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Abstrakt

Prevalence alergie narGstd a stava se ¢im dal vétSim problémem nejen medicin-
skym, ale 1 socidlnim a ekonomickym. Nejefektivnéj$i zpiisob jak minimalizovat rozvoj
alergickych onemocnéni predstavuji preventivni opatieni. V poslednich letech se mnoho
studii snazi potvrdit nebo vyvratit hypotézu, ze v€asné podani probiotickych bakterii novo-
rozencim a té¢hotnym zendm ptfed porodem by mohlo mit preventivni G€inky na rozvoj
alergie. V Ceské republice se pro prevenci vzniku alergii dlouhodobé pouziva probioticky
kmen Escherichia coli O83:K24:H31 (EC O83), ktery je registrovan Statnim zdravotnim
ustavem pro kontrolu 1é¢iv pod nazev Colinfant Newborn, ktery je pediatrim dlouhodobé

znam a pouzivaji jej proti riznym prijmim.

Cilem této prace bylo objasnit vliv ptisobeni EC O83 na CBMC (mononuklearni
frakce leukocytd pupecnikové krve, ,,cord blood mononuclear cells*) a porovnat schopnost
bunck pupecnikové krve déti zdravych matek (déti s relativné nizkym rizikem vzniku aler-
gického onemocnéni) a alergickych matek (déti s vysokym rizikem vzniku alergie) tvofit
cytokiny v odpovédi na stimulaci EC O83. Stimulace fytohemaglutininem byl pouzita jako
pozitivni kontrola, Escherichia coli Nissle 1917 jsme zaradili jako referencni probioticky
kmen, ktery je v zahrani¢i podstatné znamé&jsi nez EC O83. Produkce cytokinil byla dete-
kovéna tfemi riznymi metodami - qPCR, ELISA a pritokovou cytometrii. Kazda z metod
ma své vyhody a umoziuje sledovani odpovédi CBMC po stimulaci na rtiznych urovnich
(tvorba mRNA, sekrece proteinu) a charakterizaci jednotlivych bunétnych subpopulaci
exprimujicich dany cytokin. Byly méfeny cytokiny a transkrip¢ni faktory charakteristické

pro jednotlivé subpopulace T lymfocytl - Th1, Th2, Th17 a Treg (T regula¢ni buiiky).

Po stimulaci CBMC EC 083 dochazi k indukci IFN-y. Stimulace kmenem EC O83
ovliviiuje pouze minimaln¢ expresi IL-4, ale dochazi ke slabé indukci IL-5 a IL-13. Po
stimulaci CBMC EC 083 nebyly zjistény signifikantni zmény exprese IL-17A ¢i RORfyt.
Po stimulaci EC O83 byla namétena vyssi exprese IL- 22 proti nestimulované kontrole. EC

083 indukuje tvorbu IL-10.

Detekovali jsme podstatné zvySenou expresi IFN-y u CBMC déti zdravych matek
ve srovnani s détmi alergickych matek. Po stimulaci CBMC nebyl rozdil v produkei IL-4,
IL-5 a IL-13 mezi CBMC d¢ti zdravych a alergickych matek. Je pozorovan trend vysSich
hodnot IL-17A a RORyt u CBMC d¢ti alergickych matek. Po stimulaci EC O83 byla na-



métena vyssi exprese IL- 22 u déti zdravych matek. Exprese IL-10 je signifikantné vyssi

u CBMC déti alergickych matek.

EC 083 podporuje Thl (IFN-y) imunitni opovéd’, ¢imz pfispiva k vyzravani imu-
nitniho systému novorozenct. Obecné se da fici, ze CBMC déti alergickych matek jsou
reaktivnéjsi a po stimulaci exprimuji vyssi hodnoty vSech nami sledovanych znakii. Velmi
zajimavym zjiSténim je schopnost EC O83 podporovat tvorbu imunoregula¢niho cytokinu
IL-10, ktery by mohl potlacovat nepfiméfenou odpovéd’ imunitniho systému novorozence

po setkani s alergenem.

Kli¢ova slova: mononuklearni leukocyty, pupecnikova krev, alergie, probiotika,

Escherichia coli O83:K24:H31, cytokiny, ELISA, real-time PCR, priitokova cytometrie



Abstract
The prevalence of allergy is increasing and it is becoming a serious problem not on-

ly in medicine, but also in social and economic terms. The most effective way to minimize
the development of allergic diseases is preventive measures. In recent years, many studies
have attempted to confirm or rebut the hypothesis that early administration of probiotic
bacteria to newborns and pregnant women before birth could have preventive effects
on the development of allergy. In the Czech Republic, the probiotic strain Escherichia coli
083:K24:H31 (EC 083), being registered with the State Health Institute for Drug Control
under the name Colinfant Newborn, has long been used to prevent allergies and paediatri-

cians have long been known and used it against various diarrhoea.

The aim of this work was to elucidate the effect of EC O83 on CBMC (cord blood
mononuclear cells) and to compare the ability of CBMC of healthy mothers (children
with a relatively low risk of developing allergic disease) and allergic mothers (children
at high risk of developing allergies) to form cytokines in response to EC O83 stimulation.
Phytohemagglutinin was used as a positive control, Escherichia coli Nissle 1917 was used
as a reference probiotic strain, which is much more known abroad than EC O83. Cytokine
production was detected by three different methods - qPCR, ELISA and flow cytometry.
Each of the methods has its advantages and allows the monitoring of CBMC responses
to stimulation at various levels (mMRNA formation, protein secretion, and characterization
of individual cell subpopulations expressing the cytokine). Cytokines and transcription
factors characteristic of individual T cell subpopulation (Thl, Th2, Th17 and Treg (T regu-

latory cells)) were measured.

Stimulation of CBMC with EC O83 induces IFN-y. Stimulation with the EC O83
strain affects only minimal expression of IL-4, but IL-5 and IL-13 are poorly induced. No
significant changes in IL-17A or RORyt expression were detected after stimulation
of CBMC with EC O83. Following EC O83 stimulation, higher IL-22 compared to un-

stimulated control expression was measured. EC O83 induces IL-10 production.

We detected significantly increased expression of IFN-y in CBMC children
of healthy mothers compared to children of allergic mothers. After CBMC stimulation,
there was no difference in the production of IL-4, IL-5 and IL-13 among CBMC children
of healthy and allergic mothers. The trend of higher values of IL-17A and RORfyt
in CBMC children of allergic mothers is observed. Following EC O83 stimulation, higher



IL-22 expression was measured in children of healthy mothers. Expression of IL-10 is sig-

nificantly higher in CBMC of children of allergic mothers.

EC 083 promotes Thl (IFN-y) immune responses, thereby contributing to the mat-
uration of the immune system of the newborns. Generally speaking, CBMC of children
of allergic mothers exert higher reactivity. After stimulation CBMC of newborns of aller-
gic mothers express higher values of all of our monitored markers in comparison to CBMC
of newborns of healthy mothers. A very interesting finding is the ability of EC O83
to promote the production of immunoregulatory cytokine IL-10 that could suppress
the inappropriate response of the newborn's immune system upon encountering the aller-

gen.

Keywords: mononuclear leukocytes, umbilical cord blood, allergy, probiotics, Escherichia

coli 083:K24:H31, cytokines, ELISA, real-time PCR, flow cytometry
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Seznam pouzitych zkratek

APC bunky piedkladajici antigen (,,antigen presenting cells®)

bb bunky

BSA bovinni sérovy albumin

CBMC mononukledrni frakce leukocytii pupecnikové krve (,,cord blood mono-

nuclear cells®)

CD diferenciacni skupina (,,cluster of differention*)

CD4+ buiika pozitivni pro znak CD4

CD40L ligand molekuly CD40

CFU jednotky tvortici kolonie (,,colony forming units®)

DC dendriticka burika (,,dendritic cells®)

E. coli Escherichia coli

EAACI ,European Academy of Allergology and Clinical Immunology*
ECN Escherichia coli Nissle 1917

ECP eosinofilni kationicky protein (,,eosinophil cationic protein®)
EDN eosinofilni neurotoxin (,,eosinophil derived neurotoxin®)
ELISA enzymaticky zna¢ena imunosorbentni analyza (,,enzyme-linked

immunosorbent assay)

EPO eosinofilni peroxidaza (,,eosinophil peroxidase*)
FcXR receptor pro Fc ¢ast protilatek izotypu IgX
FoxP3 ,,forkhead box P3*

FTS fetalni teleci sérum

GALT lymfatick4 tkan asociovana se stfevem (,,gut associated lymphoid tissue®)



GM- CSF

HLA
IFN-y
IgA
IL
LAC
LB
LPS

MAMP

MBP
MC
MHC

MIF

NK
EC 083
PAF

PAMP

PBMC
PBS

PHA

faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagt (,,granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor*)

lidské lymfocytarni antigeny (,,human lymphocyte antigens*)
interferon vy

imunoglobulin izotypu A

interleukin

,»leucocyte activation coctail with BD GolgiPlug*

Luria - Bertani

lipopolysacharid

molekulové vzory spojené s mikroby (,,microbe - associated molecular pat-

tern®)

hlavni bazicky protein (,,main basic protein‘)

zirné bunky (,,mast cells*)

hlavni histokompatibilni komplex (,,major histocompatibility complex‘)

faktor inhibujici migraci makrofagl (,,macrophage migration inhibitory

factor)

pfirozeni zabijeci (,,natural killers*)

Escherichia coli K24:H31:083

faktor aktivujici destiCky (,,platelet activating factor®)

molekulové vzory spojené s patogeny (,,pathogen-associated molecular pat-

tern®)
mononukledrni buniky periferni krve (,,periferal blood mononuclear cells)
fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (,,phosphate buffered saline®)

fytohemaglutinin



PRR

qPCR

ROR7yt
RPMI

SNP

T-bet
Treg

TBS
TCR
TGF-B
Thi, 2
TMB

TNF-a

receptory rozeznavajici molekulové vzory (,,pattern recognition receptors‘)

kvantitativni polymerazova fetézcova reakce v realném Case (,,real time

quantitative polymerase chain reaction®)

,»RAR-related orphan receptor gamma“
,,Roswell Park Memorial Institute*

polymorfismus jednotlivych nukleotidu (,,single nucleotide polymorphism*)

,» 1 -box transcription factor
T regulacni buiiky

Trisem pufrovany fyziologicky roztok (,,Tris buffered saline®)
TCR- T bunéény receptor (,,T cell receptor)

transformujici rastovy faktor, (,,transforming growth factor *)
pomocné T lymfocyty typu 1,2 (,, T helpers®)
3.,3,5,5-tetramethylbenzidin

faktor nekrotizujici nadory, (,,tumor necrosis factor*)



1 Uvod

1.1 Alergie

Termin alergie byl zaveden v roce 1906 Clemensem van Pirquetem (van Pirquet
1906). Dle smérnic EAACI (,,European Academy of Allergology and Clinical Immunolo-
gy*) je alergie definovéana jako hypersenzitivni reakce iniciovand imunitnimi mechanismy
(Johansson et al. 2001). Dle Gela a Coombse se jedna o imunopatologickou reakei I. typu,
zprostiedkovanou protilatkami izotypu IgE (imunoglobulin izotypu E), vedouci k pfekotné
degranulaci zirnych bunék a basofild (Petrti 2012). Pojem atopie byl zaveden v roce 1920
Robertem Cookem (Coca and Cooke 1923). Atopicka reaktivita je nepfiméiend reaktivita
Th2 lymfocytii (pomocné T lymfocyty, ,,T helpers®) vedouci k alergickému zanétu. Jedna
se o tendenci imunitniho systému tvofit protilatky izotypu IgE jako odpovéd’ na nizké déav-

ky alergent (Johansson et al. 2001; Krejsek 2004).

Alergie zpisobuje skupinu onemocnéni, u kterych dochazi v disledku zanétlivych
zmeén k poruse funkce nebo struktury organu. Nejcastéji jsou postizeny sliznice (alergicka
ryma, konjunktivitida, priiduskové astma), kiize (atopicky ekzém, koptivka), nebo dochdzi
k systémové anafylaxi (nejcastéji zplsobené Iéky- napt. B- laktdmova antibiotika
nebo kontrastni latky, potravinami- napf. burské ofisky, nebo hmyzim jedem- alergenni
slozkou jedu je fosfolipaza A) (Asher et al. 2004; Johansson et al. 2001; Panzner and
Spi¢ak 2004; Sicherer and Leung 2015). U jedinci s atopickym ekzémem se mohou po-
stupné vyvijet 1 alergickd ryma a astma. Tato naslednost onemocnéni je nazyvéana jako
alergicky pochod. Prvnim krokem byva potravinova alergie, kterda muze byt jednim
ze spoustécich faktori pro atopicky ekzém. Pochod uzavira alergicka ryma nebo astma.

Posloupnost projevi ale neni dogmatickéd a miize se liSit mezi jedinci (Zheng et al. 2011).

Prevalence alergie béhem poslednich 50 let nariistd. V Ceské republice se prevalence
jen mezi lety 1996-2006 zdvojnasobila. Situace v Evropé se za poslednich 5-10 let stabili-
zovala. Nejcasté&ji lidé trpi sezonni alergickou rymou, atopickym ekzémem a priduskovym

astmatem (Kraténova 2016; Kraténova et al. 2007; Petrt 2012).

Vznik a rozvoj alergie je zplsoben jak genetickymi tak environmentalnimi vlivy.
U alergie se jedna o polygenni dédicnost. Zcela bézn¢é dochazi k polymorfismu jednotli-

vych nukleotid (SNP, ,,single nucleotide polymorphism®), tj. zaménéni jednotlivych nuk-
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leotidi. V disledku toho je do vznikajictho proteinu zafazena jina aminokyselina.
Pti kombinaci uréitych SNP dochazi ke vzniku komplexnich poruch. Na vzniku alergie
se podili polymorfismus genti pro nadmérnou produkci Ig (MHC (hlavni histokompati-
bilni komplex ,,major histocompatibility complex‘‘)- konkrétn¢ HLA- DR (lidsky lymfocy-
tarni antigen (,,human lymphocyte antigens®)) a genti pro TCR (T bunécny receptor, ,, T
cell receptor), genti regulujici imunitni odpovéd’ (cytokiny IL-4, IL-13), genli proteint
ovliviiujicich efektorové funkce postizenych organii (metaloproteinaza ADAM33, expri-
movand na bunikach hladkého svalstva a fibroblastech v plicich) nebo genti pro bilkoviny
udrzujici bariérovou funkei (filagriny, chitindzy). Bylo zjiSténo, Ze u déti s pozitivni rodin-
nou anamnézou tvoii mononuklearni buiky periferni krve (PBMC, ,,periferal blood mono-
nuclear cells*) niz8i hladiny interferonu y (IFN-y) (Warner et al. 2000). ZvySena prevalen-
ce alergie souvisi také s rozsitujici se nedostatecnosti vitaminu D, ktery negativné reguluje

tvorbu IgE (Broide et al. 2011; Krejsek 2004; Nurmatov, Devereux, and Sheikh 2011).

»Alergicka onemocnéni jsou cenou za osvobozeni od infekcnich a parazitarnich cho-
rob®, fekl v roce 1976 J. W. Gerrard (Gerrard et al. 1976). Roku 1989 byla Davidem Stra-
chanem vyslovena tzv. hygienickd hypotéza, ktera tik4, ze pfesmyk imunitni reaktivity
od Th2 k Th1 je zprostfedkovan kontaktem s plidnimi organismy a expozici endotoxiniim
gram negativnich bakterii, stfevni mikrobiotou a kontaktem s virovymi ndkazami, tzn.,
ze rust ve farmarském, venkovském prostiedi snizuje vyskyt alergie (Strachan 1989).
Tzv. ,,counter regulation hypotéza* tika, Ze infekce chrani pfed rozvojem alergie produkci
IL-10 (interleukin 10) a TGF-B (transformujici ristovy faktor, ,.transforming growth factor
B*), kterou kromé jiného indukuje sttevni mikrobiota a ta reguluje infekci. Déti s vice sou-
rozenci nebo ty, které se denné setkavaji s dalSimi détmi, jsou 1épe chranény pied rozvojem
alergie (Wills - Karp, Santeliz, and Karp 2001). Vzhledem k tomu, Ze v Casném postnatal-
nim obdobi pfevladd imunitni odpovéd Th2, je prosp&$na expozice mikroorganismim,
které indukuji Thl imunitni odpoveéd’ (S. L. Prescott 2003). Mezi dalsi vnéjsi faktory
ovlivitujici rozvoj alergickych onemocnéni se fadi koufeni, zména ovzdusi nebo omezeni
fyzické aktivity. Koufeni v t€¢hotenstvi zvySuje riziko tzv. ,,wheezingu‘ (piskotu) v détstvi
(Lannerd et al. 2006). Néktera respiracni infekéni onemocnéni (lidsky rhinovirus, respirac-
ni syncitialni virus) nebo nedostatek rané mikrobidlni expozice mohou zvysovat riziko
rozvoje astmatu.(Caligkan et al. 2013; Carroll et al. 2017) Vysoka expozice alergentim,

predevsim potravinovym, vede k rozvoji tolerance, naopak nizké davky polarizuji imunitni
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odpovéd’ smérem k Th2 reaktivité (Asher et al. 2004; Caligkan et al. 2013; Carroll et al.
2017; Petrd 2012). Vyhybani se alergenim pfi kojeni nevede k prevenci, ale pouze

k oddaleni néstupu klinickych projevu alergie (Warner et al. 2000).

