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Abstrakt 

 

Mikrobiota trávicího traktu je důležitá pro udržování fyziologické rovnováhy a 

ovlivňuje metabolické procesy, imunitní reakce a bariérovou funkci střeva. Dysbióza, neboli 

nerovnováha mikrobiálního složení, souvisí s řadou zdravotních komplikací, včetně 

chronických zánětlivých stavů jako jsou nespecifické střevní záněty. Zánětlivé procesy 

spojené s dysbiózou a změny v mikrobiálních metabolitech mohou přímo ovlivnit aktivaci 

neutrofilů, což má dopad na patogenezi různých onemocnění. Probiotika jsou definovaná 

jako živé mikroorganismy, které při podání v dostatečném množství přinášejí zdravotní 

přínos hostiteli, nabízejí potenciál pro pozitivní modulaci těchto zánětlivých stavů.  

Cílem této diplomové práce bylo prozkoumat, jak experimentálně navozená střevní 

dysbióza ovlivňuje heterogenitu neutrofilů v kostní dřeni. Dysbióza byla vyvolána podáním 

antibiotik myším, které byly následně ošetřeny probiotickým kmenem Escherichia coli 

O83:K24:H31 (EcO83). Fenotypy neutrofilů byly hodnoceny pomocí průtokové cytometrie 

na základě exprese povrchových znaků CD11b, Ly6G, CD62L a CXCR2. Zatímco genová 

exprese spojená s jejich antimikrobiálními funkcemi a zánětlivým prostředím byla 

analyzována kvantitativní PCR.  

Výsledky předložené v této diplomové práci ukázaly, že dysbióza zásadně ovlivňuje 

přítomnost buněčných populací v kostní dřeni, zejména CD11b+Ly6G+ neutrofilů, a jejich 

subpopulací s variabilní expresí CD62L+/- a CXCR2+/-. Byl pozorován významný vliv 

dysbiózy na propustnost epitelu v tenkém i tlustém střevě, na modulaci produkce cytokinů 

v různých tkáních a dále korekční účinek daného probiotika. 

V rámci této diplomové práce byly identifikovány určité poznatky o interakcích mezi 

střevní mikrobiotou a neutrofily, které jsou zásadní pro obranyschopnost organismu. 

Probiotická intervence EcO83 ukázala potenciál pro obnovu a stabilizaci mikrobiální 

diverzity, což naznačuje možnost terapeutického využití probiotik k modulaci imunitních 

funkcí v kontextu střevních a systémových onemocnění spojených s dysbiózou. 

Klíčová slova: Neutrofily, dysbióza, cytokiny, antibiotika, probiotika, Escherichia coli



Abstract 

 

The gut microbiota is crucial for maintaining physiological balance and influences 

metabolic processes, immune responses, and intestinal barrier function. Dysbiosis, or the 

imbalance of microbial composition, is associated with a range of health complications, 

including chronic inflammatory conditions such as non-specific intestinal inflammations. 

Inflammatory processes associated with dysbiosis and changes in microbial metabolites can 

directly affect the activation of neutrophils, impacting the pathogenesis of various diseases. 

Probiotics, defined as live microorganisms which, when administered in adequate amounts, 

confer a health benefit on the host, offer the potential for positive modulation of these 

inflammatory conditions 

The aim of this thesis was to explore how experimentally induced intestinal dysbiosis 

affects the heterogeneity of neutrophils in the bone marrow. Dysbiosis was induced by 

administering antibiotics to mice, which were subsequently treated with the probiotic strain 

Escherichia coli O83:K24:H31 (EcO83). Neutrophil phenotypes were assessed using flow 

cytometry based on the expression of surface markers CD11b, Ly6G, CD62L, and CXCR2. 

Meanwhile, gene expression related to their antimicrobial functions and the inflammatory 

environment was analyzed by quantitative PCR. 

The results presented in this thesis showed that dysbiosis significantly affects the 

presence of cellular populations in the bone marrow, particularly CD11b+Ly6G+ neutrophils 

and their subpopulations with variable expression of CD62L+/- and CXCR2+/-. A significant 

impact of dysbiosis on the permeability of the epithelium in both the small and large 

intestines and the modulation of cytokine production in various tissues was observed, along 

with the corrective effect of the given probiotic. 

Within this thesis, certain insights into the interactions between gut microbiota and 

neutrophils, which are crucial for the organism's defense capabilities, were identified. The 

probiotic intervention with EcO83 demonstrated potential for restoring and stabilizing 

microbial diversity, suggesting the possibility of using probiotics therapeutically to modulate 

immune functions in the context of gastrointestinal and systemic diseases associated with 

dysbiosis. 

 

Keywords: Neutrophils, dysbiosis, cytokines, antibiotics, probiotics, Escherichia coli 
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1. Úvod 

Gastrointestinální systém je ovlivněn složitým spektrem endogenních a 

environmentálních faktorů. Mezi těmito faktory vyniká mikrobiota jako rozmanitý 

ekosystém mikroorganismů převážně osidlující povrchy sliznic, zejména ve střevě. 

Udržování střevní homeostázy do značné míry závisí na křehké rovnováze mikrobiálního 

složení a na dynamických interakcích, ke kterým dochází mezi mikrobiotou a jejím 

hostitelem. Jakékoli narušení této rovnováhy vede ke stavu známému jako dysbióza. Tato 

změna ve složení a funkci mikrobioty významně přispívá k rozvoji zánětlivého onemocnění 

střev (IBD, inflammatory bowel diseases) a dalších zdravotních komplikací, jako je obezita 

či metabolické poruchy, viz Obrázek 1.  

          

                                

Obrázek 1 - Příklady endogenních a enviromentálních faktorů spolupodílejících se na zánětlivém onemocnění střev. 

Souhra mezi činiteli je multifaktoriální, komplexní a příspěvek každého z nich se může u jednotlivců lišit, stejně jako jejich 

účinky se mohou vzájemně ovlivňovat a potencovat. Vlastní tvorba: BioRender.com 

Ačkoliv rozsáhlý výzkum osvětlil dopad dysbiózy na modulaci imunitního systému, 

její důsledky pro specifické podskupiny imunitních buněk, jako jsou neutrofily, zůstávají 

relativně neprobádané. 

Polymorfonukleární neutrofily (PMN, polymorphonuclear neutrophil), buněčná 

složka vrozené imunity, zastávají zásadní roli v rámci první linie obrany proti patogenům, 

zvláště při poškození střevní bariéry. Tyto efektorové buňky s krátkou životností, které 

představují nejčetnější leukocytární populaci, excelují v pohlcování a likvidaci bakterií a 

jiných škodlivých mikroorganismů.

Tradičně byly neutrofily považovány za poměrně homogenní buněčnou populaci, 

avšak nedávný výzkum odhalil jejich pozoruhodnou schopnost diferenciace do různých 
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podskupin. Tato heterogenita subpopulací neutrofilů je charakterizována odlišnými 

povrchovými znaky, přičemž každá má specializované funkční vlastnosti přizpůsobené 

konkrétním hrozbám. Jednotlivé subtypy byly identifikovány v různých tkáních a 

onemocněních, což naznačuje jednak jejich přísnou regulaci, ale také jejich specializovanou 

a kontextem podmíněnou roli v imunitních reakcích. Dysregulovaná migrace neutrofilů přes 

povrch sliznice je jedním z hlavních rysů chronického onemocnění. 

Ve složité souhře mezi střevními komenzály a slizničním imunitním systémem je 

prvořadé porozumění mechanismu účinku antibiotik na organismus, který se může projevit 

i na vzniku specifických podskupin neutrofilů.  Tyto interakce významně podporují 

fyziologickou rovnováhu organismu. Objasnění těchto mechanismů nabízí nový úhel 

pohledu na základní imunologické pochody spojené s onemocněními souvisejícími 

s dysbiózou, což může pomoci identifikovat nové potenciální terapeutické strategie. 
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2. Literární přehled 

 
2.1 Střevní mikrobiota – funkce, složení a role ve zdraví a nemoci 

Mikrobiota představuje komplexní společenství mikroorganismů obývající určité 

prostředí, jako jsou tělesné povrchy makroorganismů. Trávicí trakt hostitele nabízí anaerobní 

prostředí bohaté na živiny, které poskytuje ideální podmínky pro mikrobiální osídlení. 

Rozmanitý soubor mikrobioty zahrnuje bakterie, viry, bakteriofágy, prvoky, Archea, houby 

a další organismy1. Bakteriální zastoupení se mění podél gastrointestinálního systému (GIT, 

gastrointestinal tract), přičemž počet bakterií se zvyšuje jak distálně, tak do lumen střeva 

(Birg et al., 2019). U člověka je počet mikroorganismů kolonizujících střeva odhadován na 

1011-1012 buněk na 1 ml luminálního obsahu  (Palmer et al., 2007).  

Složení a rozmanitost střevní mikrobioty je utvářena řadou faktorů, od genetické 

predispozice jedince až po stravovací návyky, volbou životního stylu, expozici prostředí či 

medikamentózní terapií. Mikrobiom2 každého jedince je unikátní a zůstává dlouhodobě 

relativně konstantní (Costello et al., 2009), i když z krátkodobého hlediska může vykazovat 

jistou dynamiku (Caporaso et al., 2011; Huttenhower et al., 2012). Mikrobiální diverzita se 

progresivně vyvíjí a stabilizuje s rostoucím věkem dítěte, zejména po zavedení pevné stravy 

v kojeneckém věku (Koenig et al., 2011; Bäckhed et al., 2015). Se zavedením potravin 

dochází k expanzi striktních anaerobů. Přibližně ve třetím roce života mikrobiota nabývá 

definitivní podobu s dominantními bakteriálními kmeny, jako jsou Bacteroidetes a 

Firmicutes, zatímco zástupci Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria a Cyanobacteria 

jsou přítomny v menší míře (Zhernakova et al., 2016; Nel Van Zyl et al., 2021).  

 

2.1.1 Funkce mikrobioty a produkty bakteriálního metabolismu 

Ve fyziologickém stavu plní mikrobiota různé funkce, včetně produkce významných 

sloučenin, jako jsou metabolity, signální a bioaktivní molekuly, neurotransmitery, vitamíny, 

aminokyseliny a mnoho dalších (Bäckhed et al., 2004; LeBlanc et al., 2013). Mikrobiota 

navíc moduluje imunitní systém, chrání před patogeny produkcí bakteriocinů, kompeticí o 

zdroje a ovlivňuje podmínky nepříznivé pro jejich růst. Kromě toho udržuje integritu střevní 

 
1 Úplný výčet všech jednotlivých organismů mikrobioty přesahuje rámec této práce.  
2 Pojem "mikrobiom" má dva hlavní významy, které se uplatňují v současném vědeckém diskurzu: první 

popisuje mikrobiom jako charakteristickou komunitu mikroorganismů v určitém vymezeném prostředí s 

typickými fyzikálními a chemickými podmínkami. Druhý význam definuje mikrobiom jako soubor všech 

mikrobiálních genů v daném prostředí (Černý et al., 2023) 
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bariéry posílením tvorby mucinů a dalších ochranných molekul (Sekirov et al., 2008) a podílí 

se na degradaci látek a metabolismu léčiv (Hooper et al., 2001; Wallace et al., 2010).  

Střevní mikrobiota se může pochlubit obrovskou genetickou diverzitou, která 

přesahuje lidský genom s přibližným počtem 20 000 genů, nejméně 100x (Gill et al., 2006). 

Tato rozmanitost umožňuje mikrobiotě vykonávat širokou škálu enzymatických reakcí 

s jedinečnou sadou metabolických drah (Krishnan et al., 2015; Vojinovic et al., 2019). 

V důsledku toho hrají střevní mikroorganismy zásadní roli při trávení zejména látek, které 

by jinak byly pro hostitele nestravitelné. Svým enzymatickým aparátem usnadňují rozklad a 

fermentaci požitých složek stravy na bioaktivní látky, které jsou dále absorbovány 

enterocyty a poskytují hostiteli základní živiny a energii.  

Nestravitelné látky (celulóza, hemicelulóza, škrob, pektin, oligosacharidy a lignin) 

jsou v tlustém střevě zpracovány na mastné kyseliny s krátkým řetězcem (SCFA, short chain 

fatty acids), které mají ve svém řetězci dva až pět uhlíků (C, carbonium). Mezi 

nejrozšířenější konečné produkty fermentace glykanů patří acetát (C2), propionát (C3) a 

butyrát (C4), se zastoupením 3:1:1. SCFA jsou absorbovány pomocí H+ nebo Na 

dependentních monokarboxylátových transportérů (Kekuda et al., 2013) a slouží jako zdroj 

energie pro kolonocyty, zejména butyrát (Tsukuda et al., 2021). SCFA kromě jiného mají 

další důležité fyziologické funkce, jako je podpora buněčné diferenciace (Augeron & 

Laboisse2, 1984) a apoptóza (Hague et al., 1993). Na druhou stranu byly rovněž prokázány 

antikarcinogenní a protizánětlivé účinky, konkrétně snížením dráhy jaderného faktoru kappa 

B (NF-κB) (Cox et al., 2009; Thangaraju et al., 2009; Vinolo et al., 2011), ovlivňují 

vstřebávání vápníku, podílí se na růstu a vývoji kostí, a také mají vliv na atrahování 

neutrofilů do místa zánětu (Vinolo et al., 2009; Vieira et al., 2017; Shen et al., 2021). Zatímco 

většina SCFA působí lokálně ve střevě, určité metabolity mohou systémově cirkulovat 

portální žílou, a vzdáleně ovlivnit organismus včetně imunitního systému (Yao et al., 2022).  

Metabolické aktivity odpovědné za produkci metabolitů a SCFA jsou ovlivněny 

faktory, jako je pH tlustého střeva, dostupnost substrátu, retenční čas a doba průchodu GIT. 

Zvýšená dostupnost substrátu a metabolická aktivita obvykle vede ke zvýšené produkci 

SCFA v proximální části tračníku, kde se udržuje prostředí s nízkým pH příznivé pro 

fermentaci butyrátu Firmicutes (Rasmussen et al., 1988; Duncan et al., 2009; Martin-

Gallausiaux et al., 2021). Na druhé straně, distální část tlustého střeva s neutrálnějším pH 

podporuje Bacteroidetes k produkci SCFA s rozvětveným řetězcem a dalších sloučenin v 

důsledku vyčerpání substrátu, což vede k omezené metabolické aktivitě (Macfarlane et al., 
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1992) 

Střevní mikrobiota hraje také důležitou roli při modulaci kynureninové dráhy a 

imunitních reakcích prostřednictvím indoleamin 2,3-dioxygenázy (IDO1), enzymu 

zapojeného do metabolismu tryptofanu (Dehhaghi et al., 2020). Dysbióza může vést ke 

změněnému katabolismu tryptofanu a zvýšené expresi IDO1, což vede k produkci 

kynureninu (Choi et al., 2020), a přispět tak k rozvoji IBD (Hoffmann et al., 2016). 

Dále mikrobiota produkuje látky odvozené od kyseliny linolové, které ovlivňují 

regulaci energetického metabolismu a modulují sekreci gastrointestinálních hormonů, jako 

je glukagonu podobný peptid - 1 (GLP-1). GLP-1, který podporuje přirozenou hladinu 

glukózy, snižuje chuť k jídlu, což by mohlo dle Miymoto et al. vést k prevenci obezity 

(Miyamoto et al., 2019), ale také hraje klíčovou roli v motilitě GIT (Xu et al., 2019). 

 

2.1.2 Diverzita a faktory ovlivňující mikrobiotu 

Střevní mikrobiota obsahuje více než 1 500 druhů z nejméně 50 různých 

bakteriálních kmenů (Robles-Alonso & Guarner, 2013). Mezi faktory utvářející lidskou 

střevní mikrobiotu patří těhotenství (Koren et al., 2012) a způsob porodu (Huurre et al., 

2008), genetické a hostitelské rodinné vztahy (Turnbaugh et al., 2009; Hansen et al., 2011), 

ale i kulturní tradice a geografie (De Filippo et al., 2010; Zupancic et al., 2012). Ke 

snížení diverzity střevního mikrobiomu přispívají různé rizikové faktory, včetně stavu 

hostitele, jeho genetické predispozice, věku (Odamaki et al., 2016), obezity (Turnbaugh et 

al., 2009; Nuotio et al., 2022), infekcí a chronických onemocnění, stresu, stravy (De Filippo 

et al., 2010; Wu et al., 2011), zvýšených hygienických návyků a užívání léčiv, a to zejména 

konzumace antibiotik v ranném dětství (Reyman et al., 2022). 

Je pozoruhodné, že dopad různých faktorů na rozmanitost a vývoj mikrobioty u 

jedince, je v různých geografických a socioekonomických podmínkách velmi konzervativní 

(Yatsunenko et al., 2012). Komplexní metaanalýza vedena Rothschild a kol. poukázala na 

to, že faktor prostředí má na formování lidského mikrobiomu větší vliv než samotná genetika 

hostitele. Tento závěr byl vyvozen z pozorování, že nepříbuzní jedinci žijící ve stejné 

domácnosti vykazovali podobnosti ve své mikrobiotě (Rothschild et al., 2018). Toto zjištění 

zpochybňuje dřívější představy o vysoké dědičnosti spojené s fenotypem mikrobioty 

(Goodrich et al., 2014; H. Xie et al., 2016). Nicméně došlo k potvrzení, že pouze omezená 

část bakteriálních taxonů vykazuje dědičnost, přičemž Christensenellaceae byl identifikován 
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jako nejvíce dědičný taxon (Goodrich et al., 2014).  

 

2.1.3 Dysbióza 

Dysbióza označuje nerovnováhu v mikrobiálním ekosystému, charakterizovanou 

ztrátou mikrobiální diverzity, úbytkem prospěšných komenzálů a přemnožením potenciálně 

škodlivých patobiontů. Může se také projevit pozměněnou funkcí stávajících mikrobů, která 

vede k rozdílné produkci mikrobiálních metabolitů, což se v konečném důsledku negativně 

projeví na zdravotním stavu. Dysbiotické stavy byly spojeny s IBD (Frank et al., 2007), 

obezitou (Turnbaugh et al., 2008; Nuotio et al., 2022), podvýživou (Kau et al., 2011), 

zánětem v tukové tkáni, zhoršenou sekrecí střevních hormonů, které mohou přispívat 

k dalšímu nárustu hmotnosti a metabolickým poruchám (Murphy et al., 2013; K. S. Bongers 

et al., 2022), dále s neurologickými poruchami (Gonzalez et al., 2011; H. Jiang et al., 2015), 

rakovinou (Zoran et al., 1997), ale i autoimunitními onemocněními (B. Chen et al., 2017). 

Vzhledem k tomu, že ve zdravé mikrobiotě dominují striktní anaeroby, jako jsou 

Bacteroidales a Clostridales, dysbióza může připomínat kojenecký mikrobiom svoji nízkou 

rozmanitostí (C. Lozupone et al., 2012). V případě narušení jinak komplexního 

mikrobiálního společenství, tak jako u sekundární sukcese dochází k obsazení 

invazivnějšími druhy (C. A. Lozupone et al., 2012). Snížená mikrobiální diverzita narušuje 

bakteriální interakce, což vede ke kompetici o obsazení niky a dostupnosti živin. Například 

dysbióza indukovaná antibiotiky může podporovat přemnožení kmene Proteobakteria a 

preferenční růst fakultativních anaerobů, jako jsou bakterie rodu Enterococcus a 

Streptococcus, na úkor obligátních anaerobů (X. Jiang et al., 2017; Lloyd-Price et al., 2019; 

Li et al., 2021). Příznivé podmínky pro proliferaci patogenních bakteriálních druhů často 

vznikají v hypoxickém, zánětlivém prostředí charakterizovaném zvýšenými aerobními 

podmínkami, epiteliálními zbytky a sníženou vrstvou hlenu, které společně přispívají 

k odolnosti vůči kolonizaci (Hertz et al., 2020).  

Dysbióza může vést k malnutrici, protože některé bakteriální druhy rozkládají 

komplexní sacharidy na vstřebatelné cukry a ovlivňují metabolismus bílkovin (Kau et al., 

2011). Kromě toho může docházet ke snížené syntéze esenciálních vitamínů D a K a dalších 

látek, jako je biotin, thiamin, kobalamin, riboflavin, nikotin a kyseliny pantothenové 

(Arumugam et al., 2011; Rodionov et al., 2019). Chronická dysbióza může aktivovat 

zánětlivé dráhy a prostřednictvím NLRP3 inflamasomu (NLRP3, NLR family pyrin domain 

containing 3) může narušit funkci střevní bariéry a přispět tak k metabolickým poruchám a 
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střevním problémům (Feng et al., 2019). U dysbiózy změny v produkci SCFA nejen 

negativně ovlivňují energetickou rovnováhu, ale také regulaci hmotnosti. To může vést 

k ukládání tuku a změně metabolismu lipidů, protože mikrobiota hraje roli při syntéze 

žlučových kyselin, cholesterolu a konjugovaných mastných kyselin. V důsledku toho může 

dysbióza vést k obezitě hostitele a metabolickému syndromu (S.-S. Xu et al., 2022), 

onemocnění jater a diabetu 2. typu (Ibrahim et al., 2022; Tsai et al., 2023).  

Přibývá studií, kdy bývá objasněna role specifických bakteriálních druhů v lokálním 

či systémovém zánětu, ku příkladu Enterococcus přispívá k IBD narušením vrstvy hlenu a 

bariéry prostřednictvím metaloproteázy (Ray et al., 2015). Shao et al. identifikovali čeleď 

Lachnospiraceae z Clostridales u kontrol jako zvlášť protektivní před obezitou a cukrovkou 

(Shao et al., 2023), jejichž diverzita při dysbiotickém stavu klesá. Na druhou stranu jiné 

studie popisují zvýšený výskyt Lachnospiraceae u obézních myších a jejich inzulinovou 

rezistenci (Kameyama et. al., 2014; Nagpal et al., 2018). 

 

2.1.4 Dysbiotický model a antibiotika 

Dysbiózu lze experimentálně navodit různými způsoby, jako je úprava složení stravy, 

stresem, inokulace patogenního agens, gnotobiotickými modely, radiací a v neposlední řadě 

podáním antibiotik. Metoda indukce dysbiózy je obvykle zvolena na základě specifické 

výzkumné hypotézy, přičemž podávání antibiotik je jednou z nejčastějších metod pro 

vyvolání tohoto stavu. Kombinací různých antibiotik přidaných do pitné vody lze dosáhnout 

významných změn ve složení střevní mikrobioty, jak ukázaly studie (Le Roy et al., 2019; 

Miao et al., 2020).  

Od objevu penicilinu Alexandrem Flemingem v roce 1928 se antibiotika stala 

zásadním nástrojem v léčbě infekčních onemocnění (Fleming, 1929). Avšak i přes jejich 

zaměření na patogenní bakterie mohou antibiotika způsobovat jak krátkodobé, tak 

dlouhodobé změny ve střevní mikrobiotě, což může vést k rezistenci na antibiotika a dalším 

vážným nežádoucím účinkům (Fröhlich et al., 2016; Feng et al., 2019).  

Efekt antibiotické terapie se liší v závislosti na spektru antibiotik, dávce, způsobu 

podání, farmakokinetice a délce léčby. Širokospektrální antibiotika, která budou podávána 

perorálně a budou mít nižší míru absorpce, závažněji a dlouhodoběji naruší střevní 

mikrobiotu (Eyler & Shvets, 2019). Kromě toho hraje významnou roli i věk pacienta. Bylo 

prokázáno, že dopad antibiotické terapie u novorozenců přetrvával 12 měsíců po ukončení 
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léčby (Reyman et al., 2022).  Optimální léčba antibiotiky by měla mít vysokou specifitu 

antimikrobiálního účinku s co nejnižší toxicitou na hostitele. 

Podrobné účinky specifických antibiotik na střevní mikrobiotu jsou uvedeny níže, 

viz Tabulka 1. 

