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Abstrakt

Stfevni mikrobiota je klicovym faktorem ovliviiujicim funkci mnoha organt v lidském téle,
vcetné nervového, imunitniho a endokrinniho systému. Tento proménlivy ekosystém muze byt
modulovan stravou, vékem, prostfedim i medikaci. Rovnovazné slozeni mikrobioty je klicové
pro zdravi jedince a pii jeho naruseni dochazi k dysbioze. Propojeni mezi stievem a
centralnim nervovym systémem zprosttedkovava osa mikrobiota — stfevo — mozek. Osa se
sklada z n€kolika drah, které jsou mezi sebou propojené a mohou tak vzajemné regulovat své
funkce. Mezi hlavni Casti osy patii nervova draha v ¢ele s bloudivym nervem, imunitni draha
a endokrinni drédha spolu s HPA osou. Studie z poslednich let naznacuji, ze probiotické

bakterie maji schopnost dysbidzu do urcité miry napravit a ulevit tak zbytku organismu od

jejich nasledk.

Tato prace se soustfedi na vyzkum vlivu mikrobioty gastrointestindlniho traktu na chovéani,
imunitu a neuroendokrinni aspekty mysi. Zabyva se experimentalnim vyvolanim dysbidzy
antibiotiky a jejim naslednym feSenim probiotickou bakterii Escherichia coli O83:K24:H31.
Cilem je zjistit, zda tato probiotika mohou omezit negativni t¢inky dysbidzy na imunitni

a neuroendokrinni systém a regulaci chovani.

Kli¢ova slova: Dysbioza, Escherichia coli O83:K24:H31, uzkost, deprese, osa stfevo —

mozek, HPA osa, probiotika, slizni¢ni imunita



Abstract

The gut microbiota is a key factor influencing the function of many organs in the human
body, including the nervous, immune, and endocrine systems. This dynamic ecosystem can be
modulated by diet, age, environment, even medication. The balanced composition of the
microbiota is crucial for individual health, and its disruption leads to dysbiosis. The
connection between the gut and the central nervous system is mediated by the microbiota-gut-
brain axis. This axis consists of several pathways interconnected to mutually regulate their
functions. Among the major components of the axis are the neural pathway, led by the vagus
nerve, the immune pathway, and the endocrine pathway, including the HPA axis. Recent
studies suggest that probiotic bacteria have the ability to partially rectify dysbiosis and

alleviate its consequences for the organism.

This thesis focuses on researching the impact of gastrointestinal tract microbiota on the
behaviour, immunity, and neuroendocrine aspects of mice. It delves into experimentally
inducing dysbiosis using antibiotics and subsequently addressing it with the probiotic
bacterium Escherichia coli O83:K24:H31. The aim is to determine whether these probiotics
can mitigate the adverse effects of dysbiosis on the immune and neuroendocrine systems, as

well as behavioural regulation.

Keywords: Dysbiosis, Escherichia coli O83:K24:H31, anxiety, depression, gut — brain

axis, HPA axis, probiotics, mucosal imunity



Seznam zkratek

5 - HT — Serotonin (5-hydroxytryptamin)

ACTH — Adrenokortikotropni hormon

ANS — Autonomni nervovy systém

ATB — Antibiotika

BDNF — Brain-derived neurotrophic factor

Cldn5 — Claudin 5

CNS — Centralni nervovy systém

CRH — Kortikotropni hormon

E.coli — Escherichia coli

EcO83 - Escherichia coli O83:K24:H31

EcN — Escherichia coli Nissle

ENS — Entericky nervovy systém

GABA — Kyselina y-aminomaselna

GIT — Gastrointestinalni trakt

HEB — Hematoencefalicka bariéra

HPA osa — Osa hypothalamus — hypof{za — nadledvinky

IBS — Syndrom drézdivého tracniku (irritable bowel syndrom)

IBD — Idiopatické stfevni zanéty (inflammatory bowel disease)



IL-1B — Interleukin 1-

LPS — Lipopolysacharid

Mc2r — Melanocortin-2 receptor

Ocln — Okludin

OF — test otevieného pole (open field)

PD — Parkinsonova choroba

PFC — Prefrontalni kortex

Pomc — Proopiomelanokortin

SCFA — Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short chain fatty acids)

Tjpl — Tight junction protein 1

TLR — Toll-like receptor

TNFa — Tumor necrosis factor o

TST — tail suspension test

VN - Bloudivy nerv
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1. Uvod

Stfevni mikrobiota je dilezitou soucasti lidského téla, kterd ovliviiuje funkci fady organt,
véetné nervového, imunitniho a endokrinniho systému. Jedna se o proménlivy ekosystém,
ktery mize byt ptiznivé ¢i neptiznivé modulovan stravou, vékem, prostfedim, ale i medikaci.
V rovnovaze, tedy ve stavu homeostazy, ma mikrobiota rozmanité slozeni, coz ma klicovy

vyznam pro zdravi ¢lovéka.

Pfi naruSeni homeostazy se mikrobiota dostava do stavu tzv. dysbidzy. Ta byva nejcastcji
vyvoldna opakovanym ¢i dlouhodobym uzivanim antibiotik, ale také nevhodnou dietou nebo
nadmérnym pitim alkoholu. Tento stav neni ¢lovéku prospésny, naopak je pivodcem nebo
soucasti fady fyzickych i psychickych onemocnéni. Toto propojeni stiev se zbytkem téla
zprostiedkovava tzv. osa mikrobiota — stfevo — mozek. Osa se sklada z n€kolika drah, které
jsou mezi sebou propojené a mohou tak vzajemné regulovat své funkce. Mezi hlavni ¢asti osy
patii nervova draha v ¢ele s bloudivym nervem, imunitni dréha a endokrinni draha spolu

s HPA osou.

Studie z poslednich let naznacuji, ze probiotické bakterie maji schopnost dysbidzu do
urcité miry napravit a ulevit tak zbytku organismu od jejich néasledkti. Mezi probiotické
bakterie se fadi 1 Escherichia coli O83:K24:H31, ktera je obsaZena v komerénim
probiotickém ptipravku Colinfant Newborn. Tato probioticka bakterie je jednim ze

zkoumanych prvka v této praci.

Préace je zaméiena na vyzkum mikrobti gastrointestinalniho traktu a jejich vliv na
behaviordlni, imunitni a neuroendokrinni vlastnosti mysi. Konkrétné se prace zabyva
experimentalnim navozenim dysbidzy pomoci antibiotik a jejim vlivem na vybrané aspekty
chovani. Dysbioza bude néasledné napravovana pomoci probiotické bakterie Escherichia coli
083:K24:H31 s cilem zjistit, zda probioticky efekt této E.coli castecné €1 UpIn€ zabrani
negativnim nasledktim dysbidzy na neuroendokrinni a imunitni systém, vcetn¢ jejich vlivu na

regulaci chovani.



2. Literarni ptehled
2.1. Mikrobiota

Mikrobiota je sloZzena z mnoha riiznych mikroorganismi. Lze ji piesné definovat jako
soubor jednotlivych zivych mikroorganismu Zijicich v urcitém prostfedi. Pro nasi praci je
obzvlasté dulezita kolonizujici mikrobiota, kterd osidluje vnéjsi nebo vnitini povrch
makroorganismi. Lidské (resp. kazdé mnohobunééné) télo je domovem bakterii, hub, malého
poctu archei, ale také méné prozkoumanych parazitickych prvoki a riiznych typi virt
(Laforest-Lapointe & Arrieta, 2018). Tyto organismy se vyskytuji po celém téle od tstni
dutiny aZ po kazi. V soucasné dobé€ je nejvice prozkoumana stfevni a kozni mikrobiota. Vztah
mezi hostitelem a jeho kolonizujici mikrobiotou miZeme nazvat symbiotickym vztahem.
MiiZe jit a Casto jde o vztahy na celé ekologické Skale; nejCastéji je to komenzalismus, ale pro
nasi praci jsou naopak velice dllezité dalsi alternativy — mutualismus, tj. oboustranné

vyhodné souziti, a také negativni formy, které vidime u patobiontii nebo dysbiozy.

Terminu mikrobiom se v dnesni dob¢ pouziva ve 2 vyznamech. Prvni popisuje mikrobiom
jako charakteristickou komunitu, kterd obyva konkrétni vymezeny habitat s typickymi
fyzikélnimi a chemickymi podminkami. Druhy, mén¢ piesny, mikrobiom vymezuje jako

soubor gentl viech mikroorganismdl, které se nachazi v uréitém prostiedi (Cerny et al., 2023).
2.1.1. Stfevni mikrobiota

Strevni mikrobiota je sloZzena pievazné z velkého mnozstvi anaerobnich bakterii. Hraje
dalezitou roli ve zpracovani potravy a produkci metabolitd, ovlivitujicich lokalni 1 systémové
funkce makroorganismu. Slozeni 1 pocty bakterii se v jednotlivych ¢astech stieva 1isi
v zavislosti na dostupnosti kysliku a dalsich latek (Frank et al., 2007). Ve stievech najdeme
nejvice zastoupené bakterie kmentl Bacteroidetes a Firmicutes, na rozdil od Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria a Cyanobacteria, které jsou zastoupeny v mensich poctech

(Jethwani & Grover, 2019). Diverzitu mikrobioty 1 jeji sloZeni ovliviiuje cela fada faktort.
2.1.2. Faktory ovlivitujici mikrobiotu

Slozeni stfevni mikrobioty neni konstantni a podléha vliviim mnoha vnéj$ich i vnitinich
faktord. Téchto faktort je cela fada, pocinaje genetickymi predispozicemi, pies prostiedi, ve

kterém jedinec Zije, aZ po vék jedince.



Jako ma kazdy jedinec odliSnou genetickou vybavu, ma i odlisné slozeni mikrobioty.
Ukazalo se ale, Ze ¢lenové rodiny maji podobnéjsi mikrobiotu nez neptibuzni jedinci, kteti
konzumuji podobnou stravu a maji podobné navyky (Yatsunenko et al., 2012). Dobrym
prikladem genetického vlivu je vétsi nachylnost nékterych jedinci k zanétlivym
onemocnénim stiev (Goodrich et al., 2014). Dalsi studie naznacuji, Ze strava, Zivotni styl
a prostfedi maji na mikrobiotu vétsi vliv nez geny (Rothschild et al., 2018). Strava je jednim
mikrobioty a jeji funkce. V soucasné dobé¢ jsou intenzivné zkoumany riizné typy diet, napf.
Western-style diet a ketogenni dieta (Beckett et al., 2013; Turnbaugh & Gordon, 2008). Ke
stravé se Uizce poji 1 prostredi, ve kterém jedinec zije. Podle charakteristickych vzorci
v mikrobioté a geografické oblasti bylo stanoveno nékolik tzv. enterotypti, které se vyznacuji
prevladanim charakteristického rodu ¢i typickych skupin bakterii (Arumugam et al., 2011).
Dal$im nezanedbatelnym faktorem je medikace, konkrétné antibiotika (viz kapitola

o dysbioze)(Rinninella et al., 2019).

Vsechny tyto faktory mohou mikrobiotu ovlivnit pozitivné ¢i negativné a zasadhnout tak do

diverzity mikrobioty, coz mize mit nasledky pro cely organismus.



2.2. Osa mikrobiota — stfevo — mozek

Osa stievo — mozek predstavuje komplexni soubor regulac¢nich cest a procest, které
zajistuji propojeni mezi centralni nervovou soustavou a stfevnim systémem. Komunikace
v ramci této osy je obousmérna a zprostiedkovana né€kolika pfimymi a nepfimymi cestami.

Muze byt také ozna¢ovana jako osa mikrobiom — stievo — mozek.

Interakce mezi mikrobiotou a mozkem zajist'uji tii hlavni cesty, nervova, endokrinni
a imunitni. NejdtleZzitéjsi je nervova cesta, kam spada autonomni nervovy systém (ANS),
predevsim rozsdhla inervace bloudivym nervem (VN) a entericky nervovy systém (ENS),
ktery inervuje stfevni oblast. Vyznamné role déle hraji endokrinni draha spole¢né

s hypothalamo — hypofyzarni osou (HPA osa) a nakonec imunitni cesta.

Vsechny tyto cesty se mohou navzajem ovliviiovat a mit tak vyznamny pozitivni ¢i

negativni vliv na mozek 1 stfeva.
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Obrazek 1. Pfepracovano podle (Strandwitz, 2018). Komunikace mezi
sttevni mikrobiotou a mozkem je zprosttedkovdna pomoci CNS, ANS, ENS,
endokrinniho systému a imunitniho systému. VSechny tyto cesty se navzajem

prolinaji a vytvaii komplexni osu mikrobiota — stfevo — mozek.



2.2.1. Nervova cesta

Nervova cesta je zprostitedkovana pomoci dvou neuroanatomickych drah. Prvni je ANS
spolu s bloudivym nervem. Bloudivy nerv inervuje slizni¢ni a svalové vrstvy stfeva, kde sbira
podnéty a vede signaly az do mozku. Druhou drahou je entericky nervovy systém, pies ktery

probiha obousmérna vymena ve stfevni oblasti.
2.2.1.1 Autonomni nervovy systém

Autonomni nervovy systém je nervova sit’, ktera je soucasti periferniho nervového systému
i CNS. Ridi aktivitu tkani s hladkou svalovinou (sekrece Zl4z, sténa cév, funkce GIT) a funkce
bez védomého usili (dychani, traveni, srdecni tep). ANS také kontroluje dulezité funkce
gastrointestinalniho traktu: permeabilitu stievniho epitelu, stftevni motilitu, tvorbu hlenu,

imunitni odpovéd’ sliznice, sekreci Zluci a dalsi.

Zahrnuje dvé zékladni vétve, sympatickou a parasympatickou, které¢ mohou fungovat jako
antagonisté, synergisté nebo nezéavisle na sobé¢ tidit nékteré autonomni télesné funkce.
Sympaticky a parasympaticky systém dokazi ovlivnit entericky nervovy systém, coz muize

vést ke zménam v motilité a dalSich funkcich GIT.
2.2.1.2 Bloudivy nerv

Bloudivy nerv je hlavnim parasympatickym nervem autonomniho nervového systému.
Pomoci aferentnich a eferentnich vlaken zajistuje obousmérnou komunikaci mezi
mikrobiotou a mozkem. Bloudivy nerv je schopen prenéset signaly mikrobidlnich metabolitii
do CNS a zpétné zprostiedkovat centraln€ koordinovanou adaptaci (Vangay et al., 2015). Bylo
zjisténo, ze enterické buiiky maji pfimé synapse s VN. Pfenos signalu je zprostfedkovan

glutamatem (Reinshagen, 2019).

schopna tlumit periferni zdnét a snizovat stfevni propustnost, ¢cimz moduluje stfevni

mikrobiotu (Costantini et al., 2012).



2.2.1.3  Entericky nervovy systém

Entericky nervovy systém je sit’ neuront, které jsou lokalizovany ve stievni sténé.
Zakonceni neuronti saha az do slizni¢ni epitelialni bariéry a tim je zajistén pfimy kontakt
s mikrobiotou. Entericky systém se sklada z nervovych pleteni a malych ganglii ve sténé
stievni trubice, ptiblizn€ od zaludku az k hornimu okraji vnitfniho svérace anu. Systém
umoznuje posunovani sttevniho obsahu diky koordinovanym pohybtiim, reguluje sekreci

enzymd, kyselin a n€kterych gastrointestindlnich hormonti (Gershon, 1999).

Neurony a gliové buiiky jsou organizovany do dvou vzdjemné propletenych pleteni,
myenterické a submukédzni. Submukdzni se nachazi v submukoze, reguluje sekreci a ma
kontrolu nad vaskuldrnim systémem, zatimco myentericka pletent se nachazi mezi hladkymi
svaly a reguluje motilitu (Gershon & Erde, 1981). ENS je sobéstacny a funguje na zéklad¢
reflexq, ale Casto také pfijima vstupy od sympatiku a parasympatiku a poskytuje jim zpétnou

vazbu (Hansen, 2003).
2.2.2. Endokrinni cesta

Endokrinni cesta uzce souvisi s nervovym systémem, dohromady jsou odpovédné za
regulaci nékterych fyziologickych funkci. Stfevni mikrobiota napomaha dozravani
neuroendokrinniho systému a jeji slozeni mize ovlivnit imunitni odpovéd’ a tim ovlivnit

1 neuroendokrinni funkce.

Stirevni sliznice a HEB umoziuji prichod imunitnich a endokrinnich molekul, které

vvvvvv

osa, jejimz koncovym efektorem je kortizol.
2.2.2.1 HPAosa

HPA osa je hlavnim neuroendokrinnim systémem, ktery reguluje stresové reakce, ale
i télesné funkce jako je traveni, imunitni systém a emoce. Ulohou této osy je mimo jiné
sledovat a integrovat funkce stfev a také propojovat emocionalni a kognitivni centra mozku
s perifernimi stfevnimi funkcemi. Osa se sklada z hypofyzy, hypothalamu a nadledvinek. Osa
za¢ina v hypothalamu, ktery produkuje a uvoliiuje corticotropin-releasing hormon (CRH).

Tento hormon je uvoliiovan pfi reakci na stresové podnéty a pienaSen do hypofyzy. Hypofyza



jako reakci na CRH produkuje adrenokortikotropni hormon (ACTH), ktery poté putuje do

nadledvinek. Tam stimuluje produkci kortizolu a jeho uvoliiovani do krve.