Mnoho rizikovych faktort z prostfedi, které se podileji na rozvoji alergie, ma vliv
na ¢asné imunoregulacni pochody. Prenatalné je genova exprese pozménéna epigenetic-
kymi zasahy pod vlivem matetské stravy, mikrobialni expozice nebo vystavovani se dalSim
vlivim (koufeni, vzdusné polutanty), a postnatalné je epigeneticka regulace modifikovana
vlivem mikrobioty, stravy ditéte, koufeni nebo znecisténi ovzdusi. Epigenetické procesy
ovladaji vSechny aspekty fyziologického vyvoje a jsou zasadni pro dosazeni diferenciace
a diverzity bun¢k. Zmény methylace a acetylace histoni rozhoduji o pfistupnosti DNA
pro transkripci ptislusnych genii. Epigenetika tidi i diferenciaci T bunék do jednotlivych
subtypt. Vzhledem k tomu, Ze epigenetické zmény jsou pienositelné bunécnym délenim,
mohou se vzniklé zmény predavat dalsim generacim. U jedincli se zvySenym rizikem roz-
voje alergie se vyskytuje snizend schopnost odpovédi zprostiedkované Thl bunikami a re-
dukované mnozstvi i funkce T regulacnich bun€k, coz usnadni dominanci imunitni odpo-
védi typu Th2 (S. L. Prescott and Martino 2010). Existuji prace popisujici vliv venkovské-
ho prostfedi béhem téhotenstvi na methylaci regionu specifického pro diferenciaci T regu-
lacnich bun¢k, ¢imz se zvySuje pocet T regulacnich bun€k a podporuje jejich funkce
(Schaub et al. 2009). Matcina strava ovliviiuje plod predev§im v zavislosti na mnoZstvi
polynenasycenych mastnych kyselin, antioxidantli a vitamind. Polynenasycené mastné
kyseliny maji efekt na T bunécnou signalizaci, ale zatim neni jasné, zda a jak ovliviuji
epigenetické zmény (S. Prescott and Saffery 2011). Antioxidanty indukuji tvorbu IL-12
bunikami prezentujicimi antigen (APC, ,,antigen presenting cells®). Pfestoze se ukazuje,
ze mnozstvi antioxidantl ma imunomodula¢ni efekt, neni zcela jasné, jakym zplisobem
zasahuji do epigenetickych zmén. DalSimi vlivy jsou medikace, koufeni a dal$i polutanty.
Koufeni miize zvysit bronchidlni reaktivitu, ¢imz zvySuje riziko vzniku astmatu. Pasobe-
nim cigaretového kouie a vzdusného znecisténi dochazi k hypermethylaci genu pro IFN-y
a hypomethylaci genu pro IL-4 a tim se zvysi produkce protilatek IgE (S. L. Prescott and
Martino 2010; S. Prescott and Saffery 2011).

Pti alergické reakci dochézi k akumulaci Th2 lymfocytl, makrofagl, Zirnych bunék
(MC, ,,mast cells*). Produkce cytokinii charakteristickych pro Th2 imunitni odpovéd’ zasa-

huje do tvorby protilatek, funkce eozinofili nebo Zirnych bunék. Pribéh alergické reakce
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délime do tii fazi - faze senzibilizace, ¢asné a pozdni faze (Krejsek 2004). Na Obrazku 1

je schéma mechanismu alergické reakce.

MHC Py Vypusténi rozpustnych
class || molekula ( } mediatoru _
Allergen N * Basické proteiny
% T, cell L5 * Cysteinylované
leukotrieny
* Cytokiny

e -~
o %%D o%"*
° ! Zira burika

F ot § Vypusténi rozpustnych
mediatort
" * Histamin
* Cysteinylované leukotrieny
Buriky Abeus _J‘:% * Prostaglandiny
epitelu * Cytokiny

\&.“g—(éf? y
= 9\ Y,

[Myo)fibroblast

Bunky hladkého
svalstva % ceva

Nature Reviews | Immunaclogy

Obrazek 1: Schéma mechanismu alergické reakce

U predisponovanych jedinct vede rozeznani alergenu profesionalnimi burikami prezentu-
jicimi antigen k aktivaci Th2 bunék a syntéze protilatek izotypu IgE. Nasleduje rekrutovani
a aktivace bunék a uvolnéni mediatort zodpovédnych za alergickou reakci. Pfi ¢asné reak-
ci dochazi po vazbé alergenu na protilatky izotypu IgE na povrchu Zirnych bunék k jejich
degranulaci, kterd vede ke zvySeni cévni propustnosti, kontrakci hladkého svalstva a pro-
dukci hlenu. Produkty Zirnych bunék rekrutuji zanétlivé bunky (eozinofily, Th2 bunky),
které zpUsobuji pozdni alergickou reakci. Eozinofily produkuji dalsi mediatory. Thl a Th17
bunky jsou zodpovédné za mechanismy pfi chronickych procesech alergie. Rozeznani
alergenu zpUsobuje aktivaci T regulacnich bunék pomoci IL-10 a TGFB. (upraveno
dle (Bradding et al. 1994))

MHC - hlavni histokompatibilni komplex (,major histocompatibility complex”), TCR -
T bunécny receptor, (,, T cell receptor”), Th - pomocné T buriky (,, T helpers®), Treg - T regu-
laéni bunky, IL - interleukin, IgE - protilatky izotypu IgE, FceR - receptor pro Fc ¢ast proti-
latky izotypu IgE, TGF-B - transformujici rdstovy faktor, (,,transforming growth factor p*)
Prvnim kontaktem s alergenem dochézi ke spuSténi stimulace imunitniho systému.

Vzdu$né alergeny, malé a rozpustné, snadno pronikaji sliznici dychacich cest. Alergen je
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po vstupu do organismu pohlcen a zpracovan dendritickymi buitkami (DC, ,,dendritic cells)
a prezentovan molekulami HLA II (lidské lymfocytarni antigeny, ,,human lymphocyte an-
tigens®). Kombinace kostimula¢nich molekul (CD86(diferenciacni skupina, ,,cluster
of differention*) na DC+ CD28 na T lymfocytech, CD40 (DC) + CD40L (ligand molekuly
CD40) (T lymfocyty), CD30 (T lymfocyty)+ CD30L (DC), OX40 (T lymfocyty)
+ OX40L(DC)), aktivuje dendritické buiiky, migruji do spadovych lymfatickych uzlin,
v disledku produkce interleukinu 4 (IL-4) dochézi k diferenciaci T lymfocytt v Th2 subset
a jejich expanzi. Pod vlivem IL-4 a IL-13 - dochazi k produkci protilatek izotypu IgE.
T regula¢ni buiiky atopik maji snizenou schopnost utlumovat Th2 reaktivitu a tim mutze
dochdzet k rozvoji alergického zanétu. Klinické projevy se objevuji az pii opakovaném
setkani s alergenem (Broide et al. 2011; Murphy 2011; Panzner and Spi¢ak 2004; Pearlman
1999; Petri 2012; Stiiz 2014).

Pfi opakovaném setkdni organismu s alergenem dochézi k okamzité reakci v fadu
minut. Bunikky imunitniho systému a epitelu nesou na svém povrchu receptor pro Fc Cast
protilatek IgE (FceR). U atopikt dochazi k jejich vyssi expresi. Vysokoafinni receptor
FceRI je exprimovan na povrchu zirnych bunék a basofili. Specifické protilatky izotypu
IgE jsou navazany na FceRI a po vazbé alergenu dojde k prokiiZeni receptori, coz zplsobi
aktivaci buné€k, naslednou degranulaci a vyplaveni mediatort. Jedna se o mediatory pre-
formované - histamin, tryptaza, heparin a serotonin - nebo nasledné produkované v disled-
ku aktivace bunck (a tim 1 fosfolipazy A) - prostaglandiny, desticky aktivujici faktor (PAF,
»platelet activating factor), leukotrieny a nékteré cytokiny. Mediatory jsou vyplaveny
ve dvou intervalech - po 10 - 30 min a pak po 4 - 8 hod. Zpusobi dalsi tvorbu prostaglandi-
ntl, chemotaxi leukocytt, rekrutovani eozinofili. V dasledku toho dochazi k rozsifeni cév,
produkce hlenu, otok sliznice nebo kliZze a kontrakci hladké svaloviny. Klinicky dochazi
k zazeni pradusek, ptrekrveni spojivek nebo ke kopiivece (Krejsek 2004; Murphy 2011;
Petri 2012).

IL-5 a prostaglandin D2, které byly vyplaveny z Zirnych bunék, verbuji eozinofily.
Ty se vyskytuji v menSim mnozstvi v krevnim ob€hu, vétSina se nalézd v pojivové tkani
pod sliznici a v pritbé¢hu reakce prostupuji do postizenych tkani. V misté zanétlivé reakce
jsou aktivovany a po stimulaci IL-3, IL-5, GM-CSF (faktor stimulujici kolonie granulocyt

a makrofagt, ,,granulocyte - macrophage colony - stimulating factor) uvoliiuji mediatory -
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cysteinylované leukotrieny, prostaglandin E2, PAF, IL-3, IL-5, GM-CSF a histamin
(Broide et al. 2011; Murphy 2011; Petrti 2012; Stiiz 2014).

V disledku chronického alergického zanétu dochazi ke zvySeni hladin monocyti,
makrofagi, Th2 lymfocytl, desticek, neutrofilli, eozinofilli a basofili. Krom¢ jiz zming-
nych mediatorii jsou eosinofily produkovany protedzy jako napt. MBP (hlavni bazicky
protein, ,,main basic protein“), ECP (eosinofilni kationicky protein, ,,eosinophil cationic
protein®), EPO (eosinofilni peroxidéza, ,,eosinophil peroxidase*), EDN (eosinofilni neuro-
toxin, ,,eosinophil derived neurotoxin®), ty poSkozuji struktury a amplifikuji alergicky za-
nét. Dochazi ke sniZeni bariérové funkce sliznic, snizeni prahu citlivosti a tvorbé odliSnych
struktur. V disledku produkce IL-10 a TGF-B dochazi k remodelaci tkan¢ a indukci Treg
bun¢k a nésledné inhibici efektorovych bunék. Nahodny vyskyt endotoxint a peptidogly-
kant pisobi jako adjuvans alergické reakce (Murphy 2011; Petri 2012; Sttiz 2014).

1.1.1 Prevence

Na zaklad¢ dlouhodobych studii se ukazalo, ze pfirozeny prubéh astmatu je neo-
vlivnitelny 1é¢bou, je tedy nutné provadét preventivni opatteni (Novak 2006). Tim padem
bychom se méli zaméfit predev§im na prevenci alergickych chorob. Rozvoj alergickych

onemocnéni se snazime ovlivnit na primarni, sekundarni nebo terciarni trovni.

Primarni prevence se snazi zabranit senzibilizaci plodu béhem prenatalniho obdobi.
Tehotnym je doporucovana zdrava vyziva, tj. konzumovat ryby, zeleninu, ovoce, nekoufit,
redukovat venkovnich vzdusné polutanty, dopliiovat vyzivové deficity, napt. vitaminu D3.
V ptipad€ pozitivni rodinné anamnézy by mélo byt zabranéno expozici alergeniim, protoze
od druhého trimestru se mohou alergeny dostat aZ ke kiiZi plodu. Je idedlni kojit bez speci-
alnich diet. Primarni prevence cili na celou populaci (Asher et al. 2004; Panzner a Spi¢ak

2004; Spi¢ak 2006).

Mateifské mléko obsahuje obranné latky a fadu molekul, které napomahaji posilo-
vani epitelové bariéry kojence. Kompletni bariérova funkce stteva dozrava postupné, mi-
nimalné 4 meésice. Radi se proto do 4. mésice veku ditéte vylucné kojit. Poté nastdva zhru-
ba dvoumésicni obdobi zvané toleran¢ni okno, kdy je stievo piipraveno postupné se setka-
vat se vSemi slozkami potravy. S pokracujicim kojenim by mély byt mezi 4. a 6. mésicem

zafazovany nemlécné piikrmy. Kojeni zachovava prostiedi pro vyvoj mikrobioty a vytvari
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podminky pro rozvoj tolerance, matetské mléko obsahuje vyznamné mnozstvi TGF-p, kte-

ry spolu s IL-10 zajiSt'uje mechanismy tolerance (MacDonald a Di Sabatino 2009).

Sekundarni prevence je uréena pro atopické jedince a predchéazi rozvoji alergického
onemocnéni. Jedna se o eliminaci alergent a spoustécich vlivli. Doporucuje se Casté vétra-
ni, redukce roztocl v domacim prostfedi a nemit domaci zviie, 1éCit ekzém a vcasnym 1¢-
¢enim infekei hornich cest dychacich pfedchazet astmatu (Asher et al. 2004; Panzner

a Spi¢ak 2004; Spicak 2006).

Cilem terciarni prevence je zabranit dalSimu zhorSeni onemocnéni eliminaci pfi¢in-
nych alergent, napi. zaména mléka za hypoalergenni nahradu (Asher et al. 2004; Panzner

a Spi¢ak 2004; Spicak 2006).

1.2 Vyvoj imunitniho systému

Téhotenstvi je unikatni imunologicky proces. Odehrava se ve specializovaném orga-
nu s vlastni sliznici — déloze. Materndlni systém reguluji hormony a cytokiny. Imunitni
interakce mezi matkou a plodem se mohou odehravat jen v krvi nebo na decidui. Béhem
téhotenstvi produkuje matefsky organismus protilatky proti paterndlnim antigeniim na tka-
nich plodu. Tolerance je nezbytna pro uspésny pribéh téhotenstvi. Hormonalni zmény maji
vliv na toleranci proti alogennim antigenim plodu. Béhem téhotenstvi probiha souboj
mezi invazi trofoblastu do endometria matky a omezenim Thl aktivity matky. Klesa pro-
dukce IFN-y a stoupa produkce IL-4 a IL-10. Cytokiny jsou produkovany placentou a je-
jich hladiny jsou udrZovany prostaglandinem E2 a progesteronem, coz potlacuje Thl reak-
tivitu. Krom¢é zmény hladin cytokint je t€hotenstvi udrZzovano expresi HLA-G a decidudl-
nimi NK (pfirozeni zabijeci, ,,natural killers*) buiikami. Molekuly HLA-G nespousti cyto-
toxickou reaktivitu. V placenté prakticky nejsou B buiiky zastoupeny, T buiiky tvofi pouze
malou frakci lymfocytd, ale vyskytuji se zde makrofagy a NK bunky. IL-4 a IL-10 nejsou
plodem produkovany, jejich hladiny jsou udrzovany diky matce (Krejsek 2004; Sacks,
Sargent, a Redman 1999; Vince a Johnson 1996).

Imunitni systém déti pfi narozeni neni adaptovan na postnatalni vyvoj, tj. ma snize-
nou schopnost bunécné odpoveédi, neschopnost produkovat nékteré izotypy protilatek, sla-
bou protizanétlivou odpovéd’ a narusenou obranu proti intracelularnim patogentim. Sliz-
ni¢ni systém je pfipraven pro piijimani podnétl pro nastaveni optimalnich imunitnich od-

poveédi. Slozky pfirozené imunity se vyskytuji ve snizenych hladinach oproti dospélému
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organismu. Nedokonald T bunétna odpovéd’ limituje odstranéni virovych ¢astic. VéEtSina
CD4/8+ lymfocytl nese ,,naivni* fenotyp - CD45RA, pocet pamétovych CD45R0+ se po-
doba jako v periferni krvi dospélych. Aktivace ptes CD40L je redukovana. Neonatalni cy-
tokiny se rychle degraduji, coz vede ke zkracené¢ dob¢ jejich pusobeni.lL-4 piitomny
v dobé rozeznani antigenu inhibuje expresi [L-12 a smétuje k Th2 odpovédi i v pfitomnosti
IL-12. Cytotoxicka reaktivita se vyskytuje v niz$i mife nez u dospélych. Do dvou let nej-
sou déti schopny plné odpovidat na bakterialni expozici. B bunky jsou po expozici schopné
tvoftit protilatky IgM, IgG, IgA. Nizsi exprese CD21 a nizsi aktivita komplementu vede
k nedokonalé aktivaci B bun¢k (Kovarik a Siegrist 1998). Novorozenecké mononuklearni
fagocyty maji defektni funkci. Exprimuji pouze nizkou hladinu kostimula¢nich molekul
a cytokini. Ale mnozstvi mRNA pro jednotlivé cytokiny je srovnatelné s hladinami

u dospélych (Velilla, Rugeles, a Chougnet 2006).

Novorozenecké T buniky nesou znak nezralych lymfocytl. Schopnost produkce proti-
latek omezuje snizend exprese CD40L. T bunécéné funkce dozravaji u atopickych jedinch
pomaleji. Novorozenecky organismus ma snizenou schopnost tvorby IFN-y, ktera je jesté
umocnéna u atopickych jedinct (Bjorkstén 1999). Novorozenci nejsou schopni produkovat
IgG protilatky, ty jsou ziskavany kojenim od matky (Mardodi 2002). IgA matetského mléka
chrani novorozenecky imunitni systém, aby nebyl pietiZzen pfed tim, nez bude plné vyvi-
nut. Antigeny komenzalnich bakterii se vaZi na maternalni IgA, ¢imZ ¢ini antigen tolero-
gennim, a dochazi tak k nastaveni tolerance mezi imunitnim systémem a komenzalnimi
bakteriemi. Dozrani stfevni sliznice a jejiho GALTu (lymfaticka tkan asociovana se stie-
vem, ,,gut associated lymphoid tissue*) iniciuje pravé mikrobiota (Maynard et al. 2012).
Kolonizace je zahdjena jiZ pii porodu a tésn€ po ném. Z hlediska atopie je nejkritictéjSich
prvnich 6 mésicli po narozeni, oproti klesajicimu zastoupeni populace ThO se navySuje
zastoupeni populace Th2. Diky kojeni dochazi k nastaveni rovnovahy mezi Th2 a Thl
a postupnému nastaveni oralni tolerance (zabezpecfené regulacnimi mechanismy) a osidlo-
vani traviciho traktu, které ma mimotadné protektivni uCinek proti atopické reaktivité
(Krejsek 2004; Panzner a Spi¢ak 2004). Mateiské mléko obsahuje také cytokiny, které
ovliviiyji imunitni systém novorozence. U alergickych matek byly v kolostru i matefském
mléce nalezeny vy3si hladiny IL-4 a IL-10, které s délkou kojeni klesaji (ZiZka et al. 2007).
Mikrobidlni osidlovani spolu s kojenim posiluje Th1 dominanci. Novorozenci jsou chrané-

ni protilatkami IgA pfenesenymi matefskym mlékem od matky (Krejsek 2004).
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Promotovani déti infekénimi agens je zcela pfirozené. Virové a bakteridlni stimuly

posiluji Thl reaktivitu, kterd je nejsilnéjsi na prahu dospélosti (Krejsek 2004).