Antibiotika mohou být rozdělena podle jejich mechanismu účinku na 

bakteriostatické (inhibice růstu bakterií) a baktericidní (bakterie hubící). Oba typy mohou 

vést k negativním, často nevratným změnám v mikrobiotě. Konkrétně ampicilin i neomycin 

mají dlouhodobé účinky, čímž zvyšují riziko kolonizace patogeny a onemocnění hostitele. 

Ampicilin je širokospektré beta-laktamové antibiotikum patřící do skupiny penicilinů, jehož 

mechanismus účinku spočívá v inhibici syntézy bakteriální buněčné stěny. Účinná látka 

v ampicilinu interferuje s konečnými kroky produkce peptidoglykanu vazbou na enzymy 

nazývané proteiny vázající penicilin (PBPs, penicillin-binding proteins) a inhibuje je (Serfas 

et al., 1981). PBPs jsou zodpovědné za zesíťování peptidoglykanových řetězců, a když jsou 

inhibovány ampicilinem, bakterie nejsou schopny vybudovat silnou funkční buněčnou stěnu. 

Oslabená integrita buněčné stěny je náchylnější k lýze v důsledku osmotického tlaku 

(Agboke & Esimone, 2011). Po léčbě, při níž byl užit ampicilin, dochází k navýšení 

Proteobacteria a rovněž snížení populací Firmicutes i Actinobacteria (Fouhy et al., 2012). 

Neomycin sulfát je ve vodě rozpustné aminoglykosidové antibiotikum (Hanko & 

Rohrer, 2007). Neomycin inhibuje syntézu bakteriálních proteinů vazbou na ribozomální 

podjednotku 30S bakteriálního ribozomu. Tato vazba narušuje přesné čtení genetického 

kódu, což vede k začlenění nesprávných aminokyselin do rostoucího peptidového řetězce 

a následné tvorbě nefunkčních bílkovin (Foster & Champney, 2008). Neomycin je často 

používán lokálně kvůli vyšší toxicitě a širšímu spektru účinku. Výzkumy ukázaly, že má 

špatnou absorpci v GIT a nízkou biologickou dostupnost (Arbid et al., 1993), což naznačuje, 

že většina dávky není v těle efektivně využita (Liu et al., 2021). V případě, že byl neomycin 

použit v kombinaci s cefalothinem jako součást antibiotické léčby, bylo pozorováno, že tato 

kombinace antibiotik má vliv na bakteriální profil, a to snížením počtu bakterií rodu 

Clostridia patřících do kmene Firmicutes. Dále tato směs ovlivnila metabolismus žlučových 

kyselin u hostitele a v důsledku toho snížila populaci Bacteroidetes (Y. Zhang et al., 2014). 
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Tabulka 1 – Výběr antibiotik a jimi indukovaná střevní dysbióza s efekty na mikrobiotu 

a jejího hostitele. 

Antibiotika 
Změna 

mikrobioty 

Změna v 

metabolitech 

Efekt na 

střevní 

bariéru 

Další efekty 

Ampicilin 

Firmicutes ↓ 

Proteobacteria ↑ 

Verrucomicrobia 

↓ 

sukcinát ↑ 

butyrát ↓ 

↑ střevní 

permeabilita 

↓ proteiny TJ 

(ZO-1, 

occludin) 

↑ IFN-γ, NF-κB, MCP-1 a RegIII-γ                                         

v tlustém střevě (Shi, Kellingray, et 

al., 2018) 

↓ IgA v tlustém střevě (Shi, 

Kellingray, et al., 2018) 

↑ exprese genu rezistentního na 

ATB (Zhang et al. 2013) 

Směs: 

ampicilin a 

neomycin 

↑ poměr 

Firmicutes: 

Bacteroidetes 

  
↑ střevní 

permeabilita 

↑ poměr TNF-α: IL-10 (Schepper 

et al., 2019) 

 
   

Směs: 

ampicillin, 

metronidazol, 

neomycin, 

gentamicin, 

vancomycin 

↑ poměr 

Firmicutes: 

Bacteroidetes;         

↓ poměr 

Firmicutes: 

Allobaculum 

SCFA↓ 
↑citlivost k 

infekcím 

↑: Th1 buňky, TNF-α, IL-6, MCP-1 

(Scott et al., 2018) 
 

 
 

 

 

Směs: 

ampicilin, 

vancomycin, 

neomycin a 

metronidazol 

Proteobacteria ↑; 

Coprococcus a 

Lactobacillus↓, 

Enterococcus ↑ 

  

↑ apoptóza 

střevního 

epitelu 

↓T lymfocytů, IgA, 

mitochondriální exprese (Morgun 

et al., 2015; Huang et al., 2022) 

 

 

   

Směs: 

vancomycin, 

neomycin a 

metronidazol 

Firmicutes: 

vancomycin 

rezistentní 

Enterococcus ↑ 

 ↑ narušená 

sliznice 

↑ střevní 

permeabilita 

↓: RegIII-γ (Brandl et al., 2008)  

  
 

  

 

Zkratky: ATB-antibiotisc, IFN-γ-interferon gamma, IgA- immunoglobulin A, IL-10/6, interleukine 10/6, MCP-1- Monocyte 

chemoattractant protein-1, NF-κB- Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, RegIII-γ- Regenerating 

islet-derived protein 3 gamma, TNF-α- Tumor necrosis factor, SCFA- Short chain fatty acid, Th1 – T helper cell type 1, 

ZO-1 Zonula Occludens 1 

 

2.2 Střevní sliznice narušená dysbiózou 

Při průchodu potravy trávicím traktem slouží střevo jako bariéra mezi vnějším a 

vnitřním prostředím, která je nezbytná pro udržení homeostázy. Pohárkové buňky hrají v 

této bariéře klíčovou roli tím, že vylučují hlen, který pokrývá epitel a tvoří tak další 

ochrannou vrstvu ochrany. Tato vrstva hlenu brání přímému kontaktu mezi střevní 

mikrobiotou a epiteliálními buňkami a zároveň obsahuje ochranné sloučeniny, jako jsou 

antimikrobiální peptidy, defensiny a imunoglobulin A (IgA).  

Integrita sliznice a správná funkce střevní lymfoidní tkáně (GALT, gut-associated 

lymphoid tissue) závisí na vyvážené interakci různých činitelů (Mowat & Agace, 2014). 
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Tyto faktory zahrnují diverzitu mikrobioty, množství hlenu, pH prostředí, složení epitelu a 

infiltraci imunitních buněk. Udržování rovnováhy mezi těmito interagujícími prvky je 

životně důležité pro zachování fyziologické funkčnosti střev. Četné studie prokázaly, že 

podávání antibiotik může přímo nebo nepřímo narušit strukturu a funkci střevní bariéry, a to 

jak fyzicky, tak biochemicky (Shi, Kellingray, et al., 2018; Shi, Zhao, et al., 2018). 

Dlouhodobá dysbióza iniciuje patologické procesy, které poškozují proteiny těsného spojení, 

zvyšují apoptózu a následně proliferaci střevních epiteliálních buněk (IEC, Intestinal 

epithelial cells) (Nagpal et al., 2018) a vyvolávají zánět střevní tkáně. Tato zánětlivá reakce 

atrahuje prozánětlivé buňky, jako jsou neutrofily, jejichž mediátory zhoršují degradaci tkání. 

K dysregulaci proteinů těsných spojení může dojít prostřednictvím různých mechanismů, 

včetně potlačení genové exprese a poškození funkce mitochondriálních genů (Morgun et al., 

2015). Kromě toho snížená produkce ochranných metabolitů a zmenšená tloušťka mucinové 

vrstvy (Gaudier et al., 2004) zvyšuje riziko poškození sliznice. Narušená integrita 

intestinálního epitelu, charakterizovaná dysfunkčními proteiny těsného spojení a zvýšenou 

střevní permeabilitou, usnadňuje průnik lipopolysacharidů (LPS) a patogenů do lumen střeva 

(Tulstrup et al., 2015). To následně aktivuje prozánětlivé imunitní procesy charakteristické 

u obezity a inzulinové rezistence. Na myším experimentální modelu pro lidskou dysbiózu 

indukovanou antibiotiky bylo pozorováno epiteliální poškození ve střevní sliznici, které se 

projevovalo neúplným epitelem, uvolňováním epiteliálních buněk do střevní dutiny, 

zvětšenými lymfatickými uzlinami a změnami mikroklků a délek krypt v tlustém střevu (Ran 

et al., 2020; Shao et al., 2023). 

 

2.2.1 Těsné spoje 

Epitel střevní sliznice je složen z mnoha typů buněk, které regenerují každých 3-7 

dní a tedy musí být velmi dobře přichyceny, aby fyzikální bariéra splnila svůj účel. K tomu 

slouží proteiny těsného spojení (TJ, tight junctions). TJ jsou umístěné blízko apikálního 

povrchu epitelu a sestávají se ze složité sítě transmembránových proteinových řetězců, které 

propojují sousední buňky laterálně. Tyto multiproteinové komplexy zajišťují integritu 

epitelu a paracelulární transport a zároveň se vyznačují vysoce regulovanou expresí (Di 

Pierro et al., 2001). Bariérovou funkci zajišťují póry umožňující selektivní permeabilitu dle 

velikosti a náboje molekuly. Permeabilita po podání antibiotika vancomycinu byla rozsáhle 

testována za pomoci 4kDa molekuly fluorescein-5-isothiokyanát – dextranu (FITC, 

Fluorescein isothiocyanate)  (Tulstrup et al., 2015). 
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Mezi hlavní zástupce proteinů TJ patří klaudiny (Cldn, Claudin), okludiny (Ocln, 

Occludin), tricelluliny (Ikenouchi et al., 2005; A. C. Saito et al., 2021), anguliny a junkční 

adhezivní molekuly (JAMs, Junctional adhesion molecules) (Itoh et al., 2001; Sugawara et 

al., 2021), proteiny těsných spojů obsahující doménu MARVEL (TAMPS, tight junction-

associated MARVEL proteins)(Schulzke et al., 2012) a proteiny patřící do rodiny zonula 

ocludens (ZO, zonula ocludens) (Itoh et al., 1999; Tokuda et al., 2014).  

Změny v expresi proteinů těsného spojení, přemístění celého komplexu TJ nebo v 

reorganizaci buněčného cytoskeletu, přispívají ke zvýšené propustnosti střev (O’Neill et al., 

2013). Tento proces může být zahájen prostřednictvím různých mechanismů, jako je 

degradace bakteriálními proteázami nebo aktivace signálních drah, které indukují 

biochemické změny, typu fosforylace/defosforylace ovlivňující skládání proteinů. Bylo 

prokázáno, že antibiotiky vyvolaná dysbióza postupně snižuje expresi klíčových proteinů 

TJ, jako je ZO-1, Ocln a Cldn1 a narušuje jejich správnou lokalizaci (Feng et al., 2019; 

Jalodia et al., 2022). 

Ve studii na kuřatech von Bucholz a kol. pozorovali zvýšenou expresi mRNA 

proteinů tvořících póry, konkrétně Cldn7 a Cldn10 a Ocln, které se mohou přesouvat do 

různých paracelulárních lokalit, čímž následně mohou ovlivnit permeabilitu epitelu, a tak 

snížit funkci střevní bariéry v tenkém a slepém střevu (von Buchholz et al., 2022). 

Oslabená funkčnost těsných spojů vede ke stavu známému jako „děravé, propustné 

střevo“ (aj. leaky gut), který umožňuje bakteriím a toxinům pronikat přes střevní stěnu do 

zbytku těla. Naopak, komenzální bakterie a jejich lyzáty posilují integritu slizniční bariéry, 

například prostřednictvím zvýšené exprese ZO-1. Multidoménové adaptorové proteiny ZO-

1, hrají klíčovou roli při koordinaci tvorby TJ a buněčné polarizaci vytvářením tzv. 

pomocných lešení. Tím mohou zlepšit strukturu a funkci TJ a tak snížit propustnost střeva 

(Blackwood et al., 2017). 

 

2.2.2 Produkce cytokinů 

Střevní mikrobiota významně moduluje prostředí cytokinů prostřednictvím 

epigenetických modifikací. Například SCFA produkované střevní mikroflórou podporují 

diferenciaci naivních T buněk na regulační T lymfocyty (Treg, regulatory T cell) potlačením 

histonových deacetyláz (HDAC, histone deacetylases) (B. Chen et al., 2017). Imunitní a 

střevní epiteliální buňky vylučují chemokiny a cytokiny, které řídí homeostázu, regulují 
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infiltraci imunitních buněk a lokální zánětlivý stav střevní tkáně. Nejvíce exprimované 

chemokiny s motivem C-X-C: CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL 5, CXCL8 (známý také 

jako interleukin 8) jsou spojeny s časnou reakcí na poškození tkáně a infiltraci neutrofilů 

(Jalodia et al., 2022). Dysbióza může vést k nadprodukci těchto chemokinů, což má za 

následek nadměrný přísun neutrofilů do místa zánětu a poškození tkáně. 

Ve vyvážené střevní mikrobiotě je zachována fyziologická imunitní odpověď. 

Některé bakteriální druhy stimulují produkci protizánětlivých cytokinů, jako je interleukin 

10 (IL-10) a skupinu polypeptidových transformujících růstových faktorů β (TGF-β, 

transforming growth factor β), které pomáhají udržovat střevní homeostázu a zabraňují 

nadměrnému zánětu. Konkrétně cytokin IL-10 podporuje intestinální bariérové funkce a jeho 

deplece vede ke zvýšené propustnosti s možností vyvinutí chronického zánětu. TGF-β také 

potlačuje zánětlivou reakci a zprostředkovává imunitní toleranci (Marzorati et al., 2020; Y. 

Zhou et al., 2022).  

Při dysbióze se rovnováha posouvá směrem k zánětlivému stavu, 

charakterizovanému zvýšenou produkcí prozánětlivých cytokinů, jako je IL-6, faktor 

způsobující nekrózu nádorů-α (TNF-α, tumor necrosis factor) a IL-1β. Tyto cytokiny 

podporují aktivní imunitní reakci ve střevě, a to může vést k poškození výstelky, zvýšení 

propustnosti a syndromu „leaky gut“. Jako součást kaskády podílející se na produkci 

prozánětlivých cytokinů je pozorován nárust lipokalinu-2 (Lcn2, Lipocalin-2). Lcn2 je 

transportní protein spojený s neutrofilní želatinázou, která hraje kritickou roli při modulaci 

zánětu a odpovědi těla na bakteriální infekce, proto také bývá považován za biomarker, nejen 

v IBD (Oikonomou et al., 2012; Stallhofer et al., 2015; Paul et al., 2023). Lcn2 funguje tak, 

že váže a sekvestruje železo prostřednictvím malých molekul zvaných siderofory, které 

bakterie využívají k růstu a proliferaci. Omezením dostupnosti železa pro patogenní bakterie 

pomáhá Lcn2 inhibovat jejich růst, čímž hraje ochrannou roli během zánětlivých reakcí 

(Moschen et al., 2017). 

Cytokiny jako jsou IL-1β, TNF-α, IL-22, interferonu-gama (IFN-γ) se často používají 

k měření míry zánětu ve střevní tkáni během indukované dysbiózy. Jejich hladiny byly po 

léčbě antibiotiky oproti kontrolám významně zvýšené (Kanwal et al., 2018; Shi, Zhao, et al., 

2018; M. Zhang et al., 2019). Cytokin IL-22, produkovaný pomocnými T buňkami typu 22 

(Th22, T helper cell), může mít dvojí úlohu při zánětu. Jednak může podpořit regeneraci 

epitelu, a tak pomoci při obnově a ochraně tkání a tím přispět k léčbě IBD (Zenewicz et al., 

2008), ale přebytek IL-22 může vést k chronickému zánětu prostřednictvím produkce 
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antimikrobiálních peptidů (Sanos et al., 2009). 

Mikrobiální dysbalance může spustit střevní zánět zprostředkovaný lymfocytární 

odpovědí typu Th1, měnit rovnováhu Th17/Treg populací a zvýšit aktivitu makrofágů, které 

dále stimulují další buňky k produkci prozánětlivých cytokinů (Wlodarska et al., 2010; Scott 

et al., 2018). 

Dysbióza může také negativně ovlivnit rovnováhu mezi Th17 a regulačními T 

lymfocyty (Tregs), což může přispět k různým autoimunitním stavům, jako je ulcerózní 

kolitida (Y. Wang et al., 2022), encefalomyelitida (Lin et al., 2021) či zhoršit současné 

onemocnění, jako je akutní poškození plic (Tang et al., 2021). nebo reakci štěpu proti 

hostiteli (Y. Wang et al., 2022). Th17 buňky produkují IL-17, který podporuje zánět, účastní 

se obrany proti patogenům a spolu s IL-22 zvyšuje produkci antimikrobiálních peptidů 

(Liang et al., 2006) a chemokinů, které přitahují neutrofily do místa zánětu. IL-17 stimuluje 

různé buňky, včetně epiteliálních buněk, fibroblastů a makrofágů, k produkci těchto 

chemokinů, což vede ke zvýšení neutrofilů a zesílení zánětlivé reakce. Na druhou stranu, 

Tregs pomáhají udržet imunitní odpověď pod kontrolou a také inhibovat produkci 

chemokinů, které rekrutují neutrofily, a tak snížit infiltraci neutrofilů. 

 

2.2.3 Vliv dysbiózy na střevní buňky prostřednictvím receptorů pro 

rozpoznávání mikrobiálních vzorů 

Při střevní dysbióze mohou změny v mikrobiálním složení vést k rozdílné stimulaci 

receptorů pro rozpoznávání mikrobiálních vzorů (PRR, Pattern recognition receptors). PRR 

jsou základními složkami vrozeného imunitního systému, které detekují mikrobiální 

molekulární vzory (MAMP, microbe-associated molecular pattern) nebo molekulární vzory 

asociované s patogeny (PAMP, pathogen-associated molecular pattern) přítomné na 

mikrobech. Kromě toho mohou PRR identifikovat molekulární vzory spojené s poškozením 

(DAMP, damage-associated molecular pattern) uvolněné poškozenými či umírajícími 

buňkami. Dysbióza koreluje se změnami v expresi PRR a cytokinových genů v reakci na 

virovou infekci, jako je virus HIV nebo chřipky A (Glavan et al., 2015; Ngunjiri et al., 2021).  

Aktivace specifických PRR komponentami mikrobioty může zlepšit funkci střevní bariéry, 

což vede ke zvýšené produkci mucinu, proteinů těsného spojení a antimikrobiálních peptidů 

(Lee et al., 2010). Dále může být prostřednictvím signalizace PRR ovlivněna proliferace a 

přežití IEC (Khoury et al., 1969; Round et al., 2011; Park et al., 2016). Nicméně během 

dysbiózy může intenzivní, nadměrná či prodloužená aktivace receptorů narušit integritu 
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bariéry (Gewirtz et al., 2001). 

Signalizace zprostředkovaná prostřednictvím Toll-like receptorů 2 a 4 (TLR2 a 

TLR4) hraje zásadní roli při udržování homeostázy střevního epitelu, regulaci vývoje 

imunitního systému a ochranu epitelu před poškozením (Lee et al., 2010; Rakoff-Nahoum et 

al., 2004). Exprese TLR, zejména v IEC, podléhá postnatálním změnám. Přestože je během 

vývoje plodu vysoká, exprese TLR po narození klesá a u zdravých dospělých jedinců zůstává 

relativně nízká (Inoue et al., 2017). Při onemocnění a zánětlivých stavech se však exprese 

TLR4 zvyšuje, což spouští signalizační kaskády s následnou aktivací prozánětlivých drah, o 

čemž svědčí exprese MyD88 (MyD88, myeloid differentiation primary response 88), NF-

κB, TNF-α, IL-6 a dalších markerů (Shang-Qing et al., 2020). Vhodná léčba může vést ke 

korekci. Nadměrná stimulace těchto prozánětlivých drah v dysbiotickém střevě může vést k 

přetrvávajícímu intenzivnímu chronickému zánětu. 

Alhasson a kol. potvrdili, že chemicky indukovaný zánět v nervové tkáni a 

gastrointestinální problémy vyplývají z dysbiózy se zvýšenou propustností střevní bariéry v 

důsledku oxidačního stresu potenciálně zprostředkovaného signalizací TLR4. Navrhli také 

probiotika jako slibnou terapeutickou odpověď (Alhasson et al., 2017). 

Výzkumný tým Golonka a kol. testoval dysbiózu střevní mikrobioty prostřednictvím 

delece TLR5 a dysbióza byla jimi navrhnuta jako potenciální diagnostický biomarker a 

rizikový faktor pro rakovinu jater. TLR5, receptor rozpoznávající bakteriální flagellin, je 

další z PRR vrozené imunity, který ve sliznici střeva podněcuje expresi cytokinů IL-22 a IL-

17 a následně pohání neutrofily do místa zánětu (Gewirtz et al., 2001; Golonka et al., 2023).  

 

2.3 Neutrofily  

Polymorfonukleární neutrofily patří mezi životně důležité buňky vrozené imunity a 

představují první obrannou linii proti patogenům. Jejich schopnost rychle reagovat na 

mikrobiální hrozby je nezbytná pro zadržování a eliminaci patogenů dříve, než se plně zapojí 

adaptivní imunitní odpověď, jejíž nástup trvá déle. V důsledku toho jsou jedinci s 

neutropénií, chronickým granulomatózním onemocněním nebo syndromem nedostatku 

adheze leukocytů zvláště náchylní vůči bakteriálním a plísňovým infekcím. Neutrofily jsou 

velmi hojně zastoupené v krvi, kde cirkulují a rychle reagují na signály uvolněné 

z poraněných tkání či mikrobiální produkty tak, aby migrovaly do míst poškození a zánětu. 

Jejich pohotovost k akci zajišťuje vysoká mobilita a citlivost na chemotaktické signály, a 
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proto také jsou jejich mechanismy proti patogenní invazi tak účinné a zároveň univerzální. 

PMN likvidují patogeny prostřednictvím fagocytózy ve fagolysozomech, membránově 

vázané nikotinamidadenindinukleotidfosfát (NADPH)-oxigenázy za vzniku superoxidových 

aniontů metabolizovaných na peroxid vodíku a další reaktivních forem kyslíku (ROS, 

reactive oxygen species) a dále produkcí extracelulárních pastí (NET, Neutrophil 

Extracellular Traps), pomocí nichž neutrofily v mezibuněčném prostoru vytváří sítě 

rozvolněného chromatinu. PMN dále rekrutují a aktivují další imunitní buňky a zesilují 

imunitní odpověď. Bylo prokázáno, že neutrofily obklopující lymfatické uzliny mohou 

indukovat proliferaci T buněk přímou prezentací antigenu (Hufford et al., 2012; Vono et al., 

2017) a na druhou stranu jiné studie ukazují, že neutrofily asociované s nádory (TAN, tumor 

associated neutrophils) potlačují proliferaci a indukují apoptózu CD8+ T buněk v nádoru 

(Michaeli et al., 2017). Tento rozpor byl objasněn s tím, že klidové neutrofily potlačují 

proliferaci, aktivaci a produkci cytokinů T lymfocytů, pokud jsou přítomny v procesu 

aktivace T buněk, ale aktivované degranulující neutrofily proliferaci zvyšují (Minns et al., 

2021). Degranulace umožňuje neutrofilům uvolňovat sekreční molekuly a další toxické 

látky, jako jsou enzymy: myeloperoxidáza (MPO), NADPH oxidáza, neutrofilní elastáza, či 

antimikrobiální peptidy: defensiny a katelicidiny. I když tyto mechanismy nabízejí 

okamžitou ochranu, jejich uvolnění může přispět k poškození tkáně. Kromě toho mohou 

neutrofily podléhat změnám v genové expresi po bakteriální expozici  (Winterbourn et al., 

2016; Jalodia et al., 2022). Za specifických okolností vykazují neutrofily supresivní 

imunomodulační vlastnosti, například během rozvoje rakoviny (Giese et al, 2019) nebo v 

období těhotenství (Ssemaganda et al., 2014). 

