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1 Uvod

1.1 Probiotické mikroorganismy

Organizace pro vyzivu a zemédélstvi(,,Food and Agriculture Organization of the
United Nations”, FAO) a Svétova zdravotnicka organizace (,,World Health Organization®,
WHO) (2001) charakterizuje probiotika jako ,,zivé mikroorganismy, které pokud jsou
pfijimané v adekvatnim mnozstvi, maji pozitivni vliv na hostitele.*

Jako probiotika jsou pouzivany kmeny riznych rodii (viz. Tab. I). Nejbéznéji
pouzivané mikroorganismy patii do heterogenni skupiny bakterii mlééného kvaseni; jsou to
hlavné laktobacily, enterokoky a bifidobakterie. Zejména laktobacily jsou obecné pouzivany
jako probiotika, coz muze mit historické divody —Mec¢nikov totiz navrhl, Ze laktobacily v
jogurtu by mohly zlepSovat zdravi. Ztejmé proto je dodnes nejobvyklejsim zptisobem
podavani probiotik ve formé fermentovanych mléénych vyrobkil. Nicméné 1 jiné
mikroorganismy, dokonce i kvasinky, byly v pribéhu poslednich dvacetilet pouzityjako
potencidlni probiotika (viz. Tab. I). Ptipravky obsahujici tyto kmeny jsou dostupné
Vv lékérnach, napf. Swiss LAKTOBACILY 5 cps. 60 entericky povlak (Swiss Herbal
Remedies Ltd., Kanada) obsahuje laktobacily a bifidobakterie, GS Laktobacily Forte s
prebiotiky cps. 60 (Green-Swan Pharmaceuticals CR, a.s, Praha) obsahuje laktobacily,
bifidobakterie a streptokoky, ActiLac Tob. 30 (SVUS Pharma a.s., Hradec Kralové), Akut
Biotic tob. 30 (Valosun a.s., Brno) obsahuje kromé¢ laktobacilli probiotické kvasinky

Saccharomyces boulardii a prebiotickévlakniny (fruktooligosacharidy, inulin).

Tab. I: Mikroorganismy vyuzivané jako probiotika a jejich pozitivni G¢inky na lidské zdravi

prokazané béhem klinického vyzkumu.

ROD DRUH KMEN POZITIVNI LITERATURA
UCINKY NA
ZDRAVI

Lactobacillus acidophilus La5 Snizuje riziko Black a kol.,
vzniku 1991
postantibiotickych

prajmui.

casel Shirota Snizuje riziko Aso a kol., 1995

recidivy




karcinomu
moc¢ového
méchyfte.
Modulace
imunitniho

systému.

ZKkracuje trvani

Nagao a kol.,
2000

Sugita &

prijma Togawa, 1994
zpusobenych
rotaviry.
johnsonii Lal Snizuje riziko Felley a kol.,
kolonizace 2001
Helicobacter
pylori.
ZlepSuje ucinek Link—Amster a
oralni vakcinace. kol., 1994
plantarum 299v Snizuje hladinu | Bukowska a kol.,
LDL—cholesterol v 1998
Krvi.
Zmirnéni projevi | Niedzielin a kol.,
syndromu 2001
drazdivého stieva.
reuteri SD2112 Zkracuje trvani Shornikova a
prijmuizptisobenyc kol., 1997
h rotaviry
rhamnosus GG Zkracuje trvani Guandalini a
prijma kol., 2000
zpusobenych
rotaviry.




Zmirnéni stfevniho |  Gupta a kol.,
zanétu. 2000
Modulace Kaila a kol.,
imunitniho 1992
systému.
Lécba a prevence Kallioméki a
alergie. kol., 2001b;
Majamaa &
Isolauri, 1997
salivarius UCC118 Zmiriuje Mattila—
symptomy Sandholm a kol.,
sttevniho zanétu. 1999
Bifidobacterium breve Zmirnéni projeva Brigidi a kol.,
syndromu 2001
drazdivého stieva.
lactis Bb12 Snizuje riziko Black a kol.,
vyskytu 1989
cestovatelského
prijmu.
Lécba alergie. Isolauri a kol.,
2001

Zlepsuje ucinky

oralni vakcinace.

Zkraceni trvani
prijmi
zpusobenych

rotaviry.

Link—Amster a
kol., 1994

Saavedra a kol.,
1994




Escherichia coli Nissle 1917 Méné recidiv Malchow 1997

stfevniho zanétu.

Saccharomyces boulardii

Méné recidiv Guslandi a kol.,

stfevniho zanétu. 2000

Utinky a jejich mechanismus ptsobeni se mohou li§it. Mezi nejzfetelngjsi uginky

patii zmény stfevni mikroflory po poziti probiotik. Tento jev muze byt, podle Fullera (1991),

zptisoben soupeienim o misto pro adhezi mezi pfijatymi mikroorganismy a potencidlnimi

patogeny, nebo také soupefenim o ziviny. Dal§im, odliSnym zpisobem ucinku je produkce

antimikrobidlnich latek. Mikroorganismy se také mohou pfizplsobit mikrobidlnimu

metabolismu ve stfevech, coz lze zjistit napi. zménou enzymatické aktivity, zménou pH

nebo zménou hladiny cholesterolu (Orrhage a kol., 2005).

Vybér mikroorganismi pouzitych jako probiotika je uréen nékolika faktory

(viz. Tab. II). Naptiklad musi byt schopné piezit prichod gastrointestinalnim traktem (GIT),

rezistentni k nizkému pH, Zlu¢i a pankreatickym enzymutim.

Tab. 11: Hlavni vlastnosti probiotickych bakterii (podle Ouwehanda a kol., 2002).

VLASTNOSTI

PROSPECH

Rezistence k zalude¢ni kyseling,

pankreatickym enzymim a Zlu¢i.

Ptezit prichod GIT.

Adhezivita ke stfevni sliznici.

Imunitni modulace.
Vytésnéni patogentl.

Urychleni hojeni poskozené sliznice.

Lidsky pivod.

Kmeny se specifickou interakci s hostitelem.

Prokazané pozitivni u¢inky na zdravi.

Navrhované pozitivni G¢inky na zdravi jsou

prokazane.

Bezepcnost.

Zadné riziko pro konzumenta.

Dobré technologicke vlastnosti.

Stabilita kmenu.
Produkce ve vysokém métitku.

Kyslikova tolerance.




Jak uz bylo zminéno, probiotické ucinky jednotlivych kment se lisi. Na zdklad¢ toho
musi byt podle FAO/WHO (2001) provedena kmenova identifikace (genova typizace), napf.
metodou gelové elektroforézyv pulznim elektrickém poli (,,Pulsed Field Gel
Electrophoresis“,PFGE). Jako prvni se doporucuje udé€lat nejprve fenotypové testy a poté
genovou identifikaci, napf. pouzitimmetody DNA/DNA hybridizace, sekvenovani
16S rDNA nebo jiné, mezinarodné uznavané metody. Pro potvrzeni spravné identifikace se
pouziva RDP — ,Ribosomal Database Project” (www.cme.msu.edu/RDP/) nebo GenBank

(www.nchi.nlm.nih.gov/).

1.2 Lactobacillus spp.

Rod Lactobacillus patii k nejpocetnéjsi skupiné mezi bakteriemi mlécného kvaseni.
Jsou to nesporulujici, gram pozitivni (G+) ty¢ky, které jsou soucasti fyziologické bakterialni
mikroflory, jez se obvykle nachazi v ustni duting, gastrointestinalnim traktu a v Zenském
urogenitalnim traktu (Cannon a kol., 2005, Kononen & Wade, 2007, Madigan a kol., 2006).
Vétsina druhii laktobacild je fakultativné anaerobni, rostou v pfitomnosti i nepfitomnosti
anaerobniho prostiedi. Pouze asi 20% druhti izolovanych od lidi jsou obligatni anaerobové.
Laktobacily dobie rostou na krevnim agaru (Summanen a kol., 1993).N¢které z nich rostou
také na selektivnim médiu pro laktobacily. Kyselina mlé¢na je hlavnim, a zaroven koneénym
metabolickym produktem laktobacilti pii fermentaci glukozy (Kononen & Wade, 2007,
Madigan a kol., 2006). Kyselina octova a kyselina jantarova jsou produkovany u
heterofermentativnich druhli, ovS§em pouze v malych mnozstvich. Ne¢které druhy a kmeny
jsou Siroce pouzivany jako startovaci kultury fidici fermentaci potravin a krmiv, a to hlavné
mléénych vyrobku (syry, jogurty), fermentovaného masa (klobasy, salamy), fermentované
zeleniny (olivy, okurky) nebo kynutého peciva.

GITriznych savct je bézné osidlen rodem Lactobacillus (Kononen & Wade, 2007,
Madigan a kol.,, 2006). Mezi nejbéznéjsi druhy laktobacilii izolované z GIT patii
Lactobacillus brevis, L. casei, L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum a L. salivarius.
Laktobacily mohou byt izolovany také ze zubniho plaku, slin a vaginalni oblasti ¢lovéka a
ostatnich savct (Slover a kol., 2008).

V zaludku se vyskytuje 10%-10* CFUYg laktobacili spole¢nd se streptokoky a
bifidobakteriemi. Dusledkem kyselého prosttedi v Zaludku je mnoZeni vétSiny

mikroorganisma zpomalené. Toto prostiedi jsou schopné piezit zejména bakterie mlééného

1 CFU (colony forming unit — jednotka tvorici kolonii) — mnoZstvi Zivotaschopnych bungk, ve kterych kolonie
predstavuje soubor bun€k ziskanych z jedné progenitorové burky.
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kvaseni. Pohyby tenkého stieva zabranuji pfemnozeni mikroorganismu, nicméné v distalni
casti stfeva pocet bakterii vyrazné roste. Pocet laktobacili se v této Casti zvySuje az na

10%-10" CFU/g.

1.2.1 Lactobacillus mucosae

Bunky L. mucosae jsou G+, katalaza negativni tycky, které se vyskytuji jednotlive,
ve dvojicich, nebo tvoii kratké fetézce. Jsou obligatn¢ heterofermentativni a produkuji
kyselinu mlé¢nou. VSechny kmeny tohoto druhu, které byly dosud popsané, maji schopnost
vazat se na hlen v modelech in vitro (Roos a kol., 2000).

Bylo prokazano, ze L. mucosae nalezeny v sav¢im GITmé& schopnost adherovat na
povrch sliznic. Je také schopen adherovat velice pevné k epitelu lidského stieva a
produkovat antimikrobialni latky a biofilm, pokud je vystaven fyziologickym podminkam
stteva. Lee a kol. izolovaliL. mucosae LM1 ze vzorkl stolice zdravych selat a jejich
predbézné studie, tykajici se adhezivity a antibakterialni ¢innosti, prokazaly dobrouvazebnou
aktivituna hlen v podminkach in vitro a antibakterialni aktivitu vicipatogennim bakteriim
(Lee a kol., 2012).

1.3 Adhezivita

Interakce probiotik s eukaryotnimi bunikami odkryvéa, mimo jiné, i podstatu funkce
probiotik, které maji vyznamnou Ulohu pro zdravi. Mikrobidlni buiiky s probiotickymi
vlastnostmi jsou v nosi¢i dopraveny potravou do GIT, kde svou ucasti podporuji celou fadu
reakci pozitivné ovliviiyjicich zdravotni stav. Vybér u¢inného a technologicky odolného
mikroorganismu (napf. z rodu Lactobacillus) je vyznamnym krokem ve vyvoji probiotického
produktu. Pfi tomto vybéru hraje podstatnou roli schopnost prokaryotni bunky adherovat na
buiikku eukaryotni, nebot’ pouze interakce mezi témito builkkami vede k ucinngjSimu
kone¢nému efektu.