1.2.1 Pupecnikova krev

Objem pupecnikové krve je piiblizné 80 - 100 ml na placentu.

Slozky ptirozené imunity se vyskytuji ve snizenych hladinach oproti dosp€lému or-

ganismu.

Pupeénikova krev obsahuje vice nez 1% CD34 pozitivnich (kmenovych) bunék.
Lymfoidni buiiky jsou obsazeny v pfiblizn¢ dvojnasobné koncentraci proti periferni krvi.
CD3, CD4 i CD8 ,,single* pozitivni T buriky jsou zastoupeny v niz§im pomeru nez v peri-
ferni krvi dospé€lého jedince. NK buniky a CD4, CD8 ,,double* pozitivni T buriky jsou za-
stoupeny ve vyssi koncentraci. VéEtSina lymfocytl nese ,,naivni fenotyp CD45RA. B bui-
ky jsou v pupecnikové krvi zastoupeny stejné jako v periferni dospélého ¢lovéka. Po styku
s antigenem tvoii protilatky IgM, IgG, IgA. Nedokonald T buné¢na odpovéd’ limituje od-
stranéni virovych c¢astic. Aktivace pres CD40L je redukovana. Cytotoxickd reaktivita
se vyskytuje v niz8i mife nez u dospélych (D’Arena et al. 1998; Dimitriou et al. 1998;

Kovarik a Siegrist 1998; Krejsek 2004).
1.3 Strevni mikrobiota a probiotika

1.3.1 Stfevni mikrobiota

Lidské stfevni mikrobiota slozena zhruba z 1000 druht, z nichz piiblizn€ 90% jsou
anaerobni bakterie (Fanaro et al. 2003; Krejsek, Novosad, a Kopecky 2003). Tvofi 1 - 2 kg
sttevniho obsahu. Slozeni je ovlivnéno genetikou hostitele, expozici mikrobim. Lisi se
také podle lokace, zptisobu bydleni, velikosti rodiny a stravovacich navyki. Negativni vliv
na sloZeni mikrobioty ma celkové zapadni styl Zivota, coz zahrnuje zvySené pouzivani an-
tibiotik, skladbu stravy, pfehnanou hygienu, sanitaci, sterilizaci jidla nebo porod cisaiskym
fezem (Krejsek, Novosad, a Kopecky 2003; Palmer et al. 2007; Panzner a Spi¢ak 2004;
Tang, Lahtinen, a Boyle 2010). Mikrobiota je individudlné¢ charakteristicka

a zna¢n¢ stabilni, ponékud se vS§ak méni s vékem (Romeo et al. 2010).

Do nedavna se myslelo, Ze pii narozeni je stievni trakt prosty mikrobioty, ale uka-
zuje se, ze se novorozenec setkdvd s mikroby jiz pfed narozenim (Neu 2016).

Pti pfirozeném porodu ptichdzi organismus do kontaktu s vaginalni mikrobiotou matky.
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Rozdil ve sloZeni je patrny jak mezi détmi narozenymi pfirozené a cisafskym fezem, tak
mezi kojenymi a nekojenymi (Sinn 2013). U porodu cisafskym fezem je osidlovani opoz-
déno o 10 dni. Osidleni kmeny Escherichia coli (E. coli) probihd uz od porodu oralnim
pienosem prostiednictvim matcinych bakterii, osidleni E. coli redukuje patogeny a ma po-
zitivni vliv na vyvoj imunitniho systému novorozenct (Bettelheim et al. 1974). U kojenych
déti ptevladaji kmeny Bifidobacteriaceae a Lactobacillaceae, u nekojenych Enterobacteri-
acea a Bacteroides. Po odstaveni se tento rozdil postupné smyva (Fanaro et al. 2003;
Palmer et al. 2007). S nasazenim piikrmt se sloZeni za¢ina podobat mikrobioté dosp€lého
¢lovéka a ,,dospély typ* mikrobioty je dosazen asi okolo 2 let véku. A kolem 55. - 60. roku
zacina klesat mnozstvi bifidobakterii (Hopkins, Sharp, a Macfarlane 2002; Romeo et al.

2010).

Mikrobiota osidluje veskeré povrchy lidského téla a pfi optimalnim sloZzeni ma
ochrannou funkci. Udrzuje stfevni bariérovou funkci a zprostiedkovava odolnost proti pa-
togeniim. Zprostfedkovanim oralni tolerance zabezpecuje mikrobiota udrzeni homeostazy
(Stanghellini et al. 2010). Mechanismus, jakym je tolerance nastavena, je ukdzan na Ob-
razku 2 (str. 22). Mikrobiota reguluje zanétlivé odpovédi ve stievé a predstavuje hlavni
lokdlni i systémovy stimul pro imunitni systém po porodu. Pomoci mikrobioty dochéazi
k navozeni fady regulacnich mechanismi, je nezbytnad pro normalni vyvoj imunitniho sys-
tému a také tvofi nejveétsi mikrobidlni expozici béhem zivota. Tyto funkce jsou zabezpece-
ny nasledujicimi mechanismy: obsazeni potencidlnich vazebnych mist sttevni vystelky
a receptorti bun¢k, kompetice o nutriéni zdroje, brzdéni rliistu patogenii nebo produkce bak-
teriocind, indukce T regula¢nich bunék kratkymi nenasycenymi kyselinami (Hooper
a Macpherson 2010; Krejsek, Novosad, a Kopecky 2003; Lukas 2008; Panzner a Spi¢ak
2004; Tang, Lahtinen, a Boyle 2010).

Probiotika 1 komenzalni bakterie interaguji se stfevni sliznici. PRR (,,pattern reco-
gnition receptors®, receptory rozeznavajici molekulové vzory (PAMP molekulové vzory
spojené s patogeny, (,,pathogen - associated molecular pattern) a MAMP- molekulové
vzory spojené s mikroby, (,,microbe - associated molecular pattern®)) exprimované na po-
vrchu mikrobu spoustéji aktivaci T bun€k. Produkce IL-12 vede k indukci Thl bunék, IL-4
k produkei IL-10 a TGF-B jako induktord T regulac¢nich bunék (Tang, Lahtinen, a Boyle
2010). Po rozpadu gram negativnich bunék dochazi k uvolnéni lipopolysacharidu (LPS)

z jejich stén. Cilové bunky (makrofagy, neutrofily a endotel) po rozeznani endotoxinu
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(LPS) syntetizuji prozanétlivé cytokiny TNF-a (faktor nekrotizujici nadory, ,,tumor necro-
sis factor), MIF (faktor inhibujici migraci makrofagt, ,,macrophage migration inhibitory
factor*), IL-1, IL-6, IL-8, IL-12. Pfi nizkych davkach endotoxinl tyto cytokiny zplsobi
mirné zvysSenou teplotu a antimikrobidlni stimulaci. Tento fyziologicky vliv na imunitni
systém ma LPS ze symbiotickych bakterii (Beutler a Rietschel 2003; Braun - Fahrlander
et al. 2002; Mazmanian et al. 2005; Von Mutius et al. 2000).

MAMPs
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Obrazek 2: Nastaveni tolerogennich mechanismi pomoci mikrobioty

Kolonizace stfeva probiha postnatalné. Dochazi k interakcim mezi komenzalnimi bakteri-
emi a imunitnim systémem. M buriky v Peyerovych platech predavaji dendritickym buni-
kam antigeny nebo celé bakterie, ty jsou prezentovany B a T bunikdm, aby mohly podpo-
rovat produkci dimerniho sIgA, nezbytného pro obranu proti patogenlim. Antigeny trans-
portované do lymfatickych uzlin umozniuji dozravani T bunék do T regulac¢nich bunék.
(upraveno dle (Tamburini et al. 2016))

DC- dendriticka bunka, MAMP - molekulové vzory spojené s mikroby, (,microbe - associated mo-
lecular pattern®), Th - pomocné T buniky (, T helpers”), Treg - T regulacni burky, IL - inter-
leukin, TGF-B - transformujici rastovy faktor, (,,transforming growth factor ), IgA - proti-
latky izotypu IgA, sIgA - sekretované protilatky izotypu IgA

1.3.2 Probiotika
Na zékladé poznatku, Ze bulharSti horalové se doZivaji vysokého véku diky kon-
zumaci fermentovanych mléénych vyrobki, vyslovil Me¢nikov hypotézu, Ze stfevni mi-

krobiota mé pozitivni vliv na lidské zdravi (Metchnikoff a Mitchell 1907). SloZeni mikro-
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bioty miizeme ovlivitovat pomoci probiotik a prebiotik (Joint FAO/WHO Working Group
2001; Tang, Lahtinen, a Boyle 2010).

Prebiotika jsou nezivé stimuldtory bakterialniho riistu, nestravitelné slozky potravy,

vétSinou rostlinného ptavodu. Aktivné a selektivné stimuluji rist bakterii (Macfarlane,

Macfarlane, a Cummings 2006). Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které, jsou-li poda-

vany v pfiméfeném mnozstvi, podporuji zdravi hostitele (Joint FAO/WHO Working Group

2002). Jsou tézko definovatelna a s tim souvisi ndrocnost stanoveni bezpecnostnich smér-

nic a doporuceni jejich pouzivani (van den Nieuwboer et al. 2014).

Aby mohl byt bakteridlni kmen povazovan za probioticky, by mél spliiovat nasledujici

podminky:
1) Odolnost vii¢i nizkému pH, aby se bakterie dostaly aZ do tlustého stfeva zivé
2) Pusobeni proti enteropatogeniim
3) Termostabilita, aby v pfipravku mohl byt uchovan co nejvyssi obsah zivych bakte-
rif
4) Vhodnd I€¢kova forma, aby bakterie neztracely béhem uskladnéni Zivotaschopnost
5) Synergie pouZzitych kmeni
6) Pozitivni vliv pfevysSujici nad moZnymi riziky
7) Doporucena jednotliva terapeuticka davka piiblizng 10° - 10° bakterii (van den

Nieuwboer et al. 2014)

Jako probiotika se nejCastéji pouzivaji ur¢it¢ kmeny nekterych rodt Bifidobacterium

a Lactobacillus, nepatogenni E. coli a kvasinky Saccharomyces. Konkrétnimi ptiklady

mohou byt:

)
2)

3)

4)

Mutaflor (ArdeyPharm) - E. coli Nissle 1917 (“Mutaflor - SD Pharma” 2014)
VSL-3 (VSL Pharmaceuticals, Inc.) - Lactobacillus casei, plantarum, acidophilus,
delbruckii subspecies, bulgaricus, Bifidobacterium longum, breve, infantis, Strep-
tococcus salivarius (“VSL Pharmaceuticals, Inc. - VSL#3” 2016)

BION3 (Merck) - Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum, bifidum
(“Merck- BION3” 2016)

Bio Kult (PROBIOTICS PROVITA, s.r.0.) obsahuje 14 probiotickych kment
(“PROBIOTICS PROVITA, S.r.o. - Bio Kult” 2017)
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Probiotika dokazi modulovat stfevni mikrobiotu (Tang, Lahtinen, a Boyle 2010).
Obsazuji vazebnd mista na buiikdch epitelu a APC, ¢imz vytésituji patogeny (Strobel
a Mowat 2006). Zménami slozeni a aktivity mohou obnovit mechanismy, jakymi pasobi
zdrava stfevni mikrobiota (Fuller a Gibson 1998). Zesiluji aktivitu Thl, tj. zvySuji produk-
ci IL-12, IL-18, IFN-y, a zvySuji aktivitu monocytli a perifernich mononuklearti (Lukas
2008; Sinn 2013). Indukuji mirny zanét, coz vede k produkci IL-6 dendritickymi bunikami,
ktery podporuje stimulaci naivnich B bun¢k k produkei IgA (Kukkonen et al. 2010). Efekt
probiotik je zavisly na davce. Nizsi miize plsobit stimulacné, vyssi tolerogenné. Maji-li
mit néjaky ucinek, musi byt poddvana opakovang, Casto a dlouhodobé a ucinek trva

po dobu podavani probiotika (Mafié et al. 2011).

1.3.2.1 E. coli Nissle 1917

E. coli Nissle 1917 (ECN), sérotyp O6:K5:H1, se vyskytuje ptirozené. Plisobi jako
antagonista patogennich bakterii a byl kompletn¢ typizovan. Nemé zadné P, M, S fimbrie,
ale pouze bézné fimbrie 1. typu. Je geneticky stabilni, nema zadné geny antibiotické rezis-
tence ani nevytvari zddné zndmé proteinové toxiny (Blum, Hacker, a Marre 1995;

Sonnenborn a Schulze 2009).

ECN tvofi hlavni slozku ptipravku Mutaflor vyrabéného firmou ArdeyPharm. To-
bolka Mutafloru obsahuje 2,5 - 25x10° bakterii (“Mutaflor - SD Pharma” 2014).

1.3.2.2 Colinfant Newborn / E. coli 083:K24:H31

NedonoSeni novorozenci jsou ohrozeni gastrointestindlnimi infekcemi, které pred-
stavuji zdravotni problém. Rizikovymi faktory jsou hospitalizace, podavani antibiotik
nebo infekce rezistentnimi kmeny bakterii. Riziko vyskytu gastrointestinalnich infekci mi-
ze byt snizeno cilenou kolonizaci stfeva novorozence nepatogennimi kmeny E. coli nebo
kmeny Lactobacillus, tj. kmeny probiotickych bakterii. MUDr. Zadnikova pouzila pro tuto
kolonizaci dva kmeny E. coli - ECN a 083:K24:H31 (EC 0O83). Jedna se o nepatogenni
kmeny E. coli. Pfitomnost téchto kmenil ve stfevé vedla k tvorbé protilatek, redukci pato-
gentl, nosokomialnich infekei a pouziti antibiotik (Lodinova - Zadnikova, Sonnenborn,

a Tlaskalova 1998; Lodinova - Zadnikova et al. 2010).

Bezpecnost kmene EC O83 byla testovdna u bezmikrobnich selat. Selata byla
po narozeni ,,cisafskym fezem* osidlena kmenem EC O83 a nebyla kojena. ProtoZe u nich

nedochazi k transplacentarnimu pfenosu protilatek izotypu IgG, nemaji zadné protilatky
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a jsou proto nachylna k infekcim. Po osidleni bezmikrobnich selat kmenem EC O83 nedo-
Slo k patogennim procesim. U nich byl tedy tento kmen nepatogenni (Kozakova et al.
2006; Lodinova - Zadnikova 2002). EC 083 se vyskytuje zfidka. EC O83 neprodukuje
termostabilni ani termolabilni enterotoxiny. Siroka $kala genti (pro a-hemolyzin
nebo P- fimbrialni adheziny, které jsou zarazeny jako faktory virulence) muze pfispéct
k vysoké schopnosti kolonizace. Na svém povrchu nese EC O83fimbrie I. typu. EC O83 je
citlivy na antibiotika (Hejnova et al. 2005; Lodinova - Zadnikova, Sonnenborn,

a Tlaskalova 1998; Lodinova - Zadnikova et al. 2010)

Od roku 1992 je tento kmen registrovany jako probioticky imunopreparat Colinfant
Newborn a je vyrdbén firmou Dyntec. Pii spravném uchovavéani (2 - 8°C, chranéno
pred svétlem a vlhkosti) je deklarovano mnozstvi v jedné davee 0,8x10% - 1,6x10% lyofyli-
zovanych bakterii (“Colinfant Newborn - DYNTEC” 2016, “Colinfant Newborn - SUKL”
2015).

Mechanismus preventivniho ¢inku EC O83 pfi sniZovani vyskytu u osidlenych d¢-
ti neni objasnén, ale pravdépodobné muze byt zpisoben stimulaci tvorby protilatek jako
disledku dlouhodobé pfitomnosti tohoto kmene. EC O83 byl podédvan novorozenciim
do 48 hod po narozeni a déle 3krat za tyden po dobu 4 tydnli. Dlouhodoba ptitomnost byla
oveétena pii studiit MUDr. Kocourkové, kdy u alergické kolonizované skupiny byla
po 3 dnech od narozeni a prvniho podani vakciny prokézéna u 71 % osidlenych novoro-
zencl, z toho u 19% jako monokultura, po 3 mésicich byla ptitomna u 91 % déti a v 1 roce
u 73 % jedincu. Incidence patogennich kment byla niz$i nez u nekolonizované skupiny.
Pied podanim probiotické bakterie se tento probioticky kmen v détské stolici nevyskytoval
(Kocourkova et al. 2007; Lodinové - Zadnikova et al. 2010). V ramci studie MUDr. Zadni-
kové byly ucastnikiim po 10 a 20 letech od primarniho osidleni rozesilany dotazniky zjis-
tujici zdravotni stav doty¢nych. Dotazniky po 10 letech byly zacileny na nedonoSené je-
dince (osidlené i kontrolni) a po 20 letech zjistovaly zdravotni stav donosenych jedincii.
Po 10 letech se opakované infekce vyskytovaly u 23% osidlenych jedinct oproti 58%
u skupiny kontrolni. Vyskyt alergie byl dokumentovan u 12% osidlenych proti 33% neo-
sidlenych ucastnikti studie. Po 20 letech nebyl pozorovan rozdil ve vyskytu infekci
mezi kontrolni a kolonizovanou skupinou. U neosidlené byl vyskyt alergickych onemoc-
néni 32%, u osidlené skupiny pouze u 16% (Lodinova - Zadnikova 2002). V ramci dalsi

studie bylo zjisténo, ze pouze 1 dité alergické matky, které bylo osidleno probiotickym
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kmenem EC 083, z celkovych 52, mélo ekzém, 6 neosidlenych déti alergickych matek
z celkovych 50 mélo alergii, z toho 4 ekzém a 2 potravinovou alergii. Vysledky byly dosa-

zeny diky ¢asné kolonizaci (Kocourkova et al. 2007).

