkové bunky (Van Tassell & Miller 2011),
coz jsou specializované epitelové burky, které produkuji glykoproteiny - muciny. Sekretované
muciny polymeruji za vzniku viskozni gelové vrstvy. Tato hlenova vrstva pokryva epitel a je
rozdelena na dvé strukturné odlisné vrstvy, vnéjsi volnou vrstvu, kterou Ize snadno odstranit,
a vnitini vrstvu, kterd je pevné pfipojena k epitelu. Vnitini slizova vrstva vymezuje ochrannou
z6nu a je odolnd vici priniku bakterii, coz zabrafiuje enormni bakterialni zatézi epitelu. Vnéjsi
vrstva je naopak na mikroorganismy bohata. Hlen ptedstavuje fyzikalni a chemickou bariéru
(Hooper & Macpherson 2010), ktera chrani stfevni epitel pied G¢inkem patogenti, enzymd,
toxint, dale pred dehydrataci a mechanickym poskozenim (Van Tassell & Miller 2011).

Hlenova vrstva pokryvajici GIT je prvnim kontaktnim mistem mezi stfevni mikrobiotou
a hostitelem (Nishiyama et al. 2016). Sklada se ptevazné z vody, glykoproteini mucinového
typu, soli a lipid (Celebioglu & Svensson 2018).

19



Muciny jsou velké extracelularni proteiny, které predstavuji hlavni strukturalni slozky
hlenové vrstvy (Hooper & Macpherson 2010). Jsou silné glykosylované (asi 80 % hmotnosti)
O-oligosacharidovymi ftetézci (O-glykany) =zajistujicimi viskozitu a gelové vlastnosti
(Celebioglu & Svensson 2018).

Proteinové ¢asti mucinii maji centrdlni glykosylovanou oblast sloZzenou ze sekvenci
bohatych na serin, threonin a prolin, N- a C-terminalni kulovité struktury s relativné nizkou
glykosylaci a domény bohaté na cystein, které zprostfedkovavaji disulfidické vazby v dimerech
a polymerech (Celebioglu & Svensson 2018). Lidsky hlen je tvofen rodinou 17 strukturné
odlisnych mucinii (MUC). V tenkém i tlustém stfevé se vrstva hlenu skldda hlavné¢ z MUC?2,
zatimco MUC1, MUCS5AC a MUCS6 jsou hlavni muciny v zaludku (Hooper & Macpherson
2010).

Mezi tenkym a tlustym stfevem existuji znac¢né rozdily vyplyvajici z rozdila ve fyziologii.
Ptikladem je tloustka hlenové vrstvy, kterd se smérem z la¢niku (120 mm) do tlustého stieva
(830 mm) zvétSuje, coz mikrobim v tlustém stieveé poskytuje rozsahlejsi slizni¢ni stanovisteé ve
srovnani s hornimi ¢astmi tenkého stifeva. Sekrece, sloZeni a degradace stievniho hlenu je
ovliviiovana pfirozenou mikrobiotou i probiotiky. V Lieberkiinovych kryptach tenkého stieva
jsou narozdil od krypt tlustého stfeva obsazeny Panethovy bunky, které produkuji
antimikrobialni latky, jako jsou defensiny a lysozym. Krypty tlustého stieva jsou naopak hlubsi,
tudiz je sliznice silnéjsi. Navic sliznice obsahuje vice poharkovych bunék produkujicich mucin,
coz zpusobuje, ze je vrstva hlenu silnéjsi (Ouwehand & Salminen 2003).

3.3.2 Mechanismus adherence

Obecné jsou pro bakteridlni adhezi k eukaryotickym bunkdm nebo povrchim tkané
potiebné dva faktory, a to specificky receptor, a to bud’ sacharid nebo peptidovy zbytek, a ligand
— povrchova struktura nebo makromolekula (Adriana et al. 2016).

Adherence na stfevni sliznici je zpocatku nejspise zptisobena nespecifickymi fyzikalnimi
interakcemi (Adriana et al. 2016), jako jsou stérické a hydrofobni interakce, které vedou
K reverzibilnimu pfipojeni na hostitele (Van Tassell & Miller 2011). Uvadi se, ze existuje
korelace mezi hydrofobitou a adhezi. Bylo prokézano, Ze pfitomnost nékterych povrchovych
proteind, napiiklad proteindz ukotvenych v bunétné stén€, zvySuje u nékterych bakterii
mlééného kvaseni hydrofobitu, a tim i jejich adherenci (Pan et al. 2006; Zhang et al. 2015;
Radziwill-Bienkowska et al. 2017; Monteagudo-Mera et al. 2019).

Nespecifické fyzikalni interakce nasledné umoziuji vznik specifické interakce mezi
ligandem (nazyvanym jako adhezin) a komplementarnimi receptory (Adriana et al. 2016).
Ptitomnost téchto specifickych adhezinii na bunééném povrchu je dilezitym faktorem, ktery
koreluje se schopnosti adheze (Monteagudo-Mera et al. 2019). Jako receptory slouzi
sacharidové fetézce nachazejici se na bunkach epitelu tlustého stieva (Adriana et al. 2016) nebo
I glykany hlenové vrstvy, které zaroven témto bakteriim poskytuji energii k udrzeni ristu
(Hooper & Macpherson 2010).

Proteiny S-vrstvy (SLPs)

Povrch témét vSech taxonomickych skupin bakterii je pokryt proteinovou strukturou,
S-vrstvou, ktera se sklada z ¢etnych identickych podjednotek a vykazuje tloustku 5-25 nm (do
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Carmo et al. 2018). Tyto podjednotky tvofi symetrickou, porézni vrstvu podobnou mfizce. Jsou
drzeny pohromadé a poji se k sacharidim bunécné stény. S-vrstva je tedy jednou z prvnich
bakterialnich slozek interagujicich s gastrointestinalnim povrchem lidského hostitele, kdy SLPs
zprostifedkovavaji bakterialni adhezi. Mimo to mohou mit také ochranné nebo enzymatické
funkce (Hynonen & Palva 2013). V fadé¢ studii (Schneitz et al. 1993; Kos et al. 2003; Jakava-
Viljanen & Palva 2007; Tallon et al. 2007) bylo prokazano, ze ztrata téchto proteint
Z bakterialniho povrchu chemickym osSetfenim nebo pokryti vrstvy jinymi molekulami béhem
kultivace zptsobi snizeni adheze k riiznym cilim. Nicméné role proteinu S-vrstvy v adherenci
nebyla v téchto studiich ptimo prokazana.

SLPs jsou proteiny s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 25 do 200 kDa a jsou obvykle
bohaté na kyselé a hydrofobni aminokyseliny vykazujici obecné nizky izoelektricky bod (pI)
(do Carmo et al. 2018). Distribuce a typ SLPs se mezi kmeny li§i (Monteagudo-Mera et al.
2019). Rizné typy téchto proteinti se vazou na rizné cile. Naptiklad proteiny CbsA a SIpB se
vazou na kolagen typu I a IV a protein SLpA detekovan u L. acidophilus se vaze na dendritické
bunky (Wang et al. 2017), ¢imz muze ovliviiovat imunomodulaci uvolfiovanim IL-12 z téchto
bungk. Bylo zjisténo, ze tento protein je u L. acidophilus hlavnim proteinem povrchové vrstvy
a hraje také kli¢ovou roli pfi vazbé na bunécnou linii Caco-2 (Ashida et al. 2011). Dalsi proteiny
S-vrstvy zprostiedkovavaji vazbu na receptory, jako je fibronektin a laminin a také na lidské
epitelové bunééné linie (Wang et al. 2017).

Proteiny vézajici se na fibronektin (,.fibronectin-binding proteins‘‘)

Mezi adheziny dale patii také proteiny vazajici se na fibronektin (FnBPs). Fibronektin je
extracelularni matricovy glykoprotein, ktery se ve stfevé nachézi v nerozpustné formé
(Monteagudo-Mera et al. 2019). Je produkovan riznymi typy bunék, véetné stfevnich
epitelidlnich bun€k. Tyto proteiny vazici se specificky na fibronektin se nachéazeji v celé fadé
gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii, a to jak patogent, tak i komenzali. Jeden
bakterialni druh ma ¢asto i vice riznych typu téchto proteint (Hymes et al. 2016).

Ptitomnost FnBPs u probiotickych bakterii zvySuje jejich adhezivni schopnost, a tim
zaroven podporuje vyluCovani patogennich bakterii. Naopak jejich vyskyt u nékterych
patogent, vzhledem k jejich potenciondlnimu napadeni hostitelskych epitelidlnich bungk, je
spojena s jejich schopnosti virulence (Monteagudo-Mera et al. 2019).