Adhezivita probiotik na stfevni sliznici a epitelové buiiky byla dlouho povazovéna za
prodlouzit pfezivani probiotickych bun¢k v organismu. Z toho divodu umoziuje adhezivita
probiotik docasnou kolonizaci stfeva, modulaci imunitniho systému a konkurenéni vytésnéni
patogenu (Bezkorovainy, 2001). Ac¢koli je dukazt o pfilnavosti probiotik na sliznici in vivo

dosud malo, nékteré studie ukazuji, Ze tato piilnavost skutetné¢ miize nastat a mize tedy



slouzit jako jeden z mechanisml piisobeni probiotickych mikroorganismti (Blum a kol.,
1999).

Na adhezivté laktobacilii na povrch bun¢k se podili rizné povrchové komponenty.
Stejné jako u jinych prokaryot, nejvyznamnéjsi a nejpocetn€jsi adhezni molekuly predstavuji
povrchové proteiny laktobacili. Vyznamna role proteinovych povrchovych molekul byla
zminéna v nékolika studiich (Greene & Klaenhammer, 1994; Tuomola a kol., 2000), které
popisuji adhezi laktobacil k hlenu a epitelialnim bunkam. Bylo identifikovano nékolik
povrchovych proteini laktobacilii a je ziejmé, ze laktobacily pouzivaji rtizné zplsoby
k tomu, aby rozpoznaly povrchové proteiny raznych hostiteli, které v téchto procesech
funguji. Zahrnuji jednak proteiny povrchové vrstvy (tzv. ,,S-layer”), dale funkéné odlisnou
skupinu proteintt s motivem LPXTG v primarni sekvenci. Patfi sem také nezakotvené
housekeeping proteiny, které jsou povazovany za cytoplasmatické, jsou vyluGovany
laktobacily a o zpiisobu jejich sekrece a mechanismu, ktery vyuZzivaji k uchyceni na povrch
buiiky, neni pfili§ znamo. Mezi dalSi povrchové struktury patii i transportni proteiny a
nakonec také proteiny, které nepatti do zadné ze zminovanych proteinovych skupin
(Antikainen a kol., 2009) (viz. Tab. Il1).

Tab. I11: Navrzené nebo identifikované adhesivni povrchové proteiny laktobacilt.
ADHEZNI CiL KMEN LITERATURA
MOLEKULA
Proteiny

povrchovych struktur

S-layer protein Ptaci stievni Lactobacillus Schneitz a kol., 1993

epitelialni bunky. acidophilus
CbsA Kolagen, laminin, Lactobacillus Toba a kol., 1995
kufeci stfevni crispatus JCM 5810
subepitelialni tkan.
SIpA Fibronektin, lidska | Lactobacillus brevis Hynonen a kol.,

epitelialni bunécna

linie.

ATCC8287

2002

S-layer protein

Cervené krvinky.

Lactobacillus
kefiriCIDCA 8321,

Lactobacillus

Garrote a kol., 2004




parakefiriCIDCA
8328

SIpA

Mysi iledlni
epitelidlni bunky.

Lactobacillus
acidophilus M92

Frece a kol., 2005

LPXTG-motiv

proteiny

Mub

Slepiéi stfevni
sliznice, praseci

mucin.

Lactobacillus reuteri
1063

Roos & Jonsson,
2002

Mub (LBA 1392)

Lidska stfevni
epitelialni bunécna

linie.

Lactobacillus
acidophilus NCFM

Buck a kol., 2005

Lsp

Mysi stievni epitel.

Lactobacillus reuteri
100-23

Walter a kol., 2005

Msa (LP 1229)

Manosidy.

Lactobacillus
plantarum WCFS1

Pretzer a kol., 2005

LspA

Lidska stifevni
epitelidlni bunécna

linie.

Lactobacillus
salivarius UCC118

Van Pijkeren a kol.,
2006

Cytoplasmatické

proteiny
EF-Tu Lidska stfevni Lactobacillus Granato a kol., 2004
epitelialni bunééna | johnsonii NCC533
linie, mucin.
GroEL Lidska stievni Lactobacillus Bergonzelli a kol.,
epitelialni buné¢na | johnsonii NCC533 2006
linie, mucin.
Enolaza Laminin, Lactobacillus Antikainen a kol.,
fibronektin, crispatus ST1 2007b; Hurmalainen
plasminogen. a kol., 2007
GAPDH Plasminogen. Lactobacillus Hurmalainen a kol.,
crispatus ST1 2007




Transportni proteiny

CnBP Kolagen typu I. Lactobacillus reuteri Roos a kol., 1996
NCBI 11951
MapA Praseci stfevni Lactobacillus reuteri Miyoshi a kol.,
sliznice, lidska 104R 2006; Rojas a kol.,
sttevni epitelialni 2002

bunécéna linie.

Ostatni proteiny

FbpA Lidska stievni Lactobacillus Buck a kol., 2005

epitelidlni bunééna | acidophilus NCFM
linie.

Adhezivni vlastnosti probiotik jsou druhové specifické a existuje nékolik faktort
ovliviiyjicich adhezivitu (viz. Tab. IV).

Tab. IV: Faktory ovlivitujici adhezivni vlastnosti probiotickych mikroorganismu.
FAKTOR STUDIE

Nizké pH Adheze probiotik na

Caco-2 epitelove

VYSLEDKY LITERATURA
Zvysena adheze. Blum a kol., 1999;

Greene a kol., 1994

bunky.
Zmény v adhezi Riedel a kol., 2006
kmenové zavislé.
Pfitomnost Adheze probiotik na Snizena adheze. Gueimonde a kol.,
Zluci sliznici. 2005; Ouwehand a
kol., 2001
Rastova faze Adheze probiotik na Snizena ptilnavost v Blum a kol., 1999
Caco-2 epitelové prubéhu
bunky. logaritmickéfaze,
zvySenav priubéhu
stacionarni faze.
Adheze kmene Adheze vyssi béhem Savage, 1992

L. fermentum na stacionarni faze




FAKTOR STUDIE VYSLEDKY LITERATURA
keratinizujici zalude¢ni V porovnani
epitel mysi. s exponencialni fazi
rustu.
Ristové Adheze potencialné Kultiva¢ni médium Ouwehand a kol.,
médium probiotickych kment na ovlivituje adhezi. 2001
glykoproteiny ziskané
ileostomii.
Ziskana Adheze bifidobakterii MiiZe v nékterych Collado a kol.,
rezistence na rezistentnich na ptipadech zvysit 2006
kyselé pusobeni kyselého adhezi.
prostredi prostiedi na sliznici.
Ziskana Adheze bifidobakterii Muze zvysit adhezi. | Gueimonde a kol.,

rezistence na

zlué

rezistentnich na
pusobeni zluce na

sliznici.

2005

Endogenni

mikroflora

Adheze na sliznici
Vv pfitomnosti fekalni
nebo slizni¢ni

mikroflory.

Endogenni mikroflora
neovliviiuje adhezi na

sliznici in vitro.

Ouwehand a kol.,
2004; Ouwehand a
kol., 1999

Ptitomnost
jinych
probiotickych

Adheze probiotik na
praseci stievni epitelové

bunky IPEC-J2.

Probiotika mohou
snizovat adhezi jinych

kmenu soutéZenim o

Larsen a kol., 2007

kment urcita adhezivni mista.
Adheze kombinace Kombinace probiotik | Ouwehand a kol.,
probiotickych kment na muze mit 2000
glykoproteiny ziskané synergickyvliv na
ileostomii. adhezi.

Enzymy Adheze probiotik na Vétsinou snizena Ouwehand a kol.,
traviciho sliznici. adheze. 2001
systému
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FAKTOR STUDIE VYSLEDKY LITERATURA
Adheze kmene Z4dny vliv na adhezi. | Zarate a kol., 2002

Propionibacterium
acidipropionici na

stitevni bunky.

Vazba Adheze kmene Snizena adheze, Kankaanpéé a kol.,
mykotoxinti L. rhamnosus GG na pokud je bunka 2000
Caco-2 epitelove véazana na mykotoxin.
burnky.
Pfitomnost Adheze komerc¢nich U nékterych kmeni Lahtinen a kol.,
lignand probiotik na sliznici. zvySena adheze. 2002

Ptitomnost | Adheze probiotickych a Adheze na Ca** Bernet a kol., 1993;

Ca®" ionth lidskych izolatii na v n¢kterych ptipadech | Bernet a kol., 1994;

Caco-2 epitelové nezavisla, v jinych na | Chauviere a kol.,
bunky. Ca?* zavisla. 1992; Coconnier a

kol., 1992
Adheze probiotik na Adheze vétsiny Larsen a kol., 2007
praseci stievni epitelové | kmenu s pfitomnosti
bunky IPEC-J2. vapniku vzrostla.

Pritomnost Adheze probiotik na Adheze nebyla Larsen a kol., 2007

Mg?*a Zn?* praseci stievni epitelové | ptfitomnosti Mg2+ a

iontd buiiky IPEC-J2. Zn** jontd ovlivnéna.

Adheze Kk savéim epitelidlnim bunkam je pro bakterie klicovy proces k preziti. Pro
patogenni bakterie je tato adheze kritickym bodem, protoze umozZiiuje uvolnéni enzymi a
toxind, které vyvolavaji nekroticky proces pfimo v cilové bunce, ¢imz usnadiuji invazi
(Jankowska a kol., 2008).

Epitelidlni buniky GIT jsou pfed patogennimi bakteriemi chranény mnoha rtiznymi
mechanismy. Jednim z nich je snizeni infekci prostfednictvim soutéZeni fyziologické a
probioticke mikroflory o vazebna mista s mikrobidlnim patogenem a produkce latek
s antimikrobidlni aktivitou (Baccigalupi a kol., 2005; Ouwehand & Vesterlund, 2003). Aby

doSlo kinfekci, patogenni bakterie musi po priniku sttevnim hlenemadherovat
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na enterocyty(Sylvester a kol., 1996). Prvni krok adheze je u rodu Salmonellazprostfedkovan
bakteridlnimi fimbriemi, které rozeznavaji urcité receptory na eukaryotni buiice (Lehto &
Salminen, 1997). N¢kolik studii naznacuje, Ze bakterie mlécného kvaSeni mohou zabranit
vazbépatogenil, tim snizit kolonizaci stfeva a zabranit infekci (Coconnier & Salminen, 1997,
Coconnier a kol., 2000; Servin, 2004; Z&rate &Nader—Macias, 2006).

Studovani bakteridlni adheze in vivo je obecné obtizné, proto se k témto
experimentim vyuzivaji in vitro modely se stfevnimi bunéénymi liniemi, napt. Int-407
(Kapczynski a kol., 2000) nebo Caco-2 (Coconnier a kol., 2000; Lehto & Salminen, 1997).
Jsou pouzivanypro studium adhezivity probiotickych bakterii mlééného kvaseni a
konkurenéniho vylouceni patogennich bakterii.

Bakterialni adhezivita ke stfevnimu epitelu byla studovana v rtiznych in vitro
modelech zahrnujicich polymerni povrchy (Stickler a kol., 2006), stievni sliznici (Ma a kol.,
2006) nebo lidskou stfevni adenokarcinomovou epitelidlni monovrstvu Caco-2 bunék (Fogh
a kol., 1977). Caco-2 buiiky se diferencuji podobné jako normalni stievni epitelové burky,
vykazujici charakteristiku pro nezraly, stejné jako pro zraly enterocyt s funkéni hraniéni
vrstvou mikroklkli a apikalnimi hydrolazami (Greene & Klaenhammer, 1994). Neékteré
studie popisuji adhezivitu riznych bakterii mlééného kvaseni ke kultivovanym buinikam,
Salmonella a jiné bakterie, jako soutéz mezi bakterialnimi kmeny (Jankowska a kol., 2008).
Chauviére a kol. zjistili, ze teplem inaktivované laktobacily inhibuji adhezi enterotoxigenni
Escherichia coli (Chauviére a kol., 1992). Podle Mc-Groartyho& Reida (1988) pusobi
laktobacily na patogeny riznymi mechanismy, napt. produkci antimikrobialnich sloucenin,

jako je kyselina mlé¢na, peroxid vodiku nebo bakteriociny.