Jak studie MUDr. Zadnikové ukazuji, kromé snizeni vyskytu gastrointestinalnich
infekci ma podani tohoto probiotika vliv i na sniZzeni rozvoje alergii. Vysledky studii
u zvifat vedou k hypotéze, ze specifické kmeny mikrobioty podporuji ochranu hostitele
proti senzibilizaci a vzniku alergie. U bezmikrobnich zvifat chybi indukce vyvoje tolerance
(Lodinova - Zadnikova 2002). Kolonizace kmenem EC 083 vede ke zvyseni lokalni i sys-
témové protilatkové odpovédi. Koncentrace sérovych protilatek proti EC O83 rapidné
stoupla po 4 tydnech od kolonizace (Lodinova - Zadnikova, Cukrowska, a Tlaskalova-
Hogenova 2003; Lodinova - Z4dnikova, Jouja, a Wagner 1973; Lodinova - Z4dnikova

etal. 1991).

Kromé studii, na kterych se podilela MUDr. Zadnikova, byl tento kmen pouZit jestd
MUDir. Liskou, ktery podaval Colinfant Newborn détem se zvySenou hladinou IgE. Hladi-
na IgE se do 1 roku normalizovala a ve 3. roce zivota se neodliSovala od zdravych déti

(Liska et al. 2014).

1.4 Probiotika jako prevence alergie
Soucasné kauzalni 1écba alergickych onemocnéni se snazi indukovat toleranci, pii-

kladem je specificka alergenova imunoterapie, podporujici tvorbu T regulac¢nich bunck
specifickych proti alergenu (Incorvaia et al. 2010). I vyzkum se vénuje aktivni prevenci

alergie s vyuzitim faktort indukujicich toleranci (Pefa a Versalovic 2003).

Fyziologicka mikrobiota je dilezitym modulatorem imunitni odpovédi. Na zvifecich
modelech bylo prokazano, Ze mikrobiota chrani pied senzibilizaci a vznikem alergie. Jed-
nou z pfi€in alergie jsou 1 poruchy funkci sliznic a kiize. Pozmé&nénd mikrobialni expozice
v gastrointestinalnim traktu muze byt Caste¢né zodpovédna za zvySeni vyskytu alergie.
Je to potvrzeno i tim, ze u déti s alergii byla nalezena zména ve sloZeni stfevni mikrobioty.
K rozvoji alergie pfispiva genetickd predispozice k alergii, vnimavost ke kolonizaci a pfi-
rozena mikrobialni expozice (Lodinova - Zadnikova et al. 2010; Petri 2012; Yao et al.

2010).

Jedinci s deficitem IgA mohou mit vysSi vyskyt alergie. I[gA ma protizanétlivy Gci-

nek a zabrafiuje prostupu alergenu pfes sliznice. Kolonizace stfev komenzalnimi 1 probio-
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tickymi bakteriemi miize indukovat produkci TGF- a IL-10, které podporuji populaci
T regulacnich bunék, posiluji produkci IgA a IgG4 protilatek (mohou zablokovat vazbu
IgE na alergen) a snizuji aktivaci eosinofilti, basofilti, zirnych bunék a produkci IgE

(Tlaskalova - Hogenova a Méstecky 2012).

Modifikace piirozeného osidleni pouzitim probiotik bylo ¢etné popisovano. Studie
vychazely z ptedpokladu, ze podanim jakychkoliv probiotik lze ptfedchéazet rozvoji alergie.
Ale vzhledem k tomu, ze se béhem zivota, vyjma obdobi po narozeni, mikrobiota pftili§
nemeéni a je t€zké ji zmenit, jednalo se u vétSiny studii o prenatalni nebo perinatalni poda-

vani probiotik (Yao et al. 2010).

Jak ukazuje Tabulka 1 (str.28), byly nejcastéji pouzity kmeny rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium. Pokud mélo podévani probiotickych bakterii néjaky efekt, dochdzelo ke
snizeni vyskytu ekzému, ale nedokazuji snizeni vyskytu alergické rymy nebo astmatu. Po-
zitivni G¢inek podani probiotik vymizel s ukongenim podavani. Ve studii Lodinové- Zad-
nikové, ve které byl pouzit nepatogenni kmen EC O83, vedlo podani probiotického kmene
ke snizeni vyskyti alergii (Lodinova - Zadnikova et al. 2010; Yao et al. 2010). Kromé sni-
zeni vyskytu nosokomidlnich infekei doslo 1 k ziskani dalSich benefitd - posileni imunolo-
gické 1 neimunologické stfevni bariéry, stimulace imunitni odpovédi, pokles bakteridlnich
patogenii nebo zmirnéni zanétlivych procesti ve stievé (Lodinova - Zadnikova,
Sonnenborn, a Tlaskalova 1998). Porovnani zminénych studii podporuje teorii, Ze ne
vSechna probiotika jsou efektivni, a jejich piisobeni je kmenové specifické (Yao et al.

2010).

Rozsahla analyza ukazuje, Ze neexistuje zvySené zdravotni riziko pfi pouZiti probio-

tik pro prevenci alergie (van den Nieuwboer et al. 2014).

S pouZzivanim probiotik v souvislosti s alergii se nesou nékteré myty. Ne vSechna
probiotika spliiuji pozadavky, které by mély byt splnény u bakteridlnich kmenii povazova-
nych za probiotikum. Neni znam efekt dlouhodobé manipulace s nezralym imunitnim sys-
témem. Vliv je vzajemné specificky mezi kmenem, konkrétnim alergickym onemocnénim
a jedincem. Proto vysledky s riznymi kmeny nejsou zcela srovnatelné. Vysledky by nemé-
ly byt generalizovany i s ohledem na to, Ze ve studiich byly vyuzity rizné protokoly a dav-

ky (van den Nieuwboer et al. 2014; Yao et al. 2010).
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Vyuziti probiotik jako prevence vzniku alergie je podporovano v pribéhu téhoten-

stvi, po porodu i béhem kojeni u zen i déti s vysokym rizikem vzniku alergie. Ale vhledem

k tomu, ze neexistuje dostatek ditkaz(i o preventivnim plisobeni, je pouziti probiotik dopo-

ruceno pouze u zdravych jedinct (Fiocchi et al. 2015). Dle ESPHGAN by ale méla byt

probiotika ptidavana do umélé kojenecké vyzivy nebo jinak podévana kojenclim plné¢ cha-

rakterizovana a méla by byt otestovana jejich bezpecnost (Agostoni et al. 2004).

Tabulka 1: Pfehled nékolika vybranych studii, které zjistovaly vliv podani probiotik
a na vznik a rozvoj alergie

Autor
Abrahamsson'

2
Huurre

23
Isolauri

Kalliomiki*
Kopp5

Kukkonen®

Lodinové - Zadnikova’

Rautava®

Taylor’

. 1
Wickens'®

Probioticky kmen
Lactobacillus reuteri
Bifidobacterium lactis
Bifidobacterium lactis Bb-12

Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus rhamnosus
Smés probiotik

Escherichia coli O83:K24:H31
Bifidobacterium lactis Bb-12
Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus rhamnosus

Bifidobacterium animalis lactis

' (Abrahamsson et al. 2007)

2 (Huurre et al. 2008)
3 (Isolauri et al. 2000)

* (Kalliomiki et al. 2001, 2003)
> (Kopp, Hennemuth, et al. 2008)

6 (Kukkonen et al. 2007)

Efekt

Zadny efekt

Zadny efekt

Snizeni vyskytu ekzému
Snizeni vyskytu ekzému
Snizeni vyskytu ekzému
Senzibilizace bez zmény
Opakujici se epizody
Snizeni vyskytu ekzému
Senzibilizace bez zmény
SniZeni vyskytu alergie
Zadny efekt

Nartst senzibilizace
Snizeni vyskytu ekzému
Senzibilizace bez zmény

Zadny efekt

7 (R Lodinové-Zadnikova, Sonnenborn, and Tlaskalova 1998; Raja Lodinova-Zadnikova

2002)

¥ (Rautava, Arvilommi, and Isolauri 2006)
? (Taylor, Dunstan, and Prescott 2007)

10 (Wickens et al. 2008)
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2 Cile
Hlavnim cilem této diplomové prace bylo studium ptsobeni EC O83 na CBMC déti

zdravych a alergickych matek. Dal§im cilem byla charakterizace imunitni odpovédi

u CBMC déti zdravych (déti srelativn€ nizkym rizikem vzniku alergie)

a alergickych matek (déti s relativné vysokym rizikem rozvoje vzniku alergie).

Pro dosazeni vyty¢enych cilt bylo nutné uskute¢nit nasledujici dil¢i tkoly:

1)

2)

3)

4)

Stanoveni zmény exprese vybranych cytokinii stimulovanych CBMC déti zdra-
vych a alergickych matek

Detekce intracelularnich cytokinii a transkripénich faktorti charakteristickych
pro jednotlivé subpopulace CD4 lymfocytti v pupecnikové krvi déti zdravych
a alergickych matek

Meéteni koncentrace vybranych cytokinii v supernatantu kultur CBMC déti zdra-
vych a alergickych matek

Porovnani efektu EC O83 a ECN na CBMC déti zdravych a alergickych matek

29



3 Material a metody
3.1 Pouzité metody
Odbér pupecnikové krve

A4
Izolace mononuklearni frakce bunék

\
Stimulace mononuklearni frakce bunék

— T

gPCR ELISA FACS

Obrazek 3: Schéma experimentu

Z krve odebrané v Ustavu pro pé¢i o matku a dité v Podoli byla vyizolovdna mononuklearni
frakce bunék, ktera byla nasledné stimulovana polyklonalnimi aktivatory fytohemaglutini-
nem a lipopolysacharidem a probiotickymi kmeny Escherichia coli Nissle 1917 a Escherichia
coli 083:K24:H31. Po 20 hod stimulaci byla izolovdna RNA, ktera byla ndsledné pfepsana
do cDNA a ta byla pouzita na qPCR. TaktéZ po 20 hod byly detekovany intracelularni cy-
tokiny a transkrip¢ni faktory charakteristické pro jednotlivé subpopulace CD4+ T lymfocytl
pomoci prltokové cytometrie. Po 3 denni kultivaci byly zamraZeny supernatanty kultur
pro ndsledné stanoveni hladin cytokin(i metodou ELISA.

gPCR- kvalitativni polymerazova retézova reakce, ELISA- enzymaticky zna¢end imunosor-
bentni analyza, (,,enzyme-linked immunosorbent assay”), FACS- bunécnd separace zalo-
Zend na principu pratokové cytometrie

3.1.1 Ziskani materialu a charakteristika pacientti
Na odbér pfiblizn€¢ 30 ml pupecnikové krve byla pfipravena transfuzni nadoba

s 300 pl heparinu (1000 jednotek/ml).

Pupecnikové krev byla odebirana na spolupracujicim pracovisti v Ustavu pro péci
o matku a dité v Podoli. Krev byla odebirana po planovaném cisaiském fezu a po podepsa-
ni pisemného informovaného souhlasu matky. Krev byla az do zpracovani uchovana

pfi pokojové teploté.

Za alergickou byla povaZzovana matka, ktera trpéla alergickym onemocnénim a byla
v péci alergologa nejméné dva roky. Onemocnéni bylo potvrzeno pomoci koznich ,,Prick*
testll nebo laboratorniho vySetieni (stanoveni specifickych IgE protilatek). Pacientka byla

eventualn€ lé¢ena.
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3.1.2 Izolace mononuklearnich leukocytu z krve
Pro ziskani mononuklearni frakce leukocytii byla zvolena gradientova centrifugace

s pouzitim media Histopaque o hustoté 1,077 g/ml.

Heparinizovana krev byla fedéna v poméru 1:1 vytemperovanym PBS (fyziologic-
ky roztok pufrovany fosfatem, ,,phosphate buffered saline*). Do 15 ml zkumavek byly na-
neseny 3 ml vytemperovaného Histopaque, které byly pfevrstveny 6 ml nafedéné krve.
Zkumavky byly centrifugovany po dobu 30 min, pfi 20°C a pii otackach
se zrychlenim 400 g. Po centrifugaci byly pomoci sterilni Pasteurovy pipety odsaty prsten-
ce s mononuklearni frakci leukocyti (CBMC, ,,cord blood mononuclear cells*) - viz Ob-
razek 3 - a pieneseny do novych 15 ml zkumavek, zkumavky byly pod okraj doplnény
PBS a centrifugovany pii 20°C, 10 min, 250 g. Po sto¢eni byl odstranén supernatant, peleta
byla resuspendovéana v PBS a suspenze bunék byla pienesena vzdy ze dvou do jedné zku-
mavky. Zkumavky byly doplnény PBS pod okraj a centrifugovany - 500 g, 20°C, 10 min.
Resuspendovéni pelet bylo jesté¢ jednou zopakovano. Po druhé centrifugaci byla peleta

resuspendovana v 5 ml chladného media RPMI 1640 (,,Roswell Park Memorial Institute*).

centrifugace

Naredéna pupecnikova Plasma

N
7

krev o
Mononuklearni bunky

Histopaque Histopaque

Granulocyty a erytrocyty

Obrazek 4: Prstynek s mononuklearni frakci leukocytt

3 ml Histopaque byly prevrstveny 6 ml heparinizované krve fedéné 1:1 pufrovanym fyzio-
logickym roztokem a centrifugovany po dobu 30 min, pfi 20°C a pfi otdckach se zrychle-
nim 400 g. Po centrifugaci se pomoci gradientu vytvoreného mediem Histopaque rozdélila
krev na plasmu, frakci mononukledrnich bunék frakci granulocytl a erytrocytl a Histo-
paque. Pro dalSi pouziti byla odebrana vrstva mononukledrnich bunék (upraveno
dle (Nolta a Crooks 2005))

Po resuspendovani pelety v mediu RPMI 1640 byly vzorky pfipraveny pro pocitani
bunék v pocitaci (Biirknerove) komitrce - k 950 ul Tiirckova roztoku bylo pfidano 50 pl

bunécné suspenze, smés byla promichdna pomoci vortexu a pienesena do komdrky.
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V komtirce bylo spocitano 2x50 ¢tvercii a pomoci aritmetického priméru byl ziskan pocet
buné¢k na zéklad¢ vzorce:

spotitany pocet bunék X 10° = pocet bunék na 1 ml bunétné suspenze

3.1.3 Priprava suspenzi bakterii
Z lyofilizovanych bakterii pfipravku Colinfant Newborn byla pfipravena dle névo-

du na piibalovém letaku suspenze, ktera byla naockovana na LB (Luria - Bertani) agar
a inkubovana pies noc. Druhy den byly vybrané kolonie pieneseny do 10 ml LB média
a za stalého tfepani ve vodni 1azni o 37°C inkubovéany 24 hodin. Po 24 hodinéch byla bak-
terialni suspenze nafedéna na optickou denzitu 3 jednotek stupnice McFarlanda v 50 %
glycerolu v PBS, takze vysledna koncentrace byla 2x10° CFU/ml (jednotek tvoticich kolo-

nie, ,,colony forming units*). Suspenze byla rozdélena do alikvotl a zamrazena v -80°C.
Koncentrace byla ovéfena opétovnym zaockovanim na agarovou plotnu.

Kmen obsazeny v pfipravku Mutaflor byl poskytnut firmou ArdeyPharm
(prof. Ulrich Sonnenberg) a pfipraven dle stejného protokolu jako EC O83.

3.1.4 Stimulace mononuklearni frakce leukocyti
Pro stimulaci CBMC byly pouzity polyklonalni aktivatory fytohemaglutinin (PHA)

a lipopolysacharid (LPS) jako pozitivni kontroly a probiotické kmeny E. coli Nissle 1917
a E. coli O83:K24:H31.

Suspenze CMBC byla centrifugovéna pii 500g, 4°C po dobu 10 min. Supernatant
byl odstranén a peleta resuspendovana v mediu RPMI 1640. Suspenze byla rozd€lena
po 2x10° bb (bun&k) do 10 ml zkumavek a doplnéna RPMI 1640 do 1 ml. Suspenze byla
stimulovana PHA (10 pg/ml), LPS (10 pg/ml) ECN (2x107 bb), EC 083 (2x10 bb).

CBMC byly kultivovany pti 37°C v 5% koncentraci CO, s maximdlni vlhkosti
po dobu 20 hodin pro ucely izolace RNA a pro méfeni intracelularnich cytokini pomoci

pratokové cytometrie a 3 dny pro stanoveni koncentrace cytokint v supernatantu kultur.

3.1.5 Izolace RNA z bunécnych kultur
Po 20 hodinové stimulaci CBMC byla z kultur izolovana RNA pomoci komer¢niho

kitu ,,RNeasy mini kit (Qiagen) dle ndvodu vyrobce.