Kortizol je hlavni stresovy hormon, ktery je produkovan kortikotropnimi bunikami v kiife
nadledvinek. Pti dlouhodobé¢ zvysené hladiné kortizolu mize vznikat dysbidza jako reakce na
dlouhodoby stres. Stievni mikrobiota ma na druhou stranu schopnost do urc¢ité miry HPA osu
regulovat, predevsim produkci metabolitt. To znamena, ze mikrobiota a HPA osa se ovliviiuji

navzajem a komunikace je obousmérna (Cussotto et al., 2018).

Stievni mikrobiota je dilezitd pro postnatalni vyvoj HPA osy v reakci na stres (Clarke et
al., 2013). Dozravani HPA osy je komplexni proces. U plodu je HPA osa ¢aste¢né funkcni jiz
v prenatalnim obdobi, ale jeji pIné dozrani nastava v pritbéhu prvnich let zivota. V tomto
obdobi dochdzi ke zlepSovani komunikace mezi hypothalamem, hypofyzou a nadledvinami,
coz umoziuje adekvatni odpoveéd’ na stresové podnéty. Spravny vyvoj HPA osy mtize ohrozit
naptiklad zanét a produkce prozanétlivych cytokinii (Schmidt et al., 2003). ZhorSena
funkcnost HPA osy byva Casto spojena s neuropsychiatrickymi poruchami, ale i se

zanétlivymi onemocnénimi, jako je syndrom drazdivého tra¢niku (Kinlein et al., 2019).

2.2.3. Imunitni cesta

Imunitni cesta zprostiedkovava komplexni interakce mezi stfevni mikrobiotou, stievni
sliznici, imunitnim systémem a centralnim nervovym systémem. Tato cesta zahrnuje
komunikaci prostiednictvim riznych signdlnich molekul a drah, které umoznuji vzéjemné

ovlivilovani mezi témito systémy (Ma et al., 2019).

Stfevni mikrobiota je nezbytnd pro spravny vyvoj imunitniho systému na periferii i v rdmci
CNS. Ma vliv na produkci cytokint, imunoglobulint, ale i na spravnou diferenciaci

vvvvvv

mikroglii (Erny et al., 2015; Langgartner et al., 2018).

Cytokiny produkované ve stfevu se mohou krevnim fecistém dostavat az do mozku
a ovliviiuji systémovou imunitni reakci. To miize ménit imunitni signalizaci a modulovat
zanét na periferii 1 v mozku, kde mliZze byt spojen s neuropsychiatrickymi onemocnénimi, jako
je deprese, uzkost a poruchy autistického spektra (Braniste et al., 2014). Cytokiny prochézeji
za klidového stavu pies HEB jen velmi malo, ale uvoliovani LPS z gramnegativnich
mikroorganismu ¢i produkce nékterych cytokinti indukuji zménu bariérové funkce HEB a ta
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se stava propustnéjsi pro fadu latek (Braniste et al., 2014). Ditkazem propojeni stfeva a mozku
je imunologicka senzibilizace v integrit¢ HEB, coz je charakteristicky rys neuropatologickych
symptomu (Aidy et al., 2014). V hypothalamu prozanétlivé cytokiny IL-1f a IL-6 aktivuji
HPA osu a indukuji uvoliiovani kortizolu z nadledvinek (Aidy et al., 2014).

2.2.3.1 Mikroglie

Mikroglie jsou specializovanou formou tkanovych makrofagt, ktera prenatalné osidluje
CNS a tvoti v ném prvni obranou linii pii zranéni nebo infekci (Aloisi, 2001; Casano & Peri,
2015). Maji schopnost pomoci produkce cytokinii a chemokint rekrutovat z periferni
cirkulace monocyty. Ty pak pomahaji pti odklizeni buné¢énych trosek. Aktivita mikroglii je
fizena cytokiny, chemokiny, neurotransmitery a jinymi metabolity (pf. mastné kyseliny

s kratkymi fetézci — SCFA).

Stfevni mikrobiota mlZe ovlivnit diferenciaci a funkci mikroglii, pfedev§im plisobenim
mikrobidlnich metaboliti (Erny et al., 2015). Bylo zjiSténo, Ze bezmikrobni mysi maji
zvyseny pocet nezralych mikroglii (méné rozvinuté vétveni, délka dendritti, vétsi a méné
definované télo) (Erny et al., 2015). Lécba komplexni mikrobiotou nebo SCFA muze jejich
pocet snizit a vratit poCty zralych mikroglii do normalu (Y. Huang et al., 2023). Dale muze
mikrobiota fidit mikroglialni imunitni funkce a komunikaci mezi mikrogliemi a astrocyty (Y.

Huang et al., 2023).
2.2.3.2 Zéngt

Zanét je fyziologicka obranna reakce na poskozeni tkané, ktera zaroven mtize mit
negativni dopad na organismus. Vé&tSina stfevnich onemocnéni je spojovana se zdnétem
stievni sliznice. NaruSeni stfevni sliznice vede ke zvySeni propustnosti stfevni stény
a pronikani mikroorganismi a jejich metabolitd jako je LPS do krevniho fecisté (Leclercq et
al., 2012). Periferni zanét miize také zvysit permeabilitu HEB, coz umozZiuje proniknuti

zanétlivych a imunitnich bun¢k do CNS (Varanoske et al., 2022).

Zanét v nervové tkani nazyvame neuroinflammace €1 neurozanét. Je popisovana jako
zané&tliva reakce v mozku a miSe, ktera je modulovana mikrogliemi, astrocyty, endotelovymi
bunikami a imunitnimi bunikami, které produkuji cytokiny, chemokiny a dalsi latky. Studie
ukazuji, Ze neuroinflammace je rozhodujicim faktorem pfi rozvoji neurodegenerace a ztraty

neuronll u neurodegenerativnich onemocnéni (Zhu et al., 2020). U Alzheimerova onemocnéni
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se prozanétlivé mikroglie podili na poskozovani neuronélnich siti a zptisobuji tim mozkovou
dysfunkci (Leng et al., 2023). Predpoklada se, Ze neurozanétlivé procesy prispivaji

1 k patologii Parkinsonovy choroby (PD). U pacientti s PD bylo posmrtné zjisténo, ze méli
zvySené pocty aktivovanych mikroglii v amygdale, coz by nasvédcovalo zanétlivé reakci.
DalsSim dulezitym ukazatelem bylo zvySeni prozanétlivého cytokinu interleukinu-1p (IL-1B)

v prefrontalnim kortexu a substantia nigra v porovnani s kontrolami (Kouli et al., 2020).

V soucasné dobé€ se zd4, ze zanét byva nedilnou soucasti dysbidzy a s ni spojenych
onemocnéni. Nekteré studie dokonce naznacuji, ze dysbidoza mize spoustét kaskadu

prozanétlivych drah a byt tak pfi¢inou systémoveho zanétu (Mayerhofer et al., 2017).
2.2.4. Mikrobialni metabolity

Strevni mikrobiota dokaze produkovat Siroké spektrum riiznych latek, které mohou
ovlivitovat fadu fyziologickych a metabolickych procest. Mohou byt ve formé rtiznych
malych molekul — metabolitl, signalnich molekul, strukturnich elementi jako LPS,
neuromediatorti nebo peptidi. Konkrétni Siroce bioaktivni molekuly zahrnuji SCFA, biogenni
aminy (dopamin, serotonin, katecholaminy) nebo metabolity odvozené od aminokyselin
(GABA). Podle schopnosti prochazet HEB mohou piimo nebo nepfimo ovliviiovat funkci

mozku.
2.2.4.1 SCFA

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem jsou hlavni metabolity produkované mikrobiotou
v tlustém stfeve prostfednictvim anaerobni fermentace nestravitelnych polysacharidi, jako je
vlaknina a Skroby. Jejich tvorba je ovlivnéna prostfedim, stravovacimi navyky hostitele
sympatickou aktivitu autonomniho nervového systému a zmirnit stievni zanét (Silva et al.,

2020).

SCFA jsou ve stfevu absorbovany kolonocyty pomoci H dependentnich
monokarboxylatovych transportérii nebo pomoci na sodiku zavislych monokarboxylatovych
transportérii (Kekuda et al., 2013). Déle se dostavaji do krve a lokaln¢ interaguji s imunitnimi
buitkami nebo se krvi dostavaji do jater, sleziny ale také mozku, kde piisobi ptes receptory
spojené s G proteiny (Erny et al., 2015). V mozku se SCFA ucastni zrani mikroglii (Y. Huang
et al., 2023), ale krom¢ toho se zd4, ze mohou mit vliv i pfimo na funkci neurond. Konkrétné
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acetat ovlivituje hladiny dopaminu, glutamatu a GABA v hypothalamu a zvySuje expresi
anorektickych neuropeptidi (Frost et al., 2014). Propionat a butyrat pak maji vliv na
intracelularni hladinu drasliku a na neurochemické procesy v mozku (Oleskin & Shenderov,

2016).

2.2.42 Neurotransmitery

GABA

Kyselina y-aminomaselnd (GABA) je hlavni inhibi¢ni neurotransmiter v hostitelském
CNS. Nekteré druhy bakterii ve stievni mikrobioté maji schopnost produkovat velké mnozstvi
GABA a aktivovat drahy produkujici GABA. Mezi tyto mikroorganismy patii bakterie z rodu
Lactobacillus a Bifidobacterium. Hladiny GABA v mozku jsou poté zvySeny a v nékterych

¢astech mozku dochazi ke zméné exprese GABA receptorti (Stenman et al., 2020).
Serotonin, Tryptofan

Serotonin je neurotransmiter syntetizovany z tryptofanu. Serotonin se vaze na mikroglie
pies 5-HT receptory a tim indukuje uvolnéni exozomt s cytokiny (Glebov et al., 2015).
Pomaha tak modulovat neurozanét. Mezi dalsi dtlezité funkce patii modulace stievni motility
nebo ovlivnéni chovani hostitele (Glebov et al., 2015). Mikrobiota maze produkovat
1 prekurzor serotoninu, tryptofan. Pti jeho metabolismu vznika neurotoxin kyselina
chinolinova, ktera je spojena s neuropatologickymi stavy (Rothhammer et al., 2018). Ukazalo
se, Zze pii metabolismu tryptofanu vznikaji jesté jiné metabolity, které mohou tlumit
prozanétlivé reakce v astrocytech vyvolané mikrogliemi (Rothhammer et al., 2018). Tryptofan

ma schopnost pronikat ptes HEB a mize tak ovliviitovat mnoZzstvi serotoninu pfimo v mozku.
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2.3. Dysbioza

Dysbidza je stav zmény rovnovahy mikrobioty ve smyslu funkénich schopnosti, celkového
slozeni, ale také produkce mikrobialnich metaboliti. Zpravidla je terminem myslena stievni

dysbioza.

Hlavnim ptiznakem dysbidzy je naruSeni funkce stfev. To se mize projevit silnymi prijmy,
Castymi ptiznaky jsou také nadmérna tvorba plynti a nepiijemné pocity tlaku v bfisni duting.

MW

Dysbioza miize mit fadu dalSich ptiznak, lisicich se u jednotlivct a podle pri¢iny vzniku.

Homeostaza Dysbiéza

Expanze patogennich organism{ Ztrata diverzity Ztrata prospéinych organismi

Obrazek 2. Pirepracovano podle (Petersen & Round, 2014). Homeostaticky stav mikrobioty
je stabilni stav, ktery je prospesny zdravi a poskytuje hostiteli zdravotni benefit. Vyznacuje se
zejména vysokou diverzitou mikroorganismil. Pii uzivani antibiotik nebo nevhodné dieté
dojde k naruSeni homeostdzy a vznika dysbioza. Dysbi6za muze mit nékolik podob. 1.
Expanze patogennich organismti: Tato dysbioza se vyznacuje pfemnoZenim patogennich
mikroorganismt, které jsou v malém mnozstvi neskodné, ale pii vysSim vyskytu mohou
napachat velké Skody. 2. Ztrata diverzity: Tento druh dysbidzy se vyznacuje malou mirou
diverzity, coz mize mit vliv na vztahy mezi bakteriemi, ale také na osu mikrobiota-stfevo-
mozek. 3. Ztrata prospésnych bakterii: Druh dysbiozy, ktery se vyznacuje ztratou
komenzalnich bakterii. Tento pokles muze byt celkovy nebo omezeny na konkrétni

symbiotické taxony.
2.3.1. Vznik dysbiozy

Ke vzniku dysbidzy muze ptispét fada faktord, pocinaje vzorci ulozenymi v mikrobioté

z raného détstvi, ptes nadmérnou konzumaci alkoholu a nedostatek pohybu az po

vvvvvv

konzumace antibiotik.
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2.3.1.1 Antibiotika

Ackoli jsou antibiotika nezastupitelna v boji proti infekcim, jejich uzivani mtze
doprovazet cela fada nezddoucich ucinkti véetné zmén chovani. Nektera antibiotika jsou
schopna systémového priniku a prestupu pres HEB, takze mohou CNS ovliviiovat piimo.
Nevstiebatelna antibiotika jako neomycin a vankomycin se pii peroralnim podéani nedostavaji
do systémové cirkulace, takze nemaji pfimy ucinek na CNS a mohou pouze ménit slozeni
mikrobioty. Naproti tomu dals$i antibiotika jako metronidazol mohou vstupovat do CNS a maji
piimy u€inek na CNS. V CNS maji vliv na chovani spojené s uizkosti (Soto et al., 2018). Dale
bylo prokéazéano, Ze antibioticka lécba je spojena s neurologickymi poruchami jako je deprese,

panické zachvaty a uzkostné stavy (Cryan et al., 2019).

Konzumace antibiotik poskozuje sttevni mikrobiotu a je pti¢inou vzniku dysbidzy, ackoli
mira a zpusob tohoto poSkozeni se mezi antibiotiky li§i. Obvykle se jedna o naruSeni
metabolické homeostazy zménou hladiny stfevnich metaboliti v disledku ovlivnéni mnozstvi
metabolicky aktivnich bakterii. SniZzena bakterialni diverzita zdroven ¢ini jedince
nachylné¢jsiho k nemocem. Komplexni a dlouhodobé uzivani antibiotik mtize vést k trvalym
zmeénam a napachat velké Skody. Studie na mySich z roku 2016 ukazala, Ze pi1 podavani
antibiotik je odstranéna nejen vétSina patogennich mikroorganismii, ale také vyznamna ¢ast
komenzalnich bakterii. Od toho se mohou odvijet zmény v produkci mikrobialnich
metabolitl. Timto zplisobem maji antibiotika vliv napiiklad na hladiny SCFA nebo syntézu
zlucovych kyselin (Frohlich et al., 2016a). Dysbioza vyvolana antibiotiky je také spojena
s drahou FXR-FGF, coz je dulezity mechanismus zapojeny do syntézy a regulace zlu¢ovych
kyselin. Tento mechanismus ma jemnou rovnovahu a lécba antibiotiky ji mize velmi rychle
narusit. FXR (farnesoidni X receptor) je jaderny receptor exprimovany v jatrech i ve stievé.
Reguluje syntézu, konjugaci a transport zlucovych kyselin a je aktivovan zZlu¢ovymi

kyselinami, které ptsobi jako ligand (Guo et al., 2017).

Antibiotickd 1é¢ba u novorozenci miize mit nezddouci vliv na sttevni mikrobiotu nékolik
mésicl a dokonce rokil po ukonceni 1éEby, potencialné celozivotné. Také bylo zjisténo, Ze
antibiotika u novorozencii maji dlouhodoby vliv na osu mikrobiota — stfevo — mozek,
konkrétné na regulaci myelinu v oblasti PFC (Keogh et al., 2021). Ve dlouhodobém horizontu
dochazi ke zhorSeni kognitivnich funkci, pfetrvavajici dysbidze a v n€kterych ptipadech
k obezit¢ v pozdé€jsim veku. Dalsim dopadem antibiotické 1€€by u novorozencti jsou poruchy

chovani v dospélosti (Kaliannan et al., 2016). V mensi mife je dlouhodoby negativni efekt
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antibiotik pfitomny i pfi poddvani pozdéji v détském veku, jak popisuje studie zr. 2016

(Yassour et al., 2016).
Neomycin

Neomycin snizuje pocty Firmicutes, a to hlavné klostridii. Dysbidza u mysi 1écenych
neomycinem byla charakteristicka vyssimi pocty bifidobakterii a enterokokt a snizenym

poctem laktobacilti. (Zhang et al., 2014).
Ampicilin

Uzivani ampicilinu zvySuje poCty Proteobacterii a snizuje poCty Firmicutes
1 Actinobacterii (Fouhy et al., 2012). Ve studii z roku 2015 byl potkanim podavan ampicilin,
ktery vyvolal zvySeni hladiny glukokortikoidd, coZ bylo spojeno s dysfunkcemi paméti,

uzkostnym chovanim a snizenim BDNF v mozku (Wang et al., 2015).

Vlivem rtznych antibiotik na rozvoj dysbiozy a jeji charakteristiky se zabyva fada studii.
Napriklad (Bistoletti et al., 2019) ve své studii podaval adolescentnim mySim pro navozeni

dysbidzy antibioticky mix slozeny z ampicilinu, vankomycinu, neomycinu a metronidazolu.

2.3.2. Osa mikrobiota — stifevo — mozek a dysbioza

Hlavni negativni dopad dysbidzy na osu spociva ve zmeénach hladiny metabolitt. Dalsi
nasledky se odvijeji od zvySené permeability stievni bariéry, kterou pak tyto metabolity

pronikaji ve vétsSim mnozstvi do krevniho ob¢hu.