1.4 Eukaryotni bunky
1.4.1 HelLa bunky

HeLa bunky jsou rychle rostouci bunky lidského ptivodu izolované v padesatych
letech dvacatého stoleti z neoplazie.

Roku 1951 dostal George Gey maly vzorek lidského nadoru z nemocnice Johna
Hopkinse v Baltimoru, Maryland, ze kterého se mu podatilo vytvofit prvni in vitro bunécnou
linii, kterd se pouzivd dodnes. Vzorek rakoviny pochazel z délozniho ¢ipku mladé Zeny
pfezdivané Henrietta Lacks. Rakovina délozniho ¢ipku se zpravidla rozviji velice pomalu a
prumé&rna doba preziti je nejméné pét let. V tomto piipadé byl ovSem nador neobvykly — byl

mékky, fialovy a nereagoval na radioterapii. To v§e poukazovalo na zlazovy nador — vzacny
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adenokarcinom — coz se také pozdé&ji potvrdilo. Osm mésici po diagnostikovani nadoru
Henrietta Lacks zemftela (Masters, 2002).

Béhem nékolika let se zacaly HeLa bunky pouzivat po celém svété jako laboratorni
model rakovinné bunky, ¢ehoz lze vyuzit pfi vyzkumu rakoviny. Ale nejen to, HeLa buiky
se bézné vyuzivaji k biomedicinskému vyzkumu biochemickych drah v normalnich, ale i
patologickych bunkach lidského téla, k identifikaci genti a chromozomi v somatickych
bunéénych hybridech kontrolujicich kancerogenitu v déloznim¢ipku (Lichy a kol., 1992;
Stanbridge a kol., 1981), atd.

Obecné plati, ze lidsky nador rostouci v kultufe permanentné je fazen do skupiny
bunéénych linii, které ziskaly dilezité fenotypové a genotypové zmény. Prestoze bylo
postupné izolovdno nékolik dalSich bunéénych linii z riznych typt lidskych nadort, HeLa

v

buiiky jsou stale nejpouzivanéjsi lidské bunécné linie (Masters, 2002).

1.4.2 Caco-2 bunky

Caco-2 buiiky jsou rychle rostouci buiiky lidského pivodu izolované ze stfevniho
karcinomu.

Buné¢na linie Caco-2 bunék piedstavuje dualezity in vitro experimentalni model
vyuzivany ke studiu stievni diferenciace.Tato bunécna linie byla izolovana z relativné dobie
diferencovaného nadoru a roste pomalu v nahych mysich (Fogh a kol., 1977). Caco-2 burniky
se diferencuji spontanné, v zavislosti na hustoté bunék (Pinto a kol., 1983). Jsou jedine¢nym
modelem, ktery slouzi k pochopeni, jakym zpiisobem neoplasticky proces zasahuje do
regulace buné¢né diferenciace (Pignata a kol, 1994). Kromé zminéného jsou Caco-2 buniky
vyuzivany pfi studiu adherence probiotickych, ale i patogennich mikroorganismu (Lee a kol.,
2003).

1.4.3 L929 bunky

Bunécéna linie L929 byla roku 1948 izolovana z pojivové tkdné mySi. Kmen L byl
jednou z prvnich bunéénych linii, které se zacaly kultivovat kontinudlné a byl ziskdn z
normélnich podkoZnich a tukovych bunék ze 100 dni starého mySiho samce. Klon 929 byl
uznan z 95. subkultury generace rodi¢ovského kmene
(http://www.cicams.ac.cn/marker/cell%20lines/L929.htm).

Buiiky 1929 nemaji mezibunétnou komunikacia jsou zndmé piitomnosti adheznich

molekul (http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=1929).
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1.5 Cile prace

1)

2)

3)

Sledovani zavislosti kinetiky a dynamiky adherence prokaryotnich bunék
(Lactobacillus mucosae D a Staphylococcus aureus) na eukaryotni bunééné linie
(Caco-2) a vzajemné interakce bakterialnich kmend
o Invitro kultivace eukaryotnich sav¢ich bunék
= HeLa bunky
= Caco-2 bunky
= 1929 buiky
o Kultivace bakterialnich kultur
= Lactobacillus mucosae D
= Staphylococcus aureus CCM 4516
o Kokultivace eukaryotnich a prokaryotnich bunéénych populaci
o Ptiprava trvalych preparati

o Vyhodnocovani pomoci optické mikroskopie a statistickd analyza vysledkt

Studium interakce prokaryotnich a eukaryotnich bun¢k riznymi zobrazovacimi

metodami

o Invitro kultivace eukaryotnich bun¢k (HeLa, Caco-2 a 1.929 buriky)

o Kultivace bakteridlnich kultur (Lactobacillus mucosae D a Staphylococcus
aureus CCM 4516)

o Kokultivace eukaryotnich a prokaryotnich bunéénych populaci

o Ptiprava preparati pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) a
skenovaci elektronovou mikroskopii s pulznim polem (FESEM)

o Mikrokinematografické zobrazeni vazby mezi prokaryotni a eukaryotni

bunkou

Studium vlivu odstranéni proteinovych struktur na interakci prokaryotni

(Lactobacillus mucosae D) a eukaryotni bunky (HeLa, Caco-2 a 1.929 bunky)

o Invitro kultivace eukaryotnich bun¢k

o Kultivace (Lactobacillus mucosae D)

o Opracovani povrchu bakteridlnich bunck proteolytickymi enzymy (trypsin,
pronaza E, proteindza K)

o Kokultivace eukaryotnich a prokaryotnich bunécnych populaci
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o Pftiprava trvalych preparati

o Vyhodnocovani pomoci optické mikroskopie a statistickd analyza vysledkt
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2 Material a metodika

2.1 Kultivaéni média, chemikalie a pristrojova technika

2.1.1 Média

Ke kultivaci Lactobacillus mucosae D byla pouzita zivna puda MRS (pH 6,0-6,4; de

Man, Rogosa, Sharpe; Oxoid, Velka Britanie) obohacena o roztok 5 % chloridu cysteinu

(Sigma, Némecko) v mnozstvi 0,1 ml na 1,0 ml (viz. Tab. V).

Tab. V: Slozeni tekuté pidy MRS.

SLOZENI MNOZSTViV 1L
CH;COONa*3H,0 5,009
Citrat triamonny 2,00 ¢
Glukédza 20,00 g
Kvasni¢ny autolyzat 4,00¢g
»Lab-Lemco* (masovy) extrakt 8,009
MgSO4*7H,0 0,209
MnSO,*4H,0 0,059
Na;HPO, 2,00 g
Pepton 10,00 ¢
Tween 80 1,00 ml

Ke kultivaci Staphylococcus aureus byl pouzit zivny bujon €. 2 (pH 6,8-7,2; Imuna,

Sarisské Michal'any, SR) (viz. Tab. VI).

Tab. VI: Slozeni Zivného bujonu ¢. 2.

SLOZENI MNOZSTVIiV 1L
Hovézi vyvar (susina) 5,009
NaCl 2,509
Pepton 5,009
Zivny zéklad ¢. 1 6,25 g
Zivny zaklad ¢. 2 6,25 g
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HeLa buiiky a Caco-2 buiky byly kultivovany v. MEM médiu (,,Minimal Essential
Medium Eagle*; pH 7,0-7,5 ; PAA, Rakousko), které bylo obohaceno o neesencialni
aminokyseliny, fetalni bovinni sérum, L-glutamin a antibiotika(vSe PAA, Rakousko) (viz.
Tab. VII).

Tab. VII: SloZeni obohaceného MEM média.

SLOZENI MNOZSTVIiV 1L
Amfotericin B 0,25 pg/ml
CacCl; 200,00 mg
Cerveny fenol 11,00 mg
D-gluko6za 1000,00 mg
D-pantotenat vapenaty 1,00 mg
Fetalni bovinni sérum 10% (v/v)
Chlorid cholinu 1,00 mg
Chlorid L-argininu 126,00 mg
Chlorid L-lyzinu 72,00 mg
Chlorid pyridoxalu 1,00 mg
KCI 400,00 mg
Kyselina L-asparagova 13,30 mg
Kyselina L-glutamova 14,70 mg
Kyselina listova 1,00 mg
L-alanin 8,90 mg
L-asparagin 13,20 mg
L-cystein 24,00 mg
L-fenylalanin 32,00 mg
L-glutamin 292,30 mg
L-glycin 7,50 mg
L-izoleucin 52,00 mg
L-leucin 52,00 mg
L-metionin 15,00 mg
L-prolin 11,50 mg
L-serin 10,50 mg
L-treonin 48,00 mg
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L-tryptofan 10,00 mg
L-tyrozin 36,00 mg
L-valin 46,00 mg
MgSO, 97,70 mg
Monohydrat chloridu L-histidinu 42,00 mg
Myoinozitol 2,00 mg
NaCl 6800,00 mg
NaHCO; 2200,00 mg
NaH,PO4,*H,0 140,00 mg
Nikotinamid 1,00 mg
Penicilin 100 1.U./ml
Riboflavin 0,10 mg
Streptomycin 0,10 mg/mi
Tiamin chlorid 1,00 mg

Ke kultivaci L.929 bunék bylo pouzito obohacené DMEM médium (,,Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium; pH 6,8-7,5, PAA, Rakousko). DMEM médium obsahovalo

antibiotika a bylo obohaceno o glukozu (4,5 g/l), fetalni bovinni sérum a L-glutamin (vSe

PAA Rakousko) (viz. Tab. VIII).

Tab. VIII: Slozeni obohaceného DMEM média.

SLOZENI MNOZSTVIV 1L
FeN3Og¢*9H,0 0,10 mg
Glycin 30,00 mg
Chlorid cholinu 4,00 mg
KCI 400,00 mg
D-pantotenat vapenaty 4,00 mg
Kyselina listova 4,00 mg
L-arginin*HCI 84,00 mg
L-cystein 48,00 mg
L-fenylalanin 66,00 mg
L-histidin*HCI*H,O 42,00 mg
L-izoleucin 105,00 mg
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L-leucin 105,00 mg
L-lyzin*HCI 146,00 mg
L-metionin 30,00 mg
L-serin 42,00 mg
L-treonin 95,00 mg
L-tryptofan 16,00 mg
L-tyrozin 72,00 mg
MgSO, 97,70 mg
Myoinozitol 7,20 mg
NaCl 6400,00 mg
NaH,PO,*H,0 125,00 mg
NaHCO; 3700, 00 mg
Nikotinamid 4,00 mg
Pyridoxal chlorid 4,00 mg
Riboflavin 0,40 mg
Tiamin chlorid 4,00 mg

2.1.2

Chemikalie a slozeni roztoku

Sterilni roztok PBS — fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok (NaCl 8,0 g/l, KCI
0,2 g/l, NaHPO4*12H,0 2,89 g/l, KH,PO,4 0,2 g/l; pH 7,3)

3 % glutaraldehyd ve fosfatovém pufru (vznika smichanim 4 dilt roztoku A a 1 dilu
roztoku B; pH 7,2)

o Roztok A: Na,HPO,*12H,0 71,56 g/l, Na,HPO,*2H,0 35,6 g/l

o Roztok B: KH,PO, 27,2 g/l

0,2 mol/l fosfatovy pufr (pH 7,2)

50 % etanol

70 % etanol

Barvivo May-Griinwald (Penta, Ceské republika)

Barvivo Giemsa-Romanowski (Penta, Ceské republika)

Smés kyseliny octové (Penta, Ceska republika) a metanolu (Analytical Lab Science,
Thajsko) v poméru 1:3

Aceton (Penta, Ceska republika)

Aceton:xylén v pomérech 1:1, 1:2, 1:4
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Xylén (Lach-Ner s.r.o., Ceské republika)

Trypsin (1 mg/ml) (PAA, Rakousko)

Pronaza E (1 mg/ml) (Merck KGaA, Némecko)
Proteinaza K (1 mg/ml) (Merck KGaA, Nemécko)
Destilovana voda