2.4 Životní cyklus a regulace neutrofilů - původ, cirkulace a zrání 

Homeostáza neutrofilů je pečlivě regulována v různých stádiích buněčného cyklu, 

zahrnující granulopoézu, uvolňování z kostní dřeně, intravaskulární marginaci a nakonec 

apoptózu a jejich odstranění.  

2.4.1 Granulopoéza 

Granulopoéza nebo také granulocytopoéza zahrnuje komplexní, vysoce regulovanou 

sekvenci dějů, která vede k produkci neutrofilů. Tento proces zahrnuje diferenciaci z 

hematopoetických kmenových buněk (HSC, hematopoietic stem cells), které mají schopnost 

sebe obnovy a vyzrávají na granulocytární prekurzory (GMP, granulocyte-monocyte 

progenitors) s omezeným potenciálem proliferace a zvýšenou diferenciací na různá stádia 
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vývoje neutrofilů: pre-neutrofil, nezralý neutrofil a zralý neutrofil (Evrard et al., 2018) viz 

Obrázek 2. Tato diferenciace je řízena řadou cytokinů (např. CXCL12, IL-6) a proteinů 

(např. S100A8, S100A9), myeloidních transkripčních (např. Egr1, HoxB7 a STAT3) a 

růstových faktorů, přičemž klíčovou roli hraje faktor stimulující kolonie granulocytů (GM-

CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (Sasmono et al., 2007). GM-CSF 

podporuje preferenční vývoj progenitorových buněk do myeloidní linie, stimuluje proliferaci 

prekurzorů a uvolňování zralých buněk (Lord et al., 1989; Richards et al., 2003). 

 

Obrázek 2 - Vývoj a diferenciace neutrofilů. Povrchové znaky jsou uvedené pouze pro myší neutrofily. Mitoticky aktivní 

jsou granulocytární progenitovoé buňky, které procházejí proliferací a diferenciací. Postmitotický soubor buněk zahrnuje 

plně zralé a diferencované neutrofily, které tvoří rezervu buněk kostní dřeně dostupnou pro uvolnění. Tučně zvýrazněné 

povrchové znaky, které nás v této práci zejména zajímaly. Zkratky: G-CSF- faktor stimulující kolonie granulocytů, Gr-1+-

granulocytární antigen 1, GMP- granulocytární prekurzor, HSC-hematopoetická kmenová buňka, M zóna – marginální 

zóna sleziny, PMN- polymorfonukleární neutrofil, Lineage Siglec F -  linie buněk exprimující sialic acid-binding 

immunoglobulin-like lectins Vlastní tvorba: BioRender.com 

Aby jejich vývoj byl úspěšný, je regulován expresí řadou povrchových znaků, zde 

budou vyjmenované základní a relevantní znaky související s experimentální částí této práce. 

GM-CSF stimuluje HSC ke granulopoéze, proto také neutrofily již od raného vývoje udržují 

na svém povrchu receptory pro G-CSF ve vysokých hladinách. Mutace v receptoru pro G-

CSF vede k neutropenii (Druhan et al., 2005). Neutrofily exprimují nízké hladiny CXC 

chemokinového receptoru 4 (CXCR4), který je spřažený s G proteinem. Na zadržování a 

následném uvolňování z kostní dřeně se podílí zejména interakce mezi CXRC4 a faktor 1 

odvozený od stromálních buněk (SDF-1, stromal cell-derived factor 1), jak bylo v minulosti 

prokázáno (Zuelzer et al.,1964). SDF-1, také známý jako CXCL12, je produkován 

stromálními buňkami kostní dřeně a funguje jako signální mechanismus pro retenci buněk 

(Ponomaryov et al., 2000).  

Diferenciace granulocytového progenitoru produkuje proliferativní pre-neutrofily 

exprimující CXCR4, Ly6Glow ale nikoliv CXCR2. Tyto buňky postupně vyzrávají do stádia 
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exprimujícího nízké hladiny CXCR2 a vysokého množství Ly6G, do neproliferujících 

nezralých neutrofilů (myelocyty, metamyelocyty a tyčové neutrofily) a nakonec se vyvinou 

v segmentované zralé neutrofily s vysokou expresí CXCR2 (Evrard et al., 2018). Další 

povrchové znaky jako CD11b a CD62L hrají důležitou roli v migraci a adhezi těchto buněk. 

CD11b, známý také jako integrin alfa M (ITGAM), je zásadní pro buněčné interakce, 

migraci, fagocytózu a regulaci imunitní odpovědi. 

V této práci se zaměříme na sledování fenotypů neutrofilů, zejména těch, které 

exprimují CD11b, CD62L, Ly6G a CXCR2, jak je uvedeno v Tabulce 2.  

Tabulka 2: Funkce a exprese konkrétních znaků na neutrofilech a monocytech 

Znak  
Alternativní 

název 
Funkce/Popis Exprese na neutrofilech a monocytech 

CD11b 

ITGAM, Mac-

1, CR3A, 

C3biR 

β2 integrin, koreceptor 

CD18, neutrofilní 

transmigrace (Hyun et 

al., 2019) 

konzistentně v klidovém stavu (Lakschevitz et al., 

2016) 

 

zvýšená exprese ve stárnoucích neutrofilech (D. Zhang 

et al., 2015) 

zvýšená exprese po stimulaci IL-2 (Abdel-Salam & 

Ebaid, 2014) 

CD62L 

L-selektin.  

LECAM-1, 

LAM-1, Leu-8, 

MEL-14, TQ-1 

valení neutrofilů a 

adheze k epitelovým 

buňkám (Kamp et al., 

2012) 

uvolněné neutrofily z kostní dřeně mají vysokou 

expresi CD62L, 

 snížená exprese ve stárnoucích neutrofilech 

(Casanova-Acebes et al., 2013) 

CXCR4 

C-X-C 

chemokinový 

receptor typu 4 

retence v kostní dřeni 

prostřednictvím 

interakcí s CXCL12 

(SDF-1) (Ponomaryov 

et al., 2000) 

 

zvýšená exprese CXCR4 ve stárnoucích neutrofilech 

(Adrover et al., 2019) 

zvýšená exprese CXCR4 podporuje neutrofily k 

návratu do kostní dřeně (Martin et al., 2003) 

regulace uvolňování 

neutrofilů a následná 

migrace zpět do kostní 

dřeně (Eash et al., 

2010) 

CXCR2 

C-X-C 

chemokinový 

receptor typu 2 

mobilizace z kostní 

dřeně  (Suratt et al., 

2004) 

mobilizace neutrofilů indukovaná G-CSF je závislá na 

CXCR2 (Eash et al., 2010), 

defektní regulace CXCR2 může vést ke zvýšenému 

uvolňování neutrofilů (von Vietinghoff et al., 2010), 

spolu s Cxcl8 reguluje migraci v krevním řešišti 

(Zuñiga-Traslaviña et al., 2017) 

Ly6C 

Komplex 

lymfocytárního 

antigenu 6, 

lokus C 

marker asociovaný s 

monocyty, Ly6Clow 

jako vesikulární 

scavenger 

při zánětlivých stavech je zvýšená exprese Ly6Chigh na 

monocytech (Jakubzick et al., 2013) 

Ly6G 

Komplex 

lymfocytárního 

antigenu 6, 

lokus G  

marker asociovaný  

s granulocyty a 

neutrofily 

ve fyziologicky ustáleném stavu je vysoká exprese 

Ly6G na neutrofilech, zvýšená exprese během zánětu, 

neutrofily exprimující střední hladiny Ly6G jsou 

považovány za nezralé (Mackey et al., 2021) 

Zkratky: SDF-1- stromal cell-derived factor 1 
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Hemostatická kontrola hladin cirkulujících neutrofilů je velice důležitá pro účinnost 

imunitní odpovědi. Nižší počet neutrofilů může vést k závažné infekci, zatímco jejich 

nadměrné množství může způsobit poškození tkání a nevhodné zánětlivé reakce. Neutrofily 

jsou nepřetržitě generovány v hematopoetických provazcích, které jsou lokalizovány ve 

venózních dutinách kostní dřeně.  Po dosažení zralosti opouštějí kostní dřeň migrací přes 

sinusový endotel a jsou uvolňovány do krevního řečiště. Výzkumy využívající neutrofily 

značené izotypem fosforu (32P) ve formě diisopropylfluorfosfát-32P a dále izotypem vodíku 

- tritiem (3H) označené jako 3H-thymidin, prokázaly, že doba potřebná pro průchod plně 

zralých buněk kostní dření u lidí činí 4-6 dní. Diferencované a maturované neutrofily, než 

jsou uvolněny do oběhu, tvoří rezervní zásobu o velikosti 5,59±0,90 x 109 neutrofilů/kg 

s odhadovanou produkcí 0,85 x 109 buněk/kg za den (Dancey et al., 1976), což odpovídá i 

experimentálním pozorováním z 60.let (Donohue et al., 1958; Athens et al., 1961). Ne 

všechny zralé neutrofily musí nutně být uvolněny do oběhu, ty, které zůstávají zadržené 

v kostní dřeni, hrají významnou roli při podpoře funkcí HSC (Bowers et al., 2018). Za 

fyziologických okolností se v těle obvykle nachází méně než 2 % zralých neutrofilů 

(Semerad et al., 2002). Kostní dřeň funguje jako rezervoár pro rychlou mobilizaci v případě 

potřeby. 

2.4.2 Neutrofily v oběhu 

U lidí tvoří neutrofily 50-70 % všech bílých krvinek v krvi, zatímco u myší je to jen 

10-25 % (Mestas & Hughes, 2004). Proto se i náš výzkum zaměřil na sledování neutrofilních 

populací v kostní dřeni. Cirkulující myší neutrofily mají životnost přibližně 12h (Basu et al., 

2002), kdežto u lidí byla životnost potvrzena v rozmezí 13-19 h in vivo za použití stabilního 

značení neutrofilů izotopem deuteria (2H) ve formě těžké vody (2H2O) a nebo deuteriované 

glukózy (2H-6,6-glukóza) (Lahoz-Beneytez et al., 2016). Jedná se o výrazně kratší dobu 

oproti dříve deklarovanému až 5dennímu přežití neutrofilů v krvi (Pillay et al., 2010). Zralé 

neutrofily mohou volně cirkulovat, anebo se vyskytovat ve tkáních, zejména ve slezině, 

játrech, kostní dřeni či plících (Devi et al., 2013), jako rezidentní či marginální populace. 

Biodistribuce PMN a velikost marginální zásoby jsou ovlivněny jejich zralostí, aktivací a 

průtokem krve v intravaskulárním prostředí. 

2.4.3 Stárnutí neutrofilů 

Proces stárnutí neutrofilů v nepřítomnosti zánětu, zahrnuje období od uvolnění 

zralých neutrofilů, PMN ranného typu (aj. fresh) z kostní dřeně, až po jejich odstranění či 
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výstup z oběhu (aj. aged). Cirkulující neutrofily krátce po uvolnění do krevního řečiště 

monitorují případné známky poruch, infekce či patogenů a dále také vykazují cirkadiánní 

vnitřní program regulovaný proteinem Bmal1 a chemokinovými receptory CXCR2 a 

CXCR4. Tyto ranné neutrofily vykazují imunokompetenci, mohou snadno infiltrovat tkáně 

a jsou charakterizované zvýšenou citlivostí na signály poškození. PMN jsou uvolňovány 

z kostní dřeně v klidové fázi a exprimují vysoké hladiny CD62L, proto jsou také považovány 

za „klidové“ nebo také „naivní“. Toto chronoprogramování ovlivňuje stár 

nutí, jejich chování a migrační vlastnosti (Adrover et al., 2019). Stárnoucí neutrofily 

podléhají fenotypovým změnám, konkrétně zvýšenou expresi CXCR4 (Adrover et al., 2016) 

a CD11b, které získají přibližně během 6h  (Adrover et al., 2019), dále CD11c, TLR4, 

ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule) (D. Zhang et al., 2015), sníženou expresi CD62L 

(Casanova-Acebes et al., 2013). Na konci aktivní fáze jsou naprogramovány k návratu do 

kostní dřeně, kde jsou recyklovány a destruovány makrofágy (Martin et al.,2003; Casanova-

Acebes et al., 2013). Kromě pozměněné exprese povrchových znaků dochází i 

k morfologickým změnám, jako je snížený počet granulí a přítomnost hypersegmentovaného 

multilobulárního jádra (Casanova-Acebes et al., 2013; Dahdah et al., 2022). Zhang a kol. 

poukázali i na to, že zánětlivá aktivita neutrofilů pozitivně koreluje s jejich stárnutím 

v oběhu, což naznačuje souvislost mezi stárnutím a modulací zánětlivé odpovědi. Staré PMN 

během zánětu vykazují zvýšenou aktivaci CD11b a jejich specifický transkriptomický profil 

se liší od profilu aktivovaných neutrofilů (D. Zhang et al., 2015). 

2.4.4 Reverzní migrace 

Efektivní ukončení zánětu je komplexní proces, který je zásadní pro minimalizaci 

poškození a obnovení homeostázy. Makrofágy kostní dřeně a marginální zóny sleziny 

primárně zajišťují odstranění apoptotických neutrofilů z míst zánětu. Při jejich absenci 

dochází k opožděné likvidaci PMN, což má za následek zvýšenou produkci G-CSF, 

pozměněnou hematopoézu a neutrofilii (Gordy et al., 2011). Neutrofily nemusí nutně 

podstoupit regulovanou apoptózu v zanícené tkáni, ale za určitých okolností mohou cestovat 

zpět do oběhu v procesu zvaném reverzní migrace. Tento fenomén, jehož příkladem je 

retrográdní chemotaxe, zajišťuje obousměrný přenos neutrofilů mezí místem poranění a 

krevním systémem, jak bylo pozorováno in vivo na transgenním modelu zebřiček (Mathias 

et al., 2006). Reverzně migrované neutrofily vykazují odlišné fenotypy exprimující ICAMhi 

a CXCR1low (Buckley et al., 2005), mají prozánětlivé vlastnosti, delší životnost, opožděnou 

apoptózou, zvýšenou produkci ROS, inducibilní syntázy oxidu dusnatého (iNOS, Inducible 
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nitric oxide synthase) antibakteriálních mechanismů a NETóz (Ode et al., 2018). Tento 

zajímavý úkaz naznačuje, že neutrofily opouštějící místo poranění přesahují svou roli 

efektorových buněk vrozeného imunitního systému a mohou potenciálně ovlivňovat funkci 

a polarizaci adaptivní imunitní odpovědi tím, že ovlivňují systémový zánět. 

2.5 Fenotyp neutrofilů ve zdraví a nemoci 

Neutrofily bývaly tradičně považované za homogenní terminálně diferencovanou 

populaci buněk, dnes je známo, že vykazují pozoruhodnou heterogenitu fenotypu napříč 

různými fyziologickými a patologickými stavy. Tato rozmanitost se vztahuje i na jejich 

vlastnosti, funkce, životnost a migrační vzorce. 

K heterogenitě přispívá ontogeneze neutrofilů a rovnováha mezi jednotlivými 

vývojovými stádii. Cirkulující populace PMN v krevním oběhu vykazuje dynamické změny 

v povrchových znacích, jako je zvýšená exprese CXCR4 a ztráta CD62L, které jsou řízené 

cirkadiánními rytmy a stárnutím, viz předchozí kapitola 2.3.  

Během těhotenství dochází k výrazné změně fenotypu PMN. Nedávné studie u lidí a 

myší zdůrazňují přítomnost imunosupresivních populací neutrofilů, zejména neutrofilů s 

nízkou hustotou (LDN, Low-Density Neutrophils), nebo polymorfonukleárních myeloidních 

supresorových buněk (PMN-MDSC). Neutrofily s vysokou hustotou (HDN, High-Density 

Neutrophils) byly oproti LDN pozorovány méně. Studie zabývající se heterogenitou 

neutrofilů během těhotenství, se zaměřují zejména na buňky v mateřské nebo pupečníkové 

krvi (CB, cord blood) a dále v placentárních tkáních. Na základě toho byly zaznamenány 

změny v povrchových znacích, jako je snížená exprese CD16, což ukazuje na nezralost LDN 

(Ssemaganda et al., 2014). Předpokládá se, že tyto změny přispívají k imunitním adaptacím 

potřebným pro úspěšné těhotenství. 

Zánětlivá onemocnění jako je astma, sepse a IBD, vykazují variace ve fenotypu a 

funkci PMN, přičemž odlišné subpopulace vykazují rozdílnou expresi povrchových znaků a 

zapojení do specifických fyziologických procesů. U zdravých jedinců vykazují cirkulující 

neutrofily variabilitu v expresi markerů, jako je CD177 a olfactomedin 4 (OLFM4). CD177+ 

neutrofily se účastní endoteliální interakce a transmigrace, zatímco OLFM4+ neutrofily 

mohou hrát roli v produkci NETóz. Při zánětlivých stavech stoupená četnost CD177+ 

neutrofilů, při sepsi je zvýšená exprese OLFM4 (Silvestre-Roig et al., 2019). Akutní 

zánětlivé podněty rychle mobilizují neutrofily z kostní dřeně zkrácením doby 
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postmitotického zrání a uvolněním mladších neutrofilů s odlišným fenotypem. Ve studii 

vedené Qi byla zkoumána heterogenita PMN pomocí jednobuněčné sekvenační analýzy 

RNA, která odhalila inhibiční neutrofily exprimující vysoké hladiny programovaného 

ligandu smrti 1 (PD-L1). Tyto heterogenní populace přispívají k imunosupresivní odpovědi 

zvýšenou proliferací Treg přímým kontaktem s lymfocyty (Qi et al., 2021), což potvrzuje 

předchozí studie na toto téma (Wang et al., 2015). 

Chronický zánět střevní sliznice, jako UC (UC, ulcerative colitis), je známý jako 

přispívající faktor při rozvoji rakoviny (Luo & Zhang, 2017). Účast neutrofilů v rakovinném 

onemocnění je dobře zdokumentována, ale jejich role zůstává kontroverzní, což podtrhuje 

jejich heterogenitu. Systémový zánětlivý stres vyvolaný nádorem, stimuluje uvolnění G-CSF 

a to následně mobilizuje PMN v různých stádiích, proto se v nádorech vyskytují zralé i 

nezralé formy neutrofilů. Neutrofily v mikroprostředí nádoru mohou vykazovat 

imunosupresivní fenotyp charakterizovaný zvýšenou expresí PD-L1 s kombinací 

CD16bright/CD62Ldim (de Kleijn et al., 2013), přispívající k potlačení T buněk. Naopak jiné 

neutrofily v nádoru budou vykazovat prozánětlivé vlastnosti. Sagiv a jeho tým identifikovali 

podskupinu neutrofilů LDN, které se přechodně objevují při samovolně odeznívajícím 

zánětu, ale kontinuálně se hromadí s progresí rakoviny (Sagiv et al., 2015). Navíc v myších 

modelech rakoviny byly identifikovány neutrofily exprimující Ly6GInt, které vykazovaly 

jistý stupeň nezralosti a nižší funkční kapacitu (Mackey et al., 2021). Tyto fenotypové 

rozdíly klasifikují TAN na protinádorové (N1) a permisivní pro-nádorové (N2) (Giese et al., 

2019), přičemž každá podskupina exprimuje odlišné znaky, přehled je zobrazen na Obrázku 

3. 

 

Obrázek 3 -Schéma povrchových znaků myších neutrofilů, které jsou spjaté s homeostázou, rakovinou a zánětem. 

Zkratky: N1 – protinádorový neutrofil, N2 – pronádorový neutrofil, PMN – polymorfonukleární neutrofil, TAN- neutrofily 

asociované s nádory 

Dynamická povaha jednotlivých podskupin PMN je ovlivněná mnohými faktory, 
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jako například stádium zrání, lokalizace, funkční kapacita a mimo jiné i specifické tkáňové 

adaptace a souhra genetických a epigenetických mechanismů, jež podtrhují jejich složitou 

funkci a zapojení v imunitních odpovědích. 

 

2.6 Neutrofily a jejich funkce ve střevě 

Role neutrofilů ve střevě je mnohostranná, protože se podílejí na udržení křehké 

rovnováhy navzdory neustálému kontaktu s komenzálními bakteriemi. Primární úlohou 

neutrofilů ve střevě je chránit sliznici regulací mikrobioty, ale přílišná aktivita vede 

k patologickým stavům. 

Aktivované neutrofily vykazují zvýšenou aktivitu respiračního vzplanutí spojenou s 

robustnějšími baktericidními účinky po vystavení danému stimulu. Antibiotiky indukovaná 

nadprodukce reaktivních forem kyslíku však může neúmyslně spustit epiteliální apoptózu v 

kryptách kartáčového lemu (Morgun et al., 2015). Intraluminální neutrofily jsou zodpovědné 

za udržování integrity sliznice, a to zejména prostřednictvím potlačení invaze patogenních 

bakterií. Přesto jejich zvýšený výskyt a nadměrná infiltrace do střevního epitelu a lumen 

střeva charakterizuje akutní střevní zánět (Gül et al., 2023). Nekontrolovatelná infiltrace 

aktivovaných neutrofilů skrze bariéru může způsobit rozsáhlé poranění střevní sliznice, 

zahrnující ztrátu pohárkových buněk s následnou sníženou produkcí hlenu, poraněním krypt, 

ulcerací, tvorbou abscesů, což jsou symptomy IBD (Mazzucchelli et al., 1994; Ryan et al., 

2020). Zpožděná apoptóza a neúčinné odbourávání zbytků (aj. clearance) po aktivitě 

neutrofilů jsou považovány za klíčovými jevy v progresi chronického zánětu (Azcutia et al., 

2023). Zejména bylo prokázáno, že konkrétně podskupina CD177+ neutrofilů může mít 

protektivní vliv při střevním zánětu, a to prostřednictvím regulace intraepiteliálních 

lymfocytů s prozánětlivou funkcí. Vyčerpáním této podskupiny buněk vede k rozvoji 

dysbiózy a zhoršenému zánětu (H. Chen et al., 2023).  

Souhrnně lze říci, že neutrofily ve střevní tkáni slouží nejen k eliminaci mikrobů a 

zahájení zánětu, ale také napomáhají jeho řešení a hojení poškozené tkáně, čímž přispívají 

k udržení homeostázy střevní sliznice. 

 

2.6.1 Migrace neutrofilů do střeva a jeho lumen 

Cesta neutrofilů do střeva začíná chemotaxí, řízeným buněčným pohybem v reakci 

na chemokinové gradienty. Neutrofily v krevním oběhu snímají hladiny gradientu 
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chemoatraktantu a při zvýšené koncentraci zahajují migraci směrem ke zdroji, aby následně 

mohli projít skrz endotel do lamina propria. Jakmile je zahájena chemotaxe, neutrofily 

v krevním řečišti zahajují rolování (valení). Během této fáze interagují se selektiny, 

adhezivními molekulami přítomnými na povrchu endotelu cév. Tyto interakce mají za 

následek valivý pohyb buněk, který umožňuje neutrofilům zpomalit a navázat počáteční 

kontakt s endoteliálními buňkami a pevně k nim přilnout za pomoci adhezivních molekul 

jako je například CD11b/CD18. Dalším krokem je transmigrace neboli diapedéza, 

uskutečněná skrze dynamické interakce adhezních molekul jako jsou ICAM-1 a VCAM-1, 

Vascular cell adhesion molecule či JAM a PECAM-1, Platelet endothelial cell adhesion 

molecule. Tyto molekuly zajišťují úspěšný průchod skrze regulaci molekulárních interakcí, 

hrají roli při modulaci endoteliálních spojení, aby umožnily průchod neutrofilů. Za účasti 

narušení proteinů těsného spojení typu ZO-1, je přispěno k oslabení epiteliálních bariér. 

Při běžné zánětlivé reakci se neutrofily mobilizují do cílového místa během 24-48 h. 

Po dosažení místa zánětu neutrofily selektivně uvolňují monocytární chemoatraktanty jako 

je CAP18, katepsin G (CTGS), azurocidin k rekrutování makrofágů a ke spuštění druhé vlny 

zánětlivé odpovědi.  