U zdravého jedince je prestup mikrobialnich metabolitll a patogennich latek do krve
regulovan stfevni bariérou, tvofenou epitelidlnimi bunikami, které jsou vzajemné propojeny
tzv. tésnymi spoji. Tésné spoje jsou slozité multiproteinové struktury, kterymi spolu sousedni
buiiky interaguji. Tvofi je nékolik riznych transmembranovych proteint, jako je okludin,
claudin, zonulin a adhezivni molekuly. Spravna funkce tésnych spoji je dilezita pro udrzeni
integrity a nepropustnosti sttevni stény. Porucha téchto spojii miiZe hrat klicovou roli

v rozvoji stfevnich zdnétd a souvisejicich onemocnéni (Bhat et al., 2019).

Pfi naruSeni této bariérové funkce dojde k rozvolnéni tésnych spoji a priiniku patogennich

latek, metabolitll, neurotransmiterii a toxini do krevniho obehu. To mé za nésledek rozvoj
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systémového zanétu a navazujici neurologické symptomy. Dysfunkei tésnych spoji

v intestindlni bariéfe mohou zpiisobovat antibiotika a zvySovat tak permeabilitu bariéry.
Nemusi to byt nicméné disledkem jejich pfimého poskozujiciho vlivu. Antibioticka 1écba

z principu vzdy odstrani ¢ast bakterii z povrchu sliznice a uvolni na ni tak misto pro nové
agresivnéjsi bakterie. Ty mohou poskozovat sliznici a zvySovat jeji propustnost. V naruSovani
stievni bariéry hraji roli také cytokiny, jako IFN-y a TNF-o (Bruewer et al., 2005; T. Y. Ma et
al., 2005).

Dalsi bariéra, kterou musi metabolity a jiné latky piekonat je hematoencefalicka bariéra.
Bylo zjisténo, Ze 1 zde je exprese proteinll tésnych spojil regulovana stfevni mikrobiotou. Pfi
dysbidze dochazi ke zvySeni propustnosti HEB, a to na zdklad¢ sniZeni exprese okludinu

a claudinu 5 (Braniste et al., 2014).

Kromeé stieva a HEB je dysbidzou ovliviiovan také bloudivy nerv. V prvni fadé€ ptsobi na
bloudivy nerv bakteridlni metabolity, které mohou narusit komunikaci pies aferentni neurony
bloudivého nervu. Dals$i moZznosti je systémovy zanét, ktery snizuje zp€tnou vazbu
zprostiedkovanou bloudivym nervem a pfispiva k remodelaci neuronti. Poskozeni této
dualezité Casti osy je spojeno s aktivaci mikroglii v CNS a neuroinflammaci (Cawthon & de La

Serre, 2018).

Prikladem negativniho dopadu dysbidzy na osu mikrobiota-stievo-mozek jsou choroby
jako napiiklad syndrom drazdivého tracniku (IBS) nebo idiopatické sttevni zanéty (IBD)
(Chassard et al., 2012; Sokol et al., 2018). IBS je funk¢ni gastrointestinalni porucha, ktera
byva doprovazena psychologickymi problémy jako je uzkost a poruchy nalad. IBD
predstavuji stievni zanéty ze skupiny chronickych autoimunitnich onemocnéni. Patii sem
Crohnova choroba a ulcerozni kolitida. Jde o onemocnéni vyvolend nepiiméfenou imunitni
aktivitou vic¢i komponentiim kolonizujici mikrobioty, kterd zptsobuje chronické zanéty. Tyto
zangty jdou casto ruku v ruce s dysbidzou, kterd zhorSuje stav zanétu. U IBS se dysbidza
vyznacuje prevladajicimi bakteriemi kmeny Firmicutes, Proteobacteria a Actinobacteria.
Podobné je tomu u dysbidzy u IBD, tam ptevladaji bakterie z kmenii Proteobacteria

a Firmicutes (Casén et al., 2015).

DalS8im piikladem je deprese, u které miiZze dochazet k zesilené aktivaci HPA osy z diivodu

naruseni stfevniho prostiedi pii reakci na stres. To je také spojeno s nadmérnym uvoliiovanim
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adreno-kortikotropniho hormonu z hypofyzy a kortikosteronu z nadledvinek (Y. B. Kang et

al., 2017).

2.3.3. Dopad na kognitivni a behavioralni funkce

Nékteré studie naznacuji, ze dysbidza mize byt spojena s riiznymi kognitivnimi
poruchami, jako je naptiklad zhorSend kognitivni flexibilita, snizena pamét'ova funkce a vyssi
riziko rozvoje depresivnich poruch (Settanni et al., 2021). Dalsi vyzkumy také ukazuji, ze
neurotransmitery produkované mikrobiotou mohou mit vliv 1 na behavioralni funkce (Hoban

et al., 2016).

V soucasné dobé se zda, ze kognitivni dysfunkce miize byt zpiisobena abnormalitami

v ramci nékolika drah, v€etné imunitni, zanétlivé a nervoveé.

Co se zanétu tyce, dysbidza je brana jako pocatecni patofyziologicky proces systémového
zanétu. V disledku chronického zanétu GIT dochazi k naruseni stfevniho epitelu, coZ mize
pomoci uniku patogent do krevniho obehu. Patogeny a jejich slozky jako LPS déle ptispivaji
k systémovému zanétu a ovlivituji mozek (Asano et al., 2012; Chunchai et al., 2018).

V mozku dochazi k neurodegenerativnim zméndm napiiklad prostiednictvim apoptozy
nervovych bun€k, zvySenym oxidacnim stresem nebo zvysenou aktivaci mikroglii (Saiyasit et

al., 2020).

Vliv na kognitivni dysfunkci mohou mit i mikrobialni metabolity, a to predevsim SCFA
(acetat, butyrat a propionat). Zvyseni hladin SCFA bylo spojeno se snizenim neurozanétu
(Hoffman et al., 2019). Dal§im moznym vysvétlenim souvislosti mezi stfevni dysbidozou
a kognitivnim poklesem jsou zmény nebo dysfunkce HPA osy, resp. zmény v produkci

neurotransmitert (Rea et al., 2016).

Nejcastéji byva s dysbidzou spojovana deprese a poruchy chovani. MiZzeme sem ale
zatadit 1 poruchy paméti nebo uzkostné stavy. Stejné jako u kognitivni dysfunkce zde hraje
vyznamnou roli zanét. Mezi patologické mechanismy deprese vyvolané dysbiozou patii
zména mikrobioty a mikrobialnich metabolitii, naruseni integrity stfevni bariéry, translokace
mikrobialnich toxint do krevniho ob¢hu a chronicky zanét, véetné neuroinflammace

(Fleshner et al., 2017).
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Nervovou cestu potvrzuje studie z roku 2011, kde bylo u mysi vyvolano tizkostné chovani
pomoci chemické kolitidy, s niz je spojena i dysbidza. Pomoci vagotomie bylo zjisténo, ze
v patologii izkostného chovani hraje velkou roli bloudivy nerv. Ve stejné studii se mySim
podavala i probioticka bakterie, jejiz ptiznivé tcinky byly opét spojeny s bloudivym nervem

(Bercik et al., 2011).

Jak bylo popséano vyse, dysbidza podporuje zanétlivé procesy a prispiva k systémovému
zanétu. To mize mit negativni vliv na mozkové funkce a spojitost s riznymi neurologickymi
a psychiatrickymi poruchami véetné deprese a uizkostnych stavii (Zhu et al., 2020). To
potvrzuje studie (S. Liu et al., 2020b), kde byla potkaniim transplantovana mikrobiota
pacientl s depresi. Po transplantaci zacali potkani vykazovat depresivni chovani, a byly u nich
zjistény zvysené hladiny ACTH a CRH, coz ukazuje na hyperaktivitu HPA osy. U potkant

také doslo k vyraznému zvyseni prozanétlivych cytokini.

Se zanétem se poji 1 zvySeni stievni permeability, coz mize dale ptispivat k systémovému
zanétu. Do obéhu se dostava LPS a ten pak naruSuje HEB. LPS ma také schopnost aktivovat
imunitni systém pomoci TLR4 receptort a pii stresové reakci hyperaktivuje HPA osu
(Mayerhofer et al., 2017). To naznacuje, ze dysbidza spousti kaskadu prozanétlivych drah,

které mohou vést k depresivnimu chovéani.

Studie (Hoban et al., 2016) potvrzuje dopad dysbidzy na kognitivni 1 behavioralni funkce.
Mysim byla zplisobena dysbiéza pomoci antibiotického mixu (ampicilin, vankomycin,
ciprofloxacin, imipenem a metronidazol) a poté byly podrobeny behavioralnim testim.
Vysledky této studie naznacuji, ze dysbidza ma za nésledek deficity prostorové paméti nebo
zvySenou visceralni citlivost. Zaroven byla zjiSténa zménéna koncentrace serotoninu v CNS,

coz mélo za nasledek zmény v chovani.

16



2.4. Probiotika

Probiotika miizeme definovat jako zivé mikroorganismy, které pii podani v adekvatnich
déavkach pfispivaji ke zlepseni zdravotniho stavu hostitele. Probiotické bakterie mohou byt
konzumovany jako dopliiky stravy nebo spolu s potravou. V potrave jsou Casto soucasti mléka

a mlécnych ¢i kvasenych vyrobkd.

Mezi nejcastéji uzivané probiotické bakterie patii bakterie z rodu Lactobacillus
je jejich kombinace ve vétsin€ komercné dostupnych probiotickych pripravki. Mezi
probiotické bakterie patfi 1 ¢lenové jinych druht. Dobrym ptikladem jsou n&které kmeny

Escherichia coli, které jsou obsazeny v n¢€kolika probiotickych ptipravcich.

Probiotické suplementy se mohou skladat z jednoho nebo vice druhi probiotickych
bakterii. U jednodruhovych preparatt je snazsi urcit ptesny mechanismus u¢inku na
mikrobiotu hostitele. Oproti tomu u smiSenych preparatl je Casto pozorovan silnéjsi uc€inek na

hostitele (Yong et al., 2020).
2.4.1. Moznosti vyuziti probiotickych bakterii k nadpravé dysbiozy

Probiotika mohou ptispét k napravé dysbiozy hned nékolika zpiisoby. Probiotika mohou
obnovit rovnovahu mezi komenzalnimi a patogennimi mikroorganismy. Obnoveni rovnovahy
muze mit dale pozitivni u¢inek na hladiny metaboliti a propustnost stievni bariéry. Bylo také
zjisténo, ze probiotika mohou mit vyznamny vliv na psychické zdravi a snizeni depresivniho

chovani (Chahwan et al., 2019).

Existuje mnoho preklinickych studii na mysich ¢i potkanech, které potvrzuji pozitivni vliv
probiotickych bakterii nejen na stieva a mikrobiotu, ale také na kognitivni a behavioralni
funkce. To ukazuje naptiklad studie (Roy Sarkar et al., 2020), kde byla mySim experimentalné
navozena dysbidza antibiotiky a sou€asné s antibiotiky byla poddvéna i probiotika. Probiotika
byla schopna ochranit hipokampélni neurony pted zanétlivym poskozenim a napravit

dysbiozu.

Ve studii z roku 2016 byla mySim podavana probioticka bakterie Lactobacillus plantarum.
U mysi doslo k poklesu prozanétlivych cytokini a naopak zvyseni protizanétlivych cytokind.

U behavioralnich testl byl pozorovan pokles tizkostného a depresivniho chovani u mysi
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s probiotickou 1é¢bou (Y. W. Liu et al., 2016). Dalsi studie (Abildgaard et al., 2017) na
potkanech ukazuje, ze pro ovlivnéni deprese a depresivniho chovani je kli¢ova HPA osa.
Potkantim byl podavén probioticky mix (B. bifidum, B. lactis, L. acidophilus, L. brevis,
L. casei, L. salivarius, L. lactis W19 a L. lactis W58) a poté byli potkani vystaveni testu
nuceného plavani. U zvitat, kterd podstoupila probiotickou 1é¢bu, bylo vyrazné snizeno

depresivni chovani, a to az o 34%.

Potencial probiotik pro 1écbu deprese a s ni spojené dysbiozy potvrzuji i klinické studie.
Naptiklad studie z roku 2011, ktera zkoumala vliv probiotické 1é¢by na zdravé jedince. Po
4 tydny byl probandiim podavan probioticky mix obsahujici Lactobacillus helveticus R0052
a Bifidobacterium longum R0175 a byl pozorovan pokles uzkostného chovani (Messaoudi et
al., 2011). Nov¢jsi studie také potvrzuji pozitivni u€inky probiotické 1€cby v kontextu

neuropsychiatrickych onemocnéni.

Jedna z novéjsich studii z roku 2020 byla zamé&fena na vliv probiotik na starnuti a zmény
v kognitivnich funkcich. Osoby s kognitivni poruchou vykazovaly pti konzumaci probiotik
vetsi celkové zlepSeni kognitivniho skore nez jedinci s placebem (Sanborn et al., 2020). Dalsi
studie zkoumala zmirfiujici, jejimz celem bylo prozkoumat zmiriiujici u€inky probiotického
kmene Lactobacillus plantarum na IBS. Pacienti byli rozdéleni do 3 skupin
(placebo/oligosacharidy/probiotika). Po 8tydenni intervenci probioticka 1écba vyznamné
snizila skore IBS, snizila zdvaznost symptomu spojenych se sttevnimi zanéty a obnovila
diverzitu mikrobioty (Y. Liu et al., 2021). Ve studii (Y. Kang et al., 2022) dostavaly mysi,
které byly krmené dietou s vysokym obsahem tuk, probiotickou bakterii Lactobacillus
acidophilus. Po podani probiotické bakterie doslo ke sniZeni télesné hmotnosti, systémového

zanétu a propustnosti stfevni bariéry.

2.4.2. Escherichia coli jako probioticka bakterie

Escherichia coli (E. coli) je bakterie, ktera se bézné vyskytuje v lidském stieve. Existuje
mnoho riznych kmeni E. coli, které zahrnuji kmeny jednoznaéné patogenni, komenzalni ale
1 probiotické. VétSina kment E. coli je soucasti piirozené stfevni mikrobioty. Zastupci jsou
jedni z prvnich kolonizatort stiev a E.coli je dominantnim druhem u zdravych novorozenci

(Secher et al., 2016).
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Urcité kmeny E. coli byly identifikovany jako probiotika a maji potencial poskytovat
zdravotni ptinos. Ptikladem je kmen Escherichia coli Nissle 1917 (znamy také jako E. coli
Nissle), ktery byl izolovan ze zdravého jedince a je zndmy pro svou schopnost konkurovat
patogennim bakteriim a inhibovat jejich rist ve stieve. E. coli Nissle (EcN) se Casto pouziva
jako soucast probiotickych ptipravkil a byla prokézana ucinnost pii 1€cbé urcitych stfevnich

onemocnéni, jako je naptiklad ulcerdzni kolitida (Matthes et al., 2010).

E. coli je soucasti 3 komeréné dostupnych probiotickych ptipravka (Mutaflor, Symbioflor
2 a Colinfant). Mutaflor obsahuje Zivotaschopné buiiky EcN. Symbioflor obsahuje koncentrat
Sesti genotypl E. coli. A nakonec Colinfant obsahuje jeden konkrétni kmen Escherichia coli

083:K24:H31 (EcO83) a je urcen pro novorozence a kojence (Wassenaar, 2016).

Existuje ne€kolik studii, které potvrzuji ptiznivé G€inky E. coli na stievni dysbidzu.
(Rodriguez-Nogales et al., 2018) zjistili, Ze podavani E. coli mySim s ulcer6zni kolitidou
zlepsilo stfevni dysbiozu, a to hlavné diky zvysSeni bakterialni diverzity. To potvrzuje i studie
ucinkd na modelu ulcerdzni kolitidy. Mysim byla nejdiive experimentalné navozena kolitida
pomoci rektalniho poddni TNBS a nasledné byla podana probiotika. Bylo zjiSténo, ze nejvyssi
protizanétlivé ucinky ve sttevech mély EcN a Lactobacillus fermentum CECTS5716 (Algieri et
al., 2021). Dalsi studie se zamétuje nejen na dysbiozu, ale také na neuropsychiatrické ucinky
E.coli. Tato studie hodnotila zmény chovani spojené s uzkosti na mysim modelu dysbiozy
a naslednou népravu pomoci probiotické bakterie EcN. Po podani antibiotik a navozeni
dysbidzy vykazovaly mysi uzkostné chovani. Podani probiotik tizkostné chovani snizilo (Park

et al., 2021).
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3. Cile diplomové prace

Hlavnim cilem préace bylo objasnit a charakterizovat vliv perinatalné navozené

experimentalni dysbidzy na neuroendokrinni a imunitni regulaci vybranych aspektii chovani.