Pristroje

Centrifuga: Jouan BR4, multifunction centrifuge, Thermo Electron Corporation,
Francie

Mikrocentrifuga: MiniSpin, Eppendorf, Némecko

Densitometr: Densi LA meter 11, EMO, Ceska republika

Flowbox 1: Labox, Microbiological safety cabinets, Typ Bio 126, Ceska republika
Flowbox 2: Holten LaminAir, model 1,5, Thermo Electron Corporation, Francie
Flowbox 3: LABOX BHL96

Vortex : Lab dancer, IKA-Werke, Némecko

Termostat na bakterialni kultury: Liebherr, TS 606, Némecko

Termostat na bunééné kultury: Steri-cycle CO, incubator, HEPA class 100, model
381, Thermo Electron Corporation, USA

Skenovaci elektronovy mikroskop: Jeol JSM-7401F Field Emission Scanning
Electron Microscope, Japonsko

Digitalni fotoaparat na mikroskopické snimky: Canon PowerShot G6, Canon,
Japonsko

Digitalni fotoaparat na mikrokinematografii: Olympus C7070WZ, Olympus,

Japonsko

2.2 Pouzité mikroorganismy a bunécéné linie

221

Bakterialni kultury

2.2.1.1 Puvod bakterialnich kultur

Bakterialni kmen Staphylococcus aureus CCM 4516 byl zakoupen z Ceské sbirky

mikroorganismi (,,Czech Collection of Microorganisms“, Brno). Bakterialni kmen

Lactobacillus mucosae D pochazel ze zaludec¢ni sliznice jehnéte (chovna stanice O¢ova, SR)

abyl ziskan z Katedry bunkové a molekularni biologie 1é¢iv (Farmaceutickd fakulta,

Univerzita Komenského v Bratislavé, SR).
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2.2.1.2 Kultivace bakterii

Lactobacillus mucosae D byl kultivovan 24 h v tekuté MRS pidé za anaerobnich
podminekpii 37 °C. Staphylococcus aureus CCM 4516 byl kultivovan 24 h v zivném bujonu
pti 37 °C.

2.2.1.3 Priprava bakterialnich suspenzi
Bakterialni kultury byly fedény pomoci denzitometru na podet 1,5 x 10° CFU/ml

v médiu pfislusné bunécné linie bez ptidani antibiotik.

2.2.2 Tkanové kultury a jejich pavod

Ke studiu adhezivity a interakce prokaryot byly pouzity tfi typy bunéénych linii,
jakozto zastupci eukaryotickych bunék. Jednalo se o HelLa buiky(ECACC93021013;
,European Collection of Cell Cultures®, Sigma-Aldrich, Némecko), které jsou schopné
neustalého déleni, jsou nenaro¢né na kultivaéni podminky, rychle rostou a jednd se
0 epitelialni bunky. Dale byly pouzity Caco-2 buiky (ECACC 86010202; Sigma-Aldrich,
Némecko), které jsou taktéz schopné neustalého déleni, jsou vyuzivanany k analyzam in
vitro — v tomto piipadé k uréeni miry adherence laktobacill a stafylokokti na jejich povrch.
Caco-2 buriiky jsou stejné jako HeLa buiiky epitelidlni. V posledni fadé byly pouzity L-929
buniky (Laboratof tkanovych kultur, Fakulta rybatstvi a ochrany vod, JihoCeskd Univerzita,
Ceské Budgjovice), které predstavovaly zastupce fibroblastoidnich bunék, snadno se

kultivuji.

2.2.2.1 Kultivace bunék HelLa, Caco-2 a L929

HeLa bunky byly pasazovany po 48 hodinach a kultivovany v obohaceném MEM
médiu v 5 % atmosféte CO, pii 37 °C.

Caco-2 bunky byly pasazovany 2x tydné a kultivovany v obohaceném MEM médiu
vV 5 % atmosfére CO, pii 37 °C.

L929 bunky byly pasazovany 3x tydné a kultivovany v obohacenem DMEM médiu
vV 5 % atmosféie CO; pii 37 °C.

Nasledné byly kultury v experimentech nasazeny do 24 jamkovych paneld (Greiner,
Némecko) na kryci sklicka (PAA, Rakousko).
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2.3 Opracovani Lactobacillus mucosae D proteolytickymi enzymy

Na adhezivité laktobacilli na povrch bunék se podili rizné povrchové komponenty.
Hlavni ulohu hraji povrchové proteiny laktobacilt, které piedstavuji nejvyznamnéjsi a
nejpocetnéjsi adhezni molekuly.

Po kultivaci nasledovalo opracovanipovrchu bun€k, resp. povrchovych proteini
laktobacilt, trypsinem, pronazou E a proteindzou K. Enzymy byly pouzity v koncentraci
1 mg/ml, pifi¢emz trypsin apronaiza E byly rozpustény ve sterilnim PBS
a proteindza K ve vodé¢. Takto ptipravené enzymy byly ptidany v mnozstvi 1 ml k bakterialni
kultuie L. mucosae D a kultivace probihala 1 h pii 37 °C.

Po opracovani povrchovych proteinli proteolytickymi enzymy byla kultura
laktobacili dvakrat propldchnuta sterilnim roztokem PBS a pfiddvana k Hela, Caco-2 a
L929 buiikdm v mnozstvi 1,5x 10® CFU/mI. Inkubace probihalal, 8 a 24 h pii 37 °C v5 %
atmosfére COo.

Fixace, barveni odvodnéni bylo provedeno zpusobem uvedenym v kapitole 2.5.2.

2.4 Koinkubace Caco-2 bunék s Lactobacillus mucosae D a

Staphylococcus aureus

Bakterialni kultury byly pridavany ke Caco-2 buiikim v mnozstvi 1,5 x 10° CFU/ml
a koinkubovany po dobu 2h pti 37°C v5 % atmosféfe CO,. V prvnim piipadé jsme
sledovali, jak testovany kmen laktobacila odolaval vytlacovani S. aureus(v dal$im textu
uvadime pod terminem test vytésnéni).Nejprve byly inkubovany s L. mucosae D po dobu
2 h, poté byly bunky dvakrat proplachnuty sterilnim roztokem PBS a na zavér byly buiky
inkubovany s S. aureus, taktéz 2 h. V druhém ptipadé jsme zjistovali jak je schopen
L. mucosae D vytlacovat z vazebnych mist S. aureus(v dal$im textu uvadéno pod terminem
test vylouceni).Eukaryotni buiiky byly inkubovany s S. aureus 2 h, dvakrat proplachnuty
sterilnim rozokem PBS a poté byly inkubovany dalsi 2 h sL. mucosae D. V poslednim
ptipad¢é jsme sledovali schopnost obou bakteridlnich kment soutézit 0 vazebna mista na
povrchu eukaryotnich bunék (tento test v dal$im textu uvadime jako test soutézeni). V tomto
poslednim pfipadé¢ byly oba bakteridlni kmeny ptiddvany k bunécné linii zaroven a

koinkubace trvala po dobu 2 h.
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2.5 Priprava preparatt pro optickou mikroskopii
2.5.1 Uvod

Mira adhezivity L. mucosae D a S. aureus na povrch Caco-2 bunék byla
kvantifikovana pomoci optické mikroskopie. Stejnym zptisobem byla vyhodnocovana také
mira adhezivity testovanych bakteridlnich kmeni piedem opracovanych trypsinem,
pronazou E a proteinazou K. Nabarveni vzorkd byla pouzita barviva May-Grinwald a
Giemsa-Romanowski, ktera jsou urena piedevsim k diagnostice in vitro.Barvivo May-
Griinwald barvi jadra a krevni bunky. Jedna se o saturovany roztok eosinu v methylenové
modii ptidané do metanolu. Barvivo Giemsa-Romanowski se pouziva k barveni periferni
krve a vytéri kostni difené. Z toho ditvodu se pouzivd ke studiu morfologie cervenych
Methylenova modf a azur B barvi jadra riznymi odstiny modré az fialové. Eosin Y barvi
cytoplazmu bunék oranzovou az rizovou barvou. Jedna se o neutralni barvivo, které v nasSem

ptipad¢ barvi hlavné jadra.

2.5.2 Fixace, barveni, odvodnovani

Buiiky byly dvakrat oplachnuty sterilnim roztokem PBS a fixovany pfidanim smeési
kyseliny octové a metanolu v poméru 1:3 na 10 min. Smés byla po této dob¢ odsata a sklicka
byla pted dal§im zpracovanim ponechdna k oschnuti v Sikmé poloze, aby nepftischla ke dnu
jamky.

Po Uplném oschnuti byly preparaty barveny pomoci barviva May-Griinwald a barviva
Giemsa-Romanowski. Nejprve byla sklicka zatopena ptefiltrovanym barvivem May-
Grinwald, ponechédna 5 min na minishakeru a nasledné oplachnuta destilovanou vodou.
Barvivo Giemsa-Romanowski bylo nafedéno destilovanou vodou v poméru 1:13 a
prefiltrovano pies vatu. Takto pfipravené a nafedéné barvivo bylo vneseno pipetou do jamek
na buiiky, panylek poloZzen na minishaker na 7 min a opét oplachnut destilovanou vodou.
Sklicka byla znovu suSena v Sikmé poloze.

Po ususeni byly vzorky odvodnovany v aceton-xylenové fadé: aceton, aceton:xylén
v pomérech 1:1, 1:2, 1:4 a nakonec xylén, pokazdé po dobu 5 min. Po vyjmuti z Xylenu byl

vzorek ihned nalepen pomoci kanadského balzamu na podlozni sklicko.
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2.6 Vyhodnocovani preparatt

Mira adhezivity laktobacili a stafylokoki na povrch Caco-2 bunék byla
vyhodnocovdna pomoci optické mikroskopie, stejné jako mira adhezivity laktobacild,
opracovanych trypsinem, prondzou E a proteindzou K, na povrch HelLa, Caco-2 a L929
bunék. Pro kvantifikaci bylo pocitano, kolik z 1000 Caco-2 (HeLa a L929) bun¢k mélo na
svém povrchu naadherovanoualesponi jednu bakteridlni bunku. Tyto vysledky byly poté

statisticky vyhodnoceny pomoci Studentova t-testu pro porovnani dvou nezavislych hodnot.

2.7 Mikrokinematografické zobrazeni vazby mezi prokaryotni a

eukaryotni burikou
Pro mikrokinematografické zobrazeni vazby mezi prokaryotni a eukaryotni buiikou
byly pouzity kmeny L. mucosae D a S. aureus a kultura Caco-2 bunék.
Do Petriho misky, na jejimz dné¢ byla kultura Caco-2 bungk, byly naneseny
bakterialni suspenze L. mucosae D a S. aureus v potu 5 x 10* CFU/mI v obohaceném MEM

médiu. Snimky byly potizovany po dobu 24 h kazdé dvé minuty v optickém mikroskopu.

2.8 Skenovaci elektronova mikroskopie
2.8.1 Uvod

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) byla studovana morfologie Caco-
2 bungk, bakterii a jejich vzajemnd interakce. Jednou z nejvétSich prednosti SEM je velka
hloubka zaostieni. Pti zvétSenich porovnatelnych s optickym mikroskopem (napt. 1000) ma
SEM hloubku zaostfeni 100x vétsi nez opticky mikroskop. Dal§imi vyhodami SEM je
vynikajici kontrast obrazu a relativné nenaro¢na ptiprava vzorkl pti zobrazovani povrch.