V určitých situacích mohou neutrofily procházet epitelem a vstupovat do lumen 

střeva, což je zásadní proces v reakci na střevní zánět. Tato cesta zahrnuje extravazaci z 

krevního řečiště přes paracelulární prostor, to vše při zachování integrity epiteliální bariéry. 

Jedná se o koordinovaný vícestupňový proces regulovaný adhezivními interakcemi 

s následnou transepiteliální migrací (TEpM, transepithelial migration). Hlavní úlohu při 

posledním kroku hraje glykoprotein CD47, který je specificky exprimovaný na neutrofilech. 

CD47 usnadňuje TEpM modulací interakce s CD11b/CD18 v plazmatické membráně PMN 

a následnou aktivaci těchto β2-integrinů. Absence CD47 má za následek neschopnost 

asociovat s CD11b/CD18, což vede ke snížení infiltrace neutrofilů během sterilního zánětu 

(Azcutia et al., 2021). Dalším klíčovým hráčem v TEpM je kyselina sialová, nejhojněji 

terminálně zastoupený negativně nabitý glykan. Kyselina sialová pomáhá neutrofilům 

překonat polarizovanou epiteliální bariéru regulací náboje na buněčném povrchu. Enzym 

sialidáza hraje roli při odstranění α2-3 vázané kyseliny sialové z CD11b/CD18 na PMN, 

inhibuje konformační aktivaci tohoto integrinu, a tím brání transportu. Navíc sialidáza 

významně ovlivňuje konečnou efektorovou funkci neutrofilního zánětu. Selektivním 

zacílením galaktosylovaných glykanů na CD11b bylo přezkoumáno potlačení nežádoucí 

funkce neutrofilů, jako je snížení uvolňování reaktivních forem kyslíku a degranulace (Kelm 
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et al., 2020). Dále bylo zjištěno, že zvýšená aktivita sialidázy při zánětu slouží k eliminaci 

kyseliny sialové z CD11b, což usnadňuje konformační aktivaci integrinu a následné 

signalizaci Syk a p38 mitogenem aktivovaná proteinkináza (MAPK, mitogen-activated 

protein kinases) k efektorovým funkcím neutrofilů (Azcutia et al., 2023) 

Imunitní odpověď Th17 je úzce spojena s akumulací neutrofilů v lamina propria 

během střevního zánětu. Vědci vedení Flanniganem prokázali fascinující spojení mezi 

kolonizací segmentovaných vláknitých bakterií (SFB, segmented filamentous bacteria) a 

akumulací neutrofilů v tenkém střevu. Prostřednictvím negativní zpětné vazby tyto 

neutrofily regulují populaci SFB, což ukazuje složitou souhru mezi mikrobiotou a imunitní 

reakcí hostitele. Tento příliv neutrofilů do střeva je zprostředkován za pomoci IL-17A a 

CXCR2, což koreluje s produkcí IL-22 (Flannigan et al., 2017). Cytokin IL-22 zlepšuje 

bariérovou funkci tím, že podporuje proliferaci epiteliálních buněk a produkci 

antimikrobiálních peptidů. Neutrofily jsou klíčové pro expresi IL-22, mohou jej balit do 

granulí pro rychlé uvolnění v případě potřeby (Zindl et al., 2013). IL-23 je další cytokin, 

který je uvolňovaný po mikrobiální kolonizaci nebo poškození bariéry a hraje významnou 

roli v modulaci Th17 odpovědi. IL-23 indukuje produkci IL-17A, reguluje tvorbu IL-22 z 

přirozených lymfoidních buněk typu 3 (ILC3, Innate lymphoid cells) a stimuluje uvolnění 

IL-22 z neutrofilů (Flannigan et al, 2017). Na modelu chronické kolitidy bylo zjištěno, že 

indukce chemokinů z rodiny CXC závislých na IL-22 je nezbytná k získání CXCR2+ 

neutrofilů do tlustého střeva (Pavlidis et al., 2022). To zdůrazňuje složitou síť cytokinů a 

chemokinů, které se podílejí na řízení imunitní odpovědi při střevním zánětu. 

 

2.7 Interakce dysbiózy a neutrofilů na konkrétních příkladech 

Mikrobiota formuje vývoj a polarizaci imunitního systému a hraje tak klíčovou roli 

při regulaci homeostázy neutrofilů. Podání antibiotik novorozencům během kritických 

období vývoje IS, může vést k nižší odolnosti vůči sepsi narušením procesu postnatální 

granulocytózy, což vede ke snížení počtu neutrofilů (Deshmukh et al., 2014). Navíc bylo 

prokázáno, že léčba antibiotiky ovlivňuje funkčnost a životnost neutrofilů. Například 

antibiotika zacílená na syntézu bakteriální buněčné stěny, jako je penicilin, významně 

zvyšují citlivost bakterií k antimikrobiální likvidaci zprostředkované neutrofily (Root et al., 

1981). 

Kromě toho dysbióza může mít vliv jak na samotnou infiltraci neutrofilů, tak jejich 

pozměněný fenotyp, ale i funkční kapacitu v podobě tvorby extracelulárních pastí. 
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Studie střevní mikrobiální dysbiózy způsobené gramnegativní bakterií Helicobacter 

u myší s deficem IL-10, vedla ke zvýšení myeloidní populace CD11b+ buněk, která byla 

dále rozdělena na základě exprese Ly6C a Ly6G, zejména bylo ve slezině pozorováno 

významné zvýšení Ly6C+Ly6Ghigh neutrofilů, populaci Ly6ChighLy6G- představující 

zánětlivé monocyty/makrofágy a Ly6ClowLy6G- jež odpovídají rezidentním 

monocytům/makrofágům  (Ray et al., 2015). 

Vong et al. zkoumali dopad snížené mikrobiální diverzity indukované podáním 

antibiotik a stimulací adherentní invazivní E. coli (AIEC, adherent-invasive E. coli) na 

tvorbu extracelulárních pastí a dále schopnosti neutrofilů tvořit ROS. Díky této kombinaci 

ATB s AIEC dosáhli stavu exacerbované dysbiózy, která se prokázala zvýšenými hladinami 

Gammaproteobacteria. Studie odhalila, že dysbiotická střevní mikrobiální společenství 

měla zvýšenou schopnost aktivovat produkci neutrofilních ROS a mobilizovat NET, což 

naznačuje souvislost funkce neutrofilů a střevní redoxní rovnováhy v patogenezi střevního 

zánětu u Crohnovy choroby (Vong et al., 2016). 

Změna mikrobiálního složení má vliv na motilitu neutrofilů. Dysbióza vyvolaná 

morfinem měla vliv na transport neutrofilů do poškozené tkáně s tím, že byly identifikovány 

zvýšené populace infiltrujících CD11b+Ly6G+ neutrofilů a Ly6Chigh monocytů, které 

přispěly k rozvoji dysbiotického mikrobiomu (Jalodia et al., 2022). Na druhou stranu 

Watanabe a jeho kolektiv zkoumali spojení mezi dysbiózou, mobilitou neutrofilů a zvýšenou 

náchylností ke kolitidě způsobenou infekcí E. histolytica u dětí na myším modelu amébické 

kolitidy. Zjistili, že dysbióza vyvolaná antibiotiky vedla ke snížení přítomnosti neutrofilů ve 

střevní tkáni, což je připisováno snížené expresi chemokinového receptoru CXCR2, a to 

navzdory zvýšeným hladinám chemoatraktantů. Tato studie zdůrazňuje vliv migrace 

neutrofilů do místa infekce a jejich protektivní roli, což spolu s potlačenou sekrecí hlenu 

způsobilo agresivnější a závažnější onemocnění (Watanabe et al., 2017). Regulace 

zprostředkovaná CXCR2 není však jediný mechanismus zajišťující migraci PMN, a tudíž i 

ochranu jimi zprostředkovanou, jak ukázala studie, kde myši zůstali rezistentní na 

amébickou infekci po depleci neutrofilů (Asgharpour et al., 2005). Ku příkladu IL-33 

indukovaná aktivace ILC2 představuje další ochranný mechanismus proti amébické kolitidě, 

kdy je tlumen zánět a snížena infiltrace zánětlivých imunitních buněk, včetně 

Ly6Chighmonocytů a Ly6G neutrofilů (Uddin et al., 2022).  

Dysbióza u hypertriglyceridemické pankreatitidy (HTGP, Hypertriglyceridemic 

pancreatitis) vede k zvýšení infiltrace neutrofily a tvorbě NET, které následně zhoršují 
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poškození pankreatu a systémový zánět. Modulace mikrobioty podáváním taurinu může vést 

ke zvýšené tvorbě sulfidu mikrobiotou, inhibitoru buněčného dýchání, a tím v konečném 

důsledku navýšení odolnosti vůči budoucím infekcím. Úprava metabolismu žlučových 

kyselin bakterií vede k expanzi bakteriíí využívající taurin a to pomáhá udržovat slizniční 

homeostázu a působit protizánětlivě. Tohoto účinku je dosaženo snížením infiltrace 

neutrofily a uvolňováním cytokinu TNF-α, čímž se zmírňuje stávající poranění tkáně a 

posiluje odolnost vůči patogenům (Stacy et al., 2021). 

Ve střevním mikrobiomu se rovněž nacházejí plísně a houby, které tvoří mykobiotu. 

Neutrofily s mutacemi v genu card9, který kóduje protein 9 obsahující rekrutační doménu 

kaspázy (CARD9), mohou vykazovat zhoršené rozpoznávání plísní a snížené antifungální 

reakce. Při depleci tohoto genu dochází ke zvýšené aktivaci neutrofilních mitochondrií a 

zvýšené produkce ROS, což v neutrofilech vyvolá nadměrnou oxidativní fosforylaci a 

předčasné stárnutí. Studie zabývající se polymorfismy CARD9, funkčnosti neutrofilů v 

kontextu IBD, ukazuje na zvýšenou náchylnost ke kolitidě a dalším střevním zánětům 

v důsledku změn v mikrobiálním složení (Danne et al., 2023). 

 

2.8 Imunomodulace probiotiky a terapeutický potenciál E. coli O83 

Probiotika jsou definována jako živé mikroorganismy, které pokud jsou podány 

v adekvátním přiměřeném množství, jsou považovány za bezpečné a mající prospěšný 

účinek na hostitele (Rijkers et al., 2011). Základem imunomodulačních účinků probiotik je 

několik mechanismů, konkrétně posílení funkce epiteliální bariéry, změna složení střevní 

mikrobioty, kompetice s patogeny o místa adheze a modulace imunitního systému hostitele 

jak lokálně, tak systémově (Oelschlaeger, 2010). Zejména na myších modelech bylo 

prokázáno, že určité probiotické kmeny zmírňují závažnost indukované kolitidy, zabraňují 

rozvoji alergických onemocnění a snižují výskyt infekčních onemocnění (Hejnova et al., 

2005; Kokešová et al., 2006; Wassenaar, 2016; Hrdý et al., 2018).  

Pro uplatnění těchto zdravotních výhod si probiotika musí zachovat životaschopnost 

a odolávat trávení v celém GIT. Navržená hypotéza, že probiotika by mohla představovat 

účinnou preventivní léčbu dysbiózy a zmírnit její vedlejší účinky (Hempel et al., 2012; 

Ekmekciu et al., 2017) byla již v minulosti mnohokrát ověřena, jak in vitro (Resta-Lenert & 

Barrett, 2003, 2006; Johnson-Henry et al., 2008) tak in vivo (Tankou et al., 2018;  Karakula-

Juchnowicz et al., 2019; Hagihara et al., 2020). Tyto účinky jsou zprostředkovány 

mechanismy, jako je snížení střevního pH produkcí SCFA, syntéza vitamínů B a K, 
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metabolizace karcinogenů, sekrece bakteriocinu proti patogenům, posílení střevní bariéry 

prostřednictvím sekrece hlenu (Caballero-Franco et al., 2007; Hafez, 2012), potlačení 

prozánětlivých drah, jako je NF-κβ (Ghadimi et al., 2010). Kromě toho probiotika podporují 

produkci cytokinů epiteliálními buňkami, zvyšují fagocytární aktivitu buněk, zlepšují 

přirozených zabíječů (NK, nature killers), stimulují produkci IgA a regulují aktivaci, 

diferenciaci a proliferaci T lymfocytů, včetně modulace Th17/Th22 odpovědi. 

Mezi rozmanitou škálou bakterií s probiotickými vlastnosti, bude pozornost v této 

práci věnovaná pouze Escherichia coli. V lidském mikrobiomu žijí různé kmeny E. coli, 

některé žijí v symbióze se svým hostitelem, zatímco jiné jsou patogenní a mají potenciál vést 

k vážným zdravotním problémům, jako je infekce močových cest. Mezi komerčně 

dostupnými probiotickými produkty vynikají 3, které obsahují E. coli, Mutaflor, Symbioflor 

2 a Colinfant Newborn (Wassenaar, 2016). Mutaflor je pozoruhodný tím, že obsahuje živé 

bakterie E. coli Nissle 1917 (EcN), známé pro své příznivé vlastnosti při léčbě IBD, 

konkrétně UC (Matthes et al., 2010). Symbioflor 2 nabízí směs šesti genotypů E. coli, z nichž 

každý je vybrán pro své specifické probiotické účinky. Colinfant Newborn se vyznačuje 

odlišným kmenem E. coli, konkrétně sérotypem O83:K24:H31 (dále EcO83), určeným pro 

nejmladší demografické skupiny – novorozence a kojence. Tento přípravek je používaný 

v ČR k prevenci alergií a nozokomiálních infekcí, pokud je podáván krátce po narození ( 

Lodinova-Zadnikova et al., 2003; Hrdý et al., 2018; Súkeníková et al., 2023). 

EcO83 je charakterizována unikátním polysacharidovým kapsulárním antigenem 

K24 (Lenter et al., 1990) a antigenem O83, který je rovněž součástí LPS a je tvořen z D-

glukózy, D-galaktózy, 2-acetamido-2-deoxy-D-glukózy a kyseliny D-glukuronová ve 

specifickém molárním poměru 1:2:1:1 (Jann et al., 1994). Navzdory tomu, že EcO83 

obsahuje geny spojené s virulencí, nepoškozuje jimi hostitele, ale naopak díky nim prospívá 

ve střevě a přispívá k jeho mikrobiální rovnováze (Hejnova et al., 2005). Studie ukázaly, že 

kolonizace EcO83 může ovlivnit vývoj IS ve sliznici tenkého střeva bezmikrobních selat 

(Haverson et al., 2007), vést k prevenci nozokomiálních infekcí (Sheshko et al., 2006), či 

pozitivně ovlivnit závažnost kolitidy (Kokešová et al., 2006).  Předpokládá se, že toto 

preventivní působení je zprostředkováno indukcí regulačních T buněk (Tregs) a zvýšenými 

hladinami protizánětlivých cytokinů jako je IL-10 (Lodinova-Zadnikova et al., 2003; Hrdý 

et al., 2018). Kromě toho je EcO83 spojována se zráním dendritických buněk (DC) a 

podporou exprese imunoregulačních genů, včetně IL-10 a IDO1 (Súkeníková et al., 2017, 

2022) Dále v naší laboratoři byla provedena studie na časnou postnatální kolonizaci EcO8, 
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která vedla ke snížení výskytu alergií a vybraných imunitních charakteristik u dětí 

narozených matkám s již vyskytujícími se alergiemi. V séru dětí kolonizovaných EcO83 

byly prokázané zvýšené koncentrace IL-10 a IFN-γ (Súkeníková et al., 2023). Kromě toho 

byla ještě zkoumáno použití extracelulárních vezikul z EcO83 (EcO83-OMV) při prevenci 

alergického zánětu dýchacích cest u myší. Jejich zjištění naznačují, že EcO83-OMV by 

mohly aktivovat vrozenou imunitu a sloužit jako bezpečná platforma pro profylaktickou 

léčbu alergií (Schmid et al., 2023). 
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3. Cíle diplomové práce 

Dysbióza má prokazatelný vliv na fyziologické procesy organismu, a tedy i na 

imunitní buňky. V rámci našeho experimentálního modelu s myšmi kmene BALB/c jsme si 

stanovili následující cíle, aby bylo možné prozkoumat vliv chronické dysbiózy indukované 

antibiotiky na střevní mikrobiotu a imunitní systém, se zaměřením na jednotlivé populace 

neutrofilů a jejich proporcionální zastoupení v kostní dřeni:  

• stanovit změny v mikrobiálním profilu a alfa diverzitě po podání antibiotik a 

ověřit, zda probiotická intervence EcO83 může efektivně modulovat důsledky 

dysbiózy a podpořit tak obnovu střevní bariéry a v konečném důsledku imunitní 

rovnováhy, 

• charakterizovat fenotyp a funkční vlastnosti neutrofilů ve vztahu k indukované 

dysbióze a míře střevního zánětu, 

• kvantifikovat expresi genů spojených s antimikrobiální a prozánětlivou odpovědí 

v kostní dřeni a mezenterických lymfatických uzlinách, 

• hodnotit exprese genů asociovaných s proteiny těsných spojů a dalších markerů 

zánětu ve střevní tkáni, a podle toho posoudit, jak se střevní bariéra a lokální 

zánětlivé procesy mění v reakci na dysbiózu a probiotickou intervenci.



30  

4. Materiály a metody 

4.3 Materiál 

4.3.1 Experimentální zvířata 

K ověření našich hypotéz byl využit experimentální zvířecí model, kdy byly použity 

myši (Mus musculus) inbredního kmene BALB/cAnNCrl ve stáří v rozmezí 8 – 11 týdnů 

s váhou 20 ± 2 g, získané z CCP (České centrum pro fenogenomiku), Charles River 

(velaz.cz). Myši byly chovány v místnosti s kontrolovaným prostředím (řízenou teplotou 25 

± 2˚C, relativní vlhkostí 55 ± 5 %, při běžném 12h/12h cyklu světlo/tma), ve sterilizovaných 

klecích s filtrem, krmeny autoklávovanou potravou a s volným přístupem k vodě ad libitum 

ve zvířecím zařízení BIOCEV, Vestec. Před experimentem byla všechna použitá zvířata 

aklimatizována po dobu jednoho týdne v karanténě. 

Všechny experimenty se zvířaty byly prováděny v souladu se zákonem o ochraně 

zvířat proti týrání (246/1992 Sb) a s Evropskou směrnicí 86/609/EEC. 

 
4.3.2 Chemikálie 

2-merkaptoethanol Sigma-Aldrich, USA 

Ethanol (96%) Dr. Kulich Pharma, ČR 

Gentamicin Pharmaceuticals dd, Slovinsko 

Heparin Zentiva, Nizozemsko 

Kyselina ethylendiamintetraoctová (EDTA) Sigma-Aldrich, USA 

Lyzační roztok QIAGEN, Něměcko 

RMPI 1640 Sigma Sigma-Aldrich, USA 

Türkův roztok Vakos, ČR 

Trypanová modř P - LAB a.s., ČR 

Trypton Lachema, ČR 

Kvasnicový extrakt Lachema, ČR 

Chlorid sodný, NaCl Penta, ČR 

Chlorid draselný, KCl Penta, ČR 

Dihydrogenfosforečnan draselný, KH2PO4 Penta, ČR 

Dihydrogenfosforečnan sodný, NaH2PO4 Penta, ČR 

Kyselina 2-[4-(hydroxyethyl)-1-

piperazinyl]ethansulfonová (HEPES) Sigma-Aldrich, USA 
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Glycerol  Sigma-Aldrich, USA 

RPMI 1640 Lonza BioWhittaker, Belgie 

RNA later QIAGEN, Něměcko 

 

4.3.3 Roztoky, média a pufry   

Fosfátový pufr                                                     

(PBS, phosphate buffered saline) 
1x PBS obsahující 137 mM NaCl, 2,7 mM 

KCl, 10 mM Na2HPO4 a 1,8 mM KH2PO4 v 

destilované vodě; pH 7,2 

Kompletní RPMI 1640 médium RPMI 1640 médium obsahující 10 % FBS, 

10 mg/ml gentamycinu, 2 mM HEPES pufru 

Tekuté LB médium  

(LB, Luria-Bertani broth, Powder (Lennox)) 

tekuté LB médium obsahující 1 % (m/V) 

tryptonu; 0,5 % (m/V) kvasnicový extrakt; 

1% (m/V) NaCl 

Gavážovací pufr 1x PBS obsahující 200 mM NaHCO3 a 2 % 

glukózu 

Lyzační pufr obsahující na 1ml lyzačního RLT pufru, 

10μL β-merkaptoethanolu; pH 8 

 

4.3.4 Antibiotika 

Ampicilin (1 g/l) Carl Roth, Německo, kat. č. k0292 

Neomycin sulfát (1 g/l) Carl Roth, Německo, kat. č. r86682 
 

4.3.5 Probiotika 

Escherichia coli O83  

(EcO; sérotyp O83:K24:H31) Dyntec spol. s.r.o., ČR 

 

4.3.6 Kity a sety 

BDTM Cytometry Setup and Tracking Beads BD Biosciences, USA, kat.č. 642412 

BD TrucountTM Absolute Counting Tubes BD Biosciences, USA, kat.č. 340334 

FagoFlowExKit EXBIO, ČR, kat.č. ED7042 

High Capacity cDNA Reverse Transcription 

Kit 
Applied Biosystems, USA, kat. č. 

4368814 

Luna® Universal qPCR Master Mix  

New England BioLabs, UK, kat. č. 

M3003 



32  

PureLink™ Microbiome DNA Purification 

Kit Invitrogen™, USA 

RNase-Free DNase Set QIAGEN, Německo, kat.č. 79254 

RNeasy® Mini Kit  QIAGEN, Německo, kat. č. 74106 

  

4.3.7 Monoklonální protilátky 

Monoklonální protilátky konjugované s fluorochromy: allofykocyanin (APC), sulfo-cyanin7 

(Cy7), cyanin5.5 (Cy5.5), fluorescein isothiokyanát (FITC), fykoerythrin (PE), peridinin-Chlorofyl-

Protein (PerCP), které byly použity během průtokové cytometrie, jsou uvedeny v Tabulce 3. 