Proteiny vazajici se na hlen (,,mucus-binding proteins‘‘)

Mucin vazajici proteiny (MUBS) jsou povrchové adhezivni proteiny obsahujici domény
Mub a/nebo MucBP, které jsou spojeny s peptidoglykanovou buné¢nou sténou a jsou schopny
vazat se na hlen stfevni sliznice. Ackoli domény MucBP lze nalézt v riznych bakteridlnich
druzich, véetné patogennich bakterii, jako je naptiklad L. monocytogenes, domény Mub jsou
témet bez vyjimek piitomny pouze u bakterii mlécného kvaSeni izolovanych z lidského GIT
(Monteagudo-Mera et al. 2019).
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Pily (fimbrie)

Adheze je také podporovana pomoci struktur, jako jsou tzv. pily (fimbrie), coz jsou tenka
proteinova rozsifeni vychazejici z bakterialnich bunék (Van Tassell & Miller 2011). Pily jsou
komplexy skladajici se z n€kolika druhti proteinovych podjednotek. Jednotlivé podjednotky
jsou slozeny ze stovek sloupki, které jsou usporadany do spiraly a tvoii tak dlouhé tyCovité
t&lo. Spicka pilusu obsahuje nékolik riznych proteint a je ukonéena adhezinem. Je popsano
nekolik druhti pilusu, které se 1i8i svoji funkci, molekulovou strukturou, lokalizaci na bunécném
povrchu a mechanismy sekrece a sestavovani. Casto je bakterialni buiika opatfena vice neZ
jednim typem téchto struktur (Hori & Matsumoto 2010).

Siroce popsanym typem jsou pily typu IV vyskytujici se pievazné u gramnegativnich
bakterii, ale neddvno se ukdzalo, Ze i n¢které grampozitivni bakterie mohou mit pily tohoto
typu. Tento typ pilu vychazi z pélu bakterialni bunky, a kromé adhezivnich funkci
zprostiedkovavaji také pohyb bakterii bez pouziti biciki, tvorbu biofilmu a horizontélni pfenos
gent (Hori & Matsumoto 2010; Piepenbrink & Sundberg 2016).

U nékterych druhti laktobacilli byla naopak zjisténa pfitomnost pilusu SpaCBA, ktery se
sklada ze 3 podjednotek, SpaA, SpaB a SpaC (obr. 3). Zatimco podjednotka SpaA je hlavni
vlaknitd slozka, SpaB a SpaC jsou slozkami vedlej$imi. Podjednotka SpaC je umisténa na
Spi¢ce pilusu a odpovida za vazbu na hlen. Pily tohoto typu vykazuji vysokou adhezivni
schopnost, ktera byla stanovena naptiklad u probiotické bakterie L. rhamnosus (Monteagudo-
Mera et al. 2019). U mnoha patogenti maji pily funkci virulentnich faktord, které podporuji
jejich piipojeni k hostiteli (Van Tassell & Miller 2011).
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Obriazek 3: Struktura pilusu typu SpaCBA, podjednotky:
SpaA (8eda), SpaB (Cervend) a SpaC (modra) (Nishiyama et al. 2016).

Agregace

Adhezivni schopnost zahrnuje nejen interakci bakteridlnich bunék s hostitelskymi
bunikami, ale také spole¢né propojeni bakterialnich buné€k, tzv. agregace, a to bud’ bakterii
riznych druht (koagregace), nebo stejného druhu (autoagregace) (Monteagudo-Mera et al.
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2019). Schopnost agregace zvysuje pfilnavost na stfevni trakt a byla prokazana naptiklad
u laktobaciltinebo u B. longum (Laparra & Sanz 2009). Nedavna studie (Jorgensen et al. 2017)
uvadi se, ze L. reuteri je schopen agregovat s kvasinkami Candida albicans béhem vytvareni
biofilmu, ¢imz probiotikum inhibovalo rist téchto kvasinek.

Biofilmy jsou Casto spojovany s infekci, protoze tvorba této strukturované komunity
mikroorganismit zptisobuje to, ze jsou patogeny odolnéjsi vi¢i obrané hostitele
a antimikrobialnim sloucenindm. Tvorba a vyvoj biofilmu probiotickych bakterii je prospéSnou
vlastnosti, ktera podporuje adhezi a stdlost ve stfevé a zaroven zabranuje kolonizaci
nezadoucich bakterii (Monteagudo-Mera et al. 2019).

3.3.3 Faktory ovliviiujici adhezi

Adheze probiotickych mikroorganismt je ovliviiovana fadou faktorl, mezi které patii
faktory souvisejici se zpusobem kultivace in vitro, jako je bakterialni koncentrace, sloZeni
pufru, inkubacni doba a ristové médium. Adheze in vivo je ovlivilovana normalni stievni
mikrobiotou, travenim a potravinovou matrici (Ouwehand & Salminen 2003).

Jedna z hlavnich funkci normalni stfevni mikrobioty je povazovéana za konkurencni
vylouceni novych mikroorganismti vstupujicich do stfeva, ¢imz poskytuje hostiteli ochranu
ptred napadenim potencialnich patogent. To vSak mutize také snizit Sance probiotik adherovat na
stfevni trakt, ale kvantifikace téchto ¢inkii musi byt dikladnéji prozkoumana (Ouwehand &
Salminen 2003; Van Tassell & Miller 2011).

Je pravdépodobné, Ze i proces traveni naruSuje adhezi probiotik. To ukazuje, Ze po poziti
mize byt adhezivni kapacita probiotickych mikroorganismti zna¢né snizena (Ghalia et al.
2013). Prichod stievnim traktem miiZze tedy nejen modulovat Zivotaschopnost probiotik, ale
pravdépodobné také meénit jejch adhezivni schopnost. Bakterie mohou byt pfed travicimi
faktory chranény potravinovou matrici, ktera ale zaroven muze adhezi narusovat (Ouwehand et
al. 2001). Bylo pozorovano, ze napiiklad pisobeni mastnych kyselin vyskytujicich se v mléce
adhezivni vlastnosti n€kterych laktobacilt snizuje (Van Tassell & Miller 2011). Volstatova et
al. (2016) uvadi, ze pfidani hydrolyzovaného mléka ptipominajici zaludeéni traveni ma za
nasledek celkové sniZeni adheze vybranych druht.

V soucasné dob¢ je vénovana pozornost i dalSim slozkdm potravy, které by mohly mit
vliv na adhezi probiotik. Mezi takové slozky muzeme fadit i biologicky aktivni latky, kdy
zejména fenolové slouCeniny maji schopnost zvySovat adhezi probiotik na bunéénych
modelech. Bylo zjisténo, Ze jablecné extrakty z duZiny a Slupek maji rozdilné vlastnosti na
adhezi probiotik. Pravdépodobné v dusledku rozdilného obsahu fenolovych sloucenin
ve Slupce a duzing jablka. Tyto fenolové slou¢eniny jsou prostiednictvim svych hydroxylovych
skupin schopné interakce protein-protein a zvysovat tak adhezi na stfevni model (Volstatova et
al. 2017). K vyznamné stimulaci adheze L. acidophilus dochazi také pti piidavku resveratrolu
a ferukové kyseliny (Celebioglu et al. 2018). Naopak Jarosova et al. (2018) uvadi, Ze samotny
resveratrol adhezivni vlastnosti vybranych druhti probiotik (L. fermentum, L. brevis, L. gasseri
a L. plantarum) vyrazné neovliviuje.

Kromeé fenolovych slou¢enin moduluji adhezivni vlastnosti i prebiotika. Koh et al. (2013)
uvadi, Ze tagatoza pozitivné ovliviiuje adhezi L. casei a L. rhamnosus na stievni buniky. Kromé
toho bylo zjisténo, ze dochazi ke snizeni hladiny cholesterolu. Dalsim prebiotikem, které je
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schopno ovliviiovat adhezi jsou oligosacharidy z matefského mléka (HMO). HMO jsou
schopné snizovat schopnost adheze Clostridium butyricum, naproti tomu u bifidobakterii nebyl
zaznamenam vyraznéjsi vliv (Musilova et al. 2017).

3.4 Testovani adherence probiotik

Interakce probiotik a stievni sliznice je testovana jak pfi in vitro, tak i in vivo podminkach.
Kvili snadnému pfistupu, jednoduché manipulaci a relativné nizkym nékladim jsou
nejbézngjsi in vitro metody vyuzivajici bunécné modely (Yadav et al. 2017). Jejich vysledky
jsou ale pouze hrubymi naznaky potencialu probiotika adherovat ke stievni sliznici (Dimitrov
et al. 2014). Vysledné hodnoty jsou vétSinou ovlivnény jak bunénym modelem, tak i
inkuba¢nimi podminkami. Ty by mély byt co nejvice shodné s fyziologickymi. Faktory, které
ovlivilyji in vitro adhezi, jsou napiiklad pH, rustova faze bakterii, hustota bakterii, intenzita
vymyvani atd. (Archer et al. 2018).

| ptfesto jsou vSak in vitro experimenty kli¢ové pti pochopeni mechanismi adheze, pii
vybéru probiotickych kandidatd, ale i pti objevu novych probiotik (Van Tassell & Miller 2011,
Monteagudo-Mera et al. 2019). Je vsak obtizné tyto vysledky extrapolovat do lidského
stievniho traktu, kde ptisobi jiné faktory ovliviiujici adhezi. Mezi né€ patti naptiklad peristaltické
pohyby, imunitni systém hostitele nebo konkurence dalSich zastupci mikrobioty. Z toho
divodu nam neumoznuji poskytnout skuteény obraz o typu interakci s bakteriemi
(Monteagudo-Mera et al. 2019). Stale je proto zapotiebi dalsiho vyzkumu, aby se zlepSily
a standardizovaly  dostupné  experimentdlni  protokoly = zaméfené na  zlepSeni
reprodukovatelnosti a snizeni procenta fale$Sné pozitivné nebo negativné identifikovanych
druhil s probiotickym potencidlem. Kromeé toho bude mozna nutné vyvinout nové metody, které
rozs§ifi testovani uc¢innych vlastnosti podporujicich zdravi (Dimitrov et al. 2014).