Pro podrobnégjsi zkouméani morfologie je vyuzivéna také skenovaci elektronova
mikroskopie s pulznim polem (,,Field Emission Scanning Electron Microscopy*, FESEM).
Na rozdil od klasického SEM se zde vyuziva tzv. studeny zdroj elektront. Jelikoz je proud
elektronti produkovany v emisnim poli piiblizn¢ 1000x mensi nez v Klasickém mikroskopu,
je vysledny obraz kvalitngjsi (Reichelt, 2007). Zachytavani sekundarnich elektronti pomoci
dvou detektorti shora a z boku se v obraze projevi vétSim rozliSenim, hloubkou ostrosti a

kontrasem (Operation Instruction Guide JSSM-7401F).
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2.8.2 Koinkubace Caco-2 bunék s L. mucosae D a S. aureus

Bakteridlni kultury L. mucosae D a S. aureus byly pfidavany ke Caco-2 bunkam
v mnozstvi 1,5 x 10® CFU/mI a inkubovény po dobu 2 a 4 h. Buiiky byly dvakrat oplachnuty
sterilnim roztokem PBS a fixovany 3 % glutaraldehydem ve fosfatovéem pufru nejprve
20 min, poté 60 min. Nasledné byly vzorky vypirany 0,2 mol/l fosfatovym pufrem (pH 7,2)
tiikrat po deseti minutach. Na zavér bylo provedeno odvonéni 3x po 10 min 50 % etanolem a
3x po 10 min 70 % etanolem. Po poslednim proplachu byly preparaty zality dostate¢nym
mnozstvim 70 % etanolu, panel byl utésnén parafilmem a vzorky byly déale zpracovany

v Laboratofi elektronové mikroskopie v Ceskych Bud&jovicich.
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3 Vysledky

3.1 Vliv Lactobacillus mucosae D na adherenci Staphylococcus

aureus na povrch eukaryotni bunky
Miru adhezivity kment L. mucosae Da S. aureus (prokaryotni organismy) ke Caco-2
bunkam (eukaryotni buiiky) jsme hodnotili pomoci optické mikroskopie (Obr. 1). Hodnotili
jsme, kolik eukaryotnich buné€k mélo na svém povrchu naadherovanou alesponl jednu buitku

L. mucosae D a kolik jich mé¢lo na svém povrchu alespon jednu bunku S. aureus.

Obr. 1: Buniky L. mucosae D a S. aureus naadherované na Caco-2 bufiky. (ZvétSeni mikroskopu
1000x)

Pro porovnani miry adherence dvou bakterialnich kmenti na povrch Caco-2 bun¢k
jsme zaznamenané hodnoty vyjadiili procentudlné (Obr. 2). Ve vSech ptipadech byl schopen
Iépe adherovatS. aureus. Nejvétsi schopnost L. mucosae D konkurovat S. aureus byl u testu
vytésnéni. V ptipad¢ S. aureus jsme nejvetsi miru adherence zaznamenali v testu soutézeni

(57,29 %). L. mucosae D mél nejvétsi schopnost adherovat v ptipad€ vytésnéni (18,60 %).
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Obr. 2: Procento Caco-2 bun¢k adherovanych s bakterialnim kmenem po testu soutézeni, vytésnénia

vylouceni, porovnani jednotlivych kment.

Pro porovnéni miry adherence jednotlivych bakterialnich kment na povrch Caco-2
bunck jsme provedli kultivaci Caco-2 bun¢k téz s ¢istou kulturou L. mucosae D a S. aureus
(Obr. 3). Hodnoceni probihalo po 2 a 4 h kultivace. Stejné jako pfi kokultivaci jsme vys$si
miru adherence zaznamenali u S. aureus. Oba kmeny mély vy$si miru adherence po delsi
dobé kokultivace (4 h), S. aureus (74,16 %), L. mucosae D (34,63 %).
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Obr. 3: Procento Caco-2 bun¢k adherovanych s bakteridlnim kmenem v &isté kultufe, porovnani

jednotlivych kment.

Pouzitim Studentova t-testu pro porovnani dvou nezavislych hodnot jsme urcovali,
zda jsou rozdily mezi vybranymi prokaryotnimi kmeny ve své schopnosti adherovat na
povrch Caco-2 bunék v jednotlivych modifikacich testu statisticky vyznamné nebo
nevyznamné.

V tabulce IX jsme porovnavali, zda se statisticky signifikantné liSila adhezivita
L. mucosae D ve tfech rliznych testech, a to soutézeni, vylouceni a vytésnéni. Zjistili jsme,
Ze mezi testem soutéZeni a vylouceni statisticky rozdil nebyl. To znamena, ze ptidani obou
kment naraz, nebo nejdiive L. mucosae D a nasledné S. aureus, nema signifikantni vliv na
adherenci laktobacila. Oproti tomu, v ptipad¢ testu vylouceni a vytésnéni, stejné jako u testu

vytésnéni a soutézeni, byla mira adherence statisticky vyznamné odlisna (Tab. I1X).

Tab. IX: Statistické porovnani (Studentiv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)miry

adherence L. mucosae D v testu soutéZeni, vylouceni a vytésnéni s S. aureus.

D D+Sa | D+Sa

SaD falakel SaD

DSa ns Fkx DSa

ns — nesignifikantni rozdil; *** — statisticky vysoce signifikantni rozdil (p < 0,001); D+Sa — test

soutézeni; DSa — test vytésnéni; SaD — test vylouceni.

V tabulce X jsme porovnavali adhezivitu S. aureus ve stejnych parametrech, jako
ve vyse popsaném piipadé L. mucosae D. V mife adherence S. aureus v testech soutéZeni a
vyloucenti, stejné jako v testu soutéZeni a vytésnéni byl statisticky vyznamny rozdil. Naopak
Vv ptipadé¢ testu vylouceni a vytésnéni statisticky rozdil nebyl, coz naznacuje, ze pitidani

L. mucosae D pied nebo po S. aureus nema vliv na miru jeho adherence (Tab. X).

Tab. X: Statistické porovnani (Studentiv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot) miry

adherence S. aureus Vv testu soutézeni, vylouceni a vytésnéni s L.mucosae D.

Sa D+Sa | D+Sa

SaD Fk% SaD

DSa Fkk ns DSa
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ns — nesignifikantni rozdil; *** — statisticky vysoce signifikantni rozdil (p < 0,001); D+Sa — test

soutézeni; DSa — test vytésnéni; SaD — test vylouceni.

Tabulky XI, XII a XIII popisuji, jak se lisila adherence obou testovanych kmenti
na povrch Caco-2 bungk ve tiech riznych testech, konkrétné testu soutéZeni, testu vytésnéni
a testu vylouceni. Ve vSech tfech pfipadech se mira adherence bakteridlnich kment

statisticky signifikantné liSila (Tab. XI; Tab. XII; Tab. XIII).

Tab. Xl: Statistické porovnani (Studentv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)

rozdild adherence bakterialnich kment v testu soutéZeni.

D+Sa Sa Sa

D *kk D

*** _ statisticky vysoce signifikantni rozdil (p < 0,001).

Tab. XII: Statistické porovnani (Studentiv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)

rozdilt adherence bakteridlnich kment v testu vylouceni.

SaD Sa Sa

D **k*k D

*** _ statisticky vysoce signifikantni rozdil (p < 0,001).

Tab. XI11I: Statistické porovnani (Studenttv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)

rozdilt adherence bakteridlnich kment v testu vytésnéni.

DSa Sa Sa

D **k*k D

*** _ statisticky vysoce signifikantni (daj (p < 0,001).

3.2 Uloha povrchovych proteind laktobacili v adherenci na

povrch eukaryotnich bunék
3.2.1 Uvod

Na adhezivté laktobacilli na povrch bun€k se podili rizné povrchové komponenty,
ale nejvyznamngj$i tulohu hraji povrchové proteiny. Povrchovych proteinti bylo
identifikovano nékolik druhli, napt. proteiny povrchové vrsty (tzv. ,,S-layer”), skupina

proteini s motivem LPXTG v primarni sekvenci, nezakotvené housekeeping proteiny,
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transportni proteiny a také proteiny, které nepatii do zadné ze zminovanych proteinovych
skupin (Antikainen a kol., 2009).

Miru adhezivity L. mucosae D opracovaneho pronazou E, proteindzou Ka
trypsinem(prokaryoticky organismus) k HeLa, Caco-2 a L929 buiikam (eukaryotni buiky)
jsme hodnotili po 1, 8 a 24 h koinkubace pomoci optické mikroskopie a
vyhodnocovalistatisticky. Pro porovnani jsme koinkubaci provedli téZ s neopracovanymi
bakteridlnimi buiikami.
piipadech. Domnivame se, ze tato doba byla nedostate¢nd na obnovu povrchovych
proteinovych struktur zodpovédnych za adherenci. Po osmi hodinach bakterialni bunky
obnovily své povrchové proteiny natolik, Ze se mira adherence signifikantné
zvysila.Proteolyticky neopracované bunky laktobacili zvySovaly mnozstvi svych
povrchovych proteint v ¢ase postupné, na rozdil od laktobacili opracovanych

nespecifickymi enzymy.

3.2.2 Mira adhezivity L. mucosae D na povrch HeLa bunék

Pro porovnani miry adherence L. mucosae D opracovaného nespecifickymi
proteolytickymi enzymy na povrch HeLa bunék jsme zaznamenané hodnoty vyjadiili
procentudlné (Obr. 4). Nejvyssi miru adherence jsme zaznamenali v pfipadé L. mucosae D
opracovaného proteindzou Kpo 24 h (100,00 %). Nejmensi schopnost adherovat mél
L. mucosae D opracovany pronazou E po 1 h (4,38 %). Nejvyssi miru adherence mél
neopracovany L. mucosae D po 24 h (92,94 %). L. mucosae D opracovany
proteindzou K mél nejlepsi schopnost adherovat po 24 h (100,00 %). L. mucosae D
opracovany prondazou E mé¢l nejvyssi miru adherence po 24 h (97,30 %). L. mucosae D

opracovany trypsinem nejlépe adheroval po 8 h (94,38 %).
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Obr. 4: Procento HeLa bunék adherovanych s bakterialnim kmenem, porovnani v jednotlivych
¢asech. D — L. mucosae D, kontrola; DK — L. mucosae D opracovany proteindzou K; DE —

L. mucosae D opracovany pronazou E; DT — L. mucosae D opracovany trypsinem.

Pouzitim Studentova t-testu pro porovnani dvou nezavislych hodnot jsme urcovali,
zda jsou rozdily mezi L. mucosae D opracovanym rtiznymi proteolytickymi enzymy ve své
schopnosti adherovat na povrch HelLa-2 bungk statisticky vyznamné nebo nevyznamné.

Porovnavali jsme, zda se statisticky signifikantn€ liSila adhezivita L. mucosae D
opracovaného riznymi proteolytickymi enzymy v prvni hoding. Zjistili jsme, Ze mezi mirou
adherence  neopracovaného L.mucosae D a L.mucosae D  opracovaného
proteindzou K nebyl statisticky vyznamny rozdil. Ve v8ech ostatnich pfipadech byla mira

adherence statisticky vyznamné odlisna (Tab. XIV).

Tab. XIV: Statistické porovnani (Studentiv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)

miry adherence L. mucosae D na povrch HeLa bunék po 1 h inkubace.

ih | D D
DE | = DE
DK | ns o DK
DT |[*= |[== [== |DT
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ns — nesignifikantni rozdil; *** — statisticky vysoce signifikantni (daj (p < 0,001); D — L. mucosae D,
kontrola; DK — L. mucosae D opracovany proteindzou K; DE — L. mucosae D opracovany prondzou
E; DT — L. mucosae D opracovany trypsinem

Totéz jsme porovnavali v osmé hodin¢ inkubace. Zjistili jsme, Ze ve vSech piipadech

byla mira adherence statisticky vyznamné odlisna (Tab. XV).

Tab. XV: Statistické porovnani (Studentiv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)
miry adherence L. mucosae D na povrch HeLa bunék po 8 h inkubace.