Kultury byly centrifugovany pii 4°C, 500 g po dobu 10 min. Supernatanty byly od-

stranény a pelety resuspendovany v 350 ul lyza¢niho roztoku (1:10 B- merkaptoethanol
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a roztok ,,RLT*) a lyzovany 5 min pii pokojové teploté. Po lyze bylo k suspenzim piidano

po 350 ul 70% ethanolu a obé¢ faze byly peclivé promichény.

Smeési byly pfeneseny do kolonek ,,RNeasy mini spin column* na izolaci RNA. Ko-
lonky byly centrifugovany po dobu 15 s, pfi 20°C a 8000 g. Ze spodni ¢asti kolonky byly
odstranény supernatanty a do kolonek bylo ptidano 700 pul pufru RW1 a nésledné byly cen-
trifugovany po dobu 15 s, pti 20°C a 8000 g. Degradace genomické DNA probéhla prida-
nim DNazy na membranu kolonky s navdzanou RNA (a i genomickou DNA), tak Ze
k 10 pl enzymu (DNazy) bylo doplnéno 70 ul pufru RDD (tj. 80 pul vysledného roztoku/
kolonka), DNéza byla aktivovéna protfepanim roztoku. Ze spodni ¢asti kolonky byly od-
stranény supernatanty a smesi s roztokem DNazy byly inkubovany 15 min pii pokojové
teploté. Kolonky byly doplnény 500 pl pufru ,,RPE* a centrifugovany 15 s, pii 20°C
a 8000 g. Supernatanty ze spodni ¢asti byly odstranény, do kolonek bylo pfidano 500 pl
»RPE®“ a kolonky byly znovu centrifugovany. Supernatanty byly odstranény a kolonky
byly umistény do novych 2 ml mikrozkumavek a centrifugovany 1 min, pfi 20°C a 8000 g.
Kolonky byly pfemistény do 1,5 ml mikrozkumavek. Na membrany kolonky bylo ptidano
20 ul vody bez RN4az a kolonky byly centrifugovany 1 min, pti 20°C a 8000 g. U eluované
RNA byla zmétena koncentrace a Cistota a nasledné byla RNA umisténa do -20°C neZ byla

prepsana do cDNA.

3.1.6 Méreni koncentrace a ¢istoty RNA
Koncentrace RNA byla urcena spektrofotometricky pti vinové délce 260 nm pomo-

ci Nanodropu 1000. Absorbance 1,0 pti 260 nm odpovida koncentraci RNA 40 pg/ml.

Cistota izolované RNA byla uréena pomoci poméru absorbanci pfi riiznych vino-
vych délkach. Pomérem absorbanci pii 260 a 280 nm byla stanovena Cistota vzhledem

k proteinim. Pomér téchto absorbanci byl vyssi nez 2.

3.1.7 Reverzni transkripce
Pro ucely této prace byla zvolena metoda obecné reverzni transkripce. Na piepis

RNA do cDNA byl pouzit kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied

Biosystems).

Do 200 pl mikrozkumavek byl napipetovan objem roztoku vyizolované RNA, ktery
odpovida 0,5 pg RNA. Objem byl doplnén vodou bez RN4z do 10 pl. Do zkumavek bylo

pfidano 10 pl premixu pfipraveného z reagencii z komer¢niho kitu High Capacity cDNA
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Reverse Transcription Kit v poméru dle Tabulky 2. Reverzni transkripce probihala za re-
zimu: 10 min pii 25°C, 120 min pfi 37°C, 5 min pii 85°C a nakonec byl termalni cyklér
ochlazen na 4°C. Po zchladnuti byly vzorky doplnény 80 pl vodou bez RNéz a ulozeny
do -20°C.

Tabulka 2: Pomér reagencii reverzni transkripce pro celkovy objem 20 pl reakéni smési

Reagencie MnoZzstvi na 1 vzorek
Pufr RT 2 ul
Mix dNTP 0,8 pl
Smés ndhodnych primerii 2 ul
Reverzni transkriptaza 1l
Inhibitor RNaz 1wl
Voda bez RNaz 32wl
Vzorek natedény na spravnou koncentraci (0,5 pg na reakci) 10 pl

3.1.8 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (qPCR)
Pro méfeni genové exprese vybranych cytokintl, jejichz produkce byla iniciovana

stimulaci CBMC, byla pouZzita metoda qPCR (kvantitativni polymerazova fetézcova reakce
v realném case, ,real time quantitative polymerase chain reaction®). Jako endogenni kon-
trola, tj. gen se stalou expresi v buiice, jehoZ exprese neni ovlivnéna stimulaci, byl zvolen

- aktin.

Tabulka 3: Pomér reagencii gPCR pro celkovy objem 25 pl reakéni smési

Reagencie MnoZstvi na 1 vzorek
Voda bez RNéz 6,25 ul
Specifické sonda s primery 1,25 wl
TagMan Universal PCR MasterMix 12,5 ul
Vzorek cDNA 5ul

Na desticku byly naneseny vzorky v dubletech po 5 pl. Byly pfipraveny premixy
pro jednotlivé sondy (ptehled pouzitych sond v Tabulce 5 (str. 39)). SloZeni premixu je
uvedeno v Tabulce 3. Na desti¢ku bylo napipetovano po 20 pl na jamku. PCR probihala
za termélniho rezimu 2 min 50°C, 10 min 95°C, 40 cykll - denaturace 15 s 95°C, elongace

60 s 60°C
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3.1.9 Intracelularni barveni mononuklearnich leukocytu a jejich detekce pomoci
prutokové cytometrie
Po 20 hodinéch bylo k bunéénym kulturam CBMC piidano po 2 ul LAC (,,leucocy-

te activation cocktail, with BD GolgiPlug®). Kultury byly kultivovéany pii 37°C v 5% kon-

centraci CO; s maximalni vlhkosti po dobu 4,5 hodiny.

Tabulka 4: SloZeni premixt pro intracelularni barveni bunéénych suspenzi

Premix Protilatka proti MnoZstvi na vzorek
Th1/Th2 GATA-3 5ul
T-bet S5ul

IL-4 S5ul

IL-13 S5ul

IFN-y Sul

PBS 10 pl

Th17/Treg FoxP3 S5ul
RORyt 0,5 ul

IL-10 5ul

IL-17A 5ul

PBS 10 pl

Th - pomocné T bunky (,, T helpers”), Treg - T regulaéni burnky, IL - interleukin, IFN-y - in-
terferon y, FoxP3 - ,forkhead box P3“, RORyt - ,RAR-related orphan receptor gamma®“,
T-bet - , T-box transcription factor”, PBS - fosfatem pufrovany fyziologicky roztok chloridu
sodného (,phosphate buffered saline”)

K suspenzi byly piidany 4 pl znacenych protilatek proti CD4, promichdno a smés
byla inkubovéna 20 min na ledu a ve tm&. Zkumavky byly centrifugovany 5 min pii 4°C
a 500 g. Vzorky byly promyty pfidanim 2 ml PBS obsahujiciho 0,5% BSA (bovinni sérovy
albumin) a néaslednym centrifugovanim 5 min pii 4°C a 500 g. K peleté byl pfidan 1 ml
roztoku ,,Perm/Fix* (0,25 ml 4x koncentrovaného ,,Fix/Perm pufru®“ a 0,75 ml fediciho
pufru) a suspenze byly permeabilizovéany a fixovany po dobu 45 min pfi 4°C. Vzorky byly
dvakrat promyty ptidanim 2 ml ,,Perm/Wash* roztoku (5x fedéného ,,Perm/Wash pracov-
niho roztoku*) a centrifugovanim 5 min pii 4°C a 500 g. Po odstranéni supernantantu bylo
k suspenzim ptidano 200 pl ,,Perm/Wash* a suspenze byla rozdélena do dvou zkumavek
pro priitokovou cytometrii. Do jedné sady zkumavek bylo pfidano 35 pl Th1/Th2 premixu
obsahujiciho protilatky proti transkripénim faktorim a cytokinim charakteristickych

pro Th1/Th2 a do druhé sady 25,5 pl premixu obsahujiciho protilatky proti transkripnim

35



faktorim a cytokinim charakteristickym pro Th17/Treg dle Tabulky 4 a suspenze byly
inkubovany 45 min ve tmé pii 4°C. Suspenze byly dvakrat promyty ,,Perm/Wash* rozto-
kem, k peleté bylo ptidano 100 pl PBS obsahujiciho 0,5% BSA a vzorky byly ihned zmé-

feny na prutokovém cytometru

3.1.10 Imunoenzymatické stanoveni koncentrace cytokini (ELISA)
Metoda ELISA (enzymaticky znaCend imunosorbentni analyza, ,.,enzyme - linked

immunosorbent assay‘) byla pouzita pro stanoveni koncentrace cytokini v supernatantu
kultur CBMC stimulovanych po dobu 3 dni. Pro ucely této prace byla zvolena piima
sendvi¢ova ELISA. Byly pouzity sekundarni biotinylované protilatky, jako funkéni enzym
kifenova peroxiddza vadzand na streptavidinu a jako substrat peroxiddzy byl pouzit

3.,3,5,5-tetramethylbenzidin (TMB).

Na desticku byla navdzana primarni monoklondlni protilatka anti - human IL-X
po 75 ul na jamku, fedéna v PBS dle udajti od vyrobce. Desticka byla inkubovéana pies noc

pfi pokojové teploté.

Druhy den byla desti¢ka 3x promyta PBS s 0,05% Tween. Na desti¢ku bylo nane-
seno 150 ul blokovaciho roztoku, ptipadé IL-10 fediciho roztoku, a byla inkubovana 1 hod
pfi laboratorni teploté. Nasledné byla desticka 3x promyta PBS s 0,05% Tween. Byly na-
fedény vzorky supernatanti bunéénych kultur pro naneseni na desticku, 2x fedéné superna-
tanty v TBS (Trisem pufrovany fyziologicky roztok, ,,Tris buffered saline*)/ fedicim roz-
toku pro IL-10. Standardy byly natfedény dle tidaji od vyrobce. Vzorky byly na desticky
naneseny v dubletu po 50 pl. Desticka byla inkubovana 2 hodiny pii pokojové teploté

a pfes noc uloZena do lednice.

Nasledujici den byla desticka 3x promyta PBS s 0,05% Tween. Na desticku byla
nanesena sekundarni biotinylovana protilatka fedénd v TBS/ fedicim roztoku pro IL-10
dle udajt od vyrobce. Deska byla inkubovana 2 hodiny pfi pokojové teploté a 3x promyta
PBS s 0,05% Tween. Na desticku byl nanesen 1000x fedény streptavidin znaceny kieno-
vou peroxidazou v TBS po 50 pl na jamku. Desti¢ka byla inkubovana 20 min pfi pokojové
teploté 3x promyta PBS s 0,05% Tween. Vyvolavaci roztok byl pfipraven z 3 ml citratové-
ho pufru, 3 ml roztoku TMB a 1 ul H,O; na jednu desku. Na desku bylo naneseno po 50 pl
vyvolavaciho roztoku. Inkubace probihala v temnu. Reakce byla zastavena 50 pul 2 M

H,SO4.
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Opticka denzita byla zmétena pii 450 nm a pomoci kalibra¢ni kiivky byla odectena

koncentrace cytokintl.

3.2 PouZity material
3.2.1 Pouzité roztoky
Blokovaci roztok pro ELISA
5% sachardza, 1% BSA v PBS

Citratovy pufr
0,1 M citronan sodny v destilované vod¢, pH 4,2 upraveno pomoci nasycené kyseliny ci-

tronové

Pufrovany fyziologicky roztok (PBS)
9% NaCl; 3,35 mM Na,HPO,.12 H,0; 1,28 mM NaH,PO,4.2 H,O

Roztok TMB
7,96 M tetramethylbenzidin (TMB), 3,5 M dimethylformamid (DMF)

Redici roztok pro ELISA (TBS)
20 mM Trisma, 150 mM NaCl v H20, pH 7,3, 0,1% BSA, 0,05% Tween

Redici roztok pro ELISA (Duoset IL-10)
137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na,HPOy, 1,5 mM KH,PO,, 1% BSA

Suplementace media RPMI 1640 pro bunééné kultury
2 mM HEPES, 2 mM glutamin, 5% FTS (fetalni teleci sérum) Cambrex, 40 mg/ml gen-

tamycin

Tiirckav roztok

Komercéni smés 5x fedéna v destilované vodé

3.2.2 Pouzité chemikalie
ArdeyPharm, Némecko

Kmen Escherichia coli Nissle 1917

Applied Biosystems, USA
TagMan Universal PCR MasterMix, specifické sondy pro PCR TagMan Gene Expression

Assayes
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BD Biosciences, USA
LAC (,,Leucocyte activation cocktail)

Cambrex, USA
FTS

Dyntec spol. s.r.o., Ceska republika

Colinfant Newborn

Immunotech Inc., USA

Streptavidin s navazanou kienovou peroxidazou

Lachema, Ceska republika

Citronan sodny

Lékarna VSeobecné fakultni nemocnice

75% ethanol

Penta, Ceska republika
NaCl, NazHPO4. 12 HQO, NaH2P04.2 H20, HQSO4,

Pharmaceuticals dd, Slovinsko

Gentamycin

Qiagen, Némecko

RNase free DNase set, RNasy Mini Kit

R&D System Inc., USA

Primérni monoklondlni a sekundarni biotinylované protilatky, rekombinantni cytokiny

ELISA

SERVA, Némecko
BSA, Trisma

Sigma - Aldrich, USA

Histopaque ® 1077, Minimum Essential Medium, RPMI 1640, L-glutamin, 3- merkaptoe-

thanol, BSA, Tween, H,O,, HC1, TMB, DMF
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SONY Biotechnology Inc., USA

Protilatky pro pritokovou cytometrii

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Protilatky pro prittokovou cytometrii, eBioscience ™

Vakos, Praha

Turckav roztok

Zentiva v. n., Nizozemsko

Heparin (5000 jednotek/ml)

3.2.3 Pouzité komerc¢ni kity
Izolace RNA

RNasy Mini Kit, Qiagen, Némecko

Reverzni transkripce

High Capacity cDNA Reverse Transcription kit, Applied Biosystems, USA

Intraceluldrni barveni pro priitokovou cytometrii

Transcription Factor Buffer Set, BD Pharmingen, BD Biosciences, USA

3.2.4 Pouzité sondy pro qPCR
Tabulka 5: Pfehled sond pouZitych pro qPCR a jejich katalogovych cisel

Sonda Vyrobce Katalogové Cislo
ACTB HS 99999903 m1
IFN-y HS 00174143 ml
IL-10 Applied Biosystems HS 00174086 _ml
IL-13 HS 00174379 _ml
1L-22 HS 01574154 m1
IL-4 HS 00174122_m1

gPCR - kvalitativni polymerdzova retézova reakce, ACTB - aktin B (house keeping gene),
IL - interleukin, IFN - y- interferony
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3.2.5 Pouzité protilatky pro intracelularni barveni pro pritokovou cytometrii
Tabulka 6: Pfehled protilatek pouzitych pro intracelularni barveni pro prutokovou cy-
tometrii, jejich vyrobca, klond a konjugata

Protilatka proti Vyrobce Klon Konjugat
CD4 SONY OKT4 APC-Cy7
FoxP3 eBiosciences 236A/E7 FITC
GATA-3 SONY 16E10A23 PE
RORyt eBiosciences AFKIJS-9 APC
T-bet SONY 4B10 FITC
IFN-y SONY 4S.B3 PerCP-Cy5.5
IL-10 SONY JES3-9D7 PE-Cy7
IL-13 SONY JES10-5A2 APC
IL-17A eBiosciences eBi1064DEC17 PerCP-Cy5.5
IL-4 SONY MP4-25D2 PE-Cy7

CD4 - diferenciacni skupina (,,cluster of differention®), IL - interleukin, IFN-y - interferon vy,
FoxP3 - ,forkhead box P3“, RORyt - ,RAR-related orphan receptor gamma®“, T-bet - , T-box
transcription factor”, APC (allophycocyanin), APC-Cy7 (APC+ cyanin dye7), FITC (flu-
orescein isothiocyanate), PerCP (peridinin chlorophyll protein), PE (phycoerythrin), PE-Cy7
(PE+ cyanin dye7?)