Pouzitim metod in vivo a ex vivo je sice GIT prostiedi 1épe ilustrovano (Yadav et al.
2017), ale testovani je mnohem narocnéjsi, a tedy i vzacnéjsi. Pii pokusech na lidech jsou
probiotické druhy nejbéznéji stanovovany ve vzorcich stolice pro jejich neinvazivni techniku
odbéru. Ackoli je stanoveni probiotickych bakterii ze stolice znamkou jejich preziti drsnych
podminek v GIT, neznamena to celkovy pocet bakterii, ktery adheroval na stfevni sliznici.
Nicméné pouziti invazivnich vzorkl, napiiklad biopsii, by mohlo pii testovani adherence
pomoci mnohé objasnit (Monteagudo-Mera et al. 2019).

3.4.1 Metody in vitro testovani

Vsechny modely pouzivané pro in vitro testovani adheze maji své specifické vyhody
i nevyhody, které jsou shrnuty v tab. 2 (Van Tassell & Miller 2011). Z tohoto dtivodu je proto
vhodné posoudit adhezi potencialnich probiotik na vice nez jednom modelu, pficemz jeden
dopliuje druhy.
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Tabulka 2: Piehled in vitro modelt testovani adherence (Van Tassell & Miller 2011).

Model Popis Vyhody Nevyhody
. Hle.n.Obek,I € Rychlé, izoluje interakce Obt1z§1 © Od(.ieht .
- . imobilizovany na . ., hlenové specifické
Imobilizovany hlen T, hlenu a mikrobu od jinych -
mikrotitraéni odminek in vivo interakce od
desticce p hydrofobnich interakci

Bunééné linie

Caco-2/HT?29

Polarni monovrstva
enterocytil
pripominajici stievni
tkan

Nadorova bunééna
linie kolorektalniho

Poskytuje podminky in
vitro nejpodobnéjsi
prostiedi in vivo

Jednoduché, dobie
zavedené v literatuie

Pochazi z rakovinnych
bunék, mohou se lisit
od zdravé tkan¢
Neni reprezentativni
pro poméry bunéénych
typt

Neni zohlediiovana
pfitomnost hlenu

karcinomu
Bunééna linie HT29
oSetfend Nemusi pfedstavovat
HT29-MTX methotrexatem za Pi{tomnost hlenu vhodnou expresi genu
ucelem sekrece MUC
hlenu
SmiSena kg’ltyra hlen Lep51vrvep’rezentaoce Malo literérnich zdroj
sekretujicich a bunéénych typt L,
ko-kultury iy g zabyvajicich se touto
nesekretujicich vyskytujicich se v
< . metodou
bunék epitelialni tkani
. o . Poskytuj ink . . o
L1 Cela nebo vytiznuta oS ytujﬁPOde} 7 Nakladné, obtizné
Cela tkan L nejpodobné;jsi prostiedi in .
tkan Vivo ziskat

Imobilizovany stfevni hlen

Nejjednodussi test adherence in vitro je zalozen na imobilizaci komeréné dostupného
mucinu na mikrotitraéni desticku (Kadlec & Jakubec 2014). K tomuto testu mize byt pouzit
také sttevni hlen izolovany ze vzorku stolice nebo z resekované tkané€, coZ umoznuje studium
adheze na hlen, ktery pochazi ze subjektti riiznych skupin lisicich se vékem, zdravotnim stavem,
stravou atd. (Ouwehand & Salminen 2003). Tento model umoznuje také testovat a srovnavat
interakci mezi bakteriemi a konkrétnimi muciny, o nichZ je zndmo, Ze jsou exprimovany
v daném hostitelském misté. Déle 1ze touto metodou izolovat interakce mikrobt na mucin
od interakci na hostitelské buiiky (Van Tassell & Miller 2011).

Nevyhodou tohoto modelu je to, Ze neobsahuje zakladni enterocyty, coZ neni zdsadnim
problémem, protoZe ve skutecnosti je na samotné enterocyty vazana pouze mensina stfevnich
bakterii. Zajimavé je, ze existuje dobra korelace mezi adhezi na imobilizovany hlen a adhezi
pii pouziti modelu bunéénych linii Caco-2, divod vsak nebyl blize zkouman (Ouwehand &
Salminen 2003).

Lidské bunééné linie Caco-2 a HT29

Nejcastéji pouzivanymi modely pii hodnoceni adheze mikroorganismi, nejen probiotik,
jsou bunécené linie, které napodobuji situaci in vivo 1épe nez imobizovany stfevni hlen, ale stale
to jsou pouze in cellulo podminky. Pro studium adheze ke stfevnim epitelialnim buiikam se
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obvykle pouzivaji zejména bunky odvozené od lidského kolorektalniho karcinomu, Caco-2
a HT29 (Kadlec & Jakubec 2014; Adriana et al. 2016; Archer et al. 2018).

Bunécna linie Caco-2 byla izolovana v roce 1974 z lidského adenokarcinomu tlustého
stteva. V pozdnich stadiich bunécna linie tvoii buiiky polarizovanou monovrstvu s piitomnosti
tésnych spojeni a apikalnich pravidelnych mikroklki, které jsou uspofadany do typického
kartacového lemu. Tyto mikroklky jsou velmi podobné tém, které byly pozorovany
v normalnim tenkém i tlustém stfevé (Zweibaum et al. 2011). Ackoli je bunééna linie Caco-2
Siroce vyuzivana pro studium bakterialni adheze, a to diky jejich morfologické a funkéni
podobnosti s lidskymi enterocyty tenkého stfeva, ale to, ze se jedna o heterogenni linii
kombinovanou s riznymi kulturnimi podminkami, ztézuje srovnani vysledki mezi
laboratofemi. Zatimco buné¢na linie Caco-2 je vhodna jako intestinalni enterocytovy model,
neni sama schopna produkovat a replikovat mucin (Yadav et al. 2017).

Bunécné linie adenokarcinomu tlustého stieva HT29 byla izolovana jiz v roce 1964
z nadoru tlustého stfeva 44leté kavkazské Zeny. Ultrastrukturalni rysy hlasené pro bunky HT29
zahrnuji mikroklky, mikrofilamenta, velké vakuované mitochondrie s tmavymi granulemi,
hladké a drsné endoplazmatické retikulum, lipidové kapicky, mdlo primarnich a mnoho
sekundarnich glukéz (Cencic & Langerholc 2010).

Pfestoze maji bunécéné linie Caco-2 a HT29 Siroké vyuziti pii in cellulo testovani
buné¢nych linii zdaleka nejsou dokonalymi in cellulo modely pro studium interakci probiotik-
hostitel. Potencialni nevyhodou pii pouziti téchto buné€k tkanovych kultur je to, Ze se jedna
0 nadorové bunécné linie (Archer et al. 2018), které mohou byt nestabilni (Kadlec & Jakubec
2014), a navic se mohou svou fyziologii liSit od normalnich stievnich epitelialnich bunék
(Ouwehand & Salminen 2003).

Nédorové bunécné linie maji na bunécném povrchu rozdilné sloZeni sacharidii nez
normalni buiky. Stfevni nadorové bunécné linie tedy exprimuji vyS$S§i mnozstvi sacharidu
sialového typu nez buniky zdravé. Dalsi nevyhodou je to, Ze maji smiSeny fenotyp tenkého
a tlustého stfeva (Cencic & Langerholc 2010). Také vétsinou neprodukuji mucin a netvoii tak
hlenovou vrstvu, kterd ve stteveé za béznych podminek buiiky pokryva a chrani. Obecné tedy
tvofi pouze jednu ¢ast stfevni sliznice (Ouwehand & Salminen 2003). Ve vétsiné in vitro
experimentalnich modeli jsou epitelialni buiiky kultivovany jako 2D monovrstvy na plastovém
povrchu (Cencic & Langerholc 2010).