Dale byl studovan dopad navazujiciho podani probiotické Escherichia coli O83:K24:H31
na léc¢bu dysbidzy. Konkrétné bylo nasim cilem zjistit, zda Escherichia coli O83:K24:H31

uplné nebo alespon ¢astecné odvrati negativni G€inky dysbidzy.
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4. Materialy a metody

4.1. Laboratorni zvifata

Experimenty byly provadény na samcich a samicich mysi BALB/c z Czech Center of
Phenogenomics (CCP), BIOCEYV, Vestec. Mysi byly chovany v boxech se standardni
podestylkou a ptistupem k vod¢ a krmivu ad libitum. Svételny rezim byl nastaven na 12h/12h

a teplota na 22 +£2 °C.
4.2. Chemikalie
Antibiotika: Ampicilin (Carl Roth, Némecko, kat. ¢. k0292)
Neomycin sulfat (Carl Roth, Némecko, kat. ¢. r86682)
Isofluran (Abbot Laboratories, UK)
Ethanol (96%) (Dr. Kulich Pharma, CZ)
2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)
RNAprotect (QIAGEN, Némecko)
4.3. Probiotické bakterie
Escherichia coli 083:K24:H31 (Dyntec, CZ)
4.4. Roztoky a pufry
PBS
Gavazovaci pufr (0,5 % glukéza + 0,2 M NaHCOs3 v PBS)
4.5. Plasty
Eppendorfky 2 ml/1,5 ml (SSIbio, USA)

PCR 96 and 384 well Reaction Plates (Applied Biosystems, USA)

21



4.6. Kity a sety

RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, Némecko, kat. ¢. 74106)

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA, kat. ¢.
4368814)

Luna® Universal qPCR master Mix (New England BioLabs, UK, kat. ¢. M3003)
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4.7. Sondy

Zkratka  Nazev Kat. Cislo Vyrobce

Applied Biosystems
Actp Aktin beta Mm00607939_s1 USA

Applied Biosystems
BDNF Brain-derived neurotrophic factor Mm01334047_m1l USA

Applied Biosystems
Crh Corticotropin releasing hormone MmO01293920_s1 USA

Applied Biosystems
Cldn5 Claudin 5 Mm00722013_s1 USA

Applied Biosystems
IL-18 Interleukin 1 beta Mm01336189_m1 USA

Applied Biosystems
Mc2r Melanocortin 2 receptor Mm01262510_m1l USA

Applied Biosystems
Ocln Occludin Mm00500912_m1 USA

Applied Biosystems
Pomc Proopiomelanocortin (ACTH) Mm00435874_m1 USA

Applied Biosystems
Tjpl Z0-1 (Tight junction protein 1) Mm00493699 m1 USA

Applied Biosystems
Tir4 Toll-like receptor 4 Mm00445274 m1 USA

Applied Biosystems
Tnfa Tumor necrosis factor alpha Mm99999068 m1 USA

Tabulka 1. Sondy pouzité na qPCR.

4.8. Nastroje, pristroje a software

Pipety: Finnpipette (Thermo Scientific™, USA)

PIPETMAN concept (Gilson, USA)

Laminarni box: MSC-Advantage™ Class II Biological Safety Cabinets (Thermo
Scientific™, USA)

Centrifuga: Micro 22 R, Universal 30 RF, Universal 320R (Hettich, Némecko)

Homogenizator: FastPrep-24 TM 5G instrument (MP Biomedicals, USA)
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Reverzni transkripce: Reverse Transcription Thermal Cycler Peltier Cycler 200 (MJ

Research, Singapore)
qPCR: LightCycler® 480 II Real-Time PCR System (Roche Molecular Systems, USA)
Nanodrop: NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
Vortex: Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, CZ)
Tail suspension test: BIO-TST 4.0.2.1 (Bioseb, Francie)
Open field test: Viewer (Biobserve GmbH, Némecko)
Software:
BIO-TST v4.0.2.1 (Bioseb, USA)
BioRender

GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad Software, USA)

4.9. Design experimentu

Mysim byla perinataln¢ navozena experimentalni dysbioza, ktera byla posléze korigovana
podanim probiotické EcO83. Po ukonceni této procedury byla zvitata ve véku 11 tydnt
podrobena behaviordlnimu testovani (open field test, tail suspension test) a po jeho
absolvovani (v den provadéni tail suspension test) byla usmrcena a byly odebrany relevantni
tkan¢ a organy. Mysi byly nahodné rozdéleny do 4 skupin (K, EcO83, ATB, EcO83+ATB; viz
Obrazek 3).
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Obrazek 3. Nahled skupin.

Experimentalni schéma — studium vlivu navozeni a korekce perinatalni dysbidzy na
relevantni parametry méiené v dospélosti (mysi kmene BALB/c — analogické pro samce

a samice).

Tyden ptfed ocekdvanym vrhem byla bfezim samicim ve skupinach ATB a EcO83+ATB
podéana voda s antibiotiky, viz nize. Behem obdobi kojeni byla mysim déle podavéana
antibiotika po dobu prvnich tfi tydnii véku. V patek 3. tyden po narozeni byla antibiotika
odstranéna. Mysim ve skupinach EcO83 a EcO83+ATB bylo od pond¢li 4. tydne véku po
dobu 5 dni intragastrickou gavazi podavano 10° CFU EcO83 v objemu 50 pl gavazovaciho
pufru. Zbylé skupiny (tzn. ATB a K) dostavaly dobu 5 dni stejné mnozstvi gavazovaciho
pufru bez probiotické bakterie. Nasledn€ byly mysi ponechany bez experimentalniho zasahu

do 11. tydne véku, kdy pocinaje pondélim byly testovany v behavioralni laboratofi.
4.9.1.1 Podavani antibiotik

Pro navozeni experimentalni dysbidzy se u piislusnych skupin pouzivala peroralné
podavana smés antibiotik Ampicilinu a Neomycinu v koncentraci 1 mg/ml (1 g/l). Antibiotika
byla podavana prostfednictvim pitné vody, ke které mély mysi ptistup ad libitum. Antibiotika
byla do pitné vody ptidavana ve formé 100x koncentrovaného roztoku (100 mg/ml),
pfipraveného rozpusténim praskové formy (Carl Roth) v destilované H,O. Voda s antibiotiky
byla vyménovana vzdy v patek (150 ml vody s antibiotiky), v pond¢€li (100 ml vody
s antibiotiky) a ve stfedu (100 ml vody s antibiotiky). Béhem podéavani antibiotik byly mysi

pravideln¢ kazdy druhy den véaZeny.
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ATB: ampicilin/neomycin E. coli 083:K24:H31 testy organii

Obrazek 4. Design experimentu.
4.9.1.2 Ptiprava Escherichia coli O83:K24:H31

Probioticky kmen Escherichia coli O83:K24:H31 (EcO83) ptitomny v probiotické vakcing
Colinfant Newborn vyrabéné spolecnosti Dyntec byl péstovan v bujonu Luria Bertani. Pro in

vivo podavani byla bakteridlni suspenze promyta a ziedéna v gavazovacim pufruna 5 x 10'°

CFU/ml (jedna davka obsahovala 10° CFU ve 20 ul).
4.9.1.3 Podavani Escherichia coli O83:K24:H31

Vybranym skupindm bylo podano 1x10° CFU probiotické EcO83 peroralni intragastrickou
gavazi plastovou sondou. EcO83 byla mySim podavana v 20 pl gavazovaciho pufru (0,5 %
glukoza + 0,2 M NaHCO3 v PBS). Béhem podavani probiotické bakterie byly mysi denné

vazeny.

4.10. Testovani behavioralnich parametrti

Ve véku 11 tydnil byly mysi podrobeny baterii behavioralnich testii. Ta obsahovala test
otevieného pole (zaméfeny na hodnoceni tizkosti experimentalnich zvifat) a tail suspension
test (hodnotici miru depresivniho chovani). Testy byly vzdy provedeny v pritbéhu jednoho

tydne.
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4.10.1.1 Test otevieného pole

Pohyb zvitat v novém prostiedi a iroven uzkosti byly hodnoceny ve stejn¢ osvétleném
otevieném poli (OF) s intenzitou osvétleni 200 lux. Plocha OF byla ¢tvercova o rozmeérech 42
X 42 cm. Plocha byla virtudln€ rozdélena na periferni a centralni zony, pfi¢emz centralni zona
tvotila 38 % celé arény. Kazda mys byla umisténa do jednoho z rohi této plochy po dobu 10
minut. Cas straveny v kazdé zoné i celkovy aktivni &as, usla vzdalenost, praimérna rychlost
a dalsi odvozené parametry byly automaticky vypocteny na zéklad¢ sledovani videa pomoci
systému sledovani (Viewer, Biobserve GmbH, Némecko). Po skonceni testovani byla kazda
mys vracena do svého boxu. Po kazdé mysi byla aparatura vycisténa a vydezinfikovéana 70 %

isopropylalkoholem.
4.10.1.2 Tail suspension test

Pfed samotnym testovanim byly mysi ponechany 60 minut v testovaci mistnosti

k aklimatizaci a poté zvazeny. K testu byla pouZita aparatura na automatické zavéSeni ocasu
(TST System, Bioseb, Francie), na které se testuji 3 mysi soucasné. Pied zacatkem testu byl
mysi omotan ocas lepici paskou ve stalé poloze ve ¥ vzdalenosti od kofene ocasu. Mys byla
po dobu 6 minut zavéSena za lepici pasku, tak aby byla v jedné linii s ocasem a ptiblizn¢ 10
cm od podlozky. Méfila se doba, kdy se mys pokousela uniknout a dosdhnout na zem, nez se
piestala hybat. V tomto testu byla kazd4d mys testovana pouze jednou a mimo dohled ostatnich
mysi. Po skonceni testovani byla mys vracena do svého boxu. Po kazdé mysi byla aparatura

vycisténa a vydezinfikovdna 70 % isopropylalkoholem.
4.11. Odbér tkéani

Cca hodinu po dokonceni baterie behavioralnich testi byly mysi uspany inhala¢ni
anestetickou smési s 5% isofluranovych par a usmrceny exsanguinaci. Posléze byly odebrany

vzorky na navazujici analyzy:
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Do RNA Protect Buffer (RNA Protect Buffer, Sigma) pro nasledujici gPCR analyzu

genové exprese — hypofyza, hypothalamus, prefrontalni kortex, nadledvinky

Hypothalamus

Prefrontélni Hypofyza
kortex
\ Nadledvinky

Obrazek 5. Odbér tkani.

4.12. Izolace RNA

Tkan byla zvazena, vlozena do smési lyzacniho pufru a 2-merkaptoethanolu (1/10)
a zhomogenizovana. Po homogenizaci tkan¢ byl pouzit QIAGEN RNeasy® Mini Kit pro
izolaci RNA. Izolace byla provedena podle instrukci v pfiloZzeném protokolu. Koncentrace

a Cistota ziskané RNA byla méfena spektrofotometricky pomoci technologie Nanodrop.
4.13. Reverzni transkripce

Pro ucely této prace byla zvolena metoda obecné reverzni transkripce. Na prepis RNA do
cDNA byl pouzit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. Reverzni transkripce byla

provedena podle ptilozenych instrukci pomoci Thermal Cycler 200 viz Tabulka 2.
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RT-PCR gPCR

slozka mnozZstvi (pl) slozka mnoZstvi (ul)
RT buffer 2 Master mix 5
DNT mix 0,8 probe 0,5
Random primers 2 RNase free H,0 2,5
Reverse Transcriptase 1 cDNA 2
RNase inhibitor
RNA (5ug)
+ RNase free H20 13,2

Tabulka 21. Jednotlivé sloZky reakci RT-PCR a qPCR

4.14. Kvantitativni RT-qPCR

Byla méfena genovéa exprese vybranych gent v jednotlivych mozkovych strukturach
a strukturach HPA osy. Vzorky cDNA byly napipetovany do 384-jamkovych mikrotitra¢nich
desticek dle schématu uvedeného v Tabulce 2. Ze ziskanych hodnot Ct (threshold cycle) byla
s pouzitim metody 24T (Livak & Schmittgen, 2001) vypo&tena relativni mira exprese

zkoumanych genti.

4.15. Statisticka analyza dat

4.15.1.1 Statistické zpracovani dat z behavioralnich testl

Statisticka analyza dat z behavioralnich testl byla provedena v programu GraphPad Prism
8.4.3. Nejprve byla hodnocena normalita dat pomoci Kolmogorov — Smirnov normality testu.
Pro vylouceni odlehlych hodnot byl pouzit Dixon's test — p<0.2. V zavislosti na rozlozeni dat
byl pro urceni signifikance pouZit test One Way ANOVA. Grafy byly vytvofeny v témze
programu. Hodnoty na grafu oznacuji aritmetické praiméry u jednotlivych pozorovani
a chybové usecky oznacuji stiedni chybu priméru (SEM). Hodnoty oznafené * jsou s tirovni
signifikace 0,05. Hodnoty oznacené ** jsou s urovni signifikance 0,01. Hodnoty oznacené

*#% jsou s urovni signifikance 0,001.
4.15.1.2 Statistické zpracovani dat genové exprese

Prvni ¢ast zpracovani dat byla provedena v programu Microsoft Office Excel pomoci
metody 22T, V né&kolika krocich byla vypog¢itana relativni hodnota exprese zkoumanych

gent a vysledné hodnoty byly pfeneseny do programu GraphPad Prism 8.4.3, kde byly
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udélany finalni analyzy (test normality, One Way ANOVA test). Vysledné grafy byly

vytvofeny v témze programu.
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5. Vysledky

5.1. Behavioralni testy

Navozeni a korekce perinatalni dysbidzy a jeji vliv na parametry behavioralnich testd
métené v dospélosti. V prvni ¢asti byly porovnany vysledky behavioralnich testti mezi
experimentalnimi skupinami u jednotlivych pohlavi. V dalsi ¢asti byly parametry porovnany
mezi pohlavimi za Gc¢elem zjistit, zda pohlavi experimentalnich zvifat ovliviiuje indukci

dysbiozy, jeji dopad na vysledky behavioralnich testt a jeji korekci probiotickou EcO83.
5.1.1. Test otevieného pole

Test otevieného pole vyuziva ptirozené tendence hlodavcl zkoumat novéa prostredi. Tato
explorace je fizena konfliktem mezi pfibliZzenim a vyhybanim se, kdy zvifata voli mezi
zkoumanim nového prostiedi a vyhybanim se moznému nebezpeci. Oteviené pole se sklada
z bezpecnych a rizikovych oddéleni, tedy z periferie a stfedu. Hlodavci ptirozené
uptfednostiuji tmavé a uzaviena mista pred otevienymi, vysoko polozenymi a dobie
osvétlenymi oblastmi. Snizena aktivita a explorace rizikovych/anxiogennich ¢asti otevieného
pole, vyjadiend snizenim poctu navstév a délky navstév, nebo zvysena prodleva pred prvni

navstévou, charakterizuji chovani zvitat podobné uzkosti.
5.1.1.1 Samci a samice

Obrazek 6 ukazuje vysledky testu otevien¢ho pole u samct a samic. U samct byl nalezen
signifikantni efekt probiotické korekce dysbidzy na celkovy Cas aktivity (obr. 6C). Ve zbylych
parametrech byl pozorovan trend, ktery koreluje se signifikanci u celkové aktivity. Samice,
kterym byla indukovana experimentalni dysbidza posléze korigovana podanim probiotické
EcO83, vykazovaly signifikantni rozdil v parametru poctu vstupi do vnitini zony oproti
kontrolnim samicim a samicim, které dostaly pouze EcO83 (obr. 6E). Obdobny trend byl

pozorovan 1 v dalSich parametrech.
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Obrazek 6. Vysledky testu otevireného pole u samcii a samic ve skupiné. Grafy
znazoriiuji porovnani jednotlivych parametrii métenych v OF testu. Sledované parametry: Cas
straveny ve vnitini zon€ (A,D), pocet vstupt do vnitini zony (B,E) a celkovéa aktivita mysi
(C,F). Signifikance byla nalezena u samcii v celkové aktivité (C) a samic v poctu vstupii do
vnitini zony (E). K — kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie Escherichia coli
083:K24:H31, ATB — pouze antibiotika, ECO83+ATB — antibiotika a probioticka bakterie
Escherichia coli O83:K24:H3. Hodnoty oznacené * jsou s urovni statistické vyznamnosti

0,05.
5.1.2. Tail suspension test

Tento test méti zoufalstvi zvifat v situaci, ze které nedokaZzi uniknout. Po tom, co jsou mysi
zavéSeny za ocasek se po pocateCnim obdobi zivé aktivity stdvaji nehybnymi. Délka
nehybnosti ukazuje na miru zoufalstvi a depresivniho chovéani. Hlavnim métenym

parametrem v tomto testu byl ¢as imobility v poslednich ¢tyfech minutach testu.
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5.1.2.1 Samci a samice

Na obrazku 7 jsou vysledku TST u samci i samic. U samic (obr. 7B) byl nalezen signifikantni

rozdil v ¢ase imobility za posledni 4 minuty mezi skupinou EcO83 a skupinou EcO83+ATB.
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Obrazek 7. Vysledky TST u samci a samic. Graf znazorfiuje porovnani ¢asu imobility za
posledni 4 minuty samcii (A) a samic (B) mezi experimentalnimi skupinami. Signifikance
byla nalezena u samic (B). K — kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie Escherichia coli
083:K24:H31, ATB — pouze antibiotika, ECO83+ATB — antibiotika a probioticka bakterie
Escherichia coli O83:K24:H3. Hodnoty oznacené ** jsou s Urovni statistické vyznamnosti

0,001 —0,01.

5.1.3. Porovnani behavioréalnich vysledkii — samci a samice

5.1.3.1 Test otevieného pole

Obrazek 8 ukazuje grafy s porovnanim vysledkt samcti a samic v testu otevieného pole.

Z grafii byl vypozorovan trend sniZzeného tizkostného chovani u skupin EcO83+ATB
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(skupiny, které dostavaly antibiotika i EcO83). Z vysledkti vyplyva, ze vétsi miru uzkostného

chovani vykazovaly samice. Signifikance nicméné¢ nebyla nalezena.
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Obrazek 8. Porovnani vysledkii testu oteviceného pole mezi samci a samicemi. Grafy

znazoriiuji porovnani jednotlivych parametrit métenych v OF testu mezi samci a samicemi

(svétle samice, tmave samci). Sledované parametry: ¢as straveny ve vnitini zoné (A), pocet

vstupt do vnitini zony (B) a celkova aktivita mysi (C). Signifikance nebyla nalezena.

K — kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H31, ATB —

pouze antibiotika, ECO83+ATB — antibiotika a probioticka bakterie Escherichia coli

083:K24:H3.
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5.1.3.2  Tail suspension test

Na obrazku 9 jsou vysledky z TST, kde byl métfen ¢as imobility za posledni 4 minuty.
Signifikantni efekt pohlavi byl pozorovan u tii ze ¢ty skupin. Z vysledki vyplyva, ze vétsi

miru imobility vykazovaly samice.

TST - ¢as imobility
200+ ** *

o

Obrazek 9. Porovnani vysledki TST mezi samci a samicemi. Graf znazoriuje
porovnani ¢asu imobility za posledni 4 minuty mezi samci a samicemi (svétle samice, tmave
samci). Signifikance byla nalezena. K — kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie
Escherichia coli O83:K24:H31, ATB — pouze antibiotika, EcCO83+ATB — antibiotika
a probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H3. Hodnoty oznacCené * jsou s trovni

statistické vyznamnosti 0,05. Hodnoty s ** jsou s Grovni statistické vyznamnosti 0,01.
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5.2. Genova exprese

Genova exprese byla métena ze Ctyt odebranych organt (PFC, hypothalamus, hypofyza
a nadledvinky) u samct i samic. Cilem této ¢asti bylo porovnat genovou expresi vybranych
gend mezi kontrolami a experimentdlnimi skupinami u jednotlivych pohlavi a posléze i mezi
samci a samicemi. Vybrand tkan byla homogenizovana a exprese konkrétnich genti byla

kvantifikovana pomoci qPCR.
5.2.1. Prefrontalni kortex

Nasim cilem bylo porovnat expresi vybranych genti mezi kontrolami a experimentalnimi
skupinami. U dospélych mysi byly analyzovany geny spojené s osou mikrobiota — sttevo —
mozek a aktivaci imunitniho systému na zdklad€ perinatalniho navozeni dysbiozy a jeji
nasledné reparace pomoci EcO83. V prvni ¢asti byly porovnany exprese genli mezi
experimentalnimi skupinami v rdmci jednotlivych pohlavi. V dalsi ¢asti byly exprese gent
porovnany mezi pohlavimi za G€elem zjistit, zda mé pohlavi vliv na dysbidzu a jeji korekci

pomoci EcO83.
5.2.1.1 Samci

Na obrazku 10 jsou znazornény genoveé exprese vybranych gent v PFC samct v riznych
experimentalnich skupinach. Signifikantni rozdil lze pozorovat u exprese TNFa, a to mezi

kontrolni skupinou a skupinou s antibioticky navozenou dysbidzou.
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Obrazek 10. Genova exprese vybranych genii v prefrontalnim kortexu samci. Grafy
znazoriuji porovnani genové exprese jednotlivych genit mezi skupinami. V grafech jsou
znazornény jednotlivé mysi pomoci bodovych znaki. Signifikance byla nalezena u exprese
TNFa. K — kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H31,
ATB — pouze antibiotika, EcO83+ATB — antibiotika a probiotické bakterie Escherichia coli

083:K24:H3. Hodnoty oznacené * jsou s Urovni statistické vyznamnosti 0,05.
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5.2.1.2 Samice

V grafech na obrazku 11 jsou zobrazeny zmény v expresi gent v PFC v rtiznych

experimentalnich skupinach u samic. Signifikance nebyla prokdzana u zadného genu.
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Obrazek 11. Genova exprese vybranych genii v prefrontialnim kortexu samic. Grafy
znazoriuji porovnani genové exprese jednotlivych genit mezi skupinami. V grafech jsou
znazornény jednotlivé mysi pomoci bodovych znakt. Signifikance nebyla nalezena. K —
kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H31, ATB — pouze
antibiotika, EcCO83+ATB — antibiotika a probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H3.

5.2.2. Hypothalamus

Dale jsme porovnavali expresi vybranych genll v hypothalamu mezi experimentalnimi
skupinami (K, EcO83, ATB, EcO83+ATB). Geny k analyze byly zvoleny tak, abychom byli
schopni vypozorovat aktivaci HPA osy a urcit, zda doslo po navozeni dysbidzy a jeji nasledné

reparaci k zadnétlivé reakci €i ne.
5.2.2.1 Samci

Grafy na obrazku 12 naznacuji expresi vybranych gent v hypothalamu u riizné
experimentalné ovlivnénych skupin. Signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami

nebyly pozorovany.
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Obrazek 12. Genova exprese vybranych genii v hypothalamu samcii. Grafy zndzornuji
porovnani genové exprese jednotlivych genti mezi skupinami. V grafech jsou zndzornény
jednotlivé mysi pomoci bodovych znaki. Signifikance nebyla nalezena. K — kontrola, EcO83
— pouze probiotickd bakterie Escherichia coli O83:K24:H31, ATB — pouze antibiotika,
EcO83+ATB — antibiotika a probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H3.
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5.2.2.2 Samice

Obrazek 13 ukazuje genovou expresi vybranych genti v hypothalamu samic v riznych

experimentalnich skupinach. Zadna signifikance nebyla pozorovana.
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Obrazek 13. Genova exprese vybranych genti v hypothalamu samic. Grafy znazoriuji
porovnani genové exprese jednotlivych genti mezi skupinami. V grafech jsou zndzornény
jednotlivé mysi pomoci bodovych znaki. Signifikance nebyla nalezena. K — kontrola, EcO83
— pouze probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H31, ATB — pouze antibiotika,
EcO83+ATB — antibiotika a probiotické bakterie Escherichia coli O83:K24:H3.

5.2.3. Hypofyza

Dalsim cilem bylo studium exprese vybranych genti v dal§im organu HPA osy, hypofyze.
Geny k analyze byly zvoleny tak, abychom mohli ur¢it aktivaci HPA osy a zanétlivé procesy

spojené s navozenim dysbiodzy a néaslednou korekeci.
5.2.3.1 Samci

Obrazek 14 ukazuje expresi vybranych genl v hypofyze samct v riznych

experimentalnich skupinach. U zddného genu nebyla nalezena signifikance.
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Obrazek 14. Genova exprese vybranych gent v hypofyze samci. Grafy znazornuji
porovnani genové exprese jednotlivych genti mezi skupinami. V grafech jsou zndzornény
jednotlivé mysi pomoci bodovych znaku. Signifikance nebyla nalezena. K — kontrola, EcO83
— pouze probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H31, ATB — pouze antibiotika,
EcO83+ATB — antibiotika a probiotické bakterie Escherichia coli O83:K24:H3.
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5.2.3.2 Samice

Na obrazku 15 je zobrazena exprese vybranych genil u samic v hypofyze. Na obrazku je

vidét porovnani mezi experimentalnimi skupinami. Signifikance byla pozorovana mezi

kontrolni skupinou a skupinou s probiotiky v expresi Pome, ktery je prekurzorem ACTH.
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Obrazek 15. Genova exprese vybranych genii v hypofyze samic. Grafy znazoriuji

porovnani genové exprese jednotlivych genti mezi skupinami. V grafech jsou zndzornény

jednotlivé mysi pomoci bodovych znaki. Signifikance byla nalezena u Pomc mezi kontrolni
skupinou a skupinou EcO83. K — kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie Escherichia
coli O83:K24:H31, ATB — pouze antibiotika, ECO83+ATB — antibiotika a probioticka bakterie
Escherichia coli O83:K24:H3. Hodnoty oznaené * jsou s Urovni statistické vyznamnosti

0,05.
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5.2.4. Nadledvinky

Poslednim zamérem bylo sledovat expresi vybranych genti v nadledvinkéch jakozto
koncovém efektorovém organu HPA osy. Exprese vybranych genti méla ukazovat zapojeni

nadledvinek do dysbiozy a osy mikrobiota — stfevo — mozek.
5.2.4.1 Samci

Obrazek 16 ukazuje rozdil genovych expresi vybranych genli mezi jednotlivymi
skupinami. Signifikantni efekt podavani EcO83 vuci kontrolni skupin€ byl pozorovan

v expresi IL-1p.
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Obrazek 16. Genova exprese vybranych gent v nadledvinkach samci. Grafy znazoriuji

porovnani genové exprese jednotlivych genti mezi skupinami. V grafech jsou znazornény

jednotlivé mysi pomoci bodovych znaku. Signifikance byla pozorovéana u IL-1p. K —
kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H31, ATB — pouze
antibiotika, EcCO83+ATB — antibiotika a probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H3.

Hodnoty oznacené * jsou s trovni statistické vyznamnosti 0,05.

5.2.4.2 Samice

Na obrazku 17 jsou vidét zmeény v expresi genit mezi skupinami u samic v nadledvinkach.

Signifikantni efekt byl u TNFa mezi kontrolni skupinou a skupinou s dysbidzou. Dalsi

signifikance byla pozorovana u IL-1p mezi skupinou EcO83+ATB a vSemi ostatnimi

skupinami.
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Obrazek 17. Genova exprese vybranych gent v nadledvinkach samic. Grafy znazoriuji
porovnani genové exprese jednotlivych genti mezi skupinami. V grafech jsou znazornény
jednotlivé mysi pomoci bodovych znaki. Signifikance byla zjisténa u TNFa a IL-18. K —
kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H31, ATB — pouze
antibiotika, EcCO83+ATB — antibiotika a probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H3.

Hodnoty oznacené * jsou s urovni statistick€¢ vyznamnosti 0,05.

5.3. Porovnani genové exprese — samci a samice

Vzhledem k vyraznym mezipohlavnim rozdilim v hormonalni regulaci mezi samci
a samicemi byla v odebranych organech porovnana genova exprese jednotlivych genli mezi
pohlavimi. Cilem této ¢asti studie bylo zjistit, jaky vliv ma pohlavi testovanych zvirat

na aktivitu osy mikrobiota — sttevo — mozek v nasem experimentalnim modelu.
5.3.1. Prefrontélni kortex

Obrazek 18 obsahuje grafy s porovnanim genové exprese samct a samic v jednotlivych
experimentalnich skupinach. Signifikantni efekt pohlavi byl pozorovan v expresi IL-13
u kontrolni skupiny a skupiny s EcO83, u nichz je detekovatelnd vyssi mira exprese IL-13

u samic.
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Obrazek 18. Porovnani genové exprese vybranych genii v prefrontialnim kortexu. Grafy
znéazornuji porovnani genové exprese jednotlivych genti mezi skupinami a pohlavim (samice
svétle, samci tmave). Grafy ukazuji primér hodnot + stfedni chyba priméru SEM.
Signifikantni rozdil mezi pohlavimi byl nalezen u exprese u IL-1p. K — kontrola, EcO83 —
pouze probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H31, ATB — pouze antibiotika,
EcO83+ATB — antibiotika a probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H3. Hodnoty
oznacené * jsou s urovni statistické vyznamnosti 0,05. Hodnoty s *** jsou s urovni statistické

vyznamnosti 0,001.

5.3.2. Hypothalamus

Obrazek 19 ukazuje rozdil v expresi genti v hypothalamu samcti a samic. Porovnani samcii

a samic neukazalo zadné signifikantni rozdily.
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Obrazek 19. Porovnani genové exprese vybranych genii v hypothalamu. Grafy znazoriuji
porovnani genové exprese jednotlivych genli mezi skupinami a pohlavimi (svétle samice,
tmavé samci). Grafy ukazuji primér hodnot + stfedni chyba priiméru SEM. Signifikance
nebyla nalezena. K — kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie Escherichia coli
083:K24:H31, ATB — pouze antibiotika, EcO83+ATB — antibiotika a probiotick4 bakterie
Escherichia coli O83:K24:H3.
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5.3.3. Hypofyza

Obrazek 20 ukazuje, ze porovnani exprese gend z hypofyzy samcll a samic nevykazovalo

zadné signifikantni efekty ani naznaky trendu.
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Obrazek 20. Porovnani genové exprese vybranych geni v hypofyze. Grafy znazornuji
porovnani genové exprese jednotlivych genli mezi skupinami a pohlavimi (svétle samice,
tmavé samci). Grafy ukazuji primér hodnot + stfedni chyba priméru SEM. Signifikance
nebyla nalezena. K — kontrola, EcO83 — pouze probioticka bakterie Escherichia coli
083:K24:H31, ATB — pouze antibiotika, EcCO83+ATB — antibiotika a probioticka bakterie
Escherichia coli O83:K24:H3.
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5.3.4. Nadledvinky

, .

Na obrazku 21 jsou znazornény grafy s porovnanim genové exprese mezi samci

a samicemi v nadledvinkach. Byla zjisténa signifikantné vyssi mira exprese IL-1 u samcu,

a to u kontrolni skupiny a skupiny s nekorigovanou experimentalni dysbidzou.

Mc2r TLR4 TNF

I
@
Ing
o
-
t

R
o

n

=)

Sos

o
wn

Relativni kvantifikace
Relativni kvantifikace
; 2 -
Relativni kvantifikace

=)
o
o
e
o
e

Relativni kvantifikace

Obrazek 21. Porovnani genové exprese vybranych genii v nadledvinkach. Grafy
znazoriuji porovnani genové exprese jednotlivych genti mezi skupinami a pohlavimi (svétle
samice, tmave samci). Grafy ukazuji primér hodnot + stfedni chyba priméru SEM.
Signifikantni efekt pohlavi byl zjistén u IL-1p. K — kontrola, EcO83 — pouze probioticka
bakterie Escherichia coli O83:K24:H31, ATB — pouze antibiotika, EcCO83+ATB — antibiotika
a probioticka bakterie Escherichia coli O83:K24:H3. Hodnoty oznacené * jsou s Grovni

statistické vyznamnosti 0,05. Hodnoty s ** jsou s Grovni statistické vyznamnosti 0,01.
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6. Diskuze

Cilem diplomové prace bylo za pomoci antibiotik navodit experimentalni dysbidzu u mysi
kmene BALB/c a sledovat jeji vliv na vybrané aspekty chovani za pomoci behavioralnich
testll. DalSim cilem byla nasledna reparace dysbidzy za pouziti probiotické bakterie
Escherichia coli O83:K24:H31 a zjistit, zda probioticky efekt zabrani negativnim dopadiim
dysbiozy na neuroendokrinni a imunitni systém. Vse vyse popsano bylo zkouméano na modelu
perinatalni antibiotické 1é€by s v€asnou ndpravou probiotickou bakterii v juvenilnim stadiu

Zivota.

6.1. Vliv experimentalné navozené dysbiozy a nasledné korekce probiotickou

bakterii Escherichia coli O83:K24:H31 na vybrané aspekty chovani

K navozeni dysbiozy byly pouzity antibiotické ptipravky Ampicilin a Neomycin. Oba tyto
ptipravky se hojné uzivaji ve studiich s experimentalni dysbidzou, vétSinou v kombinaci
s dalSimi druhy antibiotickych ptipravki. Naptiklad (Bistoletti et al., 2019) podéval
k navozeni dysbidzy mix antibiotik z ampicilinu, vankomycinu, neomycinu a metronidazolu.
V jiné studii byl pouzit antibioticky mix o péti pfipravcich (ampicilin, vankomycin,
ciprofloxacin, imipenem a metronidazol) (Hoban et al., 2016). V nasi studii jsme zvolili
model perinataln¢ navozené dysbidzy, predevsim vzhledem k citlivosti GIT a imunitniho
systému k ovlivnéni v raném détstvi, kdy se formuje stfevni mikrobiota a jeji slozeni je tak
vice nachylné k dlouhodobému zafixovani negativnich (pf. antibiotika) (Arboleya et al., 2015)

1 pozitivnich vliva (pf. probiotické bakterie)(Rodriguez-Nogales et al., 2018).

Na zakladé¢ publikovanych studii (Arslanova et al., 2021; S. Liu et al., 2020a) Kliknéte
nebo klepnéte sem a zadejte text.jsme predpokladali, Ze skupiny mysi s navozenou dysbidézou
budou vykazovat vyssi miru izkostného chovani. NaSe vysledky nicméné ukazuji, Ze zvitata,
ktera dostavala pouze antibiotika a byla jim timto zptisobem navozena dysbioza, nebyla nijak
poznamenana a nebyl pozorovan rozdil v chovani oproti kontrolni skupiné. Pfi porovnani
samctl a samic s dysbidzou byl pozorovatelny drobny, byt’ nesignifikantni trend — samci
travili del$i ¢as ve vnitini zon€ nez samice. Stejny trend byl pozorovan i u poctu vstupt do
vnitini zony. Samci byli tedy v naSem experimentalnim schématu méné tizkostni. Vysledky
TST pak neukazuji Zadny trend ani signifikantni rozdily mezi zvitaty, ktera dostavala

antibiotika a zvifaty z kontrolni skupiny. Zajimavy je opét vyrazné signifikantni efekt pohlavi.
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V grafech porovnavajicich pohlavi je vidét, ze samice byly vyrazné delsi ¢as nehybné. To by
ukazovalo na vét$i miru zoufalstvi a depresivniho chovéni. Vysledky jednotlivych
behavioralnich testl jsou tedy v podstaté v souladu — mezi dysbiotickymi zvitaty a zvifaty

z kontrolni skupiny nebyly pozorovany rozdily v uzkostném a depresivnim chovani;
detailngj$imu rozboru vlivu pohlavi na behavioralni testy i genovou expresi se budeme
vénovat niZe. To by mohlo byt zptisobeno nevhodnym vybérem antibiotickych ptipravki, kdy
navozena dysbidza nemusela byt dostatecné silnd, aby doslo k vyznamnému ovlivnéni

chovani zvitat (C. Huang et al., 2022).