3.2.6 Pouzité protilatky pro ELISA
Tabulka 7: Pfehled protilatek pouzitych pro metodu ELISA a jejich katalogovych cisel

Katalogové Cislo

Cytokin Vyrobce Primarni Sekundarni Rekombinantni
protilatka protilatka standard

IFN-y MAB 2852 BAF 285 285-1L
IL-10 DY217B (duoset)

IL-17A DY317-05(duoset)

IL-4 R&D System Inc. MAB 604 BAF 204 204-1L
IL-5 MAB 405 BAF 6051 205-IL
IL-6 MAB 206 BAF 206 206-1L
TGF-p MAB 240 BAF 240 240-IL

IL - interleukin, IFN - y- interferony

3.2.7 Pouzity spotirebni material
ELISA desticky

F96 Maxisorp, Nunc™, Sigma - Aldrich, USA
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PCR desticky

96 well Reaction Plates, Optical adhesive covers, Applied Biosystems, USA

Eppendorfky na reverzni transkripci

Optical Tubes, Applied Biosystems, USA

Zkumavky pro priitokovou cytometrii

FALCON 5 ml (12 x 75 mm), BD Pharmingen™ Biosciences, USA

3.2.8 Pouzité pristroje
Analytické vahy

AB204 Mettler Toledo, Svycarsko

Automatické pipety
Finnipette, Thermo Fischer Scientific, USA
Pipetman Classic, Concept, Gilson Inc., USA

Box pro molekularni biologii

MSC Advantage, Thermo Scientific, USA

Box s laminarnim proudénim
Sentinel Gold, ESCO, Singapur
HOTTE MSC.12 STD GAZ, Jouan, Francie

Centrifuga
Micro 22R, Universal 30 RF, Universal 320R, Hettich, Némecko

Denzitometr

McFarland denzitometr DEN-1, Biosan Ltd., LotySsko

Fotometr mikrotitra¢nich desticek

Sunrise - Basic Tecan, Tecan Austria, GmbH, gvycarsko

Inkubator
ESCO CellCulture Inkubator CO,, Singapur

Magneticka michacka

Are, VELP Scientifica, Italie
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Nanodrop
NanoDrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific, USA

pH metr
pH/mV/Temp Meter PL - 600, EZDO, Taiwan

Promyvacka

MRW (AM 60), DYNEX Technologies, Inc., USA

Prutokovy cytometr

BD FACS Canto™ II Flow Cytometer, BD Biosciences, USA

Piedvazky
EK - 400H, A&D Company, Limited, Japonsko

Termalni cyklér pro PCR
7300 Realtime PCR System, Applied Biosystems, Singapur

Termalni cyklér pro reverzni transkripci

Peltier Thermal Cycler 200, MJ Research, Inc., USA

Trepacka s vodni lazni

Water bath shaker type 357, Elpan, Polsko

Vicekanalova pipeta

Finnipette, Thermo Fischer Scientific, USA

Vortex
Vortex Genie K — 550 - GE, Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc., USA

3.2.9 Pouzity software
Vyhodnoceni hodnot vysledki ELISA

KIM Immunochemical Processing, Daniel Kittrich, Ceska republika

Vyhodnoceni vysledkii méreni koncentrace RNA
Nanodrop 1000 V3.30, Thermo Scientific, USA

Vyhodnoceni vysledkii PCR
7300 System SDS Software, Applied Biosystems, Singapur
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Vyhodnoceni vysledkii z pritokového cytometru
BD FACS Diva Software v6.1.2, BD Biosciences, USA
FlowlJo 7.6.5, FlowJo LLC, USA

Grafické a statistické zpracovani dat

GraphPad Prism, GraphPad Software Inc., USA
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni genové exprese cytokini CBMC déti alergickych a nealer-

gickych matek metodou kvantitativni real - time PCR
Pomoci metody qPCR byla stanovena exprese cytokini charakteristickych pro jed-

notlivé subpopulace T lymfocytd- Thl (IFN-y), Th2 (IL-4, IL-13), Th17 (IL-22) a Treg
(IL-10). Exprese téchto genli byla normalizovana pomoci B- aktinu (jako endogenni kon-
troly) a nésledné¢ porovnavana exprese mezi nestimulovanou kontrolou a kulturami stimu-
lovanymi polyklonalnimi aktivatory (PHA, LPS) a probiotickymi kmeny (ECN, EC O83).
Vysledky byly statisticky vyhodnoceny t- testem.

Stimulace CBMC vedla ke zvySeni exprese IFN-y bez ohledu na alergicky stav
matky. Po stimulaci PHA, ECN a EC O83 doslo k signifikantnimu zvySeni. Zvyseni expre-
se IFN-y v disledku stimulace CBMC nespecifickym stimuldtorem LPS signifikantni ne-
bylo (Obrazek 5). U CBMC d¢ti zdravych matek doslo k signifikantnimu zvySeni po sti-
mulaci bunék PHA, ECN a EC O83 a u alergickych po stimulaci PHA a EC O83. Po sti-
mulaci PHA byla signifikantné vyssi exprese IFN-y u déti alergickych matek (Obrazek 6).

Stimulace PHA, LPS, ECN 1 EC O83 nevedla k prakticky zddnym zméndm exprese
IL-4 (Obrazek 7a). Naopak exprese IL-13 se signifikantné zvysila po stimulaci polyklo-
nalnimi stimulatory (PHA, LPS) 1 probiotickymi kmeny (Obrazek 7b). Oboji bez ohledu
na alergicky stav matek. U exprese IL-4 a IL-13 nebyly zjistény signifikantni rozdily mezi
détmi zdravych a alergickych matek. U bunck déti zdravych matek doslo po stimulaci
ke sniZeni exprese IL-4, k signifikantnimu po stimulaci bunék PHA a ECN. U CBMC déti
alergickych matek doSlo k velmi mirnému zvySeni exprese po stimulaci (Obrazek 8a).
Exprese IL-13 se zvysila, signifikantné po stimulaci PHA a ECN bunék déti zdravych ma-
tek a u bun€k déti alergickych matek po stimulaci PHA, LPS, ECN 1 EC O83 (Obrazek
8b).

Po jakékoliv stimulaci bylo pozorovano signifikantni zvySeni exprese 1L-22 bez oh-
ledu na alergicky stav matky (Obrazek 9). Nebyl zaznamendn signifikantni rozdil
v expresi IL-22 mezi CBMC d¢éti zdravych a alergickych matek. U bunék déti zdravych
matek doSlo k signifikantnimu zvySeni exprese IL-22 po stimulaci bunék PHA a ECN
a u bun¢k déti alergickych matek navic i po stimulaci EC O83 (Obrazek 10).

44



Bez ohledu na alergicky stav matky vedla stimulace ECN a EC O83 k signifikant-
nimu zvySeni exprese IL-10, u LPS bylo pozorovano nesignifikantni zvySeni a stimulace
PHA expresi IL-10 nezménila (Obrazek 11). U CBMC d¢ti alergickych matek bylo za-
znamenano signifikantni zvyseni exprese IL-10 po stimulaci EC O83 a tato exprese byla
signifikantné vyssi oproti CBMC déti zdravych matek. U bun€k déti zdravych matek doslo
k signifikantnimu zvySeni exprese IL-10 po stimulaci bunék ECN a EC O83 (Obrazek
12).
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Obrazek 5: Obrazek 5: Genova exprese IFN-y u CBMC.
Genova exprese IFN-y byla stanovena u 59 CBMC déti bez ohledu na alergicky stav matky
(exprese IFN-y CBMC stimulovanych LPS byla stanovena pouze u 9 déti) pomoci gPCR

K—PHA: p <0,0001; K—ECN: p=0,0024; K- EC 083: p=0,0036

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC O83- Escherichia coli 083:K24:H31
**p<0,01; *** p<0,001
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Obrazek 6: Relativni kvantifikace exprese IFN-y u CBMC déti zdravych a alergickych ma-
tek
Exprese byla stanovena u 32 CBMC déti zdravych matek a 27 CBMC déti alergickych ma-
tek

PHA Z - PHA A: p= 0,0344
K Z - PHA Z: p < 0,0001; K Z — ECN Z: p= 0,0025; K Z - EC 083 Z: p= 0,0036
K A - PHA A: p= 0,0016; K A — EC 083 A: p= 0,0016

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)
EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC 083)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917

EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononuklearni bunky pupecnikové krve

*p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001
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Obrazek 7: Genova exprese IL-4 a IL-13 u CBMC.

Genova exprese IL-4 byla stanovena u 57 CBMC déti bez ohledu na alergicky stav matky
(exprese IL-4 CBMC stimulovanych LPS byla stanovena pouze u 9 déti) a genova exprese
IL-13 byla stanovena u 42 CBMC déti bez ohledu na alergicky stav matky (exprese IL-13
CBMC stimulovanych LPS byla stanovena pouze u 9 déti) pomoci gPCR

IL-13
K-PHA: p <0,0001; K—LPS: p=0,0013; K- ECN: p <0,0001; K- EC 083: p < 0,0001

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC O83- Escherichia coli 083:K24:H31
**p<0,01; *** p<0,001
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Obrazek 8: Relativni kvantifikace exprese IL-4 (a) a IL-13 (b) u CBMC déti zdravych
a alergickych matek

Exprese IL-4 byla stanovena u 32 CBMC déti zdravych matek a 25 CBMC déti alergickych
matek a genovd exprese IL-13 byla stanovena u 26 CBMC déti zdravych matek
a 17 CBMC déti alergickych matek pomoci qPCR

IL-4

KZ-PHAZ: p=0,0277; KZ-ECN Z: p=0,0134

IL-13

KZ-PHAZ: p<0,0001; KZ-ECN Z: p <0,0001

K A—-PHA A: p=0,0004; KA —-LPS A: p=0,0049; KA - ECN A: p= 0,0463;
KA-ECO83 A: p<0,0001

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)
EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC 083)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917

EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononukledrni buriky pupecnikové krve

*p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001
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Obrazek 9: Genova exprese IL-22 u CBMC
Genova exprese IL-22 byla stanovena u 42 CBMC déti bez ohledu na alergicky stav matky
(exprese IL-22 CBMC stimulovanych LPS byla stanovena pouze u 9 déti) pomoci qPCR

K- PHA: p <0,0001; K—LPS: p=0,0124; K- ECN: p <0,0001; K— EC 083: p < 0,0001

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC O83- Escherichia coli 083:K24:H31
* p<0,05; *** p <0,001
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Obrazek 10: Relativni kvantifikace exprese IL-22 u CBMC déti zdravych a alergickych
matek

Exprese byla stanovena u 26 CBMC déti zdravych matek a 17 CBMC déti alergickych ma-
tek

KZ-PHA Z: p= 0,0008; KZ - ECN Z: p= 0,0036
KA -PHA A: p=0,0004; KA -EC 083 A: p=0,0063; KA -EC 083 A: p= 0,0024

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)
EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC 083)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917

EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononukledrni buriky pupecnikové krve

**p<0,01; ***p<0,001
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Obrazek 11: Genova exprese IL-10 u CBMC
Genova exprese IL-10 byla stanovena u 52 CBMC déti bez ohledu na alergicky stav matky
(exprese IL-10 CBMC stimulovanych LPS byla stanovena pouze u 9 déti) pomoci gPCR

K- ECN: p<0,0001; K- EC 083: p=0,0021

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC 083- Escherichia coli 083:K24:H31
**p<0,01; *** p<0,001
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Obrazek 12: Relativni kvantifikace exprese IL-10 u CBMC déti zdravych a alergickych
matek

Exprese byla stanovena u 30 CBMC déti zdravych matek a 22 CBMC déti alergickych ma-
tek.

EC 083 Z—-EC 083 A: p=0,0410
KZ-ECNZ:p<0,0001; KZ-ECO83 Z: p<0,0001
KA-ECO83 A: p=0,0236

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)
EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC 083)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917

EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononuklearni bunky pupecnikové krve

*p<0,05; *** p<0,001
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4.2 Detekce produkce cytokinii mononuklearnimi bunnkami pupecniko-
vé krve déti alergickych a nealergickych matek po stimulaci in vitro

metodou pritokové cytometrie
Pomoci intracelularniho barveni a nasledného méteni na pritokovém cytometru byly

detekovany cytokiny a transkripcni faktory charakteristické pro jednotlivé subpopulace
CD4+ T lymfocyti - Thl (IFN-y, T-bet), Th2 (IL-4, IL-13, GATA-3), Th17 (IL-17A,
RORyt) a Treg (IL-10, FoxP3). Mezi nestimulovanou kontrolou a stimulovanymi kultura-
mi bylo porovnavano procento bun¢k z celé populace CD4 pozitivnich (CD4+) T lymfocy-
th tvoricich prislusny cytokin nebo transkripcni faktor. Vysledky byly statisticky vyhodno-

ceny t- testem.

Z 20 hod stimulovanych a nésledné intracelularné barvenych kultur byla podle Ob-

razku 13 a 14 vybrana populace tvotici dany cytokin a ur€eno jeji procentudlni zastoupeni.

Po polyklonalni stimulaci PHA doslo k signifikantnimu zvySeni produkce IFN-y
CD4+ bunkami bez ohledu na alergicky stav matky. Po stimulaci probiotickymi kmeny
doslo k minimalnim zménam zastoupeni CD4+ bun€k produkujicich IFN-y (viz Obrazek
15a). Podobny trend byl pozorovan i u T-bet, ale zmény nejsou signifikantni (viz Obrazek
15b). Mezi CBMC déti alergickych a zdravych matek nebyla pozorovéna v piipadé IFN-y
ani T-bet k zadné signifikantni zména (viz Obrazek 16). U déti zdravych matek doslo
k signifikantnimu zvySeni zastoupeni CD4+ bunék produkujicich IFN-y po stimulaci bun¢k
PHA a ECN (Obrazek 16a) a k signifikantnimu zvySeni u T-bet po stimulaci EC O83.
Zvyseni zastoupeni bun¢k déti zdravych matek tvoticich Tbet po stimulaci PHA nebylo
signifikantni kvili vysoké variabilit€¢ mezi vzorky (Obrazek 16b). U bunék déti alergic-
kych matek byly pozorovany stejné trendy pro IFN-y 1 T-bet jako na Obrazku 185,

ale bez signifikantnich zmén (Obrazek 16).

Po polyklonalni stimulaci PHA doSlo k signifikantnimu zvySeni produkce IL-4
CD4 pozitivnimi butikami bez ohledu na alergicky stav matky. Po stimulaci probiotickymi
kmeny doslo pouze k minimdlnim zméndm zastoupeni CD4+ bunék produkujicich 1L-4
(viz Obrazek 17a). Podobny trend byl pozorovan i u IL-13 s tim rozdilem, Ze stimulace
ECN vedla k mirnému sniZeni zastoupeni CD4+ bunék produkujicich IL-13, ale zmény
nejsou signifikantni (viz Obrazek 17b). U GATA-3 doslo k signifikantnimu zvySeni
po stimulaci PHA a signifikantnimu snizeni po stimulaci EC O83 (Obrazek 17¢). Mezi
CBMC déti alergickych a zdravych matek nebyly pozorovany v pifipadé IL-4, IL-13
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ani GATA-3 k zadné signifikantni zmény (viz Obrazek 18). U déti zdravych matek doslo
k signifikantnimu zvyseni zastoupeni CD4+ bun€k produkujicich IL-4 po stimulaci bun¢k
PHA (Obrazek 18a), podobné¢ u IL-13 ale bez signifikance (Obrazek 18b)
a k signifikantnimu snizeni u GATA-3 po stimulaci EC O83 (Obrazek 18¢), po stimulaci
probiotickymi kmeny nedoslo k zddnym zdsadnim zménam ani v jednom piipade. U déti
alergickych matek bylo pozorovano zvyseni zastoupeni CD4+ bunék produkujicich IL-4
po stimulaci PHA a ECN (Obrazek 18a). U GATA-3 doslo ke zvySeni po stimulaci PHA
a ke snizeni po stimulaci probiotickymi kmeny (Obrazek 18c). Zadna z tdchto zmén
ale nebyla signifikantni. U déti alergickych matek nedoslo po stimulaci ke zméné zastou-

peni CD4+ buné¢k produkujicich IL-13, s vyjimkou stimulace bunék PHA (Obrazek 18b).

Po polyklondlni stimulaci PHA doslo k signifikantnimu zvysSeni produkce IL-10
1 FoxP3 CD4+ bunikami. Po stimulaci probiotickymi kmeny nedoSlo ani v jednom ptipadé
skoro k Zadné zméné¢ bez ohledu na alergicky stav matky (viz Obrazek 19). Mezi CBMC
déti alergickych a zdravych matek nebyla v ptipad€ IL-10 pozorovana z4ddnd signifikantni
zména (viz Obrazek 20a). V pfipadé¢ FoxP3 bylo signifikantn¢ vyssi zastoupeni bunck
tvoficich tento transkripéni faktor po stimulaci probiotickym kmenem ECN u CBMC déti
alergickych matek (Obrazek 20b). U CBMC déti zdravych matek nedosSlo po stimulaci
s vyjimkou PHA k signifikantnim zmé&nam u IL-10 ani FoxP3, ve skuping déti alergickych
matek se zastoupeni CD4+ bunck produkujicich IL-10, stejné jako bun€k exprimujicich
FoxP3 zvysilo. U CBMC déti alergickych matek doslo k signifikantnimu zvySeni u IL-10
1 FoxP3 po stimulaci PHA. Po stimulaci bunék PHA doslo k signifikantnimu zvySeni
u IL-10 i FoxP3 i u bunc¢k déti zdravych matek. Stimulace probiotickymi kmeny
u nich ale nevedla k signifikantnim zménam oproti pfislusnym nestimulovanym kontroldm

(Obrazek 20).