Pouziti téchto bunéénych linii je velmi uZite¢né pro identifikaci mechanismu adheze
a molekul, které se na adhezi podileji. Naptiklad pouZzitim bun&cné linie HT29 byl nedavno
identifikovan novy protein, vazajici cholin A, ktery je nezbytny pro adhezi probiotika
L. salivarius REN. Identifikace adhezivnich molekul a jejich genti by také mohla byt uzite¢na
pro vytvofeni vektort pro zvySeni adhezivnich schopnosti jinych méné adhezivnich
probiotickych kmend (Monteagudo-Mera et al. 2019).

Bunééné linie HT29 muze byt diferencovana pomoci methotrexatu na poharkové buiky
(Laparra & Sanz 2009; Gagnon et al. 2013), které neustale produkuji mucinovou vrstvu. Tyto
diferencované bunky jsou oznacené jako HT29-MTX (Kadlec & Jakubec 2014). Tato buné¢na
linie v8ak produkuje muciny typu MUC5AC a MUCS5B, které jsou exprimovany vyrazné
rychleji nez MUC2, coz by mohlo byt vyznamnou nevyhodou pfii studiu adheze k tlustému
stievu, kde naopak pievlada mucin MUC2 (Van Tassell & Miller 2011; Gagnon et al. 2013).
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Jak uvadi Van Tassell a Miller (2011), mize produkce mucinozniho hlenu touto
bunécnou linii zvySovat adhezi bakteridlnich bun¢k ve srovnani se samotnymi buiikami
Caco-2 nebo HT29, coz potvrzuje dilezitost piitomnosti hlenu pro bakteridlni adhezi.

Buné¢na linie HT29-MTX je primarné sloZena z poharkovych bunék, které do modelu
zaclenuji vrstvu hlenu, ale stale pfesné¢ nepfedstavuje pomér enterocyti a poharovych bunck
Vv epitelové vrstvé stfev. V reakci na tuto nevyhodu byly vyvinuty modely vyuZzivajici
ko-kultury Caco-2 a HT29-MTX v daném pomeéru, které 1épe simuluji in vivo podminky (Van
Tassell & Miller 2011). Laparra a Sanz (2009) publikovali, ze adheze na ko-kultury je niz$i nez
na samotnou bunécnou linii Caco-2, a to pravdépodobné v dusledku piekryvu mucinozni
vrstvou z bunééné linie HT29-MTX i vazebnych mist na bunééné linii Caco-2, ¢imz dochazi
Kk nezptistupnosti pro bakterie.

Z vyse zminénych divodu je cilem této prace porovnat jednotlivé modely vyuzivajici
nadorové bunéncé linie a dosazené vysledky porovnat s vysledky na zdravych bunéénych
liniich.
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4 Metodika
4.1 Material

Lidské bunécné linie kolorektalniho karcinomu HT29, Caco-2, HT29-MTX a zdravé
bunécné linie tenkého stfeva FHS 74Int. a tlustého stteva CCD 841Con, bunécné linie byly
zakoupeny od American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginie, USA); fetalnni
bovinni sérum (FBS), fosfatovy pufr (PBS), Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM),
penicilin a streptomycin, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat sodny, neesencialni aminokyseliny,
epidermalni rustovy faktor (EGF), triton X-100 - v§e zakoupeno od Sigma-Aldrich. Kultiva¢ni
medium X47 bylo potizeno od ATCC. L. plantarum, L. rhamnosus, L. reuteri a L. gasseri
pochézejici ze sbirky KMVD.

Kultiva¢ni lahve, serologické pipety, petriho misky (VWR International s.r.0.),
24-jamkové desticky (NUNC), Rogosa agar (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK).

4.2 Metoda

4.2.1 Kultivace tkanovych kultur

K testovani adheze byly pouzity bunécné linie kolorektdlniho adenokarcinomu HT29
a Caco-2, modifikovana bunééna linie produkujici mucin HT29-MTX a bunééné linie zdravych
bunék lidského stteva FHS 74Int. a CCD 841Con, déle pak smésné kultury.

Caco-2, HT29 a HT29-MTX byly kultivovany vEMEM s10% FBS, 1%
hydrogenuhli¢itanu sodného, 1 % pyruvatu sodného,1 % neesencidlnich aminokyselin, 1 %
penicilinu a streptomycinu. Buné¢na linie FHS 74Int. byla kultivovana v mediu hydrocore X47
s 10 % FBS, 1 % sodium bicarbne, 1 % ATB a 30 ul/1l EGF.

Bunééné linie byly kultivovany v kultivaénich lahvich ptiblizné 7 dni, kdy kazdy druhy
den dochazelo k vyméné media za Cerstvé. Po 7 dnech a pfi dosaZeni 90% konfluence byla
bunécné vrstva promyta pomoci PBS. Po odstranéni PBS bylo pfiddno 5 ml trypsinu na dobu
piiblizné 3 minut. Po této dobé bylo k suspenzi ptidano 5 ml odpovidajiciho media. Cely obsah
lahve byl pfeveden do centrifugacni zkumavky a 10 minut tocen pii 200x g. Nasledné byl
odtstranén trypsin a nahrazen ¢erstvym mediem, ve kterém byly bunky rozfedény a bunééna
suspenze v poméru 1:10 byla pfidana do nové kultivacni lahve s ¢erstvym mediem a umisténa
do CO: kultiva¢niho boxu.

Zbytek bunécné suspenze byl nasledné natedén na pozadované koncentrace pro zaloZeni
24-ti jamkovych desticek.

4.2.2 ZaloZeni desticky

Samostatné bunééné linie byly nafedéni na koncentraci 4 x 10 smésné kultury
Caco-2/HT29 a Caco-2/HT29-MTX byly piipraveny v poméru 9:1 se stejnou finalni
koncentraci. Nafedénd bunécna suspenze byla pipetovana do desticky a umisténa do CO:2
inkubatoru. Takto byla desticka inkubovana minimalné 14 dni a krmena 2-3x tydné.
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4.2.3 Priprava inokul probiotik

Bylo odebrano 5 ml pfes noc narostlé kultury LAC do zkumavky. Bakterie byly
zcentrifugovany 10 minut pii 1000x g, 3x promyty v PBS a nasledn¢ rozmichany v 5 ml téhoz
pufru. Vznikla tak suspenze, ktera obsahovala pfiblizné pfiblizné 105-10” bunék v 1 ml a byla
pouzita pro dalsi testovani.

4.2.4 Testovani adheze

Buné¢né linie byly nasledné 3% promyty 1 ml PBS, ¢imz doslo k o¢isténi bunéénych linii
od antibiotik a fetalniho séra, jejichZz pfitomnost by mohla zpisobovat nezadouci agregaci
pridanych probiotik.

Poté bylo do kazdé jamky napipetovano 900 ml EMEM media bez suplementd a 100 ml
jednotlivych probiotik. Nasledné byla desticka inkubovana v COz inkubatoru po dobu 90 minut.
Nasledné bylo médium s probiotiky odstranéno a monovrstvy bunécnych linii byly 3x promyty
PBS, tak aby nebyla naruSena integrita bunécné monovrstvy, ale doslo k odstranéni
nenaadherovanych probiotik. Poté bylo do jamek ptidano ptidano 300 pl 1% Triton-X100 na
1 minutu pro uvolnéni adherovanych bunék. Nasledné bylo pfidano 700 pl PBS, které
neutralizovalo Triton.

Poté¢ byla pomoci 10x fedéni piipravena fedici fada suspenze adherovanych bunék.
Nésledné byly jednotliva fedéni pipetovana v opakovani na Petriho misku a 2x zalita Rogosa
agarem. Obdobné se postupovalo i u inokula. Petriho misky byly umisténé dnem vzhiru
Vv inkubatoru pii 37 °C na 72 h. po inkubaci byl secten pocet koloniii na jednotlivych miskach.
Ze ziskanych vysledkd byl vypoéitan LOG KTVIJ/ml. Vysledné hodnoty byly prepocitany
na % adherence, dle nasledujiciho vzorce:

Adheze (%) _ Pocet bakteriive vzorku % 100 %

Pocet bakteriiv inokulu

4.2.5 Statistika

Data byla vyjadiena jako primér = smécrodatna odchylka. Pro statistické porovnani
jednotlivych bunéénych in vitro modeli a testovanych druhti probiotik byl pouzit program
Graphpad Prism 6. Pro vyhodnoceni byla pouzita oboustranna analyza rozptylu — ANOVA
s naslednym pouzitim Sidakova testu. Rozdily byly povaZzovany za statisticky vyznamné
Vv hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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5 Vysledky

Cilem této prace bylo otestovat schopnost adheze vybranych laktobacil L. plantarum,
L. rhamnosus, L. reuteri a L. gasseri pomoci nékolika rozdilnych in cellulo modelti bunéénych
linii. Byly pouzity bunécné linie HT29, Caco-2, HT29-MTX a smésné kultury
Caco-2/HT29-MTX a Caco-2/HT29. Dale byla pouzita také zdrava bunééné linie tenkého
stteva FHS 74Int. a tlustého stteva CCD 841Con.