Tabulka 3: seznam použitých monoklonálních protilátek 

Znak  Fluorochrom 
Koncentrace 

(mg∙ml-1) 
Klon Kat. číslo Výrobce   

CD11b APC 0,2 M1/70 101212 BioLegend, USA 

CD62L PE-Cy7 1,25 MEL-14 104418 BioLegend, USA 

CXCR2 PerCP 2,5 SA044G4 149308 BioLegend, USA 

Ly6C FITC 0,2 HK1.4 128006 BioLegend, USA 

Ly6G PE 1 1A8 127607 BioLegend, USA 

 

4.3.8 Sondy 

Tabulka 4: seznam použitých TaqMan sond pro genovou analýzu 

Gen Název (Aj) ID Kat. číslo Výrobce   

ACTB actin beta Mm00607939_s1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

Cldn1 claudin 1 Mm1342184_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

Cldn5 claudin 5 Mm00727012_s1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

Defb defensin beta 2 Mm00657074_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

IDO1 
indoleamine 2,3-

dioxygenase 1 
Mm00492590_m1 4331182 

Applied Biosystems, 

USA 

IL-10 interleukin 10 Mm01288386_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

IL-12a interleukin 12a Mm00434169_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

IL-13 interleukin 13 Mm99999190_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

IL-17 interleukin 17 Mm00439618_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 
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IL-1b interleukin 1 beta Mm01336189_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

IL-22 interleukin 22 Mm00444241_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

IL-4 interleukin 4 Mm99999154_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

IFN-γ interferon gamma Mm01168133_g1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

Lcn in 2 Mm01324470_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

MPO myeloperoxidase Mm00447885_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

Ocln occludin Mm00500910_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

Prtn3 proteinase 3 Mm00478323_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

TLR4 toll-like receptor 4 Mm00445274_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

TNF-α tumor necrosis factor Mm99999068_m1 4331182 
Applied Biosystems, 

USA 

Zo-

1/Tjp-1 
tight junction protein 1 Mm01320638_m1 4331182 

Applied Biosystems, 

USA 

 

4.3.9 Plastový a spotřební materiál 

 
384 - jamková PCR destička Applied Biosystems, USA 

Centrifugační zkumavka 15 ml Jet Biofil, Čína 

Centrifugační zkumavka 50 ml Jet Biofil, Čína 

FALCON Tubes 5 ml BD PharmigenTM BioSciences, USA  

Gavážovací kanyla ECIMED, Francie 

Nitrilové rukavice Sempercacce 

Pipetovací špičky 10 ml P - LAB a.s., ČR 

Pipetovací špičky 10-1000 μl SIPOCH, spol. s r.o., ČR 

Plastové zkumavky 1,5 ml Axygen 

Rneasy Mini spin kolonky QIAGEN, Něměcko 

Sítko pro tkáňové kultury, 70μm VWR International, ČR 

Injekční jehla BD Precisionglide® 25-gauge Sigma-Aldrich, USA 
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4.3.10 Technické vybavení 

Analytická váha AB204 (Mettler Toledo, Švýcarsko) 

Automatická pipeta PIPETMAN concept (Gilson, USA) 

Centrifuga  
Micro 22 R, Universal 30 RF, Universal 

320R (Hettich, Německo) 

CO2 inkubátor  
ESCO CellCulture Incubator CO2 (ESCO, 

Singapore)  

Cycler na reverzní transkripci 
Reverse Transcription Thermal Cycler 

Peltier Cycler 200 (MJ Research, Singapur) 

Cycler PCR 
PCR Thermal Cycler 7300 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, Singapurr) 

Cycler Real-Time PCR  
LightCycler® 480 II Real-Time PCR 

System (Roche Molecular Systems, USA) 

FastPrep-24 homogenizátor 
FastPrep-24 TM 5G instrument (MP 

Biomedicals, USA) 

Laminární box  
MSC-Advantage™ Class II Biological 

Safety Cabinets (Thermo Scientific™, USA) 

Magnetická míchačka Arex (VELP Scientifica, EU) 

Mechanická ruční počítačka 
 

Minicentrifuga   GmCLab (Gilson, USA) 

Nanodrop 
NanoDrop 1000 Spectrophotometer 

(Thermo Scientific, USA) 

Optický mikroskop  Olympus BX41 (Olympus, USA) 

Pipety  Finnpipette (Thermo Scientific™, USA) 

Průtokový cytometr 
BD FACS CantoTM II Flow Cytometer 

(BD Biosciences, USA) 

Spektrofotometr   

Vortex   Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, ČR) 

Výrobník ledu 
BREMA ICE MAKERS (Brema Ice 

Makers, Itálie) 

-80°C mrazák  
Thermo Scientific Forma 905 

4.3.11 Software 

BD FACS Diva Software v6.1.2 BD Biosciences, USA 

BioRender Software Development, Kanada 

FlowJo 10.10 FlowJo LLC, USA 

GraphPad Prism 8.0.1 GraphPad Software, USA 

Microsoft Excel, Word Microsoft, USA 
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4.4 Metodika  

4.4.1 Přehled projektu k zasazení práce do kontextu studie 

Výzkumná část této práce je zasazena do širšího celku projektu grantové agentury 

Univerzity Karlovy (GAUK), Project No 6121 s hlavními zodpovědnými osobami (PI, 

principal investrigator): Mgr. E. Miková a Mgr. E. Krčmářová. Primárním cílem grantu bylo 

posoudit schopnost probiotik normalizovat pozměněné funkce neutrofilů po podání 

antibiotik u myší. Tato diplomová práce se zaměřuje na využití probiotického kmene E. coli 

O83:K24:H31. V rámci projektu byla provedena řada experimentů, včetně testování dalších 

bakteriálních kmenů, ke zjištění, zda některé z těchto probiotik mají podobnou schopnost 

normalizovat fenotyp neutrofilů v kostní dřeni po podání antibiotik jako zmíněný kmen 

EcO83. Jednalo se o probiotika E. coli Nissle 1917, Bifidobacterium bifidum, B. breve, B. 

longum, Lactobacillus rhamnosum, L. plantarum, Lactococcus lactis, Lactobacillus 

ultunensis. Dále testování na myších kmene různého věku a pohlaví, sekvenace mikrobiomu 

z trusu k ověření stavu dysbiózy, funkční testy neutrofilů včetně fagocytózy a NETózy. Dále 

na myších byla prozkoumána exprese genů spojené s osou mikrobiota – střevo – mozek, tedy 

konktrétně analýza z částí mozku (prefrontální kortex, hypothalamus, hypofýza) a 

nadledvinek k objasnění vlivu mikrobioty na vybrané aspekty chování. Dospělé myši ve 

věku 11 týdnů byly podrobeny behaviorálním testům, včetně testu otevřeného pole 

(zaměřený na hodnocení úzkosti experimentálních zvířat) a tail suspension testu (hodnotící 

míru depresivního chování).  

 

4.4.2 Design experimentu 

Experiment byl navržen tak, aby byla navozena dysbióza, která by byla posléze 

korigována podáním probiotického kmene EcO83. Zdravé dospělé samice myší kmenu 

BALB/c byly náhodně rozděleny do 4 pokusných skupin (8-11 myší na skupinu). První 

skupina byla léčena směsí širokospektrých antibiotik viz kapitola 4.4. přidaných do pitné 

vody po dobu jednoho týdne (k navození a sledování negativního účinku dysbiózy). Druhá 

skupina byla léčena antibiotiky stejným způsobem jako první skupina, ale následně jim byl 

gavážováním podáván probiotický bakteriální kmen EcO83:K24:H31 2*109 CFU v 200 μl 

gavážovacího pufru, po dobu 5 po sobě jdoucích dnů viz kapitola 4.11.2 (k posouzení 

schopnosti probiotik zvrátit dysbiotický stav). Třetí skupina sloužila jako kontrolní skupina, 

které bylo místo probiotik podáván gávážovací pufr. Čtvrtou skupinu představovaly myši 

léčené pouze probiotiky (ke sledování prevence). Schéma navrženého experimentu viz 

Obrázek 4. 
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Obrázek 4- Schéma experimentu navození dysbiózy a následné korekce probiotiky. Zkratky: ATB-antibiotika, EcO83- 

E. coli O83:K24:H31. Vlastní tvorba: BioRender.com 

 

4.4.3 Podávání antibiotik 

Pro vyvolání dysbiotického stavu se u příslušných skupin používala perorálně 

podávaná směs antibiotik Ampicilinu a Neomycinu v koncentraci 1 mg/ml. Do pitné vody 

byl myším přidán 100× koncentrovaný roztok (100 mg/ml) antibiotik, který byl připraven 

rozpuštěním práškové formy v destilované H2O. Voda s antibiotiky byla pravidelně měněna 

3x do týdne, a to v následujícím rozvrhu: v pátek podáno 150 ml vody s antibiotiky, pondělí 

100 ml vody s antibiotiky, a ve středu 100 ml vody s antibiotiky. Během výměny vody byly 

myši váženy.  

 

4.4.4 Kultivace a podávání probiotik 

Zmrazené bakteriální konzervy s bakterií EcO83 a kryoprotektivním glycerinem 

skladované při −80 °C v kryozkumavkách byly rozmraženy a následně 100 µl EcO83 bylo 

nasazeno do 20 ml předem připraveného tekutého kultivačního LB média pro následnou 6h 

kultivaci v inkubátoru s integrovanou třepačkou (při teplotě 37 °C a rychlosti třepání 200 

ot./min – 1,28g). V narostlé bakteriální kultuře byla změřena optická denzita (OD) 

spektrofotometrem při vlnové délce 600 nm (A600 = 0,5) na 3MF k ověření optimálního 
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zákalu bakteriální suspenze. OD a objem byl porovnán s počtem buněk pomocí dříve 

stanovených růstových křivek (růstové křivky byly vyhodnoceny na základě růstu bakterií 

na 0,05 % agarových plotnách (ve stejném LB médiu) v různých koncentracích a následným 

počítáním CFU odpovídajícím hodnotám v optické hustotě). Jakmile bakterie dosáhly cílové 

populační hustoty, byla suspenze EcO83 odstředěna při 4 000 g po dobu 10 min, následně 

jednou promyta v PBS a resuspendována v gavážovacím pufru na cílovou koncentraci 2*109 

CFU ve 200μl. 

Intragastrickou gaváží byla myším z cílové skupiny podána dávka 50 µl 2*109 CFU 

EcO83 po dobu 5 následujících dní prostřednictvím plastové kanyly zavedené do žaludku 

myši. Zbylé myši dostávaly stejné množství gavážovacího pufru bez probiotické bakterie. 

 

4.4.5 Odběr a zpracování vzorků tkání 

Myši byly uspány inhalační anestetickou směsí s 5 % isofluranových par a následně 

usmrceny exsanguinací. Po usmrcení byla jako první odebraná krev do předem připravených 

zkumavek s heparinem (10 USP jednotek/ml) krve, aby se zabránilo srážení krve až do další 

analýzy. Mezenterické uzliny byly homogenizovány v PBS, získané buňky byly filtrovány 

přes buněčné sítko s velikostí pórů 70 µm, zcentrifugovány (10 min při 170 g) a následně 

resuspendovány v 1 ml RPMI média a nakonec spočítány. Části tenkého a tlustého střeva 

byly nejprve očištěny od stolice a vzorky byly odebrány, a to následovně: 1 cm tkáně tenkého 

střeva ve vzdálenosti 3 cm od slepého střeva a z distální třetiny bylo odebráno 1 cm tlustého 

střeva, viz Obrázek 5. Vzorky byly uskladněny v RNA lateru a zmraženy při -80 °C pro 

izolaci RNA. Kostní dřeň byla získána ze stehenní a holenní kosti (z obou zadních končetin) 

propláchnuty kompletním RPMI médiem pomocí jehly jemně disociována pipetováním a 

přefiltrována přes 70 µm buněčné sítko, aby se odstranily všechny shluky a zbývající tkáň a 

vytvořila se suspenze jednotlivých buněk pro další analýzu, zcentrifugováno (4 °C, 4 min, 

600 g). Po odlití supernatantu byla peleta resuspendována v RPMI médiu. Poté byly 

buňky spočítány pomocí Bürkerovy komůrky a naředěny PBS pro následné využití. Slezina 

byla opatrně vyjmuta, mechanicky homogenizována a zpracována stejným způsobem jako 

kostní dřeň, k vytvoření suspenze jednotlivých buněk. Získaná suspenze splenocytů byla 

následně centrifugována (8 °C, 8 min, 170 g). Po odlití supernatantu byla peleta splenocytů 

resuspendována v RPMI. Poté byly buňky spočítány pomocí Bürkerovy komůrky a naředěny 

pro následné využití. 
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Obrázek 5 – Schématické znázornění odběru střevní tkáně. Vlastní tvorba: BioRender.com 

4.4.6 Odběr, izolace DNA a uskladnění vzorků stolice 

Před usmrcením a ukončením experimentu byly odebrány myší exkrementy. Ty byly 

následně skladovány při -80°C. Ze vzorků byla izolována celková DNA pomocí kitu 

PureLink™ Microbiome DNA Purification kit a zpracováno podle návodu výrobce s jejich 

komerčním protokolem. Kvalita a koncentrace dsDNA ze stolice byla stanovena pomocí 

přístroje NanoDrop (čistota ověřena při A260/280). 

 

4.4.7 Počítání buněk 

Suspenze buněk byla převedena do plastové zkumavky, ze které bylo 10 μl suspenze 

smícháno v poměru 1:1 s 0,4 % (m/V) trypanovou modří. Po důkladném promíchání bylo 

10 μl naneseno do počítací Bürkerové komůrky a spočítáno pod optickým mikroskopem za 

pomoci mechanického ručního počítadla, viz Obrázek 6. Trypanová modř oddělí živé a 

mrtvé buňky, které se nepočítají a 2 výsledky počítání se zprůměrují, převedou na 1ml a 

následně naředí kultivačním médiem na výslednou koncentraci. Vzorky s životaschopností 

pod 80 % byly z analýzy vyloučeny. 

 

Obrázek 6 – Bürkerova komůrka s vyznačenou oblastí 50 velkých čtverců počítací mřížky pro stanovení počtu leukocytů. 

Komůrka je rozdělená trojitými a dvojitými čárami na určitý počet čtverců. Z plochy komůrky byly spočítané buňky z 50 

čtverců (tučně vyznačená oblast) s postupem počítání buněk čtverec po čtverci směrem zleva doprava a zhora dolů, s tím 

že se počítaly pouze ty buňky, které se dotýkaly vnitřních 2 stran linií daného čtverce (tzv. počítaní do „L“) Získaný výsledek 

odpovídá koncentraci buněk/ml (Obrázek převzat z internetu http://www.thermofisher.cz) 
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4.4.8 Izolace RNA 

K izolaci celkové RNA byla použita komerčního souprava RNeasy® Mini Kit 

s postupem podle návodu výrobce s drobnými úpravami. Vzorky střevních tkání skladovaných 

ve zkumavkách v RNA lateru při -80 °C byly rozmraženy a zhomogenizovány pomocí 

zirkonium-křemičitých kuliček o průměru 1,4 mm Lysing Matrix D na automatickém 

homogenizátoru FastPrep-24 dle doporučeného programu Mouse intestine (40 s, 6ms/sec). 

Homogenizace tkání z mezenterických uzlin byla provedena ručním tyčovým 

homogenizátorem. Izolace RNA buněk kostní dřeně byla provedena z buněčné suspenze 

získané proplachem stehenní kosti. Práce byly prováděny podle následujícího protokolu: 

• vzorky byly připravovány na ledě 

• suspenze buněk byla zcentrifugována (8 °C, 8 min, 170 g) 

• do výsledného homogenátu/suspenze buněk byl přidán chlazený 70% ethanol o 

stejném objemu, obsah řádně promíchán pipetováním a celý vzorek přenesen na 

sběrnou RNeasy Mini spin kolonku se silikonovou membránou  

• centrifugace (23 °C, 15 s, 15 000 g) 

• ze sběrného dílu kolonky byla slita proteklá tekutinu 

• na kolonku bylo přidáno 350 μl RW1 pufru a znovu stočeno za stejných 

podmínek a přebytečná tekutinu slita 

• napipetována připravená a překlápěním aktivovaná DNáza o objemu 75 μl na 

vzorek (10 μl DNázy a 70 μl RDD pufru z RNase-Free DNase Setu) a 

inkubováno15 min při RT (k zabránění kontaminace genomové DNA) 

• do kolonky bylo přidáno 350 μl RW1 pufru a znovu stočeno a přebytečná tekutina 

slita 

• 2x přidáno 500 μl RPE pufru, stočeno a slito  

• vysušení s novou sběrnou kolonkou (23°C, 1min, 15 000 g) 

• pro eluci RNA do sběrných RNAze free zkumavek bylo přidáno 30 μl RNaze 

free H2O 

• k získání čisté RNA byla kolonko se sběrnou zkumavkou stočena (23 °C, 1min, 

15 000g) 
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• koncentrace a čistota RNA spektrofotometricky měřena na za použití přístroje 

NanoDrop 

Stanovení koncentrace a čistoty RNA 

• měření prováděno při vlnové délce 260 nm 

• čistota RNA jako poměr absorbancí A260/A280 v rozmezí 1,8-2 

Izolovaná RNA bylo uchovávána při teplotě −80 °C k další analýze. 

4.4.9 Reverzní transkripce a Real-Time PCR 

Ke stanovení exprese vybraných proteinů byla použita kvantitativní polymerázová 

řetězová reakce (qPCR, real-time polymerase chain reaction). 

Pro přípravu cDNA byla RNA standardizována tak, aby celkové množství 

odpovídalo 0,5 µg na jednu PCR reakci. Reverzní transkripce ze získané RNA byla 

provedena s využitím kitu High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (objemy 

v tabulce níže) dle pokynů výrobce za použití přístroje Thermal Cycler 200. Teplota a čas 

různých kroků odpovídaly údajům výrobce (1 cyklus, 25 °C, 10 min - 37 °C, 120 min - 85 

°C, 5 min). Kvantifikaci mRNA byla provedena pomocí kitu Luna Universal qPCR Master 

Mix. Vzorky byly napipetovány do 384-jamkových mikrotitračních destiček (objemy v 

tabulce níže) a byl k tomu využit přístroj Real-Time PCR7300 nebo LightCycler® 480 II 

Real-Time PCR Systém (35 cyklů, 95 °C, 10 s - 60 °C, 20 s - 72 °C, 20 s). Sondy genů 

TaqMan použité v této práci jsou uvedeny v Tabulce 4 výše. Beta-aktin byl použit jako 

referenční (housekeeping) gen. Relativní míra genové exprese byla poté vypočtena a 

normalizována pomocí metody 2-ΔΔCT (hodnota Ct, prahová hodnota cyklu) pro cílový i 

referenční gen u každého vzorku s porovnáním s kontrolou (Livak & Schmittgen, 2001). 

Tabulka 5. Jednotlivé složky do RT-PCR a qPCR reakce 

RT-PCR qPCR 

Složka Objem (μl) Složka Objem (μl) 

RT buffer 2 Master-mix 5 

DNT mix 0,8 Sonda 0,5 

Random primers 2 Rnase free H2O 2,5 

Reverse Transcriptase 1 cDNA 2 

RNase inhibitor 1   

RNA (5μg) 13,2   

+ RNase free H2O     
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4.4.10 Průtoková cytometrie 

S využitím průtokové cytometrie (FC, flow cytometry) byly detekovány povrchové 

znaky pro stanovení populací neutrofilů. Monoklonální protilátky konjugované 

s fluorochromy použité pro jednotlivé experimenty provedené v této práci jsou uvedeny 

v Tabulce 3. Data byla získána pomocí průtokového cytometru BD FACSCanto II a softwaru 

BD FACS Diva v6.1.2. Pro nastavení cytometrie byly použity kuličky CST Setup pomocí 

nichž byly výsledky standardizovány. Konečná analýza byla provedena pomocí softwaru 

FlowJo 10.9.0 s použitím vhodných kompenzačních kontrol (jednobarevné kontroly, 

kompenzační kuličky, izotopová kontrola) a kontrola fluorescence mínus jedna (FMO, 

fluorescence minus one) pro nastavení správné gatovací strategie.  

Práce s krví byly prováděny podle následujícího protokolu, který probíhal za 

pokojové teploty a stáčení buněk v centrifuze probíhalo za podmínek: 4 °C, 5 min, 15 000g. 

• vzorky byly stočeny, supernatant byl odsát pro odstranění kultivačního média 

• buňky byly naředěny PBS, vortexovány a stočeny 

• buňky byly nabarveny přidáním monoklonálních protilátek (mAb, monoclonal 

antibodies) anti-CD11b-PE, anti-CD62L-FITC, anti-CXCR2-PE-Cy7, anti-Ly6C-

APC-Cy7, anti-Ly6G-PerCP-Cy5.5, použité fluorochromy: viz. Tabulka 3 

připravené v premixu 

• inkubace buněk s mAb 15 minut při RT, ve tmě 

• bylo přidáno 200 µl předem připraveného BD FASC Cantoll lyzačního roztoku 

s ředěním 1:10 v PBS k lýze erytrocytů a následně inkubováno 10 min při RT, ve 

tmě 

• 2x promýváno 200 µl PBS, zvortexováno a pokaždé centrifugováno 

• viabilita byla ověřena separátně pomocí mAb Zombie 423106, s koncentrací 0,75 

mg/ml, v kanálu FITC 

• vzorky měřeny na průtokovém cytometru 

Gatovací strategie je znázorněna v rámci Obrázku 7. 
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Obrázek 7 – Příklad gatovací strategie průtokové cytometrie pro detekci povrchových znaků neutrofilů izolovaných 

z kostní dřeně – Identifikace singletů, živých CD11b+ buněk s rozlišením základních linií neutrofilů. Buňky byly 

barveny monoklonálními protilátkami proti povrchovým znakům v daném kanálu, a to následovně: PerCP – 

CXC2, FITC – Ly6C, APC - CD11b, PE - Ly6G, PE-Cy7 - CD62L.Buňky byly identifikovány na základě 

parametrů  předního a bočního rozptylu (SSC-A, side scatter a FSC-A- forward scatter) k identifikaci populace 

na základě velikosti a granularity. singlety pomocí FSC-H vs. FCS-A k vyloučení dubletů. Jednotlivé buňky na 

základě exprese CD11b+ identifikují myeloidní linii. Z populace CD11b+ se podle exprese Ly6G a Ly6C 

rozlišily různé podskupiny buněk. FMO kontroly znázorněny pomocí kontur, dvourozměrných grafů hustoty, 

které představují frekvenci buněk v každém bodě s vrstevnicemi – podobně jako topografická mapa. Buňky, 

které jsou hustě osídlenými oblastmi grafu, budou mít těsnější a soustřednější obrysy. Histogram pro CD11b+ 

buňky, kdy modrá barva značí barvený vzorek a červená FMO pro CD11b+. 
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4.4.11 Statická analýza 

Získané výsledky byly statisticky vyhodnoceny s využitím programu GraphPad 

Prism 8. Ke statistické signifikanci byl použit test One-way ANOVA (Analysis of variance, 

jednosměrná analýza rozptylu) anebo dvouvýběrový (nepárový) t-test a to v závislosti na 

distribuci dat. Rozdíly v α-diverzitě byly porovnány neparametrickým Kruskal-Wallisovým 

a Mann-Whitney testem. Pro vyloučení odlehlých hodnot byl použit Dixonův test, hodnoty 

p<0.2 byly ze statistického souboru vyloučeny. U jednotlivých výsledků hodnoty na grafu 

označují aritmetické průměry a chybové úsečky označují střední chybu průměru (SEM, 

Standard error of the mean), v případě průtokové cytometrie byla užita směrodatná odchylka 

(SD, Standard deviation). Korelace uvedené v této práci byly analyzovány pomocí 

neparametrického Spearmanova korelačního koeficientu. Hodnoty statistické odchylky *p≤ 

0,05, **p ≤ 0,01, ***p ≤ 0,001, ****p ≤ 0,0001 byly považovány za signifikantní
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5. Výsledky 

K porovnání výsledků z jednotlivých analýz mikrobiálního složení, byla provedena 

izolace DNA ze stolice myší. Údaje o sekvenování mikrobiomu uvedené v této práci byly 

vytvořeny společností Illumina, Institute of Applied Biotechnologies a.s., která provedla 

sekvenaci 16SrDNA, vytvořila následný report, jehož interpretace tvoří základ následujících 

výsledků. Data z mikrobiálních vzorků poskytnutá společností byla zpracována, 

analyzována a upravena dle potřeby a výsledky vizualizovány pomocí Graph padu.  

5.2 Dysbióza a složení mikrobioty 

Dysbióza, narušení rovnováhy mikrobiálních společenstev, má vliv na metabolismus 

hostitele a může se projevit fyziologickými alteracemi. K odhalení role dysbiózy, byla 

myším podávána směs širokospektrálních antibiotik a následně pozorován její vliv na složení 

a diverzitu mikrobioty, stav střevní tkáně a dynamiku tělesné hmotnosti. Skupiny léčené 

antibiotiky vykazovaly významný pokles hmotnosti během 6 dne (D6, day 6). U myší 

s probiotickou intervencí nebylo pozorováno ve srovnání s jinými skupinami žádné 

významné zvýšení či snížení hmotnosti. 

Morfologie střeva a slizniční struktury slepého střeva (caecum, appendix) byly 

porovnány mezi třemi skupinami: kontrolní skupinou, skupinou léčenou antibiotiky a 

probiotiky. V experimentální skupině myší zaléčených antibiotiky bylo oproti kontrolám, 

pozorováno zvětšené, zduřelé a nafouknuté slepé střevo s tmavě zbarveným obsahem. Po 

podání EcO83 již na makroskopické úrovni došlo ke znatelnému zlepšení zdravotního stavu, 

slepé střevo bylo zmenšené a střevní obsah zesvětlal (Obrázek 8C). 