8h D D
DE Hx DE
D K **kk *k*k D K

DT **kk *k*k *kk DT

*** _ statisticky vysoce signifikantni udaj (p < 0,001); D — L. mucosae D, kontrola; DK —
L. mucosae D opracovany proteinazou K; DE — L. mucosae D opracovany prondzou E; DT —

L. mucosae D opracovany trypsinem

Stejné porovnani jsme provadéli 1 ve 24 h inkubace. V piipadé¢ miry adherence
L. mucosae D neopracovaného a L. mucosae D opracovaného trypsinem nebyl statisticky
vyznamny rozdil. Ve vSech ostatnich ptipadech byla mira adherence statisticky signifikatné
rozdilna (Tab. XVI).

Tab. XVI: Statistické porovnani (Studentiv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)
miry adherence L. mucosae D na povrch HeLa bunék po 24 h inkubace.

24 h D D

DE ikl DE

D K *k%k *k%k D K

DT | ns | = | == [ DT

ns — nesignifikantni rozdil; *** — statisticky vysoce signifikantni tdaj (p < 0,001); D — L. mucosae D,
kontrola; DK — L. mucosae D opracovany proteindzou K; DE — L. mucosae D opracovany prondzou

E; DT — L. mucosae D opracovany trypsinem
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3.2.3 Mira adhezivity L. mucosae D na povrch Caco-2 bunék

Pro porovnani miry adherence L. mucosae D opracovaného proteolytickymi enzymy
na povrch Caco-2 bunék jsme zaznamenané hodnoty vyjadfili procentualné¢ (Obr. 5).
Nejvyssi miru adherence jsme zaznamenali v piipadé L. mucosae D opracovaného
trypsinem po 24 h (61,01 %). Nejmensi schopnost adherovat mél L. mucosae D opracovany
proteindzou K po 1 h (0,28 %). Nejvyssi miru adherence mél neopracovany L. mucosae D
po24 h (22,04 %). L. mucosae D opracovany proteindzou K mél nejlepsi schopnost
adherovat po 24 h (54,90 %). L. mucosae D opracovany pronazou E mél nejvy$si miru
adherence po 8 h (25,19 %). L. mucosae D opracovany trypsinem nejlépe adheroval po 24 h
(61,01 %).
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Obr. 5: Procento Caco-2 bunék adherovanych s bakterialnim kmenem, porovnani v jednotlivych
¢asech. D — L. mucosae D, kontrola; DK — L. mucosae D opracovany proteindzou K; DE —

L. mucosae D opracovany prondzou E; DT — L. mucosae D opracovany trypsinem.

Pouzitim Studentova t-testu pro porovnani dvou nezavislych hodnot jsme urcovali,
zda jsou rozdily mezi L. mucosae D opracovanym rtiznymi proteolytickymi enzymy ve své
schopnosti adherovat na povrch Caco-2 bunék statisticky vyznamné nebo nevyznamné.

Porovnavali jsme, zda se statisticky signifikantnég liSila mira adhezivity L. mucosae D
opracovaného tfemi proteolytickymi enzymy v prvni hodiné. Zjistili jsme, ze mezi mirou

adherence neopracovaného L. mucosae D a L. mucosae D opracovanéhotrypsinem nebyl
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statisticky vyznamny rozdil. Ve vSech ostatnich pfipadech byla mira adherence statisticky

vyznamn¢ odlisna (Tab. XVII).

Tab. XVII: Statistické porovnani (Studenttiv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)

miry adherence L. mucosae D na povrch Caco-2 bun€k opracovaného riznymi proteolytickymi

enzymy po 1 h inkubace.

1h D D
DE | * DE
DK | *= | == | DK
DT ns | ek DT

ns — nesignifikantni rozdil; *** — statisticky vysoce signifikantni Gdaj (p < 0,001); D — L. mucosae D,
kontrola; DK — L. mucosae D opracovany proteinazou K; DE — L. mucosae D opracovany pronazou

E; DT — L. mucosae D opracovany trypsinem

Totéz jsme porovnavali po 8 h inkubace. Statisticky signifikantni rozdil byl ve vech
ptipadech, svyjimkou L. mucosae D opracovaneho prondzou E a L. mucosae D
opracovan¢ho trypsinem, kde mira adherence nebyla statisticky vyznamné odlisna (Tab.

XVIII).

Tab. XVIII: Statistické porovnani (Studenttv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)
miry adherence L. mucosae D na povrch Caco-2 bunék opracovaného riznymi proteolytickymi

enzymy po 8 h inkubace.

8h D D
DE | ** DE
DK | *= | == | DK
DT | *= ns e DT

ns — nesignifikantni rozdil; *** — statisticky vysoce signifikantni (daj (p < 0,001); D — L. mucosae D,
kontrola; DK — L. mucosae D opracovany proteindzou K; DE — L. mucosae D opracovany pronézou

E; DT — L. mucosae D opracovany trypsinem

Stejné porovnani bylo provedeno i po 24 h inkubace. Statisticky vyznamny rozdil

v mife adherence byl ve vSech piipadech (Tab. XIX).
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Tab. XIX: Statistické porovnani (Studentuv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)

miry adherence L. mucosae D na povrch Caco-2 bunék opracovaného riznymi proteolytickymi
enzymy po 24 h inkubace.

24n | D D
DE ok DE
DK | x| xx DK
DT | *= [ == o DT

** _ statisticky signifikantni udaj (p < 0,01); *** — statisticky vysoce signifikantni udaj (p < 0,001);
D — L. mucosae D, kontrola; DK — L. mucosae D opracovany proteindzou K; DE — L. mucosae D

opracovany prondzou E; DT — L. mucosae D opracovany trypsinem

3.2.4 Mira adhezivity L. mucosae D na povrch L929 bunék

Pro porovnani miry adherence L. mucosae D opracovaného enzymy na povrch L929
bunék jsme zaznamenané hodnoty vyjadrili procentualng (Obr. 6). Nejvyssi miru adherence
vykazoval L. mucosae D po opracovani trypsinem po 24 h (84,03 %). Naopak nejmensi miru
adherence vykazoval L. mucosae D po opracovani proteinazou K po 1 h (31,94 %). Samotny
L. mucosae D nejlépe adheroval po 24 h (74,87 %). L. mucosae D opracovany proteindzou
K mél nejvyssi miru adherence po 24 h (73,80 %). Nejvyssi miru adherence po opracovani
pronazou E mél L. mucosae D po 8 h (64,74 %). Po opracovani trypsinem mél L. mucosae D

nejvyssi miru adherence po 24 h (84,03 %).
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Obr. 6: Procento L929 bun€k adherovanych s bakterialnim kmenem, porovnani v jednotlivych
¢asech. D — L. mucosae D, kontrola; DK — L. mucosae D opracovany proteindzou K; DE —
L. mucosae D opracovany prondzou E; DT — L. mucosae D opracovany trypsinem.

Pouzitim Studentova t-testu pro porovnani dvou nezavislych hodnot jsme urcovali,
zda jsou rozdily mezi L. mucosae D opracovanym ruznymi proteolytickymi enzymy ve své
schopnosti adherovat na povrch L929 bunék statisticky vyznamné nebo nevyznamné.

Porovnavali jsme, zda se statisticky signifikantné liSila mira adhezivity L. mucosae D
opracovaného tfemi proteolytickymi enzymy po prvni hodiné. Zjistili jsme, Ze ve vSech

ptfipadech byla mira adherence navzajem statisticky vyznamné odli§nd (Tab. XX).

Tab. XX: Statistické porovnani (Studenttv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)
miry adherence L. mucosae D na povrch bunék L929 opracovanych riznymi proteolytickymi
enzymy po 1 h inkubace.

1h D D

DE * DE

D K **k*k **k*k D K

DT *k%k *k*k ***k DT

* — statisticky signifikantni udaj (p < 0,01); *** — statisticky vysoce signifikantni udaj (p < 0,001); D
— L. mucosae D, kontrola; DK — L. mucosae D opracovany proteinazou K; DE — L. mucosae D

opracovany prondzou E; DT — L. mucosae D opracovany trypsinem

Statisticky vyznamny ¢i nevyznamny rozdil jsme porovnavali i po 8 h koinkubace.
Zjistili jsme, Ze mezi mirou adhezivity neopracovanych bunék L. mucosae D a L. mucosae D
opracovanych trypsinem nebyl statisticky signifikantni rozdil. Ve vSech ostatnich ptipadech

se mira adherence statisticky vyznamné liSila (Tab. XXI).

Tab. XXI: Statistické porovnani (Studentiv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)
miry adherence L. mucosae D na povrch bunék L929 opracovanych riznymi proteolytickymi

enzymy po 8 h inkubace.

8h D D

DE * DE

D K **k* **k* D K

DT | ns | == [ == | DT
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ns — nesignifikantni rozdil; * — statisticky signifikantni Gdaj (p < 0,05); *** — statisticky vysoce
signifikantni Gdaj (p < 0,001); D — L. mucosae D, kontrola; DK — L. mucosae D opracovany
proteindzou K; DE — L. mucosae D opracovany prondzou E; DT — L. mucosae D opracovany
trypsinem

Vysledky ziskané po 24 h koinkubaci laktobacili a eukaryotnich bunék jsme opét
zpracovali pomoci Studentova t-testu pro porovnani dvou nezavislych hodnot. Mira
adherence neopracovanych L. mucosae D a L. mucosae D opracovanych proteindzou K se
statisticky vyznamné neliSila. Ve vSech ostatnich ptfipadech byl rozdil statisticky

signifikantni (Tab. XXII).

Tab. XXII: Statistické porovnani (Studentiv t-test pro porovnani rozdilu dvou nezavislych hodnot)
miry adherence L. mucosae D na povrch bunék L929 opracovanych rtznymi proteolytickymi
enzymy po 24 h inkubace.

24h | D D
DE ok DE
DK ns Hoxx DK
DT | *= | == [ == [ DT

ns — nesignifikantni rozdil; *** — statisticky vysoce signifikantni tdaj (p < 0,001); D — L. mucosae D,
kontrola; DK — L. mucosae D opracovany proteinazou K; DE — L. mucosae D opracovany pronazou

E; DT — L. mucosae D opracovany trypsinem

3.2.5 Mira adhezivity L. mucosae D na povrch HelLa, Caco-2 a L929 bunék —
porovnani jednotlivych tkanovych kultur
Na grafu (Obr. 7) mizeme vidét porovnani jednotlivych tkanovych kultur u kontroly,
tzn. L. mucosae D bez opracovani proteolytickymi enzymy. Ve vSech tfech typech
tkanovych kultur se mira adhezivity L. mucosae D vyvijela postupné — po prvni hodiné
po 24 h inkubace byla tato schopnost nejvyssi. Nejlépe L. mucosae D adheroval na HelLa
buiiky, a to ve vSech hodindch (24 h inkubace 92,94 %). Naopak nejnizsi miru adherence

jsme zaznamenali Caco-2 bunkach (1 h inkubace 5,37 %).
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Obr. 7: Procento Caco-2, 1.929 a HeLa bunék adherovanych s L. mucosae D, porovnani jednotlivych

bunécnych linii.

Na dal$im grafu je zaznamendno porovnani miry adherence L. mucosae D
opracovaného pronazou E. Stejné jako v pfipadé kontroly, nejlépe L. mucosae D adheroval
na HeLa bunky, a to po 24 h inkubace (97,3 %). Nejmensi schopnost adherovat vykazoval
L. mucosae D po 1 h inkubace, taktéZ u HeLa bunék (4,38 %). Oproti kontrole se mira
adhezivity nezvySovala postupné v ¢ase. V piipad€ Caco-2 i L929 bunék byla nejvyssi mira
adherence zaznamenana po 8 h inkubace. Pouze u HeLa bun¢k byla prokazana postupné se

zvysujici mira adherence v case (Obr. 8).
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Obr. 8: Procento Caco-2, L929 a HeLa bun¢k adherovanych sL. mucosae D opracovanym

pronazou E, porovnani jednotlivych bunéénych linii.