Jiz pii kultivaci se prokazalo, ze bunééna linie CCD 841Con neni vhodna pro testovani
adheze probiotik. Tato buné¢na linie nespliiovala pozadavky kladené na tuto metodu. Po 14
dnech stale nebyla vytvofena konfluentni monovstrtva. To nastalo az mezi 3. a 4. tydnem
po zalozeni. Béhem nutného proplachovani a dal$i manipulace se ale ukazalo, ze monovrstva
je velmi nestabilni a nebylo mozné po konec¢ném proplachovani ziskat konzistentni monovrstvu
vhodnou pro dalsi testovani. Z tohoto divodu musela byt tato buné¢na linie nakonec vyfazena
Z naseho planovaného testovani.

Dale se pokracovalo v testovani na ostatnich in vitro modelech. Bylo zjisténo, Ze je
vysledna adheze testovanych laktobacilll v ptipad€ pouziti vSech téchto modeld velmi vysoké
a pohybuje se v rozmezi 57,5 az 94,3 %. Vysledné primérné hodnoty adheze jsou uvedeny
v tab.3.

Tabulka 3.: Vysledné adheze (primér + SD %) laktobacilii na jednotlivé bunééné modely.
HT29- Caco-2/  Caco-2/ FHs
MTX HT29-MTX HT29 741nt.
primér + SD %

L. gasseri 68,7+9,8 74,3127  78,3%x1,1 76,0£8,0  80,9+1,9 73,8+6,9
L. rhamnosus  57,5+9,7 66,5£1,0 79,8+1,1 72,8¢4,9  69,1x4,1  75,7£1,7
L. plantarum 68.,9+4,0 94,3+£18,9 75,8%1,6 85,2+3,1 83,7+2,8  77,3+£0,7

L. reuteri 78,7153 67,4+4,5 78,3+1,1 69,0+9,2 71,2480 83,0£12,0

HT29 Caco-2

5.1 Stanoveni adheze L. gasseri

Bylo zjisténo, ze L. gasseri adheruje k bunéénym liniim v rozmezi 68,7 a 80,9 %, pti¢emz
nejnizs$i adhezi vykazuje k bunééné linii HT29. Naproti tomu Kk bunééné linii Caco-2 se %
adheze zvysuje o vice jak 5 % a k bunééné linii HT29-MTX dokonce o 10 %. V piipadé
smé&snych kultur se adheze zvysSuje o 7 (Caco-2/HT29), respektive 12 % (Caco-2/HT29). Toto
probiotikum velmi dobie adheruje i ke zdravé bunééné linii FHS 74Int., a to témét ze 74 %.
Procenta adheze L. gasseri k jednotlivym buné¢nym liniim jsou zobrazena na obr. 4.

Ze ziskanych vysledki je patrné, ze adheze L. gasseri K jednotlivym modelim se téméf
nelisi. Mezi jednotlivymi in vitro modely neexistuji statisticky vyznamné rozdily.
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Obrazek 4: Aheze L. gasseri
pramérné hodnoty adheze (%) K jednotlivym modelim, v porovnani s inokulem (100 %), a smérodatné
odchylky. Mezi jednotlivymi modely neexistuje statisticky vyznamny rozdil.

5.2 Stanoveni adheze L. rhamnosus

L. rhamnosus adheruje K vybranym bunéénym modelim v rozmezi 57,5 a 79,8 %.
Zdaleka nejméné¢ adheruje toto probiotikum k buné¢né linii HT29. K bunééné linii Caco-2 je
jeho adheze o 9 % vyssi a pfi pouziti smésné kultufe Caco-2/HT29 vzrostla adheze témér
0 12 %. Jeste vyssich hodnot pak dosahuje ke smésné kultuie Caco-2/HT29-MTX a ke zdravé
bunécné linii FHS 74Int. Nejlépe vsak tento druh adheruje k bunécéné linii produkujici mucin
(HT29-MTX), pfi¢emz hodnota této adheze prevysuje adhezi k bunééné linii HT29 o vice jak
22 %. Procenta adheze L. rhamnosus Kk jednotlivym buné¢nym liniim jsou zobrazena na obr. 5.

Adheze L. rhamnosus k bunécné linii HT29 se statisticky vyznamné li§i od adheze
K buné&¢né linii Caco-2, HT29-MTX, Caco-2/HT29-MTX, Caco-2/HT29 a FHs 74int.
Statisticky vyznamny je také rozdil mezi bunéénou linii FHS 74Int. a Caco-2 a zdroven mezi
FHs 74Int. a Caco-2/HT29. Naopak adheze k FHS 74Int. se statisticky vyznamné neli$i od
HT29-MTX a Caco-2/HT-MTX. Adheze k HT29-MTX se statisticky vyznamné 1isi od adheze
K bunéénym liniim Caco-2, Caco-2/HT29-MTX a Caco-2/HT29. Zaroven se statisticky
vyznamné 1i§i adheze ke Caco-2 a Caco-2/HT29-MTX. Naopak neexistuje statisticky
vyznamny rozdil mezi Caco-2 a Caco-2/HT29, a mezi smésnymi kulturami Caco-2/HT29
a Caco-2/ HT29-MTX.
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Obrazek 5: Adheze L. rhamnosus
prumérné hodnoty adheze (%) k jednotlivym modeliim, v porovnani s inokulem (100 %), a smérodatné
odchylky. Stejné pismeno (a, b, c, d, ...) vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi modely.

5.3 Stanoveni adheze L. plantarum

L. plantarum adheruje k pouzitym bunéénym liniim mezi 68,9 a 94,3 %, pficemZ nejméné
adheruje kbunééné linii HT29. Za pouziti bunééné linie HT29-MTX vzrostla adheze
o necelych 7 % a v ptipad€¢ zdravé bunécéné linie FHS 74Int. o vice nez 8 %. Velmi dobie
adheruje i ke smésnym kulturam Caco-2/HT29-MTX a Caco-2/HT29. Nejvyssi hodnoty pak
nabyva adheze k bunécné linii Caco-2, ktera o témer 26 % prevysuje nejméné preferovanou
bunéénou linii HT29. Procenta adheze L. plantarum k jednotlivym bunénym liniim jsou
zobrazena na obr.6.

Statisticky vyznamny rozdil je v tomto pfipadé mezi bunécnou linii HT29 a bunéénymi
liniemi Caco-2, Caco-2/HT29-MTX, Caco-2/HT29. Naopak neexistuje statisticky vyznamny
rozdil mezi adhezi k HT29 a HT29-MTX, mezi HT29 a FHs 74Int. ani mezi Caco-2 a HT29-
MTX. Statisticky vyznamné se lisi také adheze L. plantarum ke Caco-2 od adheze k HT29-
MTX, Caco-2/HT29 a FHS 74Int. Statisticky vyznamny rozdil neexistuje mezi adhezi
L. plantarum na bunécné linie HT29-MTX, Caco-2/HT29-MTX, Caco-2/HT29 a FHS 74Int.
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Obrazek 6: Adheze L. plantarum
primérné hodnoty adheze (%) k jednotlivym modeltim, v porovnani s inokulem (100 %), a smérodatné
odchylky. Stejné pismeno (a, b, c, d, ...) vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi modely.

5.4 Stanoveni adheze L. reuteri

L. reuteri Kk vybranym bunécnym liniim adheruje mezi 67,4 a 83,0 %. Jeho nejnizsi
adheze je k bun&né linii Caco-2, coz je ale pouze o necelé 2 % nizsi, nez je tomu v ptipadé
smésné kultury Caco-2/HT29-MTX. O néco Iépe ale adheruje ke smésné kultuie Caco-2/HT?29.
Vyssich hodnot pak nabyva adheze k bunééné linii HT29-MTX, ktera se 1isi od jeho adheze
k HT29 o pouhych 0,4 %. Tento druh nejlépe adheruje ke zdravé bunééné linii FHS 74Int. a to
z 83,0 %. Procenta adheze L. reuteri k jednotlivym bunéénym liniim jsou zobrazena na obr.7.

Adheze L. reuteri k bunééné linii HT29 se statisticky vyznamné 1i§i pouze od adheze ke
smésné kultufe Caco-2/HT29-MTX. Mezi touto bunéénou linii a zbylymi testovanymi
bunécnymi liniemi statisticky vyznamny rozdil neexistuje. Dale existuje statisticky vyznamny
rozdil mezi zdravou bunéénou linii FHS 74Int. a Caco-2 a také mezi FHS 74Int. a smésnymi
kulturami Caco-2/HT29-MTX a Caco-2/HT29.
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Obrazek 7: Adheze L. reuteri
pramérné hodnoty adheze (%) k jednotlivym modeliim, v porovnani s inokulem (100 %), a smérodatné
odchylky. Stejné pismeno (a, b, ¢, d) vyjadiuje statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi modely.