Vyhodnocení nativního mikrobiálního složení u myší léčených dle zařazení do dané 

skupiny, bylo stanoveno pomocí indexu alfa diverzity. Alfa diverzita, která představuje 

průměrnou druhovou diverzita, porovnává rozmanitost druhů v rámci jednotlivých vzorků 

dané skupiny. Shannon-Weiner index, který se používá ke stanovení alfa diverzity, je 

vyjádřením typu a četnosti bakteriálních druhů ve vzorku (Obrázek 8D). Tento test odhalil 

významný nárust zastoupení jednotlivých bakteriálních druhů po kolonizaci probiotikem 

EcO83. Jako kvantitativní měřítko mikrobiální bohatosti v příslušných skupinách slouží 

počet identifikovaných druhů, kdy skupina zaléčená antibiotiky vykazuje největší 

homogenitu v rámci datové sady (Obrázek 8E).  
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Obrázek 8 - Dysbióza a složení mikrobioty u léčených a neléčených myší antibiotiky a probiotikem EcO83. A. Graf váhy 

myší Balb/c v průběhu experimentu. B. Schéma experimentu. C. Makroskopické snímky střeva - morfologie slepého střeva 

a přilehlého tenkého střeva (ilea) a část tlustého střeva. Makroskopické pozorování ukázalo, že slepé střevo bylo zvětšeno, 

nafouknuto s tmavě zbarveným obsahem u myší léčených antibiotiky, u myší s následným podáním probiotik došlo ke značné 

korekci. D. Alfa diverzita střevního mikrobiomu, která byla stanovena pomocí Shannon-Wiener indexu.(V houslovém grafu 

je znázorněn medián a první a třetí kvartil. Šířka houslí na každé úrovni představuje hustotu diverzity v rámci datové sady. 

Ke statistickému vyhodnocení byl použit neparametrický Kruskal-Wallisův test, Mann-Whitney test, ANOVA) E. Počet 

identifikovaných druhů. (Vyhodnoceno Mann-Whitney test a ANOVA). Pro všechna měření n=11 pro K, n=10 pro EcO83, 

n=9 pro ATB, n=9 pro ATB+EcO83. Zkratky: ATB – skupina s podanými antibiotiky, EcO83- skupina s podanými 

probiotiky E. coli O83:K24:H3, K – kontrolní skupina.  

Střevní mikrobiom byl klasifikován napříč kmeny, třídami a řády. Na každé úrovni 

taxonu byly odhaleny určité vzorce mikrobiálního společenství obývající toto prostředí 

(podrobné údaje jsou uvedeny v příloze: Doplňující Tabulka 1-3). Složení střevního 

mikrobiomu všech vzorků na úrovni bakteriálních kmenů prokázalo nesignifikantní rozdíly 

mezi jednotlivými skupinami (Obrázek 9A). Mezi nejrozšířenější bakteriální kmeny se 

řadily: Bacteroidetes, Firmicutes a Proteobacteria, i když se podíl průměrných hodnot 

jednotlivých bakterií v rámci jednotlivých skupin lišil (Obrázek 9A-B). Relativní zastoupení 

pro Bacteroidetes bylo (70,74% ± 10,10% pro K; 73,82% ± 9,81% pro EcO83; 74,40 %± 

9,46% pro ATB; 70,72% ± 13,19% pro ATB+EcO83), Firmicutes vykazovaly hodnoty 

(26,48% ± 9,55%; 22,42% ± 9,32%; 23,16% ± 10,49%; 25,99% ± 12,62%) a Proteobacteria 

(2,12% ± 0,51%; 2,45% ± 0,80%; 2,25% ± 1,26%; 2,52% ± 2,24%). 
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Z bakteriálních tříd byly Bacteroidia a Clostridia hlavními složkami mikrobiomu ve 

všech skupinách (Obrázek 9C-D). Jejich relativní zastoupení bylo pro Bacteroidia (69,70% 

± 10,15%; 72,72% ± 9,65%; 73,78% ± 9,26%; 70,32% ± 13,10%) a Clostridia (26,16% ± 

9,63%; 22,05% ± 9,36%; 22,90% ± 10,40%; 25,61% ± 12,57% 

 

Obrázek 9 - Dysbióza a změny ve složení mikrobioty u léčených a neléčených myší antibiotiky a probiotikem EcO83. A. 

Histogram procentuálního zastoupení ve střevním mikrobiomu na úrovni bakteriálního kmene B.Průměrné procentuální 

zastoupení jednotlivých kmenů v rámci skupin. C. Histogram na úrovni bakteriálních tříd. D.Průměrné procentuální 

zastoupení jednotlivých tříd v rámci skupin. Pro všechna měření n=11 pro C, n=10 pro EcO83, n=9 pro ATB, n=9 pro 

ATB+EcO83. Zkratky: ATB – skupina s podanými antibiotiky, EcO83- skupina s podanými probiotiky E. coli 

O83:K24:H3, K – kontrolní skupina 
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Obrázek 10 - Dysbióza a změny ve složení mikrobioty u léčených a neléčených myší antibiotiky a probiotikem EcO83. 

A.  procentuálního zastoupení ve střevním mikrobiomu na úrovni bakteriálních řádů.  B.Průměrné procentuální zastoupení 

jednotlivých řádů v rámci skupin. Pro všechna měření n=11 pro C, n=10 pro EcO83, n=9 pro ATB, n=9 pro ATB+EcO83. 

Zkratky: ATB – skupina s podanými antibiotiky, EcO83- skupina s podanými probiotiky E. coli O83:K24:H3, K – kontrolní 

skupina 

 

 

5.3 Analýza fenotypu neutrofilů  

Vyhodnocení fenotypu neutrofilů bylo provedeno průtokovou cytometrií se 

zaměřením na specifické povrchové znaky, konkrétně CD11b, CD62L, CXCR2, Ly6C a 

Ly6G (Rose et al., 2012; Bronte et al., 2016; Zhu et al., 2018; Jimenez et al., 2019; Ng et al., 

2019; X. Xie et al., 2020) Tyto znaky byly vybrány na základě jejich stanovených rolí ve 

funkci imunitních buněk, jak je podrobně uvedeno v Tabulce 2, kapitola 2.4. Cílem bylo 

objasnit účinky dysbiózy a následné probiotické intervence ve vztahu k jednotlivým 

neutrofilním populacím. 

 Neutrofily byly identifikovány jako CD11b+ buňky na základě předního (FCS, 

forward scatter) a bočního rozptylu (SSC, side scatter), dále jako Ly6G+ granulocyty a 

finálně charakterizovány jako buňky CD11b+Ly6G+CXCR2-/+CD62L-/+, viz gatovací 

strategie Obrázek 7. 

Populace CD11b+ buněk, indikující aktivaci myeloidních buněk, vykazovala nárůst 

po podání probiotik EcO83, ale nikoliv po podání antibiotik. Toto pozorování naznačuje, že 

EcO83 stimuluje myeloidní buňky zahrnující neutrofily, ale i monocyty a makrofágy, které 

tento znak typicky exprimují. Pro stanovení míry exprese znaků na jednotlivých buňkách 
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byla porovnána průměrná intenzita fluorescence (MFI, Mean Fluorescence Intensity). 

Analýza MFI ukázala vyšší hustotu exprese CD11b+ na buněčném povrchu po léčbě 

antibiotiky, navzdory srovnatelnému počtu buněk, což značí imunitní aktivaci v reakci na 

změnu mikrobiálního složení.  

Znaky Ly6C a Ly6G bývají tradičně užívané k definování jednotlivých subsetů 

myeloidních buněk, zejména Ly6C+ bývá spojováno se zánětlivými monocyty/makrofágy a 

Ly6G+ granulocyty a neutrofily (Ray et al. 2015), či k identifikaci myeloidních 

supresorových buněk (MDSC) na jejichž základě bylo prokázáno, že existují subpopulace 

PMN-MDSC mající fenotyp CD11b+Ly6G+Ly6Clow a monocytární (M)-MDSC s 

CD11b+Ly6G-Ly6Chigh (Bronte et al., 2016). Na základě toho byly v populaci CD11b+ buněk 

identifikovány jednotlivé podskupiny buněk exprimující znaky Ly6C+, Ly6G+, 

Ly6C+Ly6G+ a Ly6C-Ly6G-, viz Obrázek 11 A-F. Po podání antibiotik nebyl zaznamenán 

očekáváný nárust Ly6G+ neutrofilů (Obrázek 11C) z čehož se dá usuzovat, že významně 

nebyla ovlivněna migrace či diferenciace neutrofilů. Podobně ani procento Ly6C buněk 

neodhalilo žádný podstatný posun po léčbě, což poukazuje na to, že za podmínek této práce 

zůstává systémová zánětlivá odpověď na úrovni monocytů nedotčena. Byla však pozorována 

signifikantně zvýšená populace buněk nesoucí znak Ly6C-Ly6G- (Obrázek 11F). 

Další klíčové znaky, které byly zkoumány mezi Ly6G+ granulocyty, představují 

CD62L, marker indikující extravazaci neutrofilů a tkáňovou infiltraci a dále CXCR2, 

chemokinový receptor účastnící se migrace neutrofilů. Z populace CD11b+Ly6G+ neutrofilů 

byly na základě exprese znaků CXCR2 a CD62L pozorované subpopulace buněk nesoucí 

kombinace CXCR2+CD62L+, CXCR2-CD62L+, CXCR2+CD62L- a CXCR2-CD62L- (viz 

Obrázek 12 A-D). Z našeho měření vyplývá, že jak antibiotická, tak probiotická léčba může 

modulovat aktivaci a migraci neutrofilů. Po podání antibiotik byl pozorován signifikantní 

nárůst populace neutrofilů charakterizovaných jako CD11b+Ly6G+ CXCR2-CD62L- 

(Obrázek 12D). Probiotická léčba pomocí EcO83 vykazuje různé účinky, které poukazují na 

modulaci imunitní odpovědi., zvláště patrný nárust oproti kontrolním skupinám je vidět na 

Obrázku 12 A-C. 

Posuny v populačních kvadrantech na základě exprese CXCR2 a CD62L v 

ukázkových obrázcích pro jednotlivé skupiny (viz Obrázek 12H) ukazují na odlišnosti 

sledovaných buněk v daném stavu léčby. 

Spearmanova korelační matice odhaluje korelace mezi různými cytokiny, PRR a 
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enzymy měřenými v kostní dřeni s CD62L populací neutrofilů (Obrázek 12F), která byla 

vybrána na základě exprese tohoto znaku (Obrázek E,G,H), kde je vidět MFI pro CD62L 

neutrofily a histogram populace buněk exprimující CD62L. Stav aktivace neutrofilů by se 

mohl odrazit v profilech systémových cytokinů, jako je IL-1β  a TNF-α, ale zejména IL-10 

u něž byla prokázaná negativní korelace. 

 

 
Obrázek 11 - Analýza fenotypu neutrofilů izolovaných z kostní dřeně u léčených a neléčených myší antibiotiky a 

probiotikem EcO83 dle zařazení do skupin, měřeno pomocí průtokové cytometrie. A. Procentuální zastoupení CD11b+ 

buněk. B. Střední intenzita fluorescence (MFI) u CD11b+ buněk. C-D. Procentuální zastoupení Ly6G+ granulocytů a 

Ly6C+ monocytů/makrofágů. E-F. Procentuální zastoupení Ly6G+/-Ly6C+/- buněk z CD11b+ populace. Zobrazena 

směrodatná odchylka (SD) a k vyhodnocení byl použit ANOVA test. Zkratky: ATB – skupina, EcO83- skupina s podanými 

probiotiky E. coli O83:K24:H3 s podanými antibiotiky, K-kontrolní skupina, MFI - Střední intenzita fluorescence. 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 představuje statisticky významnou odchylku. Uvedené výsledky jsou z 1 měření 

experimentu 
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Obrázek 12- Analýza fenotypu neutrofilů odebraných z kostní dřeně u léčených a neléčených myší antibiotiky a 

probiotikem EcO83 dle zařazení do skupin, měřeno pomocí průtokové cytometrie. A-D. Procentuální zastoupení 
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neutrofilů definovaných jako CXCR2+/-CD62L+/- z Ly6G+ granulocytů. E. Průměrná intenzita fluorescence (MFI) pro 

CD62L neutrofily. F. Korelační matice pro povrchové znaky (MFI) a cytokiny z kostní dřeně u skupiny zaléčené antibiotiky. 

Zvyšující se gradient červené barvy značí vyšší pozitivní korelaci. Gradient žluté barvy značí negativní korelaci. Hodnoty 

byly porovnány neparametrickou Spearmanovou korelací. G. Histogram exprese CD62L u Ly6G+ neutrofilů u vybraných 

vzorků pro každou skupinu, kdy K-šedá, EcO83-žlutá, ATB-červená, ATB+EcO83-zelená. H. Reprezentativní obrázky gatů 

pro jednotlivé skupiny stejných vzorků jako v grafu G. Hustota bodů ukazuje velikost populace v každém kvadrantu. 

Nastaveno dle FMO kontrol, viz gatovací strategie Obrázek 7. Pro všechna měření n=11 pro C, n=10 pro EcO83, n=8 pro 

ATB, n=9 pro ATB+EcO83., Zobrazena směrodatná odchylka (SD) a k vyhodnocení byla použita ANOVA a nepárový t- 

test. ATB – skupina, EcO83- skupina s podanými probiotiky E. coli O83:K24:H3 s podanými antibiotiky, K-kontrolní 

skupina. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001  představuje statisticky významnou odchylku. Uvedené výsledky 

z 1 měření experimentu. 

 

 

5.4 Stanovení genové exprese v kostní dřeni  

V kontextu vlivu dysbiózy na funkci neutrofilů bylo naším cílem v kostní dřeni 

analyzovat expresi genů souvisejících s funkcí a pohotovostí neutrofilů. Vzhledem k úzké 

interakci mezi střevním mikrobiomem a imunitním systémem jsme předpokládali, že 

indukovaná střevní dysbióza povede k významným změnám v expresi klíčových zánětlivých 

i protizánětlivých cytokinů v kostní dřeni. Primárním cílem bylo prozkoumat potenciální 

dopad dybiózy na systémový zánět a ověřit připravenost imunitního systému čelit 

patogenním hrozbám. 

Genová exprese jednotlivých genů byla kvantifikována pomocí qPCR. Analýza byla 

zaměřena na expresi prozánětlivých cytokinů a genů spojených se supresivními vlastnostmi 

(Obrázek 13A), PRR (Obrázek 13B) a genů spojených s antimikrobiální aktivitou (Obrázek 

13C). 

Prozánětlivé cytokiny IL-1β a TNF-α po podání antibiotik vyšly signifikantně vyšší 

oproti kontrolám, s následným výrazným snížením exprese po probiotické léčbě, což 

naznačuje potenciální probiotický účinek EcO83. 

IL-10 jako protizánětlivý cytokin vykazuje zvýšenou expresi, jak ve skupině 

s podanými antibiotiky, tak že jeho regulace v zánětu je v souladu s jeho protizánětlivou 

fukncí. 

Zvýšení exprese genu pro TLR2 nastalo po podání antibiotik, to značí aktivaci 

vrozeného systému v reakci na mikrobiální stimuly způsobené změněnou mikrobiotou. 

Oproti tomu exprese TLR4 byla stimulována ke zvýšení po podání probiotik, jelikož 

rozpoznává tento PRR rozpoznává LPS, což je složka vnější membrány gramnegativních 

bakterií, včetně určitých kmenů E. coli. 

Zánětlivé stavy často stimulují produkci antimikrobiálních peptidů jako součást 
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přirozené imunitní odpovědi, přesto hladiny antimikrobiálních peptidů (MPO, PRTN3, 

CTGS) měřených v kostní dřeni zůstaly nevypovídající a nedošlo k výrazné stimulaci po 

podání antibiotik či probiotik. Tyto data by mohla naznačovat, že zánět byl v důsledku 

dybiózy vyvolán, ale také může být následně modulován probiotickou léčbou a přitom 

základní funkce neutrofilů zůstávají nedotčené. V důsledku to může být hostiteli prospěšné 

pro zachování jeho obranyschopnosti. 
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Obrázek 13 – Analýza genové exprese vybraných genů v kostní dřeni: Genová exprese u léčených a neléčených myší 

antibiotiky a probiotikem EcO83, měřeno pomocí qRT-PCR. Jako referenční hodnota byl použit gen pro beta-aktin. A. 

Relativní exprese genů pro cytokiny zapojených do regulace zánětu. B. Exprese genů kódujících PRR.  C. Relativní 

kvantifikace genů spjatých s antimikrobiální odpovědí. Pro všechna měření byly zahrnuty myši za následujících podmínek: 

n=4 pro K, n=8 pro EcO83, n=4 pro ATB, n=5 pro ATB+EcO8, chybějící hodnoty odpovídají myším, které nedokončily 

experiment kvůli úmrtnosti nebo byly vyloučeny Dixonovým testem. Zkratky: ATB – skupina s podanými antibiotiky, CTSG- 

katepsin G, EcO83- skupina s podanými probiotiky E. coli O83:K24:H3, K-kontrolní skupina, MPO- myeloperoxidáza, 

PRTN3- proteináza 3 *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 představuje statisticky významnou odchylku. Uvedené výsledky z 1 

měření experimentu. 
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5.5 Dysbióza a epiteliální odezva ve střevní tkáni 

Naším cílem bylo vyhodnotit dopad dysbiózy na poškození střevní tkáně a dále 

prozkoumat, zda podávání EcO83 může podpořit její zotavení. Abychom toho dosáhli, 

zaměřili jsme se na čtyři geny, o kterých je známo, že jsou součástí proteinů těsného spojení: 

protein těsného spojení Zonula Occludens-1 (Zo1), Occludin (Ocln), Claudin 1 a 5 (Cldn 

1,5), a jeden transportní protein: Lipocalin 2 (Lcn2) viz Obrázek 14. Analýza genové exprese 

byla provedena na lyzátech extrahovaných z tkání tenkého a tlustého střeva pomocí metody 

qPCR. Předchozí studie prokázaly, že podávání antibiotik vedlo ke snížení exprese různých 

genů asociovaných s proteiny těsného spojení, konkrétně Cldn1, Ocln a ZO-1 ve střevě 

(Feng et al., 2019) a Cldn3 a Cldn4 v tlustém střevě (Ran et al., 2020). Předchozí výzkum 

naší laboratoře ukázal, že časná postnatální kolonizace EcO83 zvýšila expresi genů těsných 

spojení Cldn a Ocln a také IL10, čímž byla podpořena funkce střevní bariéry (Súkeníková et 

al., 2022). 

Naše analýza odhalila významnou modulaci exprese proteinů v tenkém střevě u myší 

s vyvolanou dysbiózou. Překvapivě byla exprese charakterizována zvýšením, zejména u 

proteinů, jako je Cldn1, Cldn5 a Lcn2, ve srovnání s kontrolními skupinami na rozdíl od 

předpokládaného poklesu (Obrázek 14A). 

Po podání probiotik EcO83 byla v tenkém střevě pozorována signifikantně zvýšená 

regulace napříč téměř všemi geny těsných spojení, což naznačuje potenciální vliv EcO83 na 

obnovení funkce intestinální bariéry. Zvláště pozoruhodná byla zvýšená relativní exprese 

Lcn2 bezprostředně po kolonizaci EcO83 ve srovnání s kontrolami. Obecně geny asociované 

s TJ v tenkém střevě vykazovaly po podání probiotik významné zotavení, což ukazuje na 

obnovení integrity epitelu. 

Podávání antibiotik ovlivňuje homeostázu střevního epitelu, kdy v případě vážného 

poškození dochází k indukci lokálního zánětu, který se dle předchozího výzkumu projevuje 

vyššíma hodnotami zánětlivých cytokinů TNF-α, IFN-γ a IL-1β, oproti kontrolám k jejichž 

normalizaci došlo po podání probiotik (Shi, Zhao, et al., 2018). Naše pozorování odhalilo, 

že hladiny prozánětlivých cytokinů v návaznosti na antibiotickou léčbu tenkém střevě vyšly 

signifikantně pouze IL-1β, ačkoliv hladina TNF-α byla po podání antibiotik zvýšená, 

signifikance se neprokázala. V případě cytokinu IFN-γ v tlustém střevě po stimulaci EcO83 

došlo k signifikantnímu zvýšení, antibiotika obecně v tlustém střevu zánět nevyvolala.  

V tenkém střevu došlo dále ke stimulaci cytokinů IL-4 a IL-13, které prokázali vyšší 
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expresi po podání antibiotik. (Obrázek 14) I když je IL-4 tradičně spojován s imunitními 

reakcemi typu 2, bylo prokázáno, že IL-4 může mít ve střevě také prozánětlivé vlastnosti 

(Kampen et al., 2005), což naše výsledky potvrzují. IL-13 je cytokin, který je vylučován 

ILC2, podporuje samoobnovu střevních kmenových buněk (Y. Saito et al., 2020) a tudíž 

hraje zásadní roli ve střevním prostředí, tak jako IL-4. 

Enzym IDO1 zapojený do metabolismu tryptofanu je spjat s imunitní regulací 

s imunosupresivními účinky, prokázal signifikantní expresi v skupině s následnou 

probiotickou léčbou v tlustém střevě (Obrázek 15C). Ve skupině s podanými antibiotiky 

nebyla prokázána zvýšená exprese ani v tenkém ani v tlustém střevu, jak bylo 

předpokládáno, kdy zvýšená exprese IDO1 by značila snahu čelit zánětu a obnovit imunitní 

homeostázu (Choi et al., 2020). 

Lcn2 v tenkém ani v tlustém střevě nevyvolal zvýšenou expresi (Obrázek 12B a 

13D), kterou jsme předpokládali (Stallhofer et al., 2015; Moschen et al., 2017) 

Pro vyjádření pozorovaných změn spjatých s dysbiózou. byla provedena korelační 

analýza (Obrázek 14C), která odhalila pozitivní korelaci mezi některými geny, graficky 

znázorněné byly geny Cldn1 a Cldn5 a dále prozánětlivým cytokinem IL-1β a Cldn5, kde 

závislost byla nejvýraznější (Obrázek 14D). Toto pozorování částečně potvrdilo, že změny 

ve složení mikrobioty vyvolaly rozdílnou expresi proteinů těsného spojení a ty korelovaly 

se změnami v cytokinech. Porovnání korelačních analýz pro jednotlivé skupiny viz Příloha 

doplňující Obrázek 17. 
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Obrázek 14- Analýza genové exprese vybraných genů v tenkém a tlustém střevě: Genová exprese u léčených a 

neléčených myší antibiotiky a probiotikem EcO83, měřeno pomocí qRT-PCR. Jako referenční hodnota byl použit 

housekeeping gen pro beta-aktin. A. Relativní exprese genů spojených s molekulami proteinů těsného spojení v tenkém 

střevu. B. Relativní exprese genu pro Lipocalin 2 v tenkém střevu. C. Spearmanova korelační matice relativní exprese 

zkoumaných genů v tenkém střevu u antibiotické skupiny. Zvyšující se gradient červené barvy značí vyšší pozitivní korelaci. 

Gradient žluté barvy značí negativní korelaci. Hodnoty byly porovnány neparametrickou Spearmanovou korelací. D. 
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Pozitivní korelace pro vybrané geny v tenkém střevu.  Výsledek byl statisticky vyjádřen jako Pearsonův korelační koeficient. 

D. Relativní exprese genů v tlustém střevu. Zkratky: K-kontrolní skupina, EcO83- skupina s podaným probiotikem E. coli 

O83:K24:H3, ATB – skupina s podanými antibiotiky. Cldn – Claudin, Ocld - occludin, ZO-1 - zonula occludens 1. Lcn2 

– lipocalin 2. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 představuje statisticky významnou odchylku. Uvedené výsledky ze 2 

nezávislých měření experimentu pro tenké střevo (A-D), pro tlusté střevo (E) z 1 měření experimentu . 