Porovnani jednotlivych tkanovych kultur, v pfipadé¢ L. mucosae D opracovaneho
trypsinem, zaznamendva nasledujici graf (Obr. 9). Stejné jako v pfedchozich dvou
ptipadech, i tady L. mucosae D nejlépe adheroval na HeLa buiky, ale tentokrat po 8 h
inkubace (94,38 %). Podobné jako u kontroly, nejhife L. mucosae D adheroval na Caco-2
bunky (inkubace 1 h, 4,55 %). L. mucosae D vykazoval postupny narust schopnosti
adherence u Caco-2 bun¢k a L929 bunék.
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Obr. 9: Procento Caco-2, 1929 a HeLa bunék adherovanych sL. mucosae D opracovanym

trypsinem, porovnani jednotlivych bunéénych linii.
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V poslednim grafu je opét zndzornéné porovnani jednotlivych tkanovych kultur,
tentokrat s L. mucosae D opracovanym proteinazou K. Stejné jako ve vSech tiech
predchozich ptipadech mél L. mucosae D nejvyssi miru adherence u HeLa bun¢k po 24 h
to po 1 h inkubace (0,28 %). V tomto piipadé je zajimavé, ze uz po 8h inkubace byla
schopnost L. mucosae D adherovat na HeLa buriky témét 100 % (98,9 %). Mira adherence

se, stejn¢ jako v ptipadé¢ kontroly, vyvijela postupné v ¢ase (Obr. 10).
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Obr. 10: Procento Caco-2, 1929 a HeLa buné¢k adherovanych s L. mucosae D opracovanym

proteinazou K, porovnani jednotlivych bunécnych linii.

3.3 Mikrokinematografické zobrazeni vazby mezi prokaryotni

a eukaryotni bunkou

Na ilustraci vzniku, trvani a zaniku vazby mezi prokaryotni a eukaryotni buiikou
jsme pouzili mikrokinematografické zobrazeni této vazby. K tomuto ucelu byly pouzity
bakterialni kmeny L. mucosae D a S. aureus, jako zéstupce eukaryot Caco-2 buiiky.

Jako ptiklad uvadime tfi zdznamy rtznych sbémych c¢asii. Vznik vazby mezi
bakterialnimi bunikami L. mucosae D a povrchem Caco-2 bunky se zacal vyvijet pfiblizné
po 2 h 45 min koinkubace (Obr. 11). Vazba mezi bakterialni bunkou L. mucosae D a Caco-2
bunkou byla zachycena o1 3 h 30 min (Obr. 12) a po 6 h (Obr. 13) koinkubace.
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Obr 11: Vznik vazby mezi L. mucosae D a Caco-2 buiikou po 2 h 45 min koinkubacie. (ZvétSeni
mikroskopu 400x).

Obr. 12: Vazba bakterialnich bunék L. mucosae D na Caco-2 bunku po 3 h 30 min h koinkubace.
(Zvétseni mikroskopu 400X).
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Obr. 13: Vazba bakterialnich bunék L. mucosae D na Caco-2 buniku po 6 h koinkubace. (Zvétseni
mikroskopu 400x).

3.4 Studium vztahu eukaryotnich a prokaryotnich bunék a jejich

vzajemneé vazby a morfologie

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie s pulznim polem (FESEM) jsme
studovali morfologii Caco-2 bungk, bakterialnich bun€k a jejich vzajemnou interakci.
Pouzity byly oba testované bakterialni kmeny (L. mucosae D a S. aureus), které byly
inkubovany spolu s Caco-2 buiikami po dobu 2 h (Obr. 14).

Caco-2 buiky, které byly kultivované v MEM médiu samostané bez laktobacilil ¢i
stafylokokti (Obr. 15a), byly morfologicky rozdilné od Caco-2 bunék kokultivovanych
s bakteriemi(Obr.  15b). Caco-2 bunky kultivované samostatné mély méné
cytoplazmatickych vybézka, oproti Caco-2 buitkkam kokultivovanym s L. mucosae D a
S. aureus. Tyto vybeézky vytvéiely obrovskou sit, jejiz pomoci buiiky komunikuji (Obr. 16)
a tato sit’ castecné pokryvala povrchy bunék.

Bakterialni kmeny mohou adherovat na rizné ¢asti povrchu Caco-2 buiiky, napf.

na cytoplazmatické vybézky (Obr. 17).
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Obr. 14: Caco-2 buiiky kokultivované s L. mucosae D a S. aureus.
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Obr. 15: a — Caco-2 bunky; b — Caco-2 buiiky kokultivované s L. mucosae D a S. aureus.
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Obr.17: Pichyceni L. mucosae D na cytoplazmatické vybézky Caco-2 buriky.
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4 Diskuze

K na$im experimentiim jsme jako testovaci mikroorganismus vybrali L. mucosae D,
protoze zastupci rodu Lactobacillus kromé toho, zepatii k nejpocetnéjsi skupiné bakterii
mlécného kvaseni, byvaji Casto vyuzivany v probiotickych preparatech. Taktéz ptedchazejici
testy naznacuji mozné pouziti tohoto kmene v probiotikach pro lidi nebo zvifata.Jedna se o
nesporulujici, G+ tycky, které se nachazeji nejen v Gstni dutiné a GIT, ale i v zenském
urogenitalnim traktu jako soucast fyziologické mikroflory.

Cilem predkladané prace bylo testovani bakterialniho kmene L. mucosae D v jeho
schopnosti adherovat na vybrané Zivocisné bunééné linie za riznych podminek. V prvni fadé
jsme testovali jeho schopnost konkurovat v adherenci indikaénimu kmenu Staphylococcus
aureus CCM 4516 ve ttech riznych obménach experimentu. Za timto Gcelem jsme vybrali
bunécnou linii Caco-2. Déle jsme sledovali, jaky vliv mélo odstranéni povrchovych proteinti
laktobacila nespecifickymi protedzami na samotnou adherenci. V tomto piipadé jsme pouzili
buné&¢né linie Caco-2, HelLa a L929. Pomoci mikrokinematografického zobrazeni vazby
bakterii na povrch eukaryotnich bunck jsme sledovali vznik, trvani a zanik této vazby.
Pouzitim FESEM jsme pozorovali morfologii samotné vazby prokaryotni a eukaryotni
buriky a jejich interkaci.

Jak je uvadéno v literatufe, probiotické vlastnosti mikroorganismil jsou kmenové
specifické. U mikroorganisma, které maji byt pouzivané jako probiotika, musi byt podle
FAO/WHO provedena genova typizace a krom¢ jiného musi byt testovany na schopnost
adherovat na povrchy bunéénych linii (2001). Podle Ouwehanda jsou probiotika urcena
nékolika riiznymi faktory a proto je musi potencidlné probioticky kmen spliovat, napt. musi
byt lidského pivodu, musi byt bezpecny, musi ptezit kyselé prostiedi zaludkua musi
vykazovat pozitivni G¢inky na zdravi (2002). V nasi praci byl pouzit kmen L. mucosae D
coby zéstupce prokaryotnich bun€k a zaroven zastupce potencidlné probiotické bakterie.
Testovani tohoto kmene jiz v né€kolika uplynulych letech probiha na Katedie bunikové a
molekularni biologie 1é¢iv na Faramceutické fakulte UK v Bratislaveé. Ve vice ohledech se
tenhle kmen jevi jako potencialni probiotikum, coz byl jeden z dtvodu, pro¢ jsme ho
zahrnulido naSich experimentu.

Hlavnim  parametrem  ovliviiujicim  interakci  laktobacild s hostitelskym
makroorganismem je adhezivita. Umoziuje totiz docasnou kolonizaci stfeva nebo tfeba
konkuren¢ni vytésnéni patogenti (Bezkorovainy, 2001). V nasem experimentu jsme pouzili

pro odstranéni povrchovych proteinii laktobacila tfi nespecifické proteolytické enzymy
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(pronaza E, proteindza K a trypsin), abychom zjistili, zda dojde k vyznamnémuovlivnéni
miru adherence, jsou povrchové proteiny mikroorganismti, napi. proteiny povrchové vrstvy
(tzv. ,,S-layer*), nezakotvené housekeeping proteiny, transportni proteiny, atd. Adhezivita je
samoziejm¢ ovliviiovana velkou spoustou dalSich faktorti, mezi které patii ristové médium
(Ouwehand a kol., 2001), ptitomnost jinych probiotickych kment (Larsen a kol., 2007),
enzymy traviciho systemu (Ouwehand a kol., 2001), nizké pH (Riedel a kol., 2006) nebo
pritomnost zluc¢i (Gueimonde a kol., 2005).

Ukolem mé diplomové prace bylo zjistit, jakym zptisobem se ovliviuji L. mucosae D
a S. aureus Vtestech vytésiiovani, vylucovani a soutézeni. Cilem bylo zjistit, zda je
potencidlné probiotickd bakterie L. mucosae D schopna vytésiiovat indikaéni kmen S.
aureusz vazby na stfevni bunky.

Adhezivita je samoziejmé dulezita i pro patogenni bakterie. Pro ty je ovSem
adhezivita zaroven kritickym bodem, jelikoz umoziiuje uvolnéni enzymi a toxint, které
vyvolavaji nekroticky proces ptimo v cilové buiice, ¢imz usnadnuji invazi (Jankowska a kol.,
2008). Nekteré studie naznacuji, ze prave bakterie mlééného kvaseni mohou potencidlni
infekci zabranit, a to konkurenénim vyloucenim; to znamend, Ze zabrani vazbé patogent a
tim i kolonizaci stieva (Zarate &Nader—Macias, 2006) — viz diskuze nize. Laktobacily
pisobi na patogeny produkci antimikrobialnich sloucenin, jako jsou organické kyseliny,
zejména pak kyselina mlé¢né peroxid vodiku, bakteriociny, nebo jiné specifické latky, napf.
reuterin a reutericyklin (Mc—Groarty& Reid, 1988). Tyto in vitro studie by mély prokazat
ocekavané chovani probiotik a mély by byt vhodnym krokem pted pfistoupenim ke studiim
in vivo, které jsou obecné obtizné. Nam se v naSem experimentu tuto teorii nepodafilo
potvrdit. Ve vSech tfech testech (tzn. test vytésnéni, test vylouceni a test soutézeni) jsme
vyssi miru adherence pozrovali uS. aureus, bez ohledu na to, zda byl ptidan jako prvni, jako
druhy nebo soucasné sL.mucosae D. Pro porovnani miry adherence jednotlivych
bakterialnich kment na povrch Caco-2 bunék jsme provedli kultivaci Caco-2 bunck téz
s Cistou kulturou L. mucosae D a s ¢istou kulturouS. aureus. Hodnoceni probihalo po 2 a4 h
kultivace. Oba kmeny mély vyss$i miru adherence po delsi dobé kokultivace (4 h), S. aureus
(74,16 %), L. mucosae D (34,63 %). S. aureus adheroval 1épe nez L. mucosae D ve vSech
modifikacich experimentu, a to vzdy minimalné o 20%.

K in vitro studiim se bézn€ vyuzivaji rizné stfevni bunécné linie. V nasi praci byla
pouzita stfevni bunécna linie Caco-2 (Coconnier a kol., 2000), coz jsou epitelové bunky

kolorektalniho karcinomu. Caco-2 buriky se ke zjisStovani adherence mikroorganismi na
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povrch eukaryotickyh bunék vyuzivaji nejcastéji (Lee a kol., 2003).Vyuzili jsme také Hela
buiiky, nebot’ stejn¢ jako Caco-2 buiiky jsou vyuzivany pro hodnoceni miry adhezivity
bakterii mlécného kvaseni (Atassi a kol., 2006) a zaroven jsou nejstudovanéj$im modelem
lidskych bunék. V neposledni fad€ jsme chtéli ovéfit, zda 1 plivod (jiny zivocisny druh)
bun¢k ma vliv na miru adherence mikroorganismi na povrch eukaryotickych bun¢k. Ze
stejného duvodu byly v experimentu pouzity také 1L.929 buiky.