5.5 Porovnani adheze jednotlivych laktobacili

Statisticky byly porovnany mezi sebou i vysledky adheze téchto 4 druhi laktobacild
K jednotlivym bunéénym liniim, ptizemz bylo zjisténo, ze se statisticky vyznamné lisi adheze
L. plantarum k bunéénym liniim Caco-2 od L. gasseri, L. rhamnosus a L. reuteri, jejichz adheze
byla k této bunééné linii daleko nizsi. Dale bylo zjisténo, ze je statisticky rozdilna i adheze
L. plantarum a L. rhamnosus ke smésné kultufe Caco-2/HT29. Statisticky vyznamny rozdil
existuje také mezi adhezi L. plantarum a L. rhamnosus, a i mezi L. plantarum a L. reuteri ke
smésné kultruie Caco-2/HT29-MTX. Statistické porovnani praimérnych % adheze pomoci testu
ANOVA je zobrazeno v tab.4.
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Tabulka 4.: Porovnani primérné adheze (%) jednotlivych laktobacilti k vybranym in vitro modelim - ANOVA (na hladiné p < 0,05)

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

FHs

Inokulum

(A — mezi vzorky je statisticky vyznamny rozdil na hlading p < 0,05; N — mezi vzorky neni statisticky vyznamny rozdil na hladiné p < 0,05)

Kmen

L. plantarum
L. gasseri
L. rhamnosus

L. reuteri

L. plantarum
L. gasseri
L. rhamnosus
L. reuteri

L. plantarum
L. gasseri
L. rhamnosus

L. reuteri

L. plantarum
L. gasseri
L. rhamnosus
L. reuteri

L. plantarum
L. gasseri
L. rhamnosus
L. reuteri

L. plantarum
L. gasseri
L. rhamnosus
L. reuteri

L. plantarum
L. gasseri
L. rhamnosus
L. reuteri

HT29 Caco-2 HT29-MTX Caco-2/HT29-MTX Caco-2/HT29 FHs Inokulum
L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L. L.
plantarum gasseri rhamnosus reuteri |plantarum gasseri rhamnosus reuteri [plantarum gasseri rhamnosus reuteri |plantarum gasseri rhamnosus reuteri [plantarum gasseri rhamnosus reuteri |plantarum gasseri rhamnosus reuteri |plantarum gasseri rhamnosus reuteri
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6 Diskuze

Spolu s riznymi faktory, jako je schopnost pteziti v prostiedi GITu nebo produkce
antimikrobidlnich latek, je schopnost probiotik adherovat na stfevni epitelové bunky jednou
Bakterialni adheze je povazovana za nezbytnou podminku pro probiotickou selekci, protoze
muze ovlivnit dobu setrvani bakterii ve stfevnim traktu, a tedy i schopnost probiotik modulovat
imunitni systém. Souvisi také se schopnosti inhibice stfevnich patogenti a s dalSimi
prospésnymi zdravotnimi piinosy. Piestoze jsou klinické studie definitivnim nastrojem pro
stanoveni probiotické¢ funkcnosti, je pfed vybérem nutné nejslibnéjsi kandidaty probiotik
nejprve otestovat pomoci modelt in vitro (Laparra & Sanz 2009).

Nejcastéji se adheze testuje pomoci bunécnych linii Caco-2 a HT29, coz jsou buiky
izolované z adenokarcinomu tlustého stieva. V diferencovaném stavu maji rysy enterocyti,
¢imz napodobuji typické vlastnosti epitelu tenkého stfeva, a to vcetné dobie vyvinutého
kartacového lemu (Bermudez-Brito et al. 2013).

Bianchi et al. (2004) ve studii vyuzivali bunéénou linii Caco-2 k porovnani adhezivnich
schopnosti tfi druhu laktobacila (L. plantarum 122E, L. casei 172I, L. bulgaricus AY) a dvou
druht bifidobakterii (B. breve Bbr8, B. infantis Bil). Vysledna adheze se pohybovala mezi
4a10 %, ptiCemz nejvyssi hodnoty adheze nabyvala smés dvou bifidobakterii - B. breve
a B. infantis. Zde uvedena adheze byla daleko niz$i nez adheze nami testovanych laktobacilti
na bunéénou linii Caco-2, ktera se pohybovala mezi 66,5 a 94,3 %. Nejvice na tuto bunéénou
linii adheroval L. plantarum, jehoz hodnota adheze statisticky vyznamné ptevySovala adhezi
zbylych druhti. V nedavné studii (Devi et al. 2018) byl rovnéz za probiotikum s nejvyssi mirou
adheze povazovan L. plantarum, ktery adheroval ze 62 %, coz je ale o vice nez 32 % mén¢, nez
je tomu u nami testovaného L. plantarum. To by mohlo byt zptisobeno jinym zdrojem, ze
kterého byl izolovan. N¢kolik druhti laktobacilti bylo testovano i v dalsi studii (Moussavi &
Adams 2009), kde za pomoci této bunécné linie pozorovali, jak se jejich adheze méni po pridani
dalsiho probiotika, Propionibacterium jensenii. Nejvyssi mira adheze byla stanovena rovnéz
u L. plantarum, ktery zde adheroval z vice nez 80 %. Slabsi miru adheze m¢l pak L. casei
a L. rhamnosus. Vysoka mira pfilnavosti L. plantarum nebyla po ptidani dalsiho probiotika
vyznamné ovlivnéna. K vyraznému snizeni ale doslo u L. casei a L. rhamnosus, coz poukazuje
na dulezitost hodnoceni adheze pied vyrobou smésnych probiotickych produkta.

Vétsina studii (Gagnon et al. 2004; Botes et al. 2008; Monteagudo-Mera et al. 2012;
Garcia-Cayuela et al. 2014; Pisano et al. 2014) vsak uvadi, ze adheze probiotik k této bunécni
linii dosahuje daleko nizsich hodnot, nez ukazuji nase vysledky. Naptiklad dle Monteagudo-
Mera et al. (2012) L. rhamnosus izolovany z mléénych produkti adheruje z pouhych 9,24 %.
Pisano et al. (2014) uvadi, Ze laktobacily izolované z mléénych vyrobka ze Sardinie adheruji
k této bunééné linii od 3 do 20 %. Rovnéz 1 Botes et al. (2008) uvadi daleko nizsi % adheze.
Dle nich na tuto bunécnou linii adheruje L. rhamnosus GG z 9,2 % a L. plantarum 423 z 8 %,
coz je zhruba 10x ménég, nez je tomu v naSem piipadé. | zde pravdépodobné hraje roli ptivod
izolace druhu, piipadné bude za rozdilnymi vysledky stat i zptisob kultivace bunéénych modelt
a metodika vlastniho pokusu. Jesté daleko horsi schopnost adherovat na tuto bunéc¢nou linii
maji dle Gagnon et al. (2004) bifidobakterie, jejichz adheze neni vyssi nez 5 %. K nizkym
hodnotam adhezi dosli také Garcia-Cayuela et al. (2014), jenz pomoci bunétné linie Caco-2
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testovali to, jak muze adheze riznych typi L. plantarum souviset sjejich agregac¢nimi
schopnostmi. Adheze testovanych laktobacill byla velmi variabilni a pohybovala se v rozmezi
4,98 a 14,38 %, coz je op¢t daleko nizsi neZ nami stanovena hodnota. Bylo zde zji$téno, ze mira
agregace s adhezivni schopnosti k bunécné linii Caco-2 piimo nekoreluje. To naznacuje, Ze
adhezni vlastnosti bakterii mohou byt ovlivnény i dalSimi faktory, jako jsou napiiklad
elektrostatické interakce, sterické sily a specifické bakteridlni struktury, které jsou
U jednotlivych druhti probiotik odlisné. Velké rozdily mezi vyslednymi adhezemi vyse
uvedenych studii mohou byt kromé pouziti odlisného druhu probiotika zptisobeny i dal$imi
faktory ovliviiujicimi in vitro adhezi. Vyznamny vliv maji I rizné inkuba¢nimi podminkami,
jako je naptiklad slozeni pufru, pH hodnota, rustova faze a koncentrace bakterii, inkubac¢ni
doba, ristové médium nebo intenzita vymyvani (Ouwehand & Salminen 2003; Archer et al.
2018).

Dale byla adheze vybranych laktobacilti testovana pomoci bunééné linie HT29, ke které
vSak byla adheze o 9-16 % niz$i, nez v ptipad¢ bunééné linie Caco-2. Tuto bunécnou linii
vyuzivali i Son et al. (2017), kteti pomoci ni testovali adhezivni schopnosti bakterii mlééného
kvaseni izolovanych z mistnich fermentovanych potravin. Dosli zde k zavéru, ze nejvyssi
adhezi na tuto buné¢nou linii mély 4 izolované druhy, a to Leuconostoc mesenteroides,
L. plantarum, L. brevis a L. perolens. Hodnoty se pohybovaly v rozmezich 2,86-12,37 %, coz
je vyrazné niz8i nez naSe vysledné hodnoty, které dosahovaly az 78,7 %. V naSem piipadé na
HT29 bunky nejlépe adheroval L. reuteri a naopak nejhuife L. rhamnosus, coz se shoduje
s vysledky Hasannejad Bibalan et al. (2017), ktefi publikovali, Zze adheze L. reuteri k HT29
mnohonasobné pievysuje hodnoty zbylych laktobacilti. Adheze L. plantarum a L. gasseri byla
K této bunééné linii téméf totozna (68,9 a 68,7 %) a jen 0 néco malo prevysuje hodnotu ze studie
Satish Kumar et al. (2011), kde zjistili, ze L. plantarum adheruje témé&f z 60 %. Naopak dle Lee
et al. (2014) L. plantarum izolovany z kimchi k HT29 adheruje z pouhych 7 %, coz je zhruba
13x méné€ nez tomu je v naSem pripad¢€. Je vSak otazka, co tak vyzmany rozdil zptisobuje.