Po polyklondlni stimulaci PHA doslo k signifikantnimu zvySeni zastoupeni CD4+
bunek produkujicich IL-17A 1 bun¢k exprimujicich RORyt (Obrazek 21). Po stimulaci
probiotickymi kmeny nedoslo skoro k zadné zméné v piipadé IL-17A (viz Obrazek 21a)
a v ptipadé¢ RORyt vedla stimulace EC O83 k signifikantnimu snizeni zastoupeni CD4+
bunck exprimujicich tento transkripéni faktor (Obrazek 21b). Oboji bez ohledu na aler-
gicky stav matky. Po stimulaci ECN bylo zaznamenéno signifikantni zvySeni zastoupeni
CD4+ bunék produkujicich IL-17A u déti alergickych matek. U bun¢k déti zdravych matek
doslo po stimulaci ke zvySeni produkce IL-17A, ale bez signifikance. U déti alergickych
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matek doslo ke zvySeni po stimulaci PHA a sniZeni po stimulaci EC O83. ECN nem¢l
na IL-17A zadny efekt (viz Obrazek 22a). V zastoupeni bunc¢k exprimujicich RORyt ne-
byl mezi alergickou a nealergickou skupinou pozorovan signifikantni rozdil. U déti zdra-
vych matek doslo ke snizeni zastoupeni CD4+ bun¢k exprimujicich RORyt. Po stimulaci
bun¢k EC O83 bylo snizeni signifikantni. U alergickych doslo po stimulaci PHA k signifi-
kantnimu zvySeni, probiotické kmeny nemély na RORyt vliv (Obrazek 22b).
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Obrazek 13: llustrativni ukazka vybéru CD4 pozitivni populace lymfocyti z CBMC

Z CBMC byly vybrany lymfocyty (ly) podle velikosti (FSC-A) a podle komplexity/ granularity
(SSC-A) (a), ddle byly vybrany pouze singlety (si) (b) a ze singlet(i byla vybrana frakce CD4
pozitivnich lymfocyt (CD4+) (c)
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Obrazek 14: llustrativni ukazka vybéru CD4 pozitivnich subpopulaci lymfocytt tvoficich
dany cytokin nebo transkripcni faktor

Z CDA4 pozitivni populace lymfocytl (vybrané podle Obrazku 13) byly vybirany konkrétni
subpopulace tvofici dany cytokin. Byly nalezeny subpopulace CD4'IFN-y* (a), CD4'IL-4"
(b), CD4'IL-10" (c), CD4'IL-13" (d), CD4'IL-17A" (e), CD4'FoxP3* (f), CD4'RORyt" (g),
CD4'GATA-3" (h) a CD4'T-bet" (ch)
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Obrazek 15: Procentualni zastoupeni CD4 pozitivnich bunék tvoficich IFN-y (a), T-bet (b)
Procentualni zastoupeni obou populaci bylo uréeno u 9 CBMC déti matek bez ohledu
na alergicky stav matky metodou priitokové cytometrie

IFN-y
K — PHA: p= 0,0025

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC 083- Escherichia coli 083:K24:H31
*p<0,05
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Obrazek 16: Procentudlni zastoupeni CD4 pozitivnich bunék tvoficich IFN-y (a), T-bet (b)
Procentualni zastoupeni obou populaci bylo uréeno u 5 CBMC déti zdravych matek
a 4 CBMC déti alergickych matek

IFN-y
KZ-PHA Z: p=0,0089; KZ—-ECN Z: p=0,0178
T-bet

KZ-ECO0832Z: p=0,0271

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)
EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC O83)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917

EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononuklearni bunky pupecnikové krve

*p<0,05; **p<0,01
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Obrazek 17: Procentualni zastoupeni CD4 pozitivnich bunék tvofricich IL-4 (a), IL-13 (b)
a GATA-3 (c)

Procentudlni zastoupeni vSech tfi populaci bylo ur¢eno u 9 CBMC déti matek bez ohledu
na alergicky stav metodou pritokové cytometrie

IL-4

K- PHA: p=0,0078

GATA-3

K—PHA: p=0,0452; K- EC 083: p=0,0059

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC 083- Escherichia coli 083:K24:H31
*p<0,05; **p<0,01
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Obrazek 18: Procentuadlni zastoupeni CD4 pozitivnich bunék tvoficich IL-4 (a), IL-13 (b)
a GATA-3 (c)

Procentualni zastoupeni vsech tfi populaci bylo uréeno u 5 CBMC déti zdravych matek
a 4 CBMC déti alergickych matek

IL-4

K Z - PHA Z: p= 0,0417;
GATA-3

K Z - EC 083 Z: p= 0,0388

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)

EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC O83)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917
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EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononuklearni bunky pupecnikové krve

*p<0,05
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Obrazek 19: Procentudlni zastoupeni CD4 pozitivnich bunék tvoficich IL-10 (a), FoxP3 (b)
Procentudlni zastoupeni obou populaci bylo uréeno u 9 CBMC déti matek bez ohledu
na alergicky stav metodou pritokové cytometrie

IL-10

K - PHA: p=0,0039
FoxP3

K —PHA: p=0,0020

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC O83- Escherichia coli 083:K24:H31
**p<0,01
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Obrazek 20: Procentudlni zastoupeni CD4 pozitivnich bunék tvoficich IL-10 (a), FoxP3 (b)
Procentudlni zastoupeni obou populaci bylo uréeno u 5 CBMC déti zdravych matek
a 4 CBMC déti alergickych matek

IL-10

K A-PHA A: p=0,0021
FoxP3

ECN Z-ECN A: p=0,0481
KZ - PHA Z: p= 0,0387

K A-PHAA: p=0,0147

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)
EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC 083)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917

EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononukledrni buriky pupecnikové krve

*p<0,05; **p<0,01
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Obrazek 21: Procentudlni zastoupeni CD4 pozitivnich bunék tvoficich IL-17A (a),
RORyt (b)

Procentudlni zastoupeni obou populaci bylo uréeno u 9 CBMC déti matek bez ohledu
na alergicky stav metodou pritokové cytometrie

IL-17

K-PHA: p=0,0179

RORyt

K —PHA: p=0,0029; K- EC 083: p=0,0389

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC 083- Escherichia coli 083:K24:H31
*p<0,05; **p<0,01
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Obrazek 22: Procentualni zastoupeni CD4 pozitivnich bunék tvorficich IL-17A (a),
RORyt (b)

Procentualni zastoupeni obou populaci bylo uréeno u 5 CBMC déti zdravych matek
a 4 CBMC déti alergickych matek

IL-17A

ECN Z - ECN A: p=0,0405
RORyt

KZ-EC 083 Z: p=0,0336
KA -PHAA: p=0,0111

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)
EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC O83)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917

EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononukledrni buriky pupecnikové krve

* p<0,05
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4.3 Méreni koncentrace cytokini v supernatantech kultur CBMC déti
alergickych a nealergickych matek po stimulaci in vitro metodou
ELISA
Pomoci imunoenzymatické metody ELISA byly stanoveny koncentrace cytokint

produkovanych do supernatantu kultur. Byly vybrany cytokiny charakteristické pro jednot-
livé subpopulace CD4+ T lymfocyti - Thl (IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5) a Treg (IL-10). Vy-
sledky byly statisticky vyhodnoceny Mann - Whitneyovym testem.

Po stimulaci PHA a EC O83 se signifikantné zvysila sekrece IFN-y bez ohledu
na alergicky stav matky, stimulace ECN vedla k nesignifikantnimu zvyseni (Obrazek 23).
Koncentrace IFN-y byla celkové vyssi u bunék déti zdravych matek, po stimulaci PHA
signifikantné. U CBMC déti alergickych matek jsme detekovali signifikantni zvySeni se-
krece po stimulaci EC O83(Obrazek 24).

Po stimulaci CBMC doslo jen k mirnému, nesignifikantnimu zvySeni koncentrace
IL-4 (Obrazek 25a), naopak koncentrace IL-5 byla po stimulaci PHA, ECN i EC O83 sig-
nifikantn€ zvySena proti nestimulované kontrole (Obrazek 25b). Oboji bez ohledu na aler-
gii matky. Koncentrace IL-4 byla signifikantné vyssi u CBMC déti alergickych matek.
U obou skupin doslo po stimulaci jen k mirnému, nesignifikantnimu zvySeni koncentrace
(Obrazek 26a). U IL-5 se koncentrace signifikantné mezi skupinami nelisila. U buné&k déti
zdravych matek doSlo k signifikantnimu zvysSeni po stimulaci PHA, ECN 1 EC 083, u aler-
gickych po stimulaci PHA a EC O83 (Obrazek 26b).

Po stimulaci PHA, ECN i EC O83 se signifikantn¢ zvysila koncentrace IL-10
bez ohledu na alergii matky (Obrazek 27). Po stimulaci ECN a EC O83 byla signifikantné
vy$si koncentrace IL-10 v supernatantech CBMC déti alergickych matek ve srovnéni
se zdravymi. U obou skupin, jak CBMC déti zdravych, tak alergickych matek vedla stimu-
lace PHA, ECN i EC 083 k signifikantnimu zvy$eni koncentrace IL-10 (Obrazek 28).
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Obrazek 23: Koncentrace IFN-y v supernatantu kultur CBMC

Koncentrace byla stanovena u 34 CBMC déti matek bez ohledu na alergicky stav metodou
ELISA

K- PHA: p=0,0426; K- EC 083: p=0,0358

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC O83- Escherichia coli 083:K24:H31
*p<0,05
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Obrazek 24: Koncentrace IFN-y v supernatantu kultur CBMC déti zdravych a alergickych
matek

Koncentrace byla stanovena u 19 CBMC déti zdravych matek a 15 CBMC déti alergickych
matek

PHA Z - PHA A: p=0,0163
K Z - PHA Z: p= 0,0330
K A - EC 083 A: p= 0,0350

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)
EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC 083)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917

EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononuklearni bunky pupecnikové krve

* p<0,05
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Obrazek 25: Koncentrace IL-4 (a) a IL-5 (b) v supernatantu kultur CBMC

Koncentrace byla stanovena u 34 CBMC déti matek bez ohledu na alergicky stav metodou
ELISA

IL-4
K- PHA: p <0,0001; K- ECN: p=0,0129; K- EC 083: p= 0,0043

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC O83- Escherichia coli 083:K24:H31
*p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001
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Obrazek 26: Koncentrace IL-4 (a) a IL-5 (b) v supernatantu kultur CBMC déti zdravych
a alergickych matek

Koncentrace byla stanovena u 19 CBMC déti zdravych matek a 15 CBMC déti alergickych
matek

IL-4

K Z—K A: p= 0,0124; PHA Z - PHA A: p= 0,0090; ECN Z — ECN A: p= 0,0128;
EC 083 Z- EC 083 A: p=0,0131

IL-5

K Z—-PHA Z: p < 0,0001; K Z— ECN Z: p= 0,0183; K Z - EC 083 Z: p= 0,0225
K A — PHA A: p= 0,0040; K A — EC 083 A: p= 0,0461

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)
EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC O83)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917

EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononukledrni buriky pupecnikové krve

*p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001
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Obrazek 27: Koncentrace IL-10 v supernatantu kultur CBMC

Koncentrace byla stanovena u 34 CBMC déti matek bez ohledu na alergicky stav metodou
ELISA

K—-PHA: p <0,0001; K—ECN: p <0,0001; K—EC 083: p < 0,0001

K- kontrola

PHA- phytohemaglutinin

ECN- Escherichia coli Nissle 1917

EC O83- Escherichia coli 083:K24:H31
*** p<0,001
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Obrazek 28: Koncentrace IL-10 v supernatantu kultur CBMC déti zdravych a alergickych
matek

Koncentrace byla stanovena u 19 CBMC déti zdravych matek a 15 CBMC déti alergickych
matek

ECN Z - ECN A: p=0,0020; EC 083 Z - EC 083 A: p=0,0152
KZ-PHAZ: p<0,0001; KZ-ECN Z: p<0,0001; KZ-EC0O83 Z: p <0,0001
KA—-PHAA: p<0,0001; KA—ECN A: p<0,0001; KA—-ECO83 A: p<0,0001

K Z- nestimulované CBMC déti zdravych matek

PHA Z - CBMC déti zdravych matek stimulované fytohemaglutinen (PHA)

LPS Z - CBMC déti zdravych matek stimulované lipoplysacharidem (LPS)

ECN Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917 (ECN)
EC 083 Z - CBMC déti zdravych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31 (EC 083)
K A - nestimulované CBMC déti alergickych matek

PHA A - CBMC déti alergickych matek stimulované fytohemaglutininem

LPS A - CBMC déti alergickych matek stimulované lipoplysacharidem

ECN A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli Nissle 1917

EC 083 A - CBMC déti alergickych matek stimulované Escherichia coli 083:K24:H31
CBMC — mononukledrni buriky pupecnikové krve

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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5 Diskuze

Pfi testovani schopnosti probiotického kmene EC O83 ovlivnit genovou expresi cy-
tokind jsme pozorovali po stimulaci signifikantni zvySeni exprese IFN-y u bun¢k pupecni-
kové krve. Polyklonalni stimulace PHA indukovala tvorbu IFN-y v CBMC, ktera byla
vyssi u déti alergickych matek ve srovnani s détmi zdravych matek. Rovnéz EC O83 ini-
ciuje expresi IL-10 u CBMC d¢ti zdravych a alergickych matek. Stimulace CBMC EC 083
ma pouze minimalni efekt na sekreci IL-4, kdezto produkce IL-5 a IL-13 je mirn¢ induko-
vana. U Th2 cytokinii nejsou pozorovany rozdily v odpovédi bunék déti zdravych a aler-
gickych matek a efekt ECN 1 EC O83 je srovnatelny. Vliv stimulace EC O83 nema signifi-
kantni u€inek na imunitni odpovéd’ Th17. Je pozorovan trend k vyssi reaktivité bunck deti
alergickych matek. Po stimulaci EC O83 se zvySuje produkce IL- 22, vice u bun¢k déti

zdravych matek.

Efekt EC O83 na nezraly novorozenecky systém byl testovan na buinikach pupecnikové
krve déti zdravych a alergickych matek in vitro, stejné¢ jako v ptipadé Ghadimiho
nebo Koppa, ktefi pozorovali efekt gram pozitivnich probiotickych bakterii na CBMC
(Ghadimi et al. 2008; Kopp, Goldstein, et al. 2008). Pomoci qPCR jsme byli schopni dete-
kovat zménu genové exprese znakl charakteristickych pro jednotlivé subpopulace T lym-
focytl, pomoci pritokové cytometrie jsme charakterizovali tvorbu cytokinli a pfitomnost
transkripénich faktord u jednotlivych subpopulaci a pomoci metody ELISA byla métena
koncentrace cytokinl uvolnénych po stimulaci CBMC do kultiva¢niho media. Vysledky
ziskané pomoci riznych metod spolu v nékterych piikladech ne zcela koreluji. Existuje
mnoho post-transkripénich mechanismd, které se podileji na pielozeni mRNA na protein.
Proteiny se také mohou vyznamné lisit ve svych in vivo polocasech (Greenbaum et al.
2003). Pti¢inou odlisnych trendi mize byt odlisna citlivost jednotlivych metod, resp. jejich
princip tak i odli$né ¢asové intervaly, zvolené tak abychom dosahli detekce danych znaki
v okamziku jejich nejvyssi tvorby. Rozdily v produkei cytokinli v zavislosti na zvoleném
intervalu nalezla ve své praci Marschan (Marschan 2007). Rovnéz je tfeba zdlraznit,
ze qPCR sleduje cytokin na irovni mRNA a jedna se o nejcitlivejs$i metodu. Odrazi tedy
¢asnou reakci bunky na stimulaci, ale na druhou stranu nelze prokéazat, zda dana mRNA
pro urcity cytokin bude nasledné skute¢né ptelozena do proteinu, ktery vykonava vlastni
biologickou funkci. Charakterizace pfitomnosti intracelularnich cytokint a transkrip¢nich
faktori pomoci priitokové cytometrie miizeme vyuzit pro urceni toho, jaka bunka, resp.

jaka subpopulace T bunék tvori dany cytokin. Pomoci metody ELISA ziskavame informaci
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o koncentraci uvolnéného do supernatantu kultury. Ne&které znaky nebyly detekovatelné
soucasn¢ vSemi zvolenymi metodami. Adéla Dusilova ve své diplomové praci také nedo-
séhla jednotnych vysledki, ve svém ptipad¢ stimulovala CBMC alergeny (Dusilova 2013).
V nasi praci byly pozorovany znacné odlisné vysledky ziskané pomoci pritokové cytome-
trie v porovnani s vysledky dosazenymi zbylymi metodami. Intracelularni produkce cy-
tokinti byla sledovéana pouze v CD4+ bunkach, kdezto metodami qPCR a ELISA byly sle-
dovany cytokiny tvofené vSemi bunkami mononuklearni frakce pupecnikové krve. Vysle-
dek mohl byt dale ovlivnén dodatec¢nou stimulaci LAC, ktery obsahuje estery forbolu, va-

penaty ionofor a inhibitor transportu bilkovin Brefeldin A (BD Pharmingen 1995).

Pomoci pratokové cytometrie nebyl pozorovan zadny efekt stimulace ECN
ani EC O83 na zménu proporéniho zastoupeni cytokinid a transkripénich faktorti charakte-
ristickych pro jednotlivé subpopulace CD4 T lymfocytl. Po 18 hod stimulaci PBMC io-
nomycinem, PHA 1 protildtkami proti CD3 a CD28 byly pomoci priitokové cytometrie
zjistény minimalni zmény produkce cytokinti IL-4 a IL-10 v piipadé¢ prace Rostainga
(Rostaing et al. 1999). Naopak Peoples po stimulaci bunék pupecnikové krve bakterialni-
mi kmenem E. coli (bohuzel neuvadi konkrétni pouzity kmen) detekoval vyssi zastoupeni
CD4+ bunck tvoticich IFN-y nebo IL-10. Ale na rozdil od nasi a Rostaingovy prace pouzil
celou pupecnikovou krev (Peoples et al. 2009). V nasi praci se trend u IL-13 lisil od vy-
sledkli ostatnich cytokint a transkripcnich faktort u CBMC déti zdravych matek, coz je
v rozporu s praci Spinozziho, ktery pomoci pratokové cytometrie zjistil zhruba dvojnasob-
nou produkei IL-13 u CBMC déti alergickych matek v porovnéani se zdravymi po stimulaci
pouze LAC (Spinozzi et al. 2001). Pokud je mi zndmo, neni Zadna prace, ktera by pozoro-
vala stejny trend nebo nabizela vysvétleni, pro¢ mohla nastat tato situace. V nasi praci bylo
detekovano pomérné vysoké zastoupeni bunek tvoticich RORyt (ptiblizné v rozmezi 40 —
80%) v porovnani se zastoupenim CD4+ bunék tvoficich IL-17A (pfiblizné 1 — 20%)).
Stoppelenburg popisuje, ze CBMC jsou slaby producent IL-17A, coz je podle né&j zplisobe-
no nizkou expresi RORyt (Stoppelenburg et al. 2014). To se 1isi od vysledkl nasi prace.
V nasi laboratofi bylo v ramci soubézného diplomového projektu Lenky Sukenikové dete-
kovéano zhruba polovi¢ni zastoupeni bunék tvoficich RORyt v porovnani s vysledky nasi
prace. Pro zminény experiment byly pouZity stejné CBMC, s tim rozdilem, ze vysledky
jsou ziskané z CD4+ bun¢k kokultivovanych s DC pfipravenymi in vitro a pro intracelu-

larni barveni RORyt byla pouZzita jina protilatka proti tomuto transkripénimu faktoru
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(Sukenikova et al. 2017). Je uvadéno, Ze novorozenci maji snizenou schopnost Th17 odpo-
védi (de Roock et al. 2017), jiné prace tvrdi Ze novorozenci jsou schopni tvofit Th17 odpo-

ved’ (Hygino et al. 2011).