 

Obrázek 15- Analýza genové exprese vybraných genů v tenkém a tllustém střevě: Genová exprese u léčených a 

neléčených myší antibiotiky a probiotikem EcO83, vyšetřeno pomocí qRT-PCR. Jako referenční hodnota byl použit 

housekeeping gen pro beta-aktin. A.-C. Relativní exprese genů v tenkém střevu. D. Relativní exprese genů v tlustém střevu 

IDO1 a Lcn2 E. Relativní exprese pro prozánětlivé cytokiny v tlustém střevě F. Relativní exprese genu pro myeloperoxidázu 
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v tlustém střevě. Zkratky: ATB – skupina s podanými antibiotiky, , EcO83- skupina s podanými probiotiky E. coli 

O83:K24:H3, IDO1- Indolamin 2,3-dioxygenáza, K-kontrolní skupina, Lcn2 – lipocalin, MPO- myeloperoxidáza, 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 představuje statisticky významnou odchylku. Uvedené výsledky ze 1-2 nezávislých měření 

experimentu, podle toho se liší počet n. 

 

 

5.6 Stanovení genové exprese – mezenterické uzliny  

Mezenteriální lymfatické uzliny (MLN, mesenteric lymph nodes) slouží jako zásadní 

imunologické rozhraní mezi střevem a systémovým imunitním systémem. Vzhledem ke své 

pozici při filtrování antigenů a patogenů z gastrointestinálního traktu poskytují MLN dohled 

nad stavem organismu odrážející vliv mikrobioty na systémový zánět a funkci neutrofilů. 

Profily genové exprese klíčových cytokinů byly v MLN kvantifikovány pomocí qPCR. 

Cílem bylo prozkoumat potenciální posuny v hladinách cytokinů, které by mohly ukázat stav 

a funkci neutrofilů za různých mikrobiálních podmínek. Očekává se, že následující vzorce 

genové exprese (Obrázek 16) objasní imunologické důsledky dysbiózy a cílené probiotické 

léčby v rámci MLN. 

Antibiotická léčba může mít vliv na expresi cytokinů spjatých se zánětlivou odpovědí 

a regulací zánětu, konkrétně s podporou zánětlivé Th1 lymfocytární odpovědi (IFN-γ, IL-

18, IL-2), Th17 lymfocytární odpovědí (IL-17) či s protektivní protizánětlivou odpovědí (IL-

10, IL-4). Změřené hladiny cytokinu IL-2 neodhalila žádné významné odchylky mezi 

jednotlivými skupinami, což naznačuje konzistentní stav aktivace T buněk v rámci MLN. 

Rovněž ani u IFN-γ nebyl prokázán trend o indukovaném zánětu a podporou Th1 odpovědi. 

Podobně i exprese u cytokinu IL-4, který bývá spjat s Th2 imunitní odpovědí, nebyla 

prokázána žádná významná změna, hladiny exprese zůstaly jednotné napříč všemi 

skupinami. IL-10 rovněž nijak zvlášť neprojevil svoji funkci jako protizánětlivého 

regulátoru. Naproti tomu zajímavě vyšel IL-17 po probiotické léčbě, po antibiotické nevyšel 

zvýšený, jak jsme předpokládali (Flannigan et al., 2017).  Paradoxně Il-18 vyšel významně 

snížen po léčbě antibiotiky. 
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Obrázek 16 - Analýza genové exprese vybraných genů v mezenterických uzlinách: Genová exprese specifických cytokinů 

v MLN u léčených a neléčených myší antibiotiky a probiotikem EcO83, vyšetřeno pomocí qRT-PCR. Jako referenční 

hodnota byl použit housekeeping gen pro beta-aktin. Zkratky: ATB – skupina s podanými antibiotiky, EcO83- skupina 

s podanými probiotiky E. coli O83:K24:H,  IFN-γ -interferon gamma, K-kontrolní skupina. *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001 představuje statisticky významnou odchylku. Uvedené výsledky pocházejí z 1 měření experimentu. 
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6. Diskuze  

Cílem této studie bylo prozkoumat možnosti modulace střevní dysbiózy vyvolané 

antibiotiky, a to prostřednictvím cílené aplikace probiotické bakterie Escherichia coli 

O83:K24:H31. Naším úkolem bylo posoudit, zda toto probiotikum má schopnost obnovit 

poškozenou mikrobiální rovnováhu a může podpořit obnovu funkci imunitního systému a 

vzájemných rovnovážných interakcí mezi mikrobiotou a imunitním systémem hostitele. 

Zaměřili jsme se na analýzu fenotypu neutrofilních populací ve spojení s bariérovou funkcí 

střeva, abychom lépe pochopili jejich vzájemné působení s mikrobiotou a imunitním 

systémem hostitele. Experimentální model s myšmi kmene BALB/c nám poskytl 

kontrolované prostředí pro studium mikrobiální nerovnováhy jakožto faktoru, který se podílí 

na patogenezi různých onemocnění. Pochopení účinků dysbiózy je zásadní pro odhalení 

mechanismů onemocnění a vývoje potenciálních terapeutických strategií. Tento přístup nám 

umožnil prozkoumat potenciál probiotika při řešení komplikací souvisejících s dysbiózou a 

poskytl vhled do jejich účinnosti při obnově rovnováhy mikrobioty a modulaci imunitních 

reakcí. 

 

6.1 Dysbióza a složení mikrobioty  

Pozorovaná dysbióza vyvolaná širokospektrými antibiotiky, konkrétně ampicilinu a 

neomycinu, poukazuje na dopad pozměněné mikrobioty na fyziologii hostitele. Tato 

antibiotika byla rozsáhle studována jak samostatně (Shi, Kellingray, et al., 2018; X. Xu et 

al., 2019; Ran et al., 2020), tak ve směsi (Schepper et al., 2019), ale mnohdy v kombinaci i 

s dalšími antibiotickými přípravky jako je vankomycin, metronidazol a gentamycin (Huang 

et al., 2022) Předchozí výzkum ukázal, že širokospektrá antibiotika mohou zásadně měnit 

mikrobiální složení jak u myší (Duan et al., 2022), tak u lidí a upravovat mikrobiom ve 

prospěch patobiontů, snižovat odolnost hostitele a ohrozit jeho dlouhodobou pohodu (Huse 

et al., 2008; Yoon & Yoon, 2018). 

Na základě dostupných studií jsme předpokládali, že myši s navozenou dysbiózou 

budou vykazovat známky poškození střev, jejich hmotnost bude narůstat a jejich mikrobiota 

bude změněná, a to v poměru kmenů Firmicutes vůči Bacteriodetes (Schepper et al., 2019). 

Výrazný váhový úbytek pozorovaný 6. den po podání směsi antibiotik je v souladu 

se zjištěními ze studií ukazujících snížení hmotnosti u myší po požití beta-laktamových 

antibiotik, jako je ampicilin (Gu et al., 2020; J. Wang et al., 2022). Tento počáteční úbytek 
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hmotnosti pravděpodobně koreluje se snížením prospěšných komenzálních bakterií a jejich 

metabolitů nezbytných pro metabolické procesy (Miyamoto et al., 2019). K úbytku 

hmotnosti přispívají faktory jako je snížená produkce SCFA a narušení metabolismu 

žlučových kyselin, charakterizované vyčerpáním sekundárních žlučových kyselin a 

akumulací primárních nekonjugovaných žlučových kyselin. Navíc změny v regulaci chuti 

k jídlu mohou ovlivnit příjem potravy, i když pozorovaný úbytek hmotnosti spíše vyplývá 

ze změn mikrobiomu, než z přímé averze k hořké chuti antibiotik (K. S. Bongers et al., 

2022). Dále zvýšená střevní propustnost a záněty zhoršují malabsorpci živin (Kim et al., 

2012), což by také mohlo přispět k snížení hmotnosti i v takto krátké periodě. 

Ačkoliv se obvykle předpokládá, že léčba antibiotiky vede u myší i lidí k obezitě 

(Nuotio et al., 2022; S.-S. Xu et al., 2022), náš experiment nepotvrdil očekávaný přírůstek 

hmotnosti. To mohlo být způsobené jednak volbou antibiotik a časovém horizontu, jak 

dlouho byla antibiotika podávána a dále samotným ukončením experimentu, kde byla 

týdenní prodleva z důvodů probíhajících behaviorálních testů. Je možné, že dlouhodobější 

podávání antibiotik a zároveň okamžité sledování po ukončení léčby, by prokázalo 

výraznější dysbiózu (J. Wang et al., 2022). Pozoruhodné je, že sledování účinku 4denního 

podání β-laktamových antibiotik a jejich efekt v dlouhodobém horizontu 60 dní vedlo k 

váhovému příbytku (Gu et al., 2020). Zdá se, že posun v poměru bakterií 

Firmicutes:Bacteriodetes ve prospěch Firmicutes po podání antibiotik (Schepper et al., 

2019; Scott et al., 2018), který bývá ve většině literatury spojován s dysbiotickým stavem a 

nižší produkcí SCFA, souvisí se změnou hmotnosti a potenciálně by mohl vést k obezitě u 

dětí, jak bylo popsáno ve studiích (Bergström et al., 2014; P. Xu et al., 2012) Navzdory 

očekávání se v našem měření po podání antibiotik nepotvrdil růstový trend Firmicutes, což 

ale bývá u IBD, které je rovněž spojováno s dybiózou, ale poklesem specifických Firmicutes 

produkující butyrát, který bývá označován jako protizánětlivý (Machiels et al., 2014; Pascal 

et al., 2017; L. Zhou et al., 2018; Franzosa et al., 2019). Zajímavé je, že role tohoto kmene 

v produkci SCFA a jeho potenciálnímu zapojení do adipogeneze a ukládání tuků, nekoreluje 

s vyšší produkcí těchto metabolitů a jeho protektivním vlastnostem (Scott et al., 2018). 

V našem měření se po podání antibiotik projevilo hlavně zvýšení řádu Bacteroidales oproti 

ostatním skupinám, který je rovněž znám pro svou schopnost produkce SCFA. Bylo zjištěno, 

že butyrát zvyšuje hladinu TJ Cldn1, ZO-1, Ocln, stimulací genů odpovědných za kódování 

těchto proteinů (H. B. Wang et al., 2012; G. Chen et al., 2018). Toto zvýšení TJ po podání 

antibiotik jsme v tenkém střevu zaznamenali. Bylo by hezké předpokládat, že spolu navýšení 
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Bacteroidetes, produkce SCFA a změna v TJ souvisí, ale vztah mezi těmito proměnnými je 

komplikovanější a ovlivněn i jinými faktory a ani studie v tom nejsou jednotné. Nejsme si 

jisti, zda zvýšení Bacteroidetes je přímým důsledkem ztráty diverzity, či už se jedná o 

kompenzační mechanismus. Jelikož z dlouhodobého hlediska má totiž mikrobiom tendenci 

se přizpůsobovat, je tedy možné, že došlo ke zvýšení Bacteroidetes po podání antibiotik jako 

adaptivní reakce na podmínky vyvolané antibiotiky, což může vysvětlovat absenci 

pozorovaných změn v TJ střevní bariéry v tlustém střevě. Pro tuto teorii by bylo nezbytné 

další testování, které může zahrnovat měření produkce SCFA, delší experimentální období, 

jiná antibiotika ale také stáří myší, bylo prokázáno že podání antibiotik časně postnatálně 

má mnohem významnější efekt, jak v mikrobiotě, tak ale i v modulaci hmotnosti (Zanvit et 

al., 2015).  

Již dříve bylo prokázáno, že antibiotická intervence má negativní dopad na změnu 

stavby střeva a funkčnosti vedoucí ke zvýšení permeability tzv. „leaky gut“ (Tulstrup et al., 

2015). Po léčbě ceftriaxonem, cefalosporinovým antibiotikem třetí generace (Shao et al., 

2023), bylo zjištěno rozsáhlé poškození střev, které bylo pozorovatelné i v našich 

experimentech na makroskopické úrovni. Jelikož slepé střevo slouží jako rezervoár střevních 

komenzálů, tvoří biofilmy, které fungují jako centrum pro přebývání střevních bakterií a 

probiotik (Randal Bollinger et al., 2007), dá se předpokládat, že zvětšení jeho objemu je 

zapříčiněné snahou o kompenzaci mikrobiální nerovnováhy. Předchozí studie zaznamenaly 

změnu ve velikosti, délce a hmotnosti slepého střeva po léčbě vankomycinem, přičemž 

zjištění naznačovala korelaci s vyššími hladinami pH (Tulstrup et al., 2015; Ran et al., 2020), 

a zvýšenou expresí GLP-1 spojenou se sníženou motilitou a obezitou (X. Xu et al., 2019). 

Zaznamenali jsme největší rozdíl u Bacteteroidetes viz Doplňující Tabulka 1, které jsou 

hlavními kolonizátory tlustého střeva, a dříve bylo zjištěno, že jejich navýšení vedlo ke 

změnám v luminálním obsahu, protože jsou primární producenti žlučových kyselin a SCFA 

(Shao et al., 2023). Navíc bylo zaznamenáno, že změny v produkci SCFA jsou ovlivněny 

úrovní pH s tím, že vyšší pH podporuje právě Bacteroidetes (Duncan et al., 2009), které byly 

námi pozorovány s největším nárustem po podání antibiotik. Lymfoidní tkáň mohla být 

zvětšená už jen z toho hlediska, že usnadňuje adaptaci mikrobioty na změny ve střevním 

prostředí, podporuje imunitní toleranci, produkuje protilátky typu IgA (Laurin et al., 2011), 

ale rovněž v zánětlivých stavech je pozorována zvýšená infiltrace neutrofily (Singh et al., 

2016; Luo & Zhang, 2017; C. Zhang et al., 2023). Mikroskopické ani histologické testy 

nebyly prováděny, tudíž změny ve struktuře a zánětlivém stavu střeva byly posuzovány 
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pouze na základě makroskopického pozorování a biochemických markerů jako jsou 

cytokiny a proteiny TJ. Spearmanova korelační matice potvrdila pozitivní korelace mezi 

jednotlivými proteiny TJ jako Cldn1 a Cldn5, dále za pozitivní korelaci mezi zánětlivým IL-

1β a Cldn5, což může signalizovat změny v integritě střevní bariéry. Tyto výsledky 

naznačují, že naše pozorování mohou odrážet případnou adaptaci mikrobiomu v reakci na 

ztrátu diverzity, nebo pokus o obnovu normálního střevního prostředí po antibiotické terapii. 

Pomocí pyrosekvenační technologie bylo ověřeno, že antibiotikum ciprofloxacin, 

způsobuje trvalé a kumulativní změny ve složení a diverzitě střevního mikrobiomu (Huse et 

al., 2008). Na základě tohoto zjištění jsme se zaměřili na prozkoumání stavu dysbiózy po 

týdnu léčby směsí antibiotik. K tomu byla použita sekvenační technologie založená na 

bázi16S rDNA, která cílí na geny malé ribozomální podjednotky, obsahující devět 

hypervariabilních oblastí (V1-V9) (Chakravorty et al., 2007), obklopené konzervativními 

geny (Mccabe et al., 1999). Bioinformatická analýza této sekvenace odhalila, že kombinace 

ampicilinu a neomycinu vedla ke snížení mikrobiální rozmanitosti, zejména kmen 

Deferribacteres ubyl ve skupině s podanými antibiotiky. Alfa diverzita, vyjádřená jako 

Shanonova entropie, prokázala změny v diferenciálním zastoupení taxonů v jednotlivých 

skupinách. Toto pozorování je v souladu s předchozím výzkumem využívající čtyř druhů 

antibiotik (Huang et al., 2022). Nižší alfa diverzita střevní mikrobioty může být zapříčiněná 

narušenou homeostázou sliznice spojenou se sníženou imunitní tolerancí vůči komenzálním 

mikroorganismům. Dysbióza u zánětlivých onemocnění střev, jako je Crohnova choroba 

(CD, Crohn's disease) a ulcerózní kolitida (UC, ulcerative colitis), je spojena se změnami 

v alfa diverzitě střevní mikrobioty. Pozorovaná dysbióza u pacientů s IBD je 

charakterizovaná posuny v mikrobiotě vázané na sekreční IgA a abnormální produkcí IgA 

zaměřených na specifické komenzální rody, zejména Bacteroidetes (Michaud et al., 2022). 

Jelikož dysbióza zvyšuje koncentraci intraluminálního kyslíku a vede k rozkvětu 

fakultativních aerobů, jako jsou Enterobacteriaceae či zástupci z Betaproteobacteriae 

(Antonopoulos et al., 2009), či navýšení Proteobakteria (Shao et al., 2023), naše výsledky 

sekvenování fekálního mikrobiomu prokázaly zejména navýšení kmene Bacteroidetes a dále 

dvojnásobné navýšení třídy Alphaproteobacteria. To je v souladu s předchozími zjištěními 

ukazujícími, že Bacteroidetes mohou indukovat střevní zánět a kolitidu (Nakano et al., 2006; 

Scher et al., 2013). Rovněž bylo zjištěno, že relativní četnost Alphaproteobacteria pozitivně 

korelovala s poškozenou histopatologií a zánětem tlustého střeva v experimentálním modelu 

kolitidy (Castro-Mejiá et al., 2016), a byla spjatá s komplikacemi u dětských pacientů 
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podstupujících alogenní transplantaci hematopoetických kmenových buněk (Faraci et al., 

2024). Třída Gammaproteobacteria (čeleď Enterobacteriae), která bývá často volená jako 

indikátor dysbiózy, v našem měření nebyla pozorována nijak zvlášť jako zvýšená. Ale 

v rámci širší práce celého projektu GAUK, byla dysbióza v řádu Enterobacteriales velice 

markantní. 

Změny po indukci antibiotik jsme pozorovali, ale byly nižší, než jsme předpokládali, 

a proto se můžeme domnívat, že chronická dysbióza v tomto případě nemusela být 

závažného charakteru. V neposlední řadě stojí jistě za zmínku, že námi pozorované změny 

v mikrobiotě mohou být ovlivněné i odlišným bakteriálním osídlením mezi jednotlivými 

zvířaty ve zvěřinci a jejich dodavatelích, jak bylo popsáno v případě SFB a Th17 imunitní 

odpovědi (Ivanov et al., 2009). 

 

6.2 Analýza fenotypu neutrofilů  

Dysbióza, i když sama o sobě nemusí nutně vést k zánětu, bylo mnohokrát 

prokázáno, že změny v mikrobiomu mohou ovlivnit homeostázu imunitních buněk včetně 

neutrofilů, i na distálních místech (Ray et al.,2015). To se může dít prostřednictvím různých 

prozánětlivých cytokinů a signálních drah. Naše práce ukazuje, že dysbióza indukovaná 

antibiotiky, indukovala zánětlivé zvýšené zánětlivé cytokiny, jako IL-1β a TNF-α, zvláště v 

tenkém střevě a kostní dřeni, spolu s aktivací signálních drah jako je TLR2 v kostní dřeni a 

TLR4 v tenkém střevě. Proto i v této práci bylo cílem zjistit, jak se dlouhodobý účinek 

narušeného mikrobiálního společenství komenzálních bakterií projeví na přirozené 

obranyschopnosti organismu, konkrétně neutrofilech. 

Pomocí průtokové cytometrie jsme identifikovali změny ve fenotypových znacích 

neutrofilů a rozdělili je do subpopulací na základě pozitivity či negativity pro daný znak, 

zatímco jiné studie dělí subpopulace ještě dle míry exprese na high/int/low eventuálně bright/dim. 

K našemu překvapení po podání antibiotik nebylo zaznamenáno zvýšení ani snížení 

Ly6G neutrofilů v kostní dřeni v porovnání s ostatními skupinami, ačkoliv bylo prokázáno, 

že zánětlivé stavy mobilizují neutrofily, a to včetně nezralých stádií (Delano et al., 2011) 

(Christensen et al., 1981; Pillay et al., 2012). Na druhou stranu bylo prokázáno, že ke snížení 

Ly6G+ v kostní dřeni může dojít, pokud byla antibiotika podána březím samicím (Deshmukh 

et al., 2014). Ze samotné exprese Ly6G však nemůžeme usuzovat, zda došlo k větší 

mobilizaci neutrofilů z kostní dřeně do periferních tkání, s následnou zvýšenou produkcí 
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k uspokojení poptávky po neutrofilech v místě zánětu. Zánětlivé podněty mohou vést 

k expanzi a mobilizaci prekurzorů, označovaných jako pre-neutrofily, které byly rozlišeny 

dle míry exprese znaků na proliferativní s Ly6GlowCXCR2- fenotypem (stádium 

promyelocytů). A dále na neutrofily neproliferativní, které exprimují Ly6G a CXCR2 ve 

vysoké míře (Evrard et al., 2018) zahrnující myelocyty, metamyelocyty a tyčové PMN. Ve 

studii Zhang et al. potvrdili, že při zánětlivém stavu jako je UC, dochází k vyplavení Ly6G+ 

neutrofilů na základě chemoatraktantů, zejména IL-1β a CXCL8, do periferní krve, ale i do 

v mezenterických uzlin a peritonea, a to podtrhuje jejich roli při zhoršování zánětu a 

kolorektálního karcinomu (C. Zhang et al., 2023). IL-1β nerekrutuje přímo neutrofily, ale 

významně ovlivňuje jejich mobilizaci zvýšením produkce různých chemoatraktantů 

neutrofilů, jako je CXCL8 (de Oliveira et al., 2013).  Naše výsledky zahrnují naměřenou 

zvýšenou expresi prozánětlivých cytokinů IL-1β a TNF-α v kostní dřeni a tenkém střevu, 

avšak bez odpovídajícího navýšení Ly6G+ neutrofilů, což by mohlo naznačovat regulovanou 

fázi imunitní odpovědi odlišnou od tradičního modelu akutního zánětu. Nezvýšený počet 

neutrofilů v námi indukovaném dysbiotickém zánětlivém prostředí by mohl například 

souviset s IL-17 a také expresí Lcn2. IL-17, který je rovněž spojován s mobilizací neutrofilů, 

nebyl v MLN zvýšený po podání antibiotik, což by mohlo být vysvětleno interakcí s rostoucí 

populací Bacteroidetes. Bylo totiž prokázano, že B. fragilis, indukuje přes TLR2 

protizánětlivou funkci Treg jejich diferenciaci Treg z CD4+ T buněk, a tak snižuje produkci 

IL-17A (Round et al., 2011), což podporuje naše pozorování zvýšené exprese TLR2 v kostní 

dřeni. Zvýšená infiltrace Ly6G+ neutrofilů ve sliznici tlustého střeva byla asociována se 

zvýšenou produkcí Lcn2, biomarkerem poškození střev (Carlson et al., 2002) pozorovaný u 

UC (Singh et al., 2016), ale i u experimentální autoimunitní encefalomyelitidy (Yadav et al., 

2022). Naše měření se tedy dá říct, že jsou v souladu se současným výzkumem, protože jsme 

nepozorovali navýšení Ly6G+ granulocytů, které by značilo vyšší tvorbu v důsledku 

poptávky, protože nedošlo ani k vyšší expresi Lcn2 po podání antibiotik v tenkém ani 

v tlustém střevu, kde jsme tento gen prokazovali. Je totiž pravděpodobné, že zvýšená tvorba 

Lcn2 působí jako fyziologický pokus působit proti zmírnění zánětlivých reakcí a obnovení 

mikrobiální rovnováhy. Na podporu toho studie Singh et al. na myším modelu ukázali, že 

nedostatek Lcn2 vede k významné dysbióze spojené s metabolickým syndromem a 

prodlouženými zánětlivými reakcemi v modelu IBD. Toto zjištění podtrhuje kritickou roli 

Lcn2 při udržování střevní mikrobiální homeostázy a její ochrannou funkci proti 

metabolické dysregulaci (Singh et al., 2020). Absence zvýšení Lcn2 v naší práci může 
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naznačovat buď počáteční fázi dysbiózy, která ještě nevyvolala kompenzační zvýšení Lcn2, 

nebo variaci v zánětlivém a mikrobiálním prostředí našeho experimentálního uspořádání ve 

srovnání s těmi studiemi, které zkoumají těžké zánětlivé stavy, kde je exprese Lcn2 typicky 

výraznější. Je zřejmé, že IL-17 a Lcn2 nejsou jediné důležité aspekty v roli chemoatraktantů 

neutrofilů a indikátorů zánětu. Tato interpretace pouze naznačuje komplexní souhru mezi 

systémovými a lokálními imunitními odpověďmi, které regulují neutrofily.  