Tyto dv€ zdkladni bunécné linie odvozené od lidského kolorektalniho karcinomu,
Caco-2 a HT29, jsou v fad¢ studii ¢asto porovnavany. Napiiklad Sharma a Kanwar (2017)
pomoci nich testovali 11 riznych bakterii izolovanych z tradi¢nich fermentovanych potravin
z Himalaji. Popisuji zde, ze adheze izolatd k HT29 bunikam (4,11 do 12,88 %) je relativné vyssi
nez ke Caco-2 bunkam (2,45 do 9,55 %). Jako probiotikum snejvyssi adhezi uréili
L. plantarum, které adherovalo k bufikam HT29 z 12,88 % a k bunikam Caco-2 z 9,55 %. Vyssi
procento adheze k buitkam HT29 nez ke Caco-2 stanovili také Yu et al. (2017), kteii zjistili, ze
Ctyfi testované typy Lactobacillus ruminis vykazovaly k buiikam Caco-2 velmi Spatnou adhezi
(0,5-2%). Adheze k bunkam HT29 dosahovala az 7 %. Vysledky naSeho méfeni jsou vSak se
studiemi Sharma a Kanwar (2017) a Yu et al. (2017) v rozporu. Zjistili jsme, ze L. plantarum
i L. rhamnosus naopak vyrazné lépe adheruji k buikam Caco-2 nez k HT29. Ke stejnému
vysledku dosli i Jensen et al. (2012), ktefi urcili, ze pro druhy probiotik o vysoké schopnosti
adherovat (L. plantarum MF1298, L. reuteri DSM 20016, mm4-1a a fj1) jsou pro bakterialni
adhezi oproti bunkdm HT29 vyhodnéjsi bunky Caco-2. Dle nasich vysledku se v piipadé
L. reuteri a L. gasseri adheze k témto dvou buné¢nym liniim vyznamné nelisi.

Hojné€ vyuzivana je také bunécna linie HT29-MTX, ktera se od bun&tné linie HT29 lisi
predevsim tim, Ze je tvofena poharkovymi bunkami schopnymi vylu¢ovat mucin (Bermudez-
Brito et al. 2013). Hlavnimi exprimovanymi muciny jsou MUC5AC a MUC5B, které jsou
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rovnéz vysoce exprimovany v zaludku a v hornim stievnim traktu. A v§ak MUC2, ktery je
hlavni slozkou hlenu nachazejicim se Vv tlustém stievu, je témito buitkami produkovan pouze
minimalné (Laparra & Sanz 2009). Odlisny typ mucinu miize mit na vyslednou adhezi vyrazny
vliv. Piesto adheze Kk této bunééné linii HT29-MTX nami testovanych laktobacili byla rovnéz
velmi vysoka. Pohybovala se v rozmezi 75,8 az 79,8 %, coz je mnohonasobné vyssi, nez uvadi
jiné studie. Velmi nizké procento adheze detekovali naptiklad Benitez-Cabello et al. (2019). Ti
stanovili, Zze mira adheze laktobacilli izolovanych z oliv se pohybuje v rozmezi 0,17
(L. plantarum Lpl12) a 2,25 % (L. pentosus Lp14). Velmi nizkou schopnost adheze vykazuje
I L. plantarum, jenz byl izolovan z ov¢iho a koziho mléka (0,9 - 9,34 %) (Mahmoudi et al.
2019). Vyssi adhezi maji laktobacily izolované z jogurtovych produktii, ktera se pohybuje
v rozmezi 20 az 40 % (Schillinger et al. 2005). Tyto vysledky podporuji domnénku, ze MUC2
ma vyznam pro adhezi probiotik a diky nizké produkci u bunééné linii HT29-MTX je snizena
i adheze. Presto L. plantarum ziskany z mléénych fermentovanych potravin z Keni, dosahuje
adheze az 76 % (Mathara et al. 2008), coz se téméf ztotoziuje s hodnotami naseho méteni.
Porovnani bunééné linie produkujici mucin, HT29-MTX, s bunécnou linii HT29 nebo
Caco-2 je ptredmétem mnoha studii (Gopal et al. 2001; Laparra & Sanz 2009; Turpin et al.
2012). Naptiklad Laparra a Sanz (2009) ve své studii zjistili, ze adheze L. rhamnosus GG
k bunécné linii HT29-MTX dosahuje minimalnich hodnot (0,84 %), ale daleko 1épe adheruje
k bunécné linii Caco-2 (5,17 %) a k samotnému mucinu tvoieného typem MUC2 (10,21 %),
coz je vsouladu s hypotézou, ktera uvadi, ze MUCS5AC a MUCS5B produkované
diferencovanou bunéénou linii HT29-MTX mohou vyslednou adhezi snizovat. To, ze
probiotika daleko 1épe adheruji na MUC?2 potvrdili také Li et al. (2008), kteii testovali adheze
laktobacili k hlenu extrahovaném z riznych ¢asti tenkého stieva. Adheze ke hlenu ilea, ktery
je vice bohaty na MUC2, byla vyssi nez na duodenalni a jejundlni hlen. Nase vysledky
hypotézu, Ze je bunééna linie HT29 pfi testovani adherecnich vlastnosti probiotik vhodnég;si nez
HT29-MTX, vsak nepotvrzuji. V piipadé testovani L. plantarum se ukazalo, ze se adheze
K bunécné linii HT29 vyznamné nelisi od vysledkt ziskanych za pouziti bunééné linie HT29-
MTX. Nizsi byla vSak adheze k této bunétné linii produkujici mucin ve srovnani s bunéénou
linii Caco-2. V piipadé¢ L. gasseri a L. reuteri se ukazalo, ze mezi bunéénou linii HT29-MTX
a HT29 a ani mezi HT-MTX a Caco-2 neni vyrazny rozdil. Naproti tomu L. rhamnosus dokonce
vyrazné 1épe adheruje k bunécné linii HT29-MTX oproti HT29 (0 22 %) i Caco-2 (0 13 %),
coz na$i hypotézu vyvraci. K podobnym zavérim dosli také Gopal et al. (2001). Dle jejich
vysledkli je schopnost adheze k bunécné linii HT29-MTX tii probiotickych druhli —
L. rhamnosus DR20, L. acidophilus HNO17 a B. lactis DR10 2-3x vyssi nez k bunéénym liniim
Caco-2 a HT29. Popisuji zde, Ze je mozné, Ze tento vysledek mize byt zpisoben spise fyzickym
zachycenim bunék v hlenu nez jejich vyssi specifickou afinitou k této buné¢né linii. Stejné tak
Bernet et al. (1994) stanovili, ze mira adheze L. acidophilus LA 1 je daleko vyssi k bunéénym
liniim produkujicim mucin nez k bun&nym liniim Caco-2. Dale také Turpin et al. (2012)
testovali 30 rGznych bakterii mlééného kvaSeni izolovanych z rostlinnych fermentovanych
potravin a urcili, Ze je jejich mira adheze velmi variabilni a pohybuje se v rozmezi 0,6 az 30,0
% k HT29 bunkam. O néco vyssich hodnot (0,5 % do 34,8 %) pak dosahovala v piipadé
bunééné linie HT29-MTX. Dle Mahmoudi et al. (2016) laktobacily izolované z velbloudiho
mléka maji vysokou miru adheze jak k bunééné linii produkujici mucin, HT29-MTX|,
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tak i k bunééné linii Caco-2. Hodnota adheze dosahovala u n¢kterych druhti az 30 %, coz je ale
stale daleko méné¢, nez ukazuji nase hodnoty.

Bunééné linie Caco-2, HT29 a HT29-MTX jsou vyuzivany nejen K testovani adheze
ruznych druht probiotik, ale i1 k testovani interakci mezi hostitelem a stfevnimi patogeny.
Naptiklad Gagnon et al. (2013) za pouziti téchto bunéénych linii stanovovali adhezivni
schopnosti salmonel. Dosli k zavéru, ze salmonely ve srovnani s Caco-2 a HT29 daleko 1épe
adheruji k bunkam HT29-MTX, a to pravdépodobné kvuli jejich vysoké piilnavosti na
mucinovou vrstvu. Vysledna adheze k bunnkam Caco-2 a HT29 se téméf nelisila. To naznacuje,
ze bunéfna linie HT29-MTX, s fyziologicky relevantnéjSimi charakteristikami pii tvorbé
slizové vrstvy, by mohla byt pro studium interakci mezi stfevnimi bunikami a patogeny
vhodnéjsi.