Je velmi obtizné srovnavat G¢inky rtiznych bakterii, protoze jejich ucinky se 1isi ne-
jen v zavislosti na druhu, ale 1 u riznych kmenti jednoho druhu (van den Nieuwboer et al.
2014; Yao et al. 2010). Probiotické ptisobeni zavisi na kmeni bakterie (viz Tabulka 1,

str. 28). Proto nemohou rizné vysledky riznych autorii zpochybiiovat nase vysledky.

IFN-y suprimuje Th2 populaci bun¢k a podporuje expanzi Thl, redukuje mnozstvi
IL-4 a IL-5 a blokuje izotypovy presmyk protilatek do IgE (Teixeira et al. 2005). U atopic-
kych jedinct je mnoZstvi IFN-y redukovano (Chung 2001; Teixeira et al. 2005). Na trovni
mRNA pisobi EC O83 1 ECN na IFN- y stimula¢né, efekt obou kment je srovnatelny.
Signifikantni rozdil mezi zdravou a alergickou skupinou je v nasi praci pozorovan pouze
po stimulaci PHA. Na urovni proteinu ma efekt EC O83 mezi skupinami déti alergickych
a zdravych matek srovnatelny, na trovni mRNA je produkce zna¢né stimulovana u CBMC
déti zdravych matek. Stejné tak je srovnatelny efekt obou kmeni- ECN 1 EC O83 na pro-
dukci IFN-y. Kopp s Goldsteinem sledovali vliv prenatalniho a postnatadlniho podavani
probiotického kmene Lactobacillus rhamnosus. Vakcina byla podavéna t€hotnym
pted porodem, pfi porodu jim byla odebrana krev a jejich novorozenciim byla pii porodu
odebrana pupecnikova krev. Po stimulaci CBMC (novorozenct matek, kterym byl podavan
probioticky kmen) a PBMC (matek) timto kmenem pozorovali zhruba 10ti-ndsobny nartst
koncentrace IFN-y (Kopp, Goldstein, et al. 2008). Ghadimi a Pochard, ktetfi porovnavali
kmeny bakterii mlééného kvaseni a E. coli TG1 dosli vzdjemné k podobnym vysledkiim.
Zjistili, Ze kmen E. coli TGI indukuje u PBMC zdravych i alergickych jedinct tvorbu
IFN-y. Stejn¢ jako v naSi praci pozorovali vyssi koncentrace IFN-y po stimulaci bunck
zdravych jedinct (Ghadimi et al. 2008; Pochard et al. 2002). Islander nepozorovala rozdily
mezi kontrolnimi vzorky a PBMC stimulovanymi 72 hod bakteriemi E. coli inaktivovany-
mi UV zéfenim (Islander et al. 2010). Geiger pozorovala po 3-denni stimulaci CBMC bak-
teriemi E. coli BL21 DE3 pouze nesignifikantni zvySeni produkce IFN-y (Geiger 2008).
Nitsche, ktery studoval rozdilnou odpovéd” CBMC a PBMC po stimulaci ionomycinem
a protilatkami proti CD3 a CD28 v ¢asovych intervalech od 0 do 100 hod popisuje defektni
expresi T-bet u CBMC, potvrzujici sniZenou schopnost novorozeneckého imunitniho sys-

tému indukovat Th1 odpovéd’ (Nitsche et al. 2007). Marschan a Kukkonen nepozoruji roz-
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dil mezi CBMC déti zdravych a alergickych matek po3-denni stimulaci PHA. V jejich pra-
ci nebyla uvedena informace o zptisobu porodu, coz by mohlo mit vliv na vysledek. V Ly-
ho studii pozorovali odliSnou odpovéd’ na stimulaci v zavislosti na zptisobu porodu (Ly
et al. 2006; Marschan et al. 2008). Nizké hladiny IFN-y produkované po stimulaci CBMC
nebo PBMC déti s pozitivni rodinnou anamnézou byly cetné popisovany a to pravdépo-
dobné vysvétluje, pro¢ jsou hladiny IFN-y nizsi u déti alergickych matek (Marschan 2007;
Rinas, Horneff, a Wahn 1993; Warner et al. 2000). Novorozenci maji ptevahu Th2
a proto je dulezité ¢asn¢ postnataln¢ indukovat Thl, kterou podporuje stimulace pravé EC
083. Opozdéné vyzravani imunitniho systému spojené s delsi predominanci Th2 vede

ke snaz§imu rozvoji alergickych onemocnéni (S. L. Prescott 2003).

IL-4 podporuje diferenciaci, proliferaci a ptezivani Th2 bun¢k. Vyvolava izotypovy
presmyk k IgE a jeho sekreci a zvySuje expresi FceRI 1 II (Steinke a Borish 2001). Induku-
je hypersekreci hlenu, migraci do mist zdnétu a napomaha remodelaci tkan¢ (Gour a Wills
- Karp 2015; Steinke a Borish 2001). IL-5 navozuje kone¢nou fézi diferenciace B bunék
a podporuje sekreci protilatek. Zajistuje proliferaci a diferenciaci eosinofili (Greenfeder
et al. 2001; Kouro a Takatsu 2009). IL-13 je ,,centralnim medidtorem alergie. Zprostied-
kovava efektorovou fazi a zahajuje manifestaci alergie- tvorbu hlenu, subepitelialni fibrozu
a zmény hladké svaloviny. Podporuje migraci eosinofilii, aktivaci makrofagh a zvySeni
permeability tkané (Gour a Wills - Karp 2015; Ingram a Kraft 2017). V nasi praci byla
produkce IL-4 na Grovni mRNA mirné€ inhibovéana u stimulovanych CBMC. Efekt ECN
1 EC O83 je srovnatelny. Podle Nitscheho studie, ktery sledoval cytokiny pomoci PCR,
mély Th2 cytokiny stimulované protilaitkami proti CD3 a CD28 wvrchol produkce
po 2 — 6 hod a IL-4 byl produkovan ve velmi nizkych hladinach (Nitsche et al. 2007).
Na urovni proteinu byl IL-4 mirn€ indukovéan bez rozdilu mezi ECN a EC O83. U déti
alergickych matek byla pozorovana signifikantné vyssi reaktivita, coz se shoduje s pred-
chozimi pracemi nasi laboratofe, kdy byly zjiStény vyssi IL-4 v séru pupecnikové krve
1 u nestimulovanych CBMC déti alergickych matek (Hrdy et al. 2010; ProkeSova et al.
2006; Zizka et al. 2007). Produkce IL-5 a IL-13 byla v nasi praci srovnatelna po stimulaci
EC 083 i ECN a v obou piipadech bez rozdilu mezi détmi zdravych a alergickych matek.
Stejné jako v predchozi praci nasi laboratote bylo po stimulaci PHA v CBMC detekovéano
obrovské zvySeni produkce 1L-13, avSak bez rozdilu mezi détmi alergickych a zdravych

matek (Hrdy et al. 2017). Dle Spinozziho, ktery stimuloval CBMC 8 hod, z toho 3 hod
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s LAC, a dalsi prace z nasi laboratoie, kdy bylo pouZzito sérum pupecnikové krve, byla hla-
dina IL-13 vyssi u déti alergickych matek (Hrdy et al. 2010; Spinozzi et al. 2001). Ve stu-
dii Koppa a Goldsteina, nebyl pozorovan zadny efekt stimulace PBMC i CBMC kmenem
Lactobacillus rhamnosus na produkci IL-13 (Kopp, Goldstein, et al. 2008). Svensson popi-
suje, ze po stimulaci CBMC bakteriemi (E. coli izolované ze stolic §védskych déti) po do-
bu 48 hod nedoslo k inhibici produkce IL-13 CD4+ buiikkami (Svensson et al. 2012).
Dle studie Schauba a Hopplera se produkce IL-5 po 3-denni stimulaci PHA neliSila mezi
alergickymi a nealergickymi (Schaub et al. 2009). Naopak Marschan a Kukkonen pozoro-
vali, ze po 3-denni stimulaci PHA byly IL-5, IL-13 i GATA-3 exprimované vice u pro
alergii predisponovanych déti (Marschan et al. 2008). Pfi porovnani stimulace PBMC
kmeny Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum a E.
coli TG1, doslo ve vSech tfech ptipadech ke srovnatelné, mirné indukci IL-5 (Ghadimi
et al. 2008). V praci Geigerové doslo po stimulaci CBMC E. coli BL21 DE3 k mnohana-
sobnému zvyseni produkce IL-5, vy$§imu v porovnani s gram pozitivnimi kmeny bakterii
(Geiger 2008). Marschan a Kukkonen ve své praci uvadéji, Ze ektopickd exprese GATA-3
je dostacujici pro expresi IL-5, ale nikoliv pro IL-4. Ve své praci nepozoruji korelaci
mezi IL-4 s ostatnimi cytokiny, naopak popisuji pozitivni korelaci mezi expresi IL-5
a IL-13 s expresi GATA-3. Toto tvrzeni se tedy nabizi jako vysvétleni rozdilnych vysledk
pro jednotlivé Th2 cytokiny (Marschan et al. 2008). V nasi prace byla produkce GATA-3
stimulaci EC O83 1 ECN inhibovana na rozdil od IL-13 a IL-5, ale efekt nelze zcela porov-
nat, protoze GATA-3 byla sledovana pouze pomoci pritokové cytometrie, protoze pied-
bézna (nepublikovana) data neukazovaly rozdilnou expresi GATA-3 po stimulaci probio-
tickymi kmeny. Stimulace bun¢k bakteriemi EC O83 zasadnim zplsobem neovliviiuje Th2

odpovéd’ a tim pravdépodobné nepodporuje dalsi posileni Th2 reaktivity.

IL-17A spolu s IL-22 je produkovan Th17 buiikami. Ve stfevé miize IL-22 podobné
jako IL-10 napomaha piezivani epitelidlnich bun¢k a podporovat tak stievni homeostazu
(Nikoopour, Bellemore, a Singh 2015). Role IL-17A 1 IL-22 v patologii alergie neni zcela
jasna. U astmatikl se pozoruje zvySené¢ mnozstvi mRNA pro IL-17A, plsobeni IL-17A
potencuje alergicky zanét a jeho mnozstvi koreluje se zdvaznosti astmatu. Neni ale zjiSté-
no, zda je IL-17A produkovan v disledku alergické reaktivity jedince. IL-22 ma roli spiSe
protektivni a podporuje regeneraci a pravdépodobné ma na kizi a ve stieve jiny efekt, pro-

toze se zjistilo, ze mnozstvi IL-22 koreluje se zavaznosti (Oboki et al. 2008; Souwer et al.
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2010; Wang a Liu 2008). V nasi praci stimulace EC O83 indukuje IL-22. EC O83 stimulu-
je Iépe nez ECN a CBMC déti zdravych matek jsou celkové reaktivngj$i nez déti matek
alergickych. Farfariello porovnaval hladiny mRNA izolované z nestimulovanych PBMC
alergickych a zdravych jedinct. U alergickych jedincii pozoroval signifikantné vyssi hladi-
ny mRNA pro IL-22, mnozstvi korelovalo se zdvaznosti onemocnéni. U astmatickych je-
dinct nebyli schopni detekovat mRNA pro IL-17A, ale pozorovali mirn¢ zvySenou expresi
RORyt u alergickych jedincii (Farfariello et al. 2011). Lenka Sukenikova ve své diplomové
praci vidéla signifikantné vyssi reaktivitu CBMC déti alergickych matek a mirné zvySeni
produkce IL-22 CD4+ bunkami kokultivovanymi s DC pfipravenymi in vitro (Sikenikova
et al. 2017). IL-22 byl studovan také v souvislosti s pre-eklampsii (Bersani et al. 2015).
Tim, Ze je indukovana produkce IL-22, mohla by stimulace EC O83 posilovat stfevni ho-

meostazu.

Treg a jimi produkovany IL-10 chrani organismus pied rozvojem alergie (IL-10 plso-
bi imunosupresivné, inducibilni Treg nesou na svém povrchu inhibi¢ni receptory (Taylor et
al. 2006)), ale pfi rozvinuté alergii je jejich funkce narusena. Béhem specifické alergenové
terapie indukuje IL-10 aktivaci Treg a tim specifickou anergii bunék rozeznavajicich dany
alergen (Hawrylowicz 2005; Chung 2001). V nasi praci EC O83 indukuje IL-10, v porov-
nani s ECN je na trovni mRNA silngj$im induktorem, na Urovni proteinli srovnatelnym.
Pomoci PCR bylo zjisténo, ze se reaktivita CBMC 1181 mezi détmi zdravych a alergickych
pouze v reakci na stimulaci EC O83, kdy je vys§i u CBMC déti alergickych matek,
coz poukazuje na vyssi reaktivitu CBMC déti alergickych matek. Pomoci ELISA byla po-
tvrzena celkové vyssi reaktivita CBMC déti alergickych matek. Meng pozoroval Treg buii-
ky z PBMC a CBMC zdravych a alergickych jedincti po 3-denni stimulaci s peptidoglyka-
nem nebo lipopolysacharidem A. Mnozstvi IL-10 1 FoxP3 je u alergickych jedincii nebo
jedincli s pozitivni rodinou anamnézou redukovano (Meng et al. 2016). V nasi laboratofti
bylo naopak pozorovano vyssi mnozstvi IL-10 v séru pupecnikové krvi u déti alergickych
matek a tento vysledek si vysvétlujeme jako mozny kompenza¢ni mechanismus jedincii,
u kterych hrozi rozvoj alergie (Zizka et al. 2007), ale je tieba vzit v Givahu, Ze IL-10 miize
byt maternalniho pivodu. V Donkorové praci stimulovala E. coli niz$i hladiny IL-10
nez gram pozitivni bakterie. Po stimulaci bun¢k doslo ke zvySeni poctu FoxP3 pozitivnich
bunék (Donkor et al. 2012). Geiger naopak zjistila, Ze po stimulaci CBMC bakterialnimi

kmeny doSlo k 8-nasobnému zvySeni koncentrace IL-10 a E. coli stimulovala lépe
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nez gram pozitivni bakterie (Geiger 2008). Vliv jednotlivych kmenli se navzdjem lisi.
Ashraf pfi studovani pusobeni bakterii mlécného kvaSeni a probiotickych kmenid na
PBMC, pozoroval po stimulaci PBMC gram pozitivnimi bakteriemi az 500-nadsobné zvy-
Seni koncentrace, efekt jednotlivych kmena byl ale odlisSny (Ashraf et al. 2014). Kopp
a Goldstein pozorovali zvysenou produkci IL-10 po stimulaci CBMC kmenem Lacto-
bacillus rhamnosus (Kopp, Goldstein, et al. 2008). Pokud bychom vychazeli z toho pted-
pokladu, je mozné, Ze by stimulace bun¢k mohla tento kompenzacni mechanismus jesté

posilovat.

EC 083 podporuje Thl (IFN-y) imunitni opovéd’, ¢imz pfispiva k vyzravani imu-
nitniho systému novorozencii. Obecné se da fici, ze CBMC déti alergickych matek jsou
reaktivnéjsi a po stimulaci exprimuji vyssi hodnoty vSech nami sledovanych znakii. Velmi
zajimavym zjiSténim je schopnost EC O83 podporovat tvorbu imunoregula¢niho cytokinu
IL-10, ktery by mohl potladovat nepfimétenou odpovéd’ imunitniho systému novorozence

po setkani s alergenem.
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6 Zavér

Probioticky kmen Escherichia coli O83:K24:H31 indukuje v mononuklearnich bun-
kach pupecnikové krve produkci IFN-y, cytokinu charakteristického pro Th1l imunitni od-
poveéd’. Tato schopnost EC O83 podporovat Thl imunitni odpovéd’ je dilezita ze zejména
v kontextu nezralého novorozeneckého systému s pievahou Th2, kde by tedy ¢asné postna-
talni podavani probiotické vakciny obsahujici EC O83 piispivalo k vyzravani IS a vytvoie-
ni rovnovahy mezi Thl a Th2 imunitni odpovédi a tim by snizovalo riziko pozdéjsiho

vzniku alergie u predisponovanych jedincti.

Schopnost EC 083 zvySovat tvorbu IL-22 muze pfispivat k udrzovani stfevni ho-

meostaze a potlaceni prozanétlivého prostredi.

Imunoregulacni cytokin IL-10 byl zvySen u bunék pupecnikové krve kokultivovanych

s EC 083, coz ukazuje, Ze EC O83 podporuje supresivni mechanismy.

U bunék déti zdravych matek jsou po stimulaci timto probiotickym kmenem produko-
vany vys$i hladiny prozéanétlivych cytokind v porovndni s bunikami déti matek alergickych.

U bunék déti alergickych matek dochazi po stimulaci timto kmenem k silnéjsi indukei re-

gulacnich cytokinl v porovndni s détmi zdravych matek.

Efekt kmene Escherichia coli 0O83:K24:H31 na mononuklearni buiikky pupecnikové
krve je velmi podobny s probiotickym kmenem Escherichia coli Nissle 1917
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