Po podání antibiotik jsme identifikovali specifickou buněčnou populaci, která 

negativně reagovala na znaky Ly6G i Ly6C při pozitivní expresi CD11b. Ly6G a Ly6C se 

běžně používají k identifikaci odlišných podskupin buněk myeloidní linie, zejména 

neutrofilů a monocytů. Absence těchto znaků naznačuje, že tato populace se liší od 

konvenčních neutrofilů a monocytů. Rozdíl v expresi Ly6Clow/high vymezuje podskupiny 

monocytů na klasické, zánětlivé a neklasické, tzv. hlídkující spjaté s imunitním dozorem. 

Studie naznačují, že klasické monocyty charakterizovány fenotypem 

Ly6ChighCCR2+CD62L+ s kombinací dalších markerů vykazují zánětlivou roli, zatímco 

neklasické monocyty exprimují Ly6ClowCCR2lowCD62L- (Jakubzick et al., 2013). Buněčná 

populace, kterou jsme pozorovali jako CD11b+Ly6G-Ly6C-, by mohla představovat 

unikátní, potenciálně aktivovaný stav myeloidních buněk, který je potenciálně podobný 

MDSC (Höchst et al., 2015; Rose et al., 2012). Tato hypotéza je podpořena i dalšími 

studiemi, které identifikovaly podskupiny cirkulujících buněk, zařazené mezi monocyty. 

Jednalo se o zánětlivé monocyty charakterizované CD11b+Ly6G-Ly6Chigh, které jsou známé 

pro své fagocytické a chemotaktické schopnosti a protizánětlivé monocyty s CD11b+Ly6G-

Ly6Cint , které jsou spojovány s úlohou v tkáňovém dohledu a opravách, což naznačuje jejich 

důležitost pro udržení tkáňové homeostázy a odpovědi na poškozen (Y. Zhang et al., 2017) 

(Ostanin et al., 2012). Tato diverzita zvýrazňuje hypotézu, že monocyty mohou podstoupit 

transformaci z vysoce zánětlivých stádií na méně aktivní formy, čímž se adaptují na měnící 

se prostředí v těle. Avšak diskuse o tom, zda monocyty s vysokou expresí Ly6C přecházejí 

na monocyty s nízkou expresí Ly6C, nebo zda jsou to nezávislé subpopulace vycházející z 

různých progenitorů, zůstává otevřená (Hanna et al., 2011; Hettinger et al., 2013; 

Sunderkötter et al., 2004). Analogicky Ray et al identifikovali ve slezině různé populace 

myeloidních buněk reagující na dysbiotická stav indukovaný bakterií Helicobacter hepaticus 

u IL-10 deficitních myší. Buňky s fenotypem Ly6C−Ly6G− byly charakterizovány jako 

kombinace rezidentních monocytů či makrofágů (Ray et al., 2015). Objasnění dynamiky 

monocytárních a myeoloidních populací by mohlo rovněž přispět k lepšímu porozumění 
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mechanismům zánětlivých procesů a jejich regulace, což je zásadní pro rozvoj efektivních 

terapeutických strategií v oblasti zánětlivých onemocnění. 

Dále jsme dle identifikovali jednotlivé podskupiny CD11b+Ly6G+ neutrofilů 

s různou expresí CD62L a CXCR2. V našem výzkumu jsme se soustředili na populaci buněk 

označených CD62L, jelikož MFI CD62L ukázala významné rozdíly po podání antibiotik ve 

srovnání s ostatními skupinami, což bylo dále potvrzeno histogramovou analýzou. CD62L 

je adhezní molekula, známá také jako L-selektin, a podílí se na adhezi a rolování leukocytů, 

což umožňuje neutrofilům přilnout k endotelu a migrovat do zánětlivých oblastí (Ivetic et 

al., 2019). CD62L se obvykle snižuje při aktivaci neutrofilů, kdy vyšší exprese CD62L 

naznačuje klidový či méně aktivovaný stav (Bar-Ephraim et al., 2019; Cagle et al., 2022). 

V krevním řečišti to často ukazuje na nově uvolněný neutrofil, který se dosud nesetkal se 

zánětlivým podnětem. Na zralých neutrofilech je tento znak exprimován ve vysoké míře a 

v procesu stárnutí dochází k jeho poklesu (Van Eeden et al., n.d.), buď že neutrofil vykonal 

efektorovou funkci, anebo je směřován do kostní dřeně pro clearance zprostředkovanou 

makrofágy (Casanova-Acebes et al., 2013).  Dále CD62L hraje významnou roli při určování 

osudu a funkce neutrofilů, kdy na myeoloidních progenitorech byl definován jako hlavní 

znak určující následnou diferenciaci a heterogenitu populace (Ito et al. 2021). Bylo 

prokázáno, že rozdílné hladiny exprese CD62L identifikují odlišné populace neutrofilů, kdy 

CD62Lbright představují segmentové nebo tyčové neutrofily a zcela separátní skupinu 

CD62Ldim neutrofilů, kdy tato podskupina může vycestovat do krevního řečiště během 

akutního zánětu (Tak et al. 2017). V kostní dřeni vysoká exprese CD62L koreluje se zásobou 

neutrofilů připravených k nasazení a přítomnost či absence CXCR2 a CD62L může 

indikovat různé stavy připravenosti neutrofilů reagovat na zánět. Náš výzkum po indukci 

dysbiózy po podání antibiotik odhalil minimální zastoupení CD62L+ na CXCR2+/- 

neutrofilech. Předpokládáme, že výrazný pokles exprese CD62L+CXCR2+ může odrážet 

stav zvýšené aktivace a mobilizace neutrofilů, potenciálně řízený zánětlivými signalizačními 

kaskádami, které se v našem případě potvrdily zvýšenými hladinami cytokinů TNF-α a IL-

1β v kostní dřeni, a tedy zvýšené vyplavení neutrofilů do krevního řečiště. K ověření, zda 

opravdu došlo k vyplavení této podskupiny neutrofilů by bylo vhodné ověřit stejnou 

populaci z krve, jako ve studii zaměřené na sledování neutrofilů v reakci na akutní, subakutní 

a chronický zánět (S. H. Bongers et al., 2021). Neutrofily postrádající CXCR2 byly 

přednostně zadržovány v kostní dřeni (Eash et al., 2010). A dále k lepšímu porozumění 

mobilizace neutrofilů by objasnila práce s CXCR4, který se podílí na regulaci retence, 
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uvolnění neutrofilů z kostní dřeně a zpětnému navádění do ní (Martin et al., 2003; Eash et 

al., 2010), což je předmětem následných experimentů. Během homeostázy, což v našem 

měření představuje kontrolní skupinu, bylo prokázáno, že v kostní dřeni byly přítomny 

všechny podskupiny sledovaných neutrofilů exprimující CD62L v různé míře (Tak et al., 

2017; S. H. Bongers et al., 2021). V kontextu předchozích zjištění jsme navíc diskutovali o 

možnosti zvýšené hladiny SCFA, v důsledku dysbiózy a navýšení Bacteroidetes, bylo 

prokázáno že vyšší hladiny butyrátu modulují funkční stav a přežití zralých neutrofilů, 

zejména CD62Lhigh jako antivirovou obranu (Carrillo-Salinas et al., 2022). 

V naší práci jsme zaznamenali přítomnost CXCR2+ neutrofilů bez CD62L po podání 

probiotika EcO83. CD62L-CXCR2+neutrofily mohou indikovat podskupinu granulocytů se 

specifickým migračním a aktivačním profilem, sníženou schopností adheze, avšak s 

uchovanou reaktivitou na chemotaktické signály díky přítomnosti CXCR2, což napomáhá 

jejich efektivnímu přesunu do zanícených tkání, což přispívá k časným fázím imunitní 

odpovědi. Tento fenotyp může být indikátorem granulocytů zapojených do okamžité 

imunitní reakce. Bylo prokázáno, že LPS, jež je součástí stěny E. coli, podněcuje aktivaci 

neutrofilů, charakterizovanou jednak zvýšenou expresí CD11b, ale také uvolňováním 

CD62L (Cagle et al., 2022). Zvýšené množství populace s fenotypem CD11b+Ly6G+ 

CXCR2-CD62L- v kostní dřeni by mohlo značit jednak přítomnost přezrálých neutrofilů 

vracejících se do kostní dřeně a nebo přílišné vyplavení nezralých neutrofilů. Funkční změny 

v neutrofilech při dysbióze byly dále zkoumány měřením úrovní antimikrobiálních proteinů. 

Spearmanova korelační analýza ukázala, že vyšší přítomnost CD62L korelovala s 

proteinázou 3 (PRTN3) a dalšími antimikrobiálními proteiny jako jsou kathepsin G (CTGS) 

a myeloperoxidáza (MPO) v antibioticky léčené skupině (Kessenbrock et al., 2008).  

Naopak, negativní korelace CD62L neutrofilů s protizánětlivým cytokinem IL-10 po podání 

antibiotik naznačuje, že IL-10 může hrát roli v modulaci zánětu, tím že omezuje potenciální 

poškození způsobeného hyperaktivací neutrofilů. 

  Současné studie naznačují, že dysbióza vyvolaná antibiotiky nemusí vždy vést 

k zvýšení počtu neutrofilů (Jalodia et al., 2022; Vong et al., 2016), naopak antibiotika byla 

schopna zmírnit účinky infiltrace neutrofilů a poškození tkáně vyvolané morfinem (Jalodia 

et al., 2022), nebo améboidní infekce (Vong et al., 2016) a tedy ukázat na protektivní roli 

neutrofilů. Důležitým aspektem je i vliv antibiotik na stárnutí neutrofilové populace, který 

nabízí možný terapeutický přístup skrze manipulaci s mikrobiomem (D. Zhang et al., 2015). 

Bylo pozorováno, že se stárnutím neutrofilů souvisí změny v jejich prozánětlivé aktivitě, 
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včetně postupné ztráty CD62L a zvýšeného výskytu CXCR4, což poukazuje na heterogenitu 

ve funkci neutrofilů. 

  

6.3 Vliv experimentálně navozené dysbiózy na střevní tkáň a expresi 

vybraných genů 

Střevní mikrobiota důmyslně reguluje funkci střevní bariéry a často vede ke změnám 

proteinů těsného spojení, což ovlivňuje propustnost sliznice. K prozkoumání molekulárního 

mechanismu, který je základem permeability sliznice, byla sledována hladina exprese 

proteinů spojených s těsným spojením. Předpokládali jsme, že zvýšení střevní propustnosti 

bude doprovázené sníženou expresí proteinů TJ, což odráží rozsah poškození střev (Feng et 

al., 2019; Tulstrup et al., 2015).  

V návaznosti na předchozí studii využívající vancomycin, kde byla exprese ZO-1, 

Ocln, Cldn1 a Cldn5 v tlustém střevu srovnatelná s kontrolními vzorky a významně nižší u 

Cldn3 a Cldn4 (Ran et al., 2020), naše zjištění, přestože využívá odlišná antibiotika, ukázala 

podobné výsledky ve stejných sledovaných genech. Protože jsme nepotvrdili zvýšenou 

expresi mRNA pro prozánětlivé cytokiny v tkáních tlustého střeva u myší, kterým byla 

podávána antibiotika, je možné předpokládat absenci lokálního zánětu, což je v souladu s 

normálními hladinami proteinů těsných spojení, které nebyly sníženy. Zaznamenané výkyvy 

by však mohly být potenciálně připsány změnám v koncentracích bakteriálních metabolitů, 

jako je například snížení fekálního butyrátu po léčbě vankomycinem (Tulstrup et al., 2015). 

Vzhledem k tomu, že SCFA, zejména butyrát, modulují epiteliální buňky tlustého střeva 

prostřednictvím receptorů spřažených s G-proteinem, je možné, že by mohly ovlivnit funkci 

a propustnost slizniční bariéry (H. B. Wang et al., 2012). 

Naše výsledky v tenkém střevě naopak odhalily významnou zvýšenou expresi 

proteinů TJ, na rozdíl od našich původních očekávání. To naznačuje ochranný mechanismus, 

kdy střevo reaguje na narušení zvýšením produkce proteinu, aby kompenzovalo potenciální 

poškození. Tyto adaptace v tenkém střevě mohou znamenat potenciální poruchu integrity 

těsného spojení v reakci na léčbu antibiotiky, vyznačující se zvýšenou proliferací a 

buněčným obratem. Ve studii Wang a kol. bylo pozorováno, že butyrát zvyšuje bariérovou 

funkci tenkého střeva zvýšením regulace exprese Cldn1 a ZO-1, což podtrhuje důležitost C 

Cldn1 pro udržení epitelové integrity a regulaci permeability (H. B. Wang et al., 2012), s tím, 

že to bylo potvrzeno i dalšími výzkumy (Gaudier et al., 2004; G. Chen et al., 2018). 
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Rozdílná exprese TNF-α ve srovnání s IL-1β po indukované dysbióze podáním 

antibiotik lze připsat komplexním regulačním mechanismům závislým na zdroji cytokinu a 

specifické interakci s mikrobiálními složkami. Vzestup TNF-α by mohl být vyvolán 

prostřednictvím zvýšení zánětlivých metabolitů jako je hepatotoxický trimethylamin, LPS a 

ethanol, které jsou produkovány fakultativními anaerobními bakteriemi, jako jsou 

Enterobacteriaceae a Enterococcus. Tyto metabolity mohou podnítit imunitní odpověď 

vedoucí ke zvýšení TNF-α. Monoklonální protilátky proti TNF-α se v dnešní době užívají 

jako biologická léčba u IBD. Ve své studii Magnusson a kol. zjistili, že odpověď na anti- 

TNF-α terapii u pacientů s UC byla spojena s rozdíly ve vzorcích exprese antimikrobiálních 

peptidů a složením mikrobioty (Magnusson et al., 2016). Anti-TNF-α terapie má tedy 

pozitivní efekt na obnovení druhové rozmanitosti střevní mikrobioty u IBD, což bylo 

potvrzeno různými studiemi (Aden et al., 2019; Sanchis-Artero et al., 2021). 

IL-4 může mít v kontextu střevního mikroprostředí jak prozánětlivé (Kampen et al., 

2005) tak protektivní účinky, kdy nedostatečná produkce IL-4 u IBD vede k patogenezi 

(West et al., 1996). Bylo například zjištěno, že Il-4 obdobně jako IL-13 může být 

exprimováno ILC2. Oproti však IL-13, bylo prokázáno, že IL-4 potlačuje proliferaci a mění 

genovou expresi ve střevních epiteliálních kmenových buňkách (Dong et al., 2021).  

Zvýšená exprese IL-4 v tenkém střevě po dysbióze může být rovněž způsobená nevhodnou 

kolonizací, jako je S. aureus, která u dětí v raném věku byla spojena s produkcí IL-4 a dalších 

cytokinů jako Il-10 a IFN-γ. To podtrhuje důležitost kolonizace střev při imunitním zrání a 

rozvoji imunitně zprostředkovaných onemocnění, jako je alergie (Johansson et al., 2012). 

Oproti tomu bylo na neonatálních selatech prokázáno, že vyšší exprese IL-4 souvisela s vyšší 

funkcí střevní bariéry (Gu et al., 2020). Zatímco IFNγ může negativně ovlivnit integritu 

bariérových funkcí, IL-10 má naopak reparační účinky na epiteliální sliznici (Oshima et al., 

2001), což značí námi naměřené zvýšené hladiny IL-10 v kostní dřeni. 

V případě hypotézy, že by dysbióza mohla vést k rozvoji zánětlivého prostředí, se 

obecně předpokládá zvýšení zánětlivých cytokinů, ale také enzymu IDO1. Naše zjištění však 

odhalila významný pokles v expresi IDO1, jak v tenkém, tak i v tlustém střevě, což je v 

rozporu s očekáváním. Studie předpokládaly, že střevní dysbióza by měla být spojena s vyšší 

aktivitou IDO1 (Hoffmann et al., 2016; Choi et al., 2020; Sultana et al., 2023). 

K pozorovanému poklesu by mohlo přispět několik faktorů, včetně aktivace regulačních 

zpětnovazebných mechanismů vyvolaných dysbiózou, které vedou k utlumení exprese IDO1 

(Dehhaghi et al., 2019, 2020). Bylo prokázáno, že regulace IDO1 je spjatá s butyrátem, a to 
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buď prostřednictvím snížením exprese STAT-1 (STAT, signal transducer and activator of 

transcription), který je hlavní mediátor IDO1. Snížená exprese STAT1 inhibuje INF-y-

dependentní fosforylaci STAT1 a následně snižuje STAT1-dependentní transkripční aktivitu 

IDO1. Jako druhý mechanismus je inhibice HDAC, která by mohla potlačit produkci 

prozánětlivých cytokinů a inhibovat aktivitu IDO1 (Dehhaghi et al., 2020; Glauben et al., 

2006). Dále byl prokázán požadavek na dva signály k dosažení adekvátní exprese IDO1 

v DC, tedy jeden signál by nemusel být dostatečný k indukci genové exprese (Harden & 

Egilmez, 2012).  V případě IDO1 je třeba také vzít v potaz rozdíl mezi lidskou a myší 

signalizací, když bylo prokázáno že exprese in vitro generovaných DC z lidské pupečníkové 

krve byla po stimulaci EcO83 zvýšená (Súkeníková et al., 2017), ale totéž zvýšení exprese 

Ido1 se neprokázalo na stimulaci myších DC (Súkeníková et al., 2022). Dále by se pokles 

mohl připsat k aktivaci kompenzačních mechanismů tak jako u TJ, kdy signální dráhy byly 

aktivovány, aby vyvážily účinek dysbiózy.  

 

6.4 Korekce probiotickou bakterií Escherichia coli O83:K24:H31 

Pro sledování potenciálního korekčního účinku na dysbiózu indukovanou antibiotiky 

jsme použili probiotikum EcO83, které bylo myším podáváno intragastrickou gaváží s cílem 

zmírnit dopad způsobený antibiotiky. Naše výsledky ukazují, že EcO83 má komplexní 

korekční schopnosti, což se projevilo v různých aspektech našeho měření. Došlo ke 

stabilizaci tělesné hmotnosti, což může naznačovat obnovení rovnováhy střevní mikrobioty 

a zlepšení absorpce živin po probiotické terapii. Významný byl také efekt EcO83 na 

normalizaci alfa diverzity střevního mikrobiomu, což odpovídá literatuře zdůrazňující úlohu 

probiotik v udržování mikrobiální diverzity Ačkoliv zaznamenané posuny v relativním 

množství hlavních bakteriálních taxonů v Bacteroidetes a Firmicutes nebyly dle 

předpokládaného očekávání, EcO83 prokázala schopnost udržet vyváženější mikrobiální 

ekosystém po podání antibiotik, který je důležitý z dlouhodobého hlediska. Zajímavé je, že 

po podání EcO83 byly pozorované zvýšené populace neutrofilů CD62L+CXCR2+, 

CD62L+CXCR2- i CD62L-CXCR2+ oproti kontrolám, ale i antibiotické skupině, jediná 

populace PMN, která byla snížena byla s fenotypem CD62L-CXCR2-. Dále naše výsledky 

ukazují, že EcO83 efektivně upravila hladiny TJ k původním hodnotám, což bylo patrné 

zejména v tenkém střevu. Trend obnovy odpovídal i jiným studiím, kde probiotická EcN 

moduluje ZO-1 a Ocln (Fábrega et al., 2017), či Zo-2 a protein kinázy C zeta (PKCζ) směrem 

k obnově střevní bariéry (Zyrek et al., 2007). Rozdíl byl v tom, že námi indukovaná dysbióza 
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paradoxně vedla ke zvýšení hladin těchto proteinů a aplikace EcO83 je snížila, což je odlišné 

od mechanismů popsaných u EcN, kde probiotika zvyšují hladiny těchto proteinů k obnově 

bariéry po jejím poškození. 

Zajímavé však je, že IFN-γ v tlustém střevu vyšel po podání EcO83 zvýšený oproti 

kontrolám, tento trend byl pozorovatelný i v MLN, kde zvýšení proběhlo oproti antibiotické 

skupině. Předchozí výzkum naší laboratoře ukázal na schopnost EcO83 v prevenci rozvoje 

alergie, kdy suplementace EcO83 vedlo ke snížení výskytu alergických onemocnění 

zvýšenými hladinami Il-10 a IFN-γ v séru (Hrdý et al., 2018; Súkeníková et al., 2017, 2023). 

Bylo prokázáno, že nejen EcO83, ale i jiná probiotika jsou schopna indukovat produkci IFN-

γ v krvi pacientů, který následně inhibuje produkci Th2 cytokinů spojených s alergickou 

reakcí (Cosmi et al., 2006; Ho et al., 2014). Jelikož IFN-γ je cytokin kritický zejména pro 

vrozenou i adaptivní imunitu proti virovým a intracelulárním bakteriálním infekcím, dalo by 

se předpokládat, že v souvislosti se zánětlivým stavem IFN-γ bude neutrofily aktivovat a 

zvyšovat tak jejich schopnost boje s infekcemi. Rovněž při IBD bylo studováno, že IFN-γ je 

vysoce uvolňováno u lidí tak na myších modelech a jeho účinek je spjat s patogenezí tohoto 

onemocní (Oshima et al., 2001; Ito et al., 2006; Vermaa et al., 2013; Langer et al., 2019;). 

Zajímavé je, že po podání antibiotik jsme v tlustém střevu jsme nepozorovali zvýšení 

prozánětlivých cytokinů jako je IL-1β a TNF-α ani významnou modulaci genů TJ či Lcn2, 

jen nesignifikatně MPO, zůstává tedy otázkou, zda lokální zánět byl způsoben disrupcí 

mikrobioty či nikoliv. Rovněž nás překvapilo, že po podání antibiotik nedošlo ke stimulaci 

prozánětlivého IL-17 v MLN s následnou korekcí po probiotické intervenci, jak bylo 

ukázáno na modelu kolitidy s následným podáním EcN (Fábrega et al., 2017).  

Naše práce ukazuje potenciál probiotika EcO83 při zmírnění dysbiózy způsobené 

antibiotickou léčbou. Toto probiotikum prokázalo schopnost stabilizovat a zlepšit diverzitu 

střevní mikrobioty, což je klíčové pro udržení střevní homeostázy. Významně také ovlivnilo 

imunitní reakce modulací populace neutrofilů a profilů cytokinů, jak v GIT, tak ve 

systémovém prostředí, což naznačuje jeho slibný potenciál pro další výzkum v oblasti 

regulace imunitních funkcí a prevence nemocí. 

 

 

6.5 Limitace studie 

Je nezbytné uznat několik omezení této práce. Za prvé, náš model dysbiózy byl 
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založen na jediném měření neutrofilů v jednom konkrétním časovém bodě. Dále po skončení 

experimentu probíhaly behaviorální testy, takže k samotné měření bylo o týden později. 

Abychom zachytili výraznější změny v populacích neutrofilů, byl by vhodnější častější 

odběr vzorků z kostní dřeně, ideálně in vivo.  

Dále by pro zkoumání dlouhodobých účinků a chronických změn v mikrobiálním 

složení byl vhodnější delší trvání experimentu. Mikrobiota se může relativně rychle 

obnovovat, což může vést k normalizaci do doby ukončení experimentu. Také je třeba brát 

v úvahu, že různé druhy zvířat nebo rozdílné podmínky chovu mohou přinést odlišné 

výsledky. 

Kromě toho se specifická antibiotika a probiotika použitá v naší práci nemusí plně 

promítnout do lidských podmínek kvůli jejich biologické a farmakologické složitosti. 

Budoucí výzkum by se měl zaměřit na objasnění základních mechanismů pozorovaných 

účinků, prozkoumat širší škálu probiotických kmenů a posoudit dlouhodobé důsledky 