Abychom zjistili, jak vyznamné se na adherenci L. mucosae D podileji proteiny,
opracovali jsme laktobacily tfemi proteolytickymi enzymy (pronadza E, proteindza K,
trypsin). Mira adhezivity L. mucosae D opracovaneho prondzou E, proteinazou K a
trypsinem(prokaryotni organismus) k HeLa, Caco-2 a 1.929 butikam (eukaryotni butiky) byla
hodnocena po 1, 8 a 24 h koinkubace pomoci optické mikroskopie a byla vyhodnocovana
statisticky. Pro porovnani jsme koinkubaci provedli téz s neopracovanymi bakterialnimi
buikami.

V téméf vSech piipadech se prokazalo, Ze 1 h je pfili§ kratkd doba na obnoveni
povrchovych struktur, 1 kdyz v ptipad€ laktobacili opracovanych prondzou E jsme
zaznamenali signifikantné vyS$§i miru adherence oproti neopracovanym bunkdm. To
naznacuje, ze laktobacily byly schopné obnovit své povrchové proteinové struktury
zodpovédné za vazbu za dobu kratsi nezZ je jedna hodina. Tento trend jsme pozorovali jak u
Caco-2 bunék, tak u bunck linie 1.929. Pfi testovani na buné¢né linii HeLa jsme podobny
vysledek zaznamenali u laktobacilii opracovanych enzymem proteinaza K. Vysledky po 8 h
a 24 h byly téméf srovnatelné, ale v pfevazné véEtSin€ jsme nejvysSi miru adherence
pozorovali po 24 h koinkubace.
jsme ziskali u linie Caco-2, coz jsou bunky pivodem izolované ze stieva, které je
vyznamnym mistem pusobeni probiotickych organismi. Co se daletykd bunéénych linii,
nejvyssi miru adherence jsme pozorovali u linie Hela, kterd se ndm osvédc¢ila i v
ptedchozich experiemtnech (Florova, 2010). Do budoucna by bylo vhodné
propodobnéexperiemnty pouzit nikoli buiiky rakovinného pavodu, ale burikyze zdravé
stfevni lidské sliznice. Buiiky stfevni sliznice maji oproti ostatnim buitkam jednu nevyhodu,

Vice markeril a typické charakteristiky fyziologickych bunck klka tenkého stieva
vykazuji Caco-2 buniky. Caco-2 jsou buiniky heteronuklearné epiteloidni, izolované
z adenokarcinomu stfeva (Fogh a kol., 1977; Pinto a kol., 1983). Jinym vhodnym modelem

ke studiu bakteridlni adherence jsou HelLa buniky, izolované z karcinomu délozniho ¢ipku
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(Maggi akol.,, 2000; Attasi akol., 2006). Zdruhé strany, poznatky ziskané v in
vitroexperimentch ne vzdy koreluji s vysledky in vivo experimenti (Lahtinen a Ouwehand,
2009).

V budoucnosti by jisté bylo vhodné zaméfit se na specifické odstranéni struktur prave
zodpovédnych za adherenci, jelikoz jsme v nasi praci dokazali, Ze K ovlivnéni adhezivity
opravdu dochazi. K opracovani povrchovych proteinti se vyuziva také LiCl (Wang a kol.,
2007).

Pro znazornéni vzniku, trvani a zaniku vazby mezi prokaryotni a eukaryotni bunkou
jsme pouzili mikrokinematografické zobrazeni této vazby. K tomuto ucelu byly pouzity
bakterialni kmeny L. mucosae D a S. aureus, jako zastupce eukaryot Caco-2 buriky. Béhem
koinkubace, trvajici 24 h, se nam podatilo zaznamenat vznik a trvani vazby mezi L. mucosae
D a Caco-2 buiikou. V naSem experimentu se vazba zacala vyvijet n€kdy béhem tfeti hodiny
koinkubace. Tento vysledek byl pro nas dulezity, jelikoz se timto experimentem potvrdilo,
ze vznik vazby je Casove zavisly.

Morfologii Caco-2 bungk, bakteridlnich kment a jejich vzajemnou interakci jsme
sledovali pomoci skenovaci elektronové mikroskopie s pulznim polem (FESEM). Pouzity
byly obé testované bakteridlni kultury (L. mucosae D a S. aureus), které byly inkubovany
spolu s Caco-2 buiikami po dobu 2 h. Caco-2 buiiky, které byly kultivované v MEM médiu
samostané bez laktobacilii ¢i stafylokoki, byly morfologicky rozdilné od Caco-2 bun¢k
kokultivovanych s vybranymi bakteridlnimi kmeny. Caco-2 buiiky kultivované samostatné
témet nemely cytoplazmatické vybezky, jejich okraje byly ostfejSi, méné ,,rozttepené a
jejich povrch byl vice zvrasnén. Naproti tomu Caco-2 buiiky kokultivované s L. mucosae D a
S. aureus vytvarely obrovskou sit), tvofenou dlouhymi, tenkymi cytoplazmatickymi vybézky.
Pomoci téchto vybeézkli mezi sebou builkky komunikuji, takZe slouzi jako mezibunécné
komunikaéni kanaly. Tato sit’ také Caste¢né pokryva povrch Caco-2 bungk, ktery je hladsi,
nez tomu bylo u Caco-2 bunék kultivovanych samostatné (viz. diskuze nize). Ve studii
Klayraunga a Okonogie (2009) bylo pomoci SEM zjistovano, zda mé antibakterialni aktivita
kmene L. fermentum vliv na zménu morfologie bunék nekolika patogennich bakterialnich
kmentd (Listeria monocytogenes, Salmonella enterica ser. typhi, Shigella sonnei a
Staphylococcus aureus), se kterymi byly kokultivované. Antibakterialni aktivita laktobacild
zpusobila poskozeni bunéné membrany patogennich bakterii, coz mélo za nasledek
smr§tovani ¢i popraskani bunék daného patogena. V nasem pifipadé jsme sledovali
morfologickou zménu eukaryotickych Caco-2 bunék, kterd se projevila vét§Sim mnozstvim

cytoplazmatickych vybézkl. Toto pozorovani se shoduje s naSimi ptredchozimi vysledky

48



(Florova, 2010). Testovani se provadélo na Hela buiikach a byl pouzit kmen L. plantarum
CCDM 92. Vysledkem byla, stejn¢ jako v této praci, nadmérna produkce cytoplazmatickych
vybézkl, které propojuji jednotlivé bunky. Proto miizeme predpokladat, ze praveé piitomnost
bakterii zplUsobuje vznik vyS§iho mnozstvi mezibunéénych komunikacnich kanalt. Téz
pfedpokladame, ze pritomnost bakterii, zejména laktobacila, ktery produkuje organické
kyseliny fermentaci sacharidi, je formou stresu pro zminéné eukaryotni bunky. Pravé ony
jsou citlivé na pH kultiva¢niho prostedi, které laktobacily okyseluji. NaSe ptredpoklady
vychédzi z hypotézy, ze zménu morfologie HelLa i Caco-2 bun¢k zpusobuje snizeni pH
riznymi kyselinami (kyselina mlé¢na, kyselina octova, atd.) produkovanymi bakteriemi
mlécneho kvaseni, ale také i jiné jejich produkty, napt. peroxid vodiku (Moy a kol., 2004).
Na zéklad¢ naSich i ptfedchozich vyledka (Bilkova a kol.,2008) predpokladame, ze
testovany kmen L. mucosae D vykazuje vlastnosti probiotického kmene. Nicméné dalsi,

testy,zejména in vivo, je nutné proveést.
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5 Zavery

1) Vliv Lactobacillus mucosae D na adherenci Staphylococcus aureus na povrch

2)

eukaryotni bunky:

a)

b)

d)

Zjistili jsme, ze nejvétsi schopnost L. mucosae D konkurovat S. aureus byl

V pfipad¢ testu vylouceni.

S. aureus mél nejveétsi miru adherence na Caco-2 V piipad¢ testu soutézeni

(57,29 %), nejmensi naopak u testu vylouceni (38,70 %).

L. mucosae D m¢l nejvétsi schopnost adherovat na Caco-2 buiiky v ptipadé testu

vylouceni (18,60 %), nejmensi U testu vytésnéni (10,90 %).

Pii samostatné kultivaci mél jak kmen S. aureus (74,16 %), tak kmen

L. mucosae D (34,63 %) vyssi miru adherence po 4 h kultivace.

Statisticky vyznamny rozdil ve schopnosti adherovat na povrch Caco-2 bunék byl

pozorovan mezi kmeny L. mucosae D a S. aureus ve vSech tiech testech.

S. aureus adheroval 1épe nez L. mucosae D ve vSech modifikacich experimentu, a

to vzdy minimaln¢ o 20%.

Uloha povrchovych proteini laktobacilii v adherenci na povrch eukaryotnich bundk:

a)

b)

Zjistili jsme, Ze mira adherence L. mucosae D na povrch tfech riznych

bunéénych linii byla ¢asové zavisla.

Odstranéni povrchovych proteinovych struktur mélo aktiva¢ni ucinek na jejich
dalsi expresi — mira adherence se v ¢ase zvySovala a byla signifikantné vys$si nez
u bun¢k L. mucosae D neopracovanych proteazou.

U bunééné linie Caco-2 pochézejici ze stieva jsme pozorovali nejnizs§i miru
adherence L. mucosae D. Naopak nejvyssi mira adherence byla zaznamenana

U bunééné linie Hela.
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3)

4)

d)

f)

9)

Z nasich vysledkti usuzujeme, Ze opracovani povrchu bakteridlnich bunék mélo
vliv na nasledné zvyseni exprese povrchovych proteini zodpovédnych

za adherenci, v porovnani s buiikami L. mucosae D neopracovanymi enzymy.

V ptipadé Caco-2 bunék mél nejlepsi schopnost obnovit své povrchové proteiny

L. mucosae D pii opracovani trypsinem po 24 h kultivace (61,01 %).Naopak

cvwr

po opracovani proteindzou K po 1 h kultivace (0,28 %).

UHeLa buné¢k byla mira adherence nejvyssi pii opracovani proteinazou K po 24 h

v v

cvwr

proteinazou K po 1 h (20,96 %).

Mikrokinematografickym zobrazenim vazby mezi prokaryotickou (L. mucosae D

a S. aureus) a eukaryotickou (Caco-2 buiky) buiikou byl pozorovan vznik, trvani a

zanik této vazby po Cas 24 h.Tato vazba je zfejmé Casove zavisla.

Studium vztahu eukaryotnich a prokaryotnich bun€k a jejich vzijemné vazby a

morfologie pomoci FESEM:

a)

b)

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie v pulznim poli byla pozorovana
morfologie a vztah mezi prokaryotickou (L. mucosae D aS. aureus.) a
eukaryotickou (Caco-2 burky) buikou.

Byl pozorovdn morfologicky rozdil mezi Caco-2 bunikami kultivovanymi

samostatné a mezi Caco-2 bunikami kokultivovanymi s bakterialnimi kmeny.
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7 Seznam zkratek a symboll

16S rDNA
CFU
CCM

DMEM
DNA
ECACC

FAO

FESEM
G+

GIT
MEM
MRS
PBS

PFGE
RDP
SEM
WHO

16S ribozomalni deoxyribonukleotidova kyselina

,»Colony forming unit®“, jednotka tvofici kolonie

,Czech Collection of Microorganisms*, Ceska sbirka
mikroorganismu

,Dulbecco’s modified Eagle’s Medium*

Kyselina deoxyribonukleova

,,European Collection of Cell Cultures®, Evropska shirka
bunécnych kultur

»Food and Agriculture Orgnization of the United Nations”,
Potravinarska a polnohospodaiska organizace

Skenovaci elektronové mikroskopie v pulznim poli

Gram pozitivni bakterie

Gastrointestinalni trakt

,»Minimum Essential Medium Eagle

de Man, Rogosa, Sharpe

»Phosphate buffered saline®, fosfatovy pufrovany fyziologicky
roztok

Gelova elektroforéza v pulznim elektrickém poli
,Ribosomal Database Project*

Skenovaci elektronova mikroskopie

»World Health Organization®, Svétova zdravotnicka organizace
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