Pro korekci dysbidzy byla pouzita EcO83, ktera byla podavéna intragastrickou gavazi.
Abychom zjistili, zda ma tato bakterie néjaky vliv na normalni, nedysbiotickou mikrobiotu,
byla bakterie podana zvitatlim, kterd nedostavala antibiotika. Déle byla tato bakterie podavana
zvifatim s experimentalné navozenou dysbidzou za ucelem napravy dysbidzy. Na vysledcich
z OF testu 1 TST je vidét, Ze samotné podani EcO83 nema ani pozitivni ani negativni vliv na
vybrané aspekty chovani. To samo o sobé& neni pfilis piekvapivé — podavani EcO83 probihalo
az ve 4. tydnu, tj. relativné€ pozd¢€. Gastrointestinalni trakt laboratornich zvitat, chovanych
v specific pathogen free (SPF) podminkach, v té dob¢ jiz je pln¢ kolonizovany. Kratkodobé
podavany jednoslozkovy probioticky pifipravek v tomto terénu nema idealni podminky pro
zprostiedkovani vyrazného efektu, mj. kvili jevu tzv. kolonizacni rezistence (Caballero et al.,
2017). U vysledkt mizeme pozorovat obdobny trend vlivu pohlavi, jako u antibiotik — tzn.

vyssi uzkostnost v OF a vyssi depresivitu v TST u samic nez u samct.

Zajimavé vysledky jsme pozorovali u skupiny zvifat, ktera dostdvala antibiotika a poté
1 probiotickou bakterii EcO83. V testu otevieného pole byla tato zvitata nejvice aktivni, méla
nejvetsi pocet vstupil do vnitini zony a také ve vnitini zonég stravila nejdelsi Cas, 1ze tedy fici,
7e byla nejméné uzkostna. Vysledky tail suspension testu ptekvapivé ukazovaly opacny efekt.
Zvitata, kterd dostala antibiotika i1 probiotickou bakteriiEcO83, byla v poslednich ctyfech
minutich testu del$i ¢as nehybna nez zvitata ze zbylych skupin. Samice opét vykazovaly vEtsi
miru tzkostného a depresivniho chovani. Nezanedbatelné je pozorovani signifikantné del§iho
Casu imobility u skupiny ATB + EcO83 oproti skupiné¢ EcO83 u samic. Ten by Sel vysvétlit
vetsi citlivosti zvitat s dysbiozou k néslednému ,,druhému zasahu* po podani probiotické

bakterie, ptipadn€ omezenim efektu kolonizaéni rezistence, jak byl zminén vyse.
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6.2. Vliv experimentalné navozené dysbidzy a nasledné korekce probiotickou

bakterii Escherichia coli O83:K24:H31 na expresi vybranych genli

Pro posouzeni vlivu dysbiozy a EcO83 na aktivaci HPA osy, byla métena genova exprese
u nasledujicich gend. CRH, klicovy hormon regulujici HPA osu, byl méten v hypothalamu.
Pomc byl méfen v hypofyze, kde je prekurzorem nékolika dulezitych hormond, véetné ACTH.
A kone¢né v nadledvinkach byla méfena exprese genu Mc2r kddujiciho hlavni receptor pro

ACTH, ktery hraje roli v syntéze steroidnich hormontl.

Signifikantni rozdil byl prokazan pouze u samic v expresi Pomc mezi kontrolni skupinou
a EcO83. EcO83 méla k nasemu piekvapeni vyrazné vyssi expresi Pomc v hypofyze. To by
naznacovalo aktivaci HPA osy po podani probiotické bakterie EcO83. Tomu nasvédcuje
1 naznaceny trend zvysené exprese CRH v hypothalamu u stejné skupiny. Tento jev by mohl
byt zpiisoben pritomnosti potencidlné siln¢€ bioaktivniho LPS u E. coli, které ve vétSing
ptipadl aktivuje jeden z hlavnich pattern recognition receptortt TLR4 a spousti tak zanétlivou
kaskadu (Steimle et al., 2016). Vzhledem k raznému slozeni LPS u riznych bakterii neni
aktivace TLR4 receptoru nicméné vzdy stejné intenzivni. Strukturni modifikace LPS
vyznamn¢ omezuji imunogenicitu komenzalnich mikroorganismii (Ciesielska et al., 2021),
LPS obsazené v racionalné¢ podavanych gramnegativnich probiotickych bakteriich navic
pravdépodobné neptedstavuje pro imunokompetentni organismus zadné bezpecnostni riziko
(Wassenaar & Zimmermann, 2018).Bezpecnost nami pouzité probiotické EcO83 je navic
dobie prokazana a dostatecna pro registraci probiotického ptipravku Colinfant jako 1éCiva,
EcO83 by tedy neméla mit v tomto ohledu pfilis silny prozanétlivy vliv. V kazdém ptipade¢ je
nicmén¢ dulezité brat pii pouziti probiotickych bakterii vzdy zietel na to, ze se jedna o zivé
mikroorganismy, které mohou nepfedvidanym zpiisobem ovlivilovat imunitni systém 1 dalsi

funkce hostitelského organismu.

U Zadné dalsi skupiny nebyl znatelny vyrazny rozdil v expresi zminénych genti oproti
kontrolni skupiné. Lze tedy uvazovat o tom, ze HPA osa nebyla u skupin s dysbiézou vyrazné
aktivovana. Tento vysledek je ptekvapivy, protoze piedchozi studie ukazuji na zvySenou
aktivitu HPA osy pfi dysbiotickém stavu mikrobioty (S. Liu et al., 2020a). Je ovSem nutné
zminit, Ze ve studiichi je fada metodickych rozdil. V prvni fadé (S. Liu et al., 2020a)
pracoval s laboratornimi potkany, zatimco nase studie probihala na mysich. Kromé toho

v pfipadé zminéné studie nebyla dysbidza navozovana antibioticky, ale pomoci transplantace
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dysbiotické mikrobioty od depresivnich pacientl. Dal$im vyznamnym rozdilem je vék mysi,
kdy byla dysbiéza indukovéana — nikoli perinataln¢ ale v dospélosti. I vzhledem k delsi dobé
mezi indukci dysbidzy a meétenim aktivity HPA osy 1ze v nasi studii ocekavat, ze prfechodny
efekt jiz nebude zaznamenan. Poslednim rozdilem pak jsou vlastni métené parametry —
zatimco nase studie se zabyvala genovou expresi, (S. Liu et al., 2020a) ptimo stanovili
hladiny CRH, ACTH a kortizolu z krve. To, ze se nam nepodatilo dysbiézou aktivovat HPA

osu, mohlo byt dale zptisobeno nedostate¢nym navozenim dysbidzy, jak bylo zminéno jiz

vyse.

Na zaklad¢ studii, které uvadi zvySenou propustnost HEB pii dysbiotickém stavu stiev
jako vyznamnou slozku s ni spojené neuropatologie, jsme ve vybranych organech dale méftili
expresi genu spojenych s integritou HEB. Zajimala nés exprese Ocln, Cldn5 a Tjpl v PFC
a Ocln a Cldn5 v hypothalamu. Naznaceny trend vyssi genové exprese oproti kontrolni
skupin€ byl pozorovan u Ocln u samct v PFC, kterym byla podavana antibiotika. ZvySeni
exprese Ocln mize byt kompenzac¢nim efektem v reakci na naruSeni HEB. Pfitomnost zdnétu
a zvysend exprese tight junction genit mohou byt disledkem naruseni propustnosti stievni
bariéry, coz sekundarné¢ miize ovlivnit 1 integritu HEB a vést k jeji zvySené propustnosti pro
rizné molekuly a signaly, které mohou ovlivnit funkci mozku a behavioralni reakce (Braniste
et al., 2014). U zbylych genti v PFC samcti, v PFC samic ani v hypothalamu nebyl pozorovan
zadny vétsi rozdil mezi skupinami. Tento trend byl v souladu se studii (Frohlich et al., 2016b),
kde mysi s antibiotiky také nevykazovaly zvysenou genovou expresi Ocln, Cldn5 a Tjpl

v prefrontalnim kortexu a hypothalamu.

V soucasné dobé¢ se zda, ze zanct byva nedilnou soucasti dysbidzy a s ni spojenych
onemocnéni. Nekteré studie dokonce naznacuji, Ze dysbidza miize spoustét kaskadu
prozanétlivych drah a byt tak pfi¢inou systémového zanétu (Mayerhofer et al., 2017) Proto
jsme se zaméfili také na zanétlivé markery. K zjisténi systémového zanétu a aktivace
imunitniho systému jsme si vybrali geny pro TLR4 (hlavni receptor pro LPS) a zakladni
prozanétlivé cytokiny TNFa a IL-1f. Expresi téchto tfi genil jsme pozorovali ve vSech

odebranych organech, tzn. PFC, hypothalamu, hypofyze a nadledvinkéch.

Signifikantni rozdil v genové expresi byl pozorovan u samcti v expresi TNFa v PFC,
konkrétné mezi skupinou s antibiotiky a kontrolni skupinou. Expresi TNFa méli tito samci
zvySenou i v hypothalamu. To mliZe indikovat aktivaci imunitniho systému, odrazejici

imunitni reakce v mozku spojené s dysbidzou. Tento jev podporuje i zvySend exprese IL-1 3
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u samci v PFC a hypothalamu u téze skupiny a je v souladu i s nazna¢enym trendem zvysené
exprese Ocln v PFC u téze skupiny. Dal$im zajimavym jevem u samcti v PFC je lehce
zvySend exprese TNFa u EcO83 oproti kontrolni skupiné, kterd by opét mohla byt nasledkem
pusobeni LPS EcO83, jak bylo diskutovano vyse. U samic byl v PFC pozorovan pouze lehky
naznak vyssi exprese TLR4 u skupiny s antibiotiky, jinak nebyly nalezeny zadné vyznamné

rozdily. U zbylych organti jsme nevidéli zadny rozdil v expresi téchto tii gend.

Vzhledem k zaméfeni prace nas nejvice zajimal zdnét v nervovych tkédnich, za Gcelem
hodnoceni miry jejich poSkozeni jsme proto zjistovali miru exprese BDNF v PFC
a hypothalamu. BDNF je na jedné stran€ produkovan jako soucast obranné reakce na
poskozeni nebo zanét, a tim podporuje regeneraci a opravu nervovych bunck. Na druhé
stran¢, chronicky zanét miize ovlivnit produkci BDNF a jeho ucinek na plastické procesy, coz
muze mit negativni dopad na zdravi mozku (Carniel & da Rocha, 2021). Studie poukazuji na
souvislost mezi nizkymi hladinami BDNF a nékterymi neurologickymi a duSevnimi
poruchami, jako jsou deprese a izkostné poruchy (Wang et al., 2015). V expresi BDNF
nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily mezi skupinami, ale byl pozorovan mirny
trend snizené exprese u skupiny EcO83+ATB v PFC u samcti i samic. V hypothalamu nebyl

vidét naznak trendu ani signifikantni rozdily.
6.3. Mezipohlavni rozdily ve zkoumanych parametrech a shrnuti diskuse

ProtoZe je znamo, Ze existuji zna¢né pohlavné podminéné rozdily mezi imunitnimi,
neuroendokrinnimi 1 behavioralnimi vlastnostmi, byl experiment proveden na samcich
1 samicich. Nedilnou soucasti analyzy bylo tudiz i posouzeni vlivu pohlavi. U behavioralnich
testil jsme se divali na to, zda jsou samci a samice ve stejnych skupinach v jednotlivych
parametrech stejné tzkostni ¢i depresivni. U vysledki testu oteviené¢ho pole byl pozorovan
trend zvySené Uzkostlivosti samic u vSech skupin. S jednou vyjimkou antibiotické skupiny,
kde byli samci méné aktivni nez samice. U TST byl nalezen signifikantni rozdil mezi samci
a samicemi u kontrolni skupiny a skupin ATB a EcO83+ATB. I v tomto piipadé byli samci
vice odolni nez samice. Tento efekt pohlavi mohl byt zptsoben lisici se endokrinni regulaci,
pfipadné také znamym faktem, Ze samice sndze a silnéji reaguji na stimulaci imunitniho
systému rozvojem zanétu, ktery se mohl promitnout do dlouhodobého ovlivnéni
behavioralnich parametrd. Zajimavé je, Ze i samice z kontrolni skupiny vykazovaly vyssi

uzkostlivost nez samci z kontrolni skupiny. To néas nuti zvazit i mozZnost, ze mezipohlavni
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rozdily mohly byt zvyraznény mechanismem podéavani probiotické bakterie intragastrickou
gavazi. K té dochazelo u relativné mladych mysi kratce po odstavu, nemtizeme tedy vyloucit,
ze vzhledem k velikosti takto mladych mys$i mohlo dojit k jisté mife traumatizace 1 pti pouziti
nejmensich sond pro zaludecni gavaz. Vzhledem k pohlavnimu dimorfismu jsou samice

o néco mensi nez samci a mohly byt traumatizovany timto stresujicim mechanismem
handlingu vice nez samci. Pro dal$i experimenty by tedy bylo vhodné zavést jesté jednu
kontrolni skupinu, ktera by byla uSetiena tohoto stresujiciho handlingu, aby bylo mozné jeho

vliv vyloucit.

U genové exprese vysledky porovnani neodhalily mnoho rozdilti mezi pohlavimi.
Signifikantni rozdil byl nalezen u IL-1p v PFC u kontrolni skupiny a skupiny EcO83, kde
mély samice vyssi expresi zanétlivého IL-1p; u ostatnich skupin byl naznacen stejny trend,
ackoli bez signifikance. Naopak v nadledvinkach byl pozorovan opacny jev, tzn. vyssi exprese
IL-1B u samcii u kontrolni skupiny a skupiny ATB. Jiné jevy ¢i trendy nebyly ve vysledcich
nalezeny. Celkové¢ vysledky neukazaly zadny vyznamny efekt dysbiozy na chovani ani na
zménu genové exprese. Déle jsme nevypozorovali zadny pozitivni, ale ani negativni efekt
probiotické bakterie EcO83, coz neni piekvapivé, protoze podavani jednoslozkovych
probiotik zvifatim v SPF podminkach nemivé dlouhodoby efekt. Jediny znatelny rozdil oproti
kontrolni skupin€ byl vidét v chovani u skupiny, ktera dostdvala antibiotika a probiotickou
EcO83. Z porovnani vysledkt bylo zjisténo, ze pohlavi nehraje ptilis velkou roli v reakci na
terapeutické intervence. Pohlavi samo nicméné pomérné zna¢né ovlivnilo vysledky
behavioralnich testli i markert zanétu v PFC, pravdépodobné v disledku komplexnich

mezipohlavnich rozdili v neuroendokrinnich, imunologickych i behavioralnich vlastnostech.

Rozdily mezi nasi studii a publikovanymi vysledky jinych skupin Ize také vysvétlit rozdily
mezi experimentalnimi zvifaty a jejich mikrobiomem. N¢které studie byly provadény na
jinych kmenech laboratornich mys$i, napt. C57BL/6, ¢i dokonce jinych druzich laboratornich
zvitat, nejcastéji potkanech. Slozeni mikrobioty a tim i reakce experimentalniho systému na
antibiotickou ¢i probiotickou intervenci jsou vyznamnég zavislé nejen na kmeni mysi (v naSem
piipadé BALB/c), ale i na dodavateli experimentalnich zvifat a prostfedi zvétince (Ericsson et
al., 2015). Studie navic ukazuji, ze 1 u geneticky identickych zvitat stejného ptivodu
chovanych v rozdilnych ¢astech jediného zvétince probihéd v pribehu Casu rozriizinovani

sttevni mikrobioty (Rogers et al., 2014).
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7. Zaver

Tato prace se zabyvala plisobenim dysbidézy na osu mikrobiota — stfevo — mozek a jejim
vlivu na vybrané aspekty chovéani. Dale jsou zde zminéna probiotika a jejich pozitivni vliv na

organismus a korekci dysbidzy.

Z ptedlozenych vysledkl vyplyva, Ze ndmi perinatdlné navozend experimentalni dysbidza
nevykazovala vyrazny vliv na neuroendokrinni regulaci vybranych aspektti chovani, ackoli
nekteré zmény v chovani byly zaznamenany. Zajimavym zjisténim bylo, ze samotné podavani
probiotické bakterie Escherichia coli O83:K24:H31 neprokazalo signifikantni u¢inek na
chovani ani na expresi genll. Nicmén¢ reparace dysbidozy pomoci této specifické probiotické
bakterie ukazala pozitivni efekty, zeyména snizeni uzkostného chovéni. Tento vysledek
naznacuje potencial E. coli O83:K24:H31 v 1écbé negativnich nésledkti dysbiozy na

neuroendokrinni a imunitni systém, a tim 1 na chovani resp. poruchy nalady.

Pokud ptihlédneme k vlivu pohlavi, bylo zjisténo, na terapeutické intervence. Samci

projevovali niz8i miru uzkostného chovani ve vSech experimentalnich skupinach.

Celkov¢ se tedy da tici, ze prace prispiva k lepSimu pochopeni vztahu mezi stfevni dysbiozou,
osou mikrobiota — stfevo — mozek a neuropsychiatrickymi poruchami. Vysledky naznacuji, ze
E. coli O83:K24:H31 mize mit potencial jako probioticka bakterie pro zmirnéni negativnich
dopadi dysbidzy na neurologické a behavioralni funkce. Pro Gplné porozuméni

mechanismim, které se v ramci pii dysbidze odehravaji, je nicméné nutny dalsi vyzkum.