K testovani adhezivnich schopnosti vybranych druhii laktobacilti byla v této praci vyuzita
i smésna Kultura Caco-2/HT29-MTX (9:1), jejiz vyhodou je to, Ze je reprezentovana jak
absorpcénimi enterocyty, tak i pohéarkovymi buiikami produkujicimi mucin, a tudiz lépe
napodobuje skute¢ny model tlustého stieva, nez jednotlivé bunétné linie (Laparra & Sanz
2009). Mahler et al. (2009) uvedli, Ze hodnoty bakterialni adheze k této ko-kultufe byvaji
znatelné niz8$i nez hodnoty ziskané pomoci Caco-2, a to z toho divodu, ze vrstva mucinu
produkovana bunkami HT29-MTX nejspise pokryva potencialni vazebné slozky membran
bunek Caco-2, coz je ¢ini neptistupnymi pro bakteridlni adhezi. Navic jsou zde, stejné tak jako
u samotné bunééné linie HT29-MTX, produkovany muciny typu MUC5SAC a MUCS5B, na které
se probiotika vazou v men$i mife nez na MUC2 (Laparra & Sanz 2009). Nami stanovené
hodnoty adheze laktobacili k této smésné kultufe jsou rovnéz velmi vysoké a pohybuji se
v rozmezi 69,0 a 85,2 %. Nejlépe na ni adheruje L. plantarum a naopak nejhtie L. reuteri. Tyto
hodnoty jsou vSak vyrazné vy$$i nez hodnoty uvadéné v ostatni literatufe. Napiiklad dle
Volstatova et al. (2016) L. gasseri R adheruje z témé&f 14 % a L. casei FMP z pouhych 3 %.
Dale pak Volstatova et al. (2015) stanovili, ze adheze L. gasseri je kolem 7 % a L. plantarum
adheruje jesté o 2 % méné. JaroSova et al. (2018) uvadi, ze na tuto smésnou kulturu nejlépe
adheruje L. gasseri (18,96 %), ktery je nasledovan L. plantarum (7,26 %). Dalsi dva druhy —
L. brevis a L. fermentum vykazovaly adhezi velmi $patnou, a to 1,09, respektive 0,36 %.
K vy$8im hodnotam adhezi dosli v nedavné studii (Krausova et al. 2019), ve které byla
testovana adheze laktobacilli a bifidobakterii izolovanych ze stolic kojenct, telat a selat.
Vysledna adheze se pohybovala mezi hodnotami 17,7 a 37,2 %, pticemz nejvyssi schopnost
adheze mél L. reuteri. Kadlec a Jakubec (2014) uvadi, Zze adheze L. rhamnosus CCDM 150
k linii Caco-2/HT29-MTX je pouze kolem 15 % a Enterococcus faecium CCDM 945 adheruje
z vice nez 50 %. Naopak Laparra a Sanz (2009) publikovali, Ze adheze L. rhamnosus GG je
k této smésné kultuie velmi nizka (0,85 %). Zaroven popisuji, Ze je tato hodnota srovnatelna
s adhezi na bunécnou linii HT29-MTX a vyrazn€ nizsi nez adheze k bunécné linii Caco-2. Co
se tyCe nami testovaného L. rhamnosus, je jeho adheze k této smésné kultuie naopak vyssi nez
adheze k samotnym buiikdm Caco-2 i HT29. K bunééné linii HT29-MTX vsak adheruje o 7 %
vice nez k této smésné kulture.

Smésnd kultura tvofena bunécnou linii Caco-2 a HT29 se oproti té piedeslé pouziva
vyrazné méné. Zjistili jsme, ze adheze laktobacili na Caco-2/HT29 nabyva hodnot v rozmezi
69,1 % a 83,7 %. Nejvyssi adhezi vykazoval L. plantarum, ktery vSak jesté daleko Iépe adheruje
k samotné bunééné linii Caco-2, a to o vice nez 10 %. Naopak adheze k samotnym bunikam
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HT29 je v jeho ptipadé témér 0 15 % nizsi a v pripadé L. rhamnosus o témét 12 %. L. gasseri
a L. reuteri maji srovnatelnou adhezi na Caco-2/HT29 a na buné¢nou linii Caco-2 i HT29.
Z nasich vysledkt lze také usoudit, ze laktobacily na smésnou kulturu Caco-2/HT29 adheruji
témef stejnou mérou jako na ko-kulturu tvofenou bunikkami Caco-2 a bunkami produkujici
mucin, HT29-MTX.

Nevyhodou vSech vysSe zminénych bunécnych linii je to, Ze se jedna o bunétné linie
kolorektalniho karcinomu a jejich vlastnosti tak mohou byt od normalnich bun¢k stfevniho
epitelu pozménény (Ouwehand & Salminen 2003). Z tohoto divodu byly v této praci stanoveny
adhezivni vlastnosti laktobacilti i pomoci zdravych bunéénych linii, které dosud v Zadnych
studiich k tomu c¢elu vyuzity nebyly. V této praci bylo ale zjisténo, ze vSechny testované
laktobacily velice dobie adheruji ke zdravé bunécéné linii tenkého stieva FHS 74Int. Ziskané
hodnoty se pohybovaly mezi 70 a 80 % a byly srovnatelné s mirou adheze K ostatnim
testovanym in cellulo modelim. L. reuteri adheruje na tuto bunéénou linii dokonce 1épe nez na
bunééné linie kolorektalniho karcinomu. Mizeme tedy potvrdit, Ze tuto zdravou buné¢nou linii
tenkého stieva lze K testovani adheze vyuzit také. Naproti tomu zdrava buné¢na linie tlustého
stteva CCD 841Con neni vhodnou buné¢nou linii pro testovani adhezivnich vlastnosti, coz se
potvrdilo jiz pfi jeji kultivaci, kdy nebylo mozné ziskat stabilni monovrstvu.
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[ Zavér

e Vtéto diplomové praci bylo zjisténo, Ze testované laktobacily — L. plantarum,
L. rhamnosus, L. reuteri a L. gasseri velmi dobie adheruji na vSechny pouzité in cellulo
modely. Bylo zjisténo, ze nami stanovena adheze byla daleko vysSi nez adheze
Z jinych studii, ale zaroven se ztotoziovala s né¢kterymi vysledky z poslednich let.
Vyrazny rozdil miize byt zapii¢enén nejen rozdilnym druhem, ale i zdrojem, ze které¢ho
testovany druh pochazi. Mimoto maji na vyslednou adhezi vyrazny vliv také inkubac¢ni
podminky a metodika vlastniho pokusu.

e Hypotéza, ktera tikd, ze je bunécna linie HT29 pfi testovani adhereCnich vlastnosti
probiotik vhodné&jsi bunéénou linii nez HT29-MTX, nebyla v této praci potvrzena.
Adheze L. plantarum, L. gasseri a L. rhamnosus se naopak primérné o 13 % zvySovala
pfi pouziti bunééné linie produkujici mucin, HT29-MTX, oproti bunééné linii HT29,
ktera se produkci mucinu nevyznaéuje. V ptipadé L. reuteri byly vysledné hodnoty
adheze k témto dvéma bunéénym liniim témé&f totozné.

e Vysoka mira adheze byla zjisténa i pti pouziti zdravych bunéénych linii tenkého stieva
FHs 74Int., tudiz mizeme potvrdit, Ze tento model 1ze rovnéz pro in vitro testovani
adhezivnich vlastnosti vyuzit. Naproti tomu zdrava bunééna linie tlustého stieva je
k testovani adheze probiotik nevhodna. To se ukazalo jiz pii kultivaci, kdy nebylo
mozné ziskat jeji stabilni monovrstvu pro nésledné testovani.

e Existuje moznost, ze takto vysoka procenta adheze mohou byt zptisobena kontaminaci
probiotickych kultur, ¢imz dochazi k ovlivnéni celkového poctu kolonii. Z tohoto
divodu by bylo vhodné uskutecnit dal$i kontrolni méteni se 100% ¢istymi kulturami
laktobacilt.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

CPB2 Clostridium perfringens -2 toxin
CPE Clostridium perfringens enterotoxin
EFSA Evropsky uiad pro bezpe¢nost potravin
FAO Organizace pro vyzivu a zemédélstvi
FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
FNBPs Proteiny vézajici se na fibronektin
GIT Gastrointestinalni trakt

GRAS Obecné povazovano za bezpecny
HMO Oligosacharidy matefského mléka
KTJ Kolonii tvofici jednotku

MUBs Mucin vazajici proteiny

MUC Mucin

PFO Perfringolysin O

QPS Kvalifikovany piedpoklad bezpecnosti
SLPs Proteiny S-vrstvy

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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