59



8. Literatura

Abildgaard, A., Elfving, B., Hokland, M., Wegener, G., & Lund, S. (2017). Probiotic treatment reduces
depressive-like behaviour in rats independently of diet. Psychoneuroendocrinology, 79, 40-48.

Aidy, S. El, Dinan, T. G., & Cryan, J. F. (2014). Immune modulation of the brain-gut-microbe axis.
Frontiers in Microbiology, 5(APR), 3—6. https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00146

Algieri, F., Garrido-Mesa, J., Vezza, T., Rodriguez-Sojo, M. J., Rodriguez-Cabezas, M. E., Olivares, M.,
Garcia, F., Galvez, J., Mordn, R., & Rodriguez-Nogales, A. (2021). Intestinal anti-inflammatory
effects of probiotics in DNBS-colitis via modulation of gut microbiota and microRNAs. European
Journal of Nutrition, 60(5), 2537-2551. https://doi.org/10.1007/s00394-020-02441-8

Aloisi, F. (2001). Immune function of microglia. Glia, 36(2), 165-179.
https://doi.org/10.1002/glia.1106

Arboleya, S., Sanchez, B., Milani, C., Duranti, S., Solis, G., Fernandez, N., De Los Reyes-Gavilan, C. G.,
Ventura, M., Margolles, A., & Gueimonde, M. (2015). Intestinal microbiota development in
preterm neonates and effect of perinatal antibiotics. Journal of Pediatrics, 166(3), 538—544.
https://doi.org/10.1016/j.jpeds.2014.09.041

Arslanova, A., Tarasova, A., Alexandrova, A., Novoselova, V., Shaidullov, I., Khusnutdinova, D.,
Grigoryeva, T., Yarullina, D., Yakovleva, O., & Sitdikova, G. (2021). Protective effects of probiotics
on cognitive and motor functions, anxiety level, visceral sensitivity, oxidative stress and
microbiota in mice with antibiotic-induced dysbiosis. Life, 11(8).
https://doi.org/10.3390/life11080764

Arumugam, M., Raes, J., Pelletier, E., Le Paslier, D., Yamada, T., Mende, D. R., Fernandes, G. R., Tap, J.,
Bruls, T., Batto, J. M., Bertalan, M., Borruel, N., Casellas, F., Fernandez, L., Gautier, L., Hansen, T.,
Hattori, M., Hayashi, T., Kleerebezem, M., ... Bork, P. (2011). Enterotypes of the human gut
microbiome. Nature, 473(7346), 174-180.

Asano, Y., Hiramoto, T., Nishino, R., Aiba, Y., Kimura, T., Yoshihara, K., Koga, Y., & Sudo, N. (2012).
Critical role of gut microbiota in the production of biologically active, free catecholamines in the
gut lumen of mice. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol, 303, 1288-1295.
http://www.ajpgi.org

Beckett, T. L., Studzinski, C. M., Keller, J. N., Paul Murphy, M., & Niedowicz, D. M. (2013). A ketogenic
diet improves motor performance but does not affect B-amyloid levels in a mouse model of
Alzheimer’s Disease. Brain Research, 1505, 61-67.

Bercik, P., Park, A. J., Sinclair, D., Khoshdel, A., Lu, J., Huang, X., & Deng, P. A. (2011). The anxiolytic
effect of Bifidobacterium longum NCC3001. Neurogastroenterol Motil, 23(12), 1132—-1139.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2982.2011.01796.x.The

Bhat, M. I., Sowmya, K., Kapila, S., & Kapila, R. (2019). Escherichia coli K12: An evolving opportunistic
commensal gut microbe distorts barrier integrity in human intestinal cells. Microbial
Pathogenesis, 133.

Bistoletti, M., Caputi, V., Baranzini, N., Marchesi, N., Filpa, V., Marsilio, I., Cerantola, S., Terova, G., Baj,
A., Grimaldi, A., Pascale, A., Frigo, G., Crema, F., Giron, M. C., & Giaroni, C. (2019). Antibiotic
treatment-induced dysbiosis differently affects BDNF and TrkB expression in the brain and in the
gut of juvenile mice. PLoS ONE, 14(2), 1-20. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0212856

60



Braniste, V., Al-Asmakh, M., Kowal, C., Anuar, F., Abbaspour, A., Téth, M., Korecka, A., Bakocevic, N.,
Guan, N. L., Kundu, P., Gulyas, B., Halldin, C., Hultenby, K., Nilsson, H., Hebert, H., Volpe, B. T.,
Diamond, B., & Pettersson, S. (2014). The gut microbiota influences blood-brain barrier
permeability in mice. Science Translational Medicine, 6(263), 1-12.
https://doi.org/10.1126/scitranslmed.3009759

Bruewer, M., Utech, M., lvanoy, A. |., Hopkins, A. M., Parkos, C. A., & Nusrat, A. (2005). Interferon-y
induces internalization of epithelial tight junction proteins via a macropinocytosis-like process.
The FASEB Journal, 19(8), 923—933.

Caballero, S., Kim, S., Carter, R. A,, Leiner, I. M., Susac, B., Miller, L., Kim, G. J,, Ling, L., & Pamer, E. G.
(2017). Cooperating Commensals Restore Colonization Resistance to Vancomycin-Resistant
Enterococcus faecium. Cell Host and Microbe, 21(5), 592-602.e4.
https://doi.org/10.1016/j.chom.2017.04.002

Carniel, B. P, & da Rocha, N. S. (2021). Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and inflammatory
markers: Perspectives for the management of depression. Progress in Neuro-
Psychopharmacology and Biological Psychiatry, 108(July 2020).
https://doi.org/10.1016/j.pnpbp.2020.110151

Casano, A. M., & Peri, F. (2015). Microglia: Multitasking specialists of the brain. Developmental Cell,
32(4), 469-477. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2015.01.018

Casén, C., Vebg, H. C., Sekelja, M., Hegge, F. T., Karlsson, M. K., Ciemniejewska, E., Dzankovic, S.,
Frgyland, C., Nestestog, R., Engstrand, L., Munkholm, P., Nielsen, O. H., Rogler, G., Simrén, M.,
Ohman, L., Vatn, M. H., & Rudi, K. (2015). Deviations in human gut microbiota: A novel
diagnostic test for determining dysbiosis in patients with IBS or IBD. Alimentary Pharmacology
and Therapeutics, 42(1), 71-83. https://doi.org/10.1111/apt.13236

Cawthon, C. R., & de La Serre, C. B. (2018). Gut bacteria interaction with vagal afferents. Brain
Research, 1693, 134—-139. https://doi.org/10.1016/].brainres.2018.01.012

Cerny, V., Hrdy, J., Benes, J., & Tlaskalovd, H. (2023). Slovo o mikrobiomu : uvaha nad historii ,
soucasnym stavem a pojmoslovim vzkvétajiciho oboru. 112—-119.

Chahwan, B., Kwan, S., Isik, A., van Hemert, S., Burke, C., & Roberts, L. (2019). Gut feelings: A
randomised, triple-blind, placebo-controlled trial of probiotics for depressive symptoms. Journal
of Affective Disorders, 253, 317-326.

Chassard, C., Dapoigny, M., Scott, K. P., Crouzet, L., Del’'Homme, C., Marquet, P., Martin, J. C.,
Pickering, G., Ardid, D., Eschalier, A., Dubray, C., Flint, H. J., & Bernalier-Donadille, A. (2012).
Functional dysbiosis within the gut microbiota of patients with constipated-irritable bowel
syndrome. Alimentary Pharmacology and Therapeutics, 35(7), 828—838.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2036.2012.05007.x

Chunchai, T., Thunapong, W., Yasom, S., Wanchai, K., Eaimworawuthikul, S., Metzler, G., Lungkaphin,
A., Pongchaidecha, A., Sirilun, S., Chaiyasut, C., Pratchayasakul, W., Thiennimitr, P., Chattipakorn,
N., & Chattipakorn, S. C. (2018). Decreased Microglial Activation Through Gut-brain Axis by
Prebiotics, Probiotics, or Synbiotics Effectively Restored Cognitive Function in Obese-insulin
Resistant Rats. Journal of Neuroinflammation, 15(1), 1-15. https://doi.org/10.1186/s12974-018-
1055-2

61



Ciesielska, A., Matyjek, M., & Kwiatkowska, K. (2021). TLR4 and CD14 trafficking and its influence on
LPS-induced pro-inflammatory signaling. Cellular and Molecular Life Sciences, 78(4), 1233—1261.
https://doi.org/10.1007/s00018-020-03656-y

Clarke, G., Grenham, S., Scully, P, Fitzgerald, P., Moloney, R. D., Shanahan, F.,, Dinan, T. G., & Cryan, J.
F. (2013). The microbiome-gut-brain axis during early life regulates the hippocampal
serotonergic system in a sex-dependent manner. Molecular Psychiatry, 18(6), 666—673.
https://doi.org/10.1038/mp.2012.77

Costantini, T. W,, Krzyzaniak, M., Cheadle, G. A., Putnam, J. G., Hageny, A.-M., Lopez, N., Eliceiri, B. P,,
Bansal, V., & Coimbra, R. (2012). Targeting a-7 Nicotinic Acetylcholine Receptor in the Enteric
Nervous System. The American Journal of Pathology, 181(2), 478—486.
https://doi.org/10.1016/j.ajpath.2012.04.005

Cryan, J. F.,, O’riordan, K. J., Cowan, C. S. M., Sandhu, K. V., Bastiaanssen, T. F. S., Boehme, M.,
Codagnone, M. G., Cussotto, S., Fulling, C., Golubeva, A. V., Guzzetta, K. E., Jaggar, M., Long-
Smith, C. M., Lyte, J. M., Martin, J. A., Molinero-Perez, A., Moloney, G., Morelli, E., Morillas, E., ...
Dinan, T. G. (2019). The microbiota-gut-brain axis. Physiological Reviews, 99(4), 1877—-2013.
https://doi.org/10.1152/physrev.00018.2018

Cussotto, S., Sandhu, K. V., Dinan, T. G., & Cryan, J. F. (2018). The Neuroendocrinology of the
Microbiota-Gut-Brain Axis: A Behavioural Perspective. Frontiers in Neuroendocrinology,
51(April), 80-101. https://doi.org/10.1016/j.yfrne.2018.04.002

Ericsson, A. C., Davis, J. W., Spollen, W., Bivens, N., Givan, S., Hagan, C. E., McIntosh, M., & Franklin, C.
L. (2015). Effects of vendor and genetic background on the composition of the fecal microbiota
of inbred mice. PLoS ONE, 10(2), 1-19. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0116704

Erny, D., De Angelis, A. L. H., Jaitin, D., Wieghofer, P., Staszewski, O., David, E., Keren-Shaul, H.,
Mahlakoiv, T., Jakobshagen, K., Buch, T., Schwierzeck, V., Utermdhlen, O., Chun, E., Garrett, W. S.,
Mccoy, K. D., Diefenbach, A., Staeheli, P., Stecher, B., Amit, I., & Prinz, M. (2015). Host
microbiota constantly control maturation and function of microglia in the CNS. Nature
Neuroscience, 18(7), 965-977. https://doi.org/10.1038/nn.4030

Fleshner, M., Frank, M., & Maier, S. F. (2017). Danger Signals and Inflammasomes: Stress-Evoked
Sterile Inflammation in Mood Disorders. Neuropsychopharmacology, 42(1), 36—45.
https://doi.org/10.1038/npp.2016.125

Fouhy, F., Guinane, C. M., Hussey, S., Wall, R., Ryan, C. A, Dempsey, E. M., Murphy, B., Ross, R. P,,
Fitzgerald, G. F.,, Stanton, C., & Cotter, P. D. (2012). High-throughput sequencing reveals the
incomplete, short-term recovery of infant gut microbiota following parenteral antibiotic
treatment with ampicillin and gentamicin. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 56(11),
5811-5820. https://doi.org/10.1128/AAC.00789-12

Frank, D. N., St. Amand, A. L., Feldman, R. A., Boedeker, E. C., Harpaz, N., & Pace, N. R. (2007).
Molecular-phylogenetic characterization of microbial community imbalances in human
inflammatory bowel diseases. Proceedings of the National Academy of Sciences, 104(34).

Frohlich, E. E., Farzi, A., Mayerhofer, R., Reichmann, F., Jacan, A., Wagner, B., Zinser, E., Bordag, N.,
Magnes, C., Frohlich, E., Kashofer, K., Gorkiewicz, G., & Holzer, P. (2016a). Cognitive impairment
by antibiotic-induced gut dysbiosis: Analysis of gut microbiota-brain communication. Brain,
Behavior, and Immunity, 56, 140-155. https://doi.org/10.1016/j.bbi.2016.02.020

62



Frohlich, E. E., Farzi, A., Mayerhofer, R., Reichmann, F,, Jacan, A., Wagner, B., Zinser, E., Bordag, N.,
Magnes, C., Frohlich, E., Kashofer, K., Gorkiewicz, G., & Holzer, P. (2016b). Cognitive impairment
by antibiotic-induced gut dysbiosis: Analysis of gut microbiota-brain communication. Brain,
Behavior, and Immunity, 56, 140-155.

Frost, G., Sleeth, M. L., Sahuri-Arisoylu, M., Lizarbe, B., Cerdan, S., Brody, L., Anastasovska, J.,
Ghourab, S., Hankir, M., Zhang, S., Carling, D., Swann, J. R., Gibson, G., Viardot, A., Morrison, D.,
Thomas, E. L., & Bell, J. D. (2014). The short-chain fatty acid acetate reduces appetite via a
central homeostatic mechanism. Nature Communications, 5, 1-11.
https://doi.org/10.1038/ncomms4611

Gershon, M. D. (1999). The enteric nervous system: A second brain. Hospital Practice, 34(7), 31-52.
https://doi.org/10.3810/hp.1999.07.153

Gershon, M. D., & Erde, S. M. (1981). The nervous system of the gut. Gastroenterology, 80(6), 1571—
1594. https://doi.org/10.1016/0016-5085(81)90275-4

Glebov, K., Loéchner, M., Jabs, R., Lau, T., Merkel, O., Schloss, P., Steinh&user, C., & Walter, J. (2015).
Serotonin stimulates secretion of exosomes from microglia cells. Glia, 63(4), 626—634.
https://doi.org/10.1002/glia.22772

Goodrich, J. K., Waters, J. L., Poole, A. C.,, Sutter, J. L., Koren, O., Blekhman, R., Beaumont, M., Van
Treuren, W., Knight, R., Bell, J. T., Spector, T. D., Clark, A. G., & Ley, R. E. (2014). Human genetics
shape the gut microbiome. Cell, 159(4), 789-799.

Guo, Y., Yang, X., Qi, Y., Wen, S, Liu, Y., Tang, S., Huang, R., & Tang, L. (2017). Long-term use of
ceftriaxone sodium induced changes in gut microbiota and immune system. Scientific Reports, 7,
1-9. https://doi.org/10.1038/srep43035

Hansen, M. B. (2003). The enteric nervous system |: Organisation and classification. Pharmacology
and Toxicology, 92(3), 105—113. https://doi.org/10.1034/j.1600-0773.2003.t01-1-920301.x

Hoban, A. E., Moloney, R. D., Golubeva, A. V., McVey Neufeld, K. A., O’Sullivan, O., Patterson, E.,
Stanton, C., Dinan, T. G., Clarke, G., & Cryan, J. F. (2016). Behavioural and neurochemical
consequences of chronic gut microbiota depletion during adulthood in the rat. Neuroscience,
339, 463-477. https://doi.org/10.1016/j.neuroscience.2016.10.003

Hoffman, J. D., Yanckello, L. M., Chlipala, G., Hammond, T. C., McCulloch, S. D., Parikh, I., Sun, S.,
Morganti, J. M., Green, S. J., & Lin, A. L. (2019). Dietary inulin alters the gut microbiome,
enhances systemic metabolism and reduces neuroinflammation in an APOE4 mouse model.
PLoS ONE, 14(8), 1-22. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0221828

Huang, C., Feng, S., Huo, F., & Liu, H. (2022). Effects of Four Antibiotics on the Diversity of the
Intestinal Microbiota. Microbiology Spectrum, 10(2). https://doi.org/10.1128/spectrum.01904-
21

Huang, Y., Wu, J., Zhang, H., Li, Y., Wen, L., Tan, X., Cheng, K., Liu, Y., Pu, J,, Liu, L., Wang, H., Li, W.,
Perry, S. W., Wong, M. L., Licinio, J., Zheng, P., & Xie, P. (2023). The gut microbiome modulates
the transformation of microglial subtypes. Molecular Psychiatry, February.
https://doi.org/10.1038/s41380-023-02017-y

63



Jethwani, P.,, & Grover, K. (2019). Gut Microbiota in Health and Diseases — A Review. International
Journal of Current Microbiology and Applied Sciences, 8(08), 1586—1599.
https://doi.org/10.20546/ijcmas.2019.808.187

Kaliannan, K., Wang, B, Li, X. Y., Bhan, A. K., & Kang, J. X. (2016). Omega-3 fatty acids prevent early-
life antibiotic exposure-induced gut microbiota dysbiosis and later-life obesity. International
Journal of Obesity, 40(6), 1039-1042.

Kang, Y. B., Cai, Y., & Zhang, H. (2017). Gut microbiota and allergy/asthma: From pathogenesis to new
therapeutic strategies. Allergologia et Immunopathologia, 45(3), 305-309.
https://doi.org/10.1016/j.aller.2016.08.004

Kang, Y., Kang, X., Yang, H., Liu, H., Yang, X,, Liu, Q., Tian, H., Xue, Y., Ren, P., Kuang, X., Cai, Y., Tong,
M., Li, L., & Fan, W. (2022). Lactobacillus acidophilus ameliorates obesity in mice through
modulation of gut microbiota dysbiosis and intestinal permeability. Pharmacological Research,
175(December 2021), 106020. https://doi.org/10.1016/j.phrs.2021.106020

Kekuda, R., Manoharan, P., Baseler, W., & Sundaram, U. (2013). Monocarboxylate 4 mediated
butyrate transport in a rat intestinal epithelial cell line. Digestive Diseases and Sciences, 58(3),
660—667. https://doi.org/10.1007/s10620-012-2407-x

Keogh, C. E., Kim, D. H. J.,, Pusceddu, M. M., Knotts, T. A., Rabasa, G., Sladek, J. A., Hsieh, M. T.,
Honeycutt, M., Brust-Mascher, ., Barboza, M., & Gareau, M. G. (2021). Myelin as a regulator of
development of the microbiota-gut-brain axis. Brain, Behavior, and Immunity, 91(November
2020), 437-450. https://doi.org/10.1016/].bbi.2020.11.001

Kinlein, S. A, Phillips, D. J., Keller, C. R., & Karatsoreos, |. N. (2019). Role of corticosterone in altered
neurobehavioral responses to acute stress in a model of compromised hypothalamic-pituitary-
adrenal axis function. Psychoneuroendocrinology, 102(September 2018), 248—255.
https://doi.org/10.1016/j.psyneuen.2018.12.010

Kouli, A., Camacho, M., Allinson, K., & Williams-Gray, C. H. (2020). Neuroinflammation and protein
pathology in Parkinson’s disease dementia. Acta Neuropathologica Communications, 8(1), 1-19.
https://doi.org/10.1186/s40478-020-01083-5

Laforest-Lapointe, I., & Arrieta, M.-C. (2018). Microbial Eukaryotes: a Missing Link in Gut Microbiome
Studies. MSystems, 3(2).

Langgartner, D., Vaihinger, C. A., Haffner-Luntzer, M., Kunze, J. F., Weiss, A. L. J., Foertsch, S., Bergdolt,
S., Ignatius, A., & Reber, S. 0. (2018). The role of the intestinal microbiome in chronic
psychosocial stress-induced pathologies in male mice. Frontiers in Behavioral Neuroscience,
12(October), 1-14. https://doi.org/10.3389/fnbeh.2018.00252

Leclercq, S., Cani, P. D., Neyrinck, A. M., Starkel, P., Jamar, F., Mikolajczak, M., Delzenne, N. M., & De
Timary, P. (2012). Role of intestinal permeability and inflammation in the biological and
behavioral control of alcohol-dependent subjects. Brain, Behavior, and Immunity, 26(6), 911—
918. https://doi.org/10.1016/j.bbi.2012.04.001

Leng, F,, Hinz, R., Gentleman, S., Hampshire, A., Dani, M., Brooks, D. J., & Edison, P. (2023).
Neuroinflammation is independently associated with brain network dysfunction in Alzheimer’s
disease. Molecular Psychiatry, 28(3), 1303—1311. https://doi.org/10.1038/s41380-022-01878-z

64



Liu, S., Guo, R., Liu, F, Yuan, Q., Yu, Y., & Ren, F. (2020a). <p>Gut Microbiota Regulates Depression-
Like Behavior in Rats Through the Neuroendocrine-lmmune-Mitochondrial Pathway</p>.
Neuropsychiatric Disease and Treatment, Volume 16.

Liu, S., Guo, R., Liu, F, Yuan, Q., Yu, Y., & Ren, F. (2020b). Gut microbiota regulates depression-like
behavior in rats through the neuroendocrine-immune-mitochondrial pathway. Neuropsychiatric
Disease and Treatment, 16, 859—869. https://doi.org/10.2147/NDT.5243551

Liu, Y. W,, Liu, W. H., Wu, C. C., Juan, Y. C., Wu, Y. C,, Tsai, H. P,, Wang, S., & Tsai, Y. C. (2016).
Psychotropic effects of Lactobacillus plantarum PS128 in early life-stressed and naive adult mice.
Brain Research, 1631, 1-12.

Liu, Y., Yu, X., Yu, L., Tian, F., Zhao, J., Zhang, H., Qian, L., Wang, Q., Xue, Z., Zhai, Q., & Chen, W.
(2021). Lactobacillus plantarum CCFM8610 Alleviates Irritable Bowel Syndrome and Prevents
Gut Microbiota Dysbiosis: A Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled, Pilot Clinical Trial.
Engineering, 7(3), 376-385. https://doi.org/10.1016/j.eng.2020.06.026

Livak, K. J., & Schmittgen, T. D. (2001). Analysis of relative gene expression data using real-time
guantitative PCR and the 2-AACT method. Methods, 25(4), 402—-408.
https://doi.org/10.1006/meth.2001.1262

Ma, Q., Xing, C., Long, W., Wang, H. Y,, Liu, Q., & Wang, R. (2019). gut and CNS. Journal of
Neuroinflammation, 16, 53—66.

Ma, T. Y, Boivin, M. A., Ye, D., Pedram, A., & Said, H. M. (2005). Mechanism of TNF-modulation of
Caco-2 intestinal epithelial tight junction barrier: role of myosin light-chain kinase protein
expression. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol, 288, 422—430. http://www.ajpgi.org

Matthes, H., Krummenerl, T., Giensch, M., Wolff, C., & Schulze, J. (2010). Clinical trial: Probiotic
treatment of acute distal ulcerative colitis with rectally administered Escherichia coli Nissle 1917
(EcN). BMC Complementary and Alternative Medicine, 10. https://doi.org/10.1186/1472-6882-
10-13

Mayerhofer, R., Frohlich, E. E., Reichmann, F., Farzi, A., Kogelnik, N., Frohlich, E., Sattler, W., & Holzer,
P. (2017). Diverse action of lipoteichoic acid and lipopolysaccharide on neuroinflammation,

blood-brain barrier disruption, and anxiety in mice. Brain, Behavior, and Immunity, 60, 174—187.
https://doi.org/10.1016/j.bbi.2016.10.011

Messaoudi, M., Lalonde, R., Violle, N., Javelot, H., Desor, D., Nejdi, A., Bisson, J. F., Rougeot, C.,
Pichelin, M., Cazaubiel, M., & Cazaubiel, J. M. (2011). Assessment of psychotropic-like properties
of a probiotic formulation (Lactobacillus helveticus R0O052 and Bifidobacterium longum R0175)
in rats and human subjects. British Journal of Nutrition, 105(5), 755-764.

Oleskin, A. V., & Shenderov, B. A. (2016). Neuromodulatory effects and targets of the SCFAs and
gasotransmitters produced by the human symbiotic microbiota. Microbial Ecology in Health &
Disease, 27(0), 1-12. https://doi.org/10.3402/mehd.v27.30971

Park, K., Park, S., Nagappan, A., Ray, N., Kim, J., Yoon, S., & Moon, Y. (2021). Probiotic escherichia coli
ameliorates antibiotic-associated anxiety responses in mice. Nutrients, 13(3), 1-10.
https://doi.org/10.3390/nu13030811

Petersen, C., & Round, J. L. (2014). Defining dysbiosis and its influence on host immunity and disease.
In Cellular Microbiology (Vol. 16, Issue 7, pp. 1024—-1033). Blackwell Publishing Ltd.

65



Rea, K., Dinan, T. G., & Cryan, J. F. (2016). The microbiome: A key regulator of stress and
neuroinflammation. Neurobiology of Stress, 4, 23—-33.
https://doi.org/10.1016/j.ynstr.2016.03.001

Reinshagen, M. (2019). A gut-brain neural circuit for nutrient sensory transduction. Zeitschrift Fur
Gastroenterologie, 57(3), 335. https://doi.org/10.1055/a-0821-1865

Rinninella, E., Raoul, P., Cintoni, M., Franceschi, F., Miggiano, G. A. D., Gasbarrini, A., & Mele, M. C.
(2019). What is the healthy gut microbiota composition? A changing ecosystem across age,
environment, diet, and diseases. Microorganisms, 7(1).
https://doi.org/10.3390/microorganisms7010014

Rodriguez-Nogales, A., Algieri, F., Garrido-Mesa, J., Vezza, T., Utrilla, M. P., Chueca, N., Fernandez-
Caballero, J. A., Garcia, F., Rodriguez-Cabezas, M. E., & Galvez, J. (2018). The administration of
Escherichia coli Nissle 1917 ameliorates development of DSS-induced colitis in mice. Frontiers in
Pharmacology, 9(MAY), 1-12. https://doi.org/10.3389/fphar.2018.00468

Rogers, G. B., Kozlowska, J., Keeble, J., Metcalfe, K., Fao, M., Dowd, S. E., Mason, A. J., McGuckin, M.
A., & Bruce, K. D. (2014). Functional divergence in gastrointestinal microbiota in physically-
separated genetically identical mice. Scientific Reports, 4, 1-5.
https://doi.org/10.1038/srep05437

Rothhammer, V., Borucki, D. M., Tjon, E. C., Takenaka, M. C., Chao, C. C., Ardura-Fabregat, A., De Lima,
K. A., Gutiérrez-Vazquez, C., Hewson, P., Staszewski, O., Blain, M., Healy, L., Neziraj, T., Borio, M.,
Wheeler, M., Dragin, L. L., Laplaud, D. A., Antel, J., Alvarez, J. I., ... Quintana, F. J. (2018).
Microglial control of astrocytes in response to microbial metabolites. Nature, 557(7707), 724—
728. https://doi.org/10.1038/s41586-018-0119-x

Rothschild, D., Weissbrod, O., Barkan, E., Kurilshikov, A., Korem, T., Zeevi, D., Costea, P. I.,, Godneva, A.,
Kalka, I. N., Bar, N., Shilo, S., Lador, D., Vila, A. V., Zmora, N., Pevsner-Fischer, M., Israeli, D.,
Kosower, N., Malka, G., Wolf, B. C., ... Segal, E. (2018). Environment dominates over host
genetics in shaping human gut microbiota. Nature, 555(7695), 210-215.

Roy Sarkar, S., Mitra Mazumder, P., & Banerjee, S. (2020). Probiotics protect against gut dysbiosis
associated decline in learning and memory. Journal of Neuroimmunology, 348.

Saiyasit, N., Chunchai, T., Prus, D., Suparan, K., Pittayapong, P., Apaijai, N., Pratchayasakul, W.,
Sripetchwandee, J., Chattipakorn, M.D., Ph.D., N., & Chattipakorn, S. C. (2020). Gut dysbiosis
develops before metabolic disturbance and cognitive decline in high-fat diet-induced obese
condition. Nutrition, 69, 110576. https://doi.org/10.1016/j.nut.2019.110576

Sanborn, V., Azcarate-Peril, M. A., Updegraff, J., Manderino, L., & Gunstad, J. (2020). Randomized
clinical trial examining the impact of Lactobacillus rhamnosus GG probiotic supplementation on
cognitive functioning in middle-aged and older adults. Neuropsychiatric Disease and Treatment,
16,2765-2777. https://doi.org/10.2147/NDT.S270035

Schmidt, M., Enthoven, L., Van Der Mark, M., Levine, S., De Kloet, E. R., & Qitzl, M. S. (2003). The
postnatal development of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis in the mouse. International
Journal of Developmental Neuroscience, 21(3), 125—-132. https://doi.org/10.1016/S0736-
5748(03)00030-3

66



Secher, T., Brehin, C., & Oswald, E. (2016). Early settlers: Which E. coli strains do you not want at
birth? American Journal of Physiology - Gastrointestinal and Liver Physiology, 311(1), G123—
G129. https://doi.org/10.1152/ajpgi.00091.2016

Settanni, C. R., laniro, G., Bibbo, S., Cammarota, G., & Gasbarrini, A. (2021). Gut microbiota alteration
and modulation in psychiatric disorders: Current evidence on fecal microbiota transplantation.
In Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry (Vol. 109). Elsevier Inc.

Silva, Y. P, Bernardi, A., & Frozza, R. L. (2020). The Role of Short-Chain Fatty Acids From Gut
Microbiota in Gut-Brain Communication. Frontiers in Endocrinology, 11(January), 1-14.
https://doi.org/10.3389/fendo.2020.00025

Sokol, H., Jegou, S., McQuitty, C., Straub, M., Leducgq, V., Landman, C., Kirchgesner, J., Le Gall, G.,
Bourrier, A., Nion-Larmurier, 1., Cosnes, J., Seksik, P., Richard, M. L., & Beaugerie, L. (2018).
Specificities of the intestinal microbiota in patients with inflammatory bowel disease and
Clostridium difficile infection. Gut Microbes, 9(1).

Soto, M., Herzog, C., Pacheco, J. A,, Fujisaka, S., Bullock, K., Clish, C. B., & Kahn, C. R. (2018). Gut
microbiota modulate neurobehavior through changes in brain insulin sensitivity and
metabolism. Molecular Psychiatry, 2287-2301. https://doi.org/10.1038/s41380-018-0086-5

Steimle, A., Autenrieth, I. B., & Frick, J. S. (2016). Structure and function: Lipid A modifications in
commensals and pathogens. International Journal of Medical Microbiology, 306(5), 290-301.
https://doi.org/10.1016/j.ijjmm.2016.03.001

Stenman, L. K., Patterson, E., Meunier, J., Roman, F. J., & Lehtinen, M. J. (2020). Strain specific stress-
modulating effects of candidate probiotics: A systematic screening in a mouse model of chronic
restraint stress. Behavioural Brain Research, 379(November 2019).
https://doi.org/10.1016/j.bbr.2019.112376

Strandwitz, P. (2018). Neurotransmitter modulation by the gut microbiota. Brain Research, 1693,
128-133. https://doi.org/10.1016/].brainres.2018.03.015

Turnbaugh, P. J., & Gordon, J. I. (2008). An Invitation to the marriage of metagenomics and
metabolomics. Cell, 134(5), 708-713.

Vangay, P.,, Ward, T., Gerber, J. S., & Knights, D. (2015). Antibiotics, pediatric dysbiosis, and disease. In
Cell Host and Microbe (Vol. 17, Issue 5, pp. 553-564). Cell Press.

Varanoske, A. N., McClung, H. L., Sepowitz, J. J., Halagarda, C. J., Farina, E. K., Berryman, C. E.,
Lieberman, H. R., McClung, J. P., Pasiakos, S. M., & Philip Karl, J. (2022). Stress and the gut-brain
axis: Cognitive performance, mood state, and biomarkers of blood-brain barrier and intestinal
permeability following severe physical and psychological stress. Brain, Behavior, and Immunity,
101(January), 383—393. https://doi.org/10.1016/j.bbi.2022.02.002

Wang, T., Hu, X., Liang, S., Li, W., Wu, X., Wang, L., & Jin, F. (2015). Lactobacillus fermentum NS9
restores the antibiotic induced physiological and psychological abnormalities in rats. Beneficial
Microbes, 6(5), 707-717. https://doi.org/10.3920/BM2014.0177

Wassenaar, T. M. (2016). Insights from 100 years of research with probiotic E. coli. European Journal
of Microbiology and Immunology, 6(3).

67



Wassenaar, T. M., & Zimmermann, K. (2018). Lipopolysaccharides in food, food supplements, and
probiotics: Should we be worried? European Journal of Microbiology and Immunology, 8(3), 63—
69. https://doi.org/10.1556/1886.2018.00017

Yassour, M., Vatanen, T., Siljander, H., Himalainen, A. M., Harkonen, T., Ryhdnen, S. J., Franzosa, E. A,,
Vlamakis, H., Huttenhower, C., Gevers, D., Lander, E. S., Knip, M., & Xavier, R. J. (2016). Natural
history of the infant gut microbiome and impact of antibiotic treatment on bacterial strain
diversity and stability. Science Translational Medicine, 8(343).
https://doi.org/10.1126/scitranslmed.aad0917

Yatsunenko, T., Rey, F. E., Manary, M. J., Trehan, |., Dominguez-Bello, M. G., Contreras, M., Magris, M.,
Hidalgo, G., Baldassano, R. N., Anokhin, A. P., Heath, A. C., Warner, B., Reeder, J., Kuczynski, J.,
Caporaso, J. G., Lozupone, C. A,, Lauber, C., Clemente, J. C., Knights, D., ... Gordon, J. |. (2012).
Human gut microbiome viewed across age and geography. In Nature (Vol. 486, Issue 7402, pp.
222-227).

Yong, S. J., Tong, T., Chew, J., & Lim, W. L. (2020). Antidepressive Mechanisms of Probiotics and Their
Therapeutic Potential. Frontiers in Neuroscience, 13.

Zhang, Y., Limaye, P. B., Renaud, H. J., & Klaassen, C. D. (2014). Effect of various antibiotics on
modulation of intestinal microbiota and bile acid profile in mice. Toxicology and Applied
Pharmacology, 277(2), 138-145. https://doi.org/10.1016/j.taap.2014.03.009

Zhu, S., Jiang, Y., Xu, K., Cui, M., Ye, W., Zhao, G., Jin, L., & Chen, X. (2020). The progress of gut
microbiome research related to brain disorders. Journal of Neuroinflammation, 17(1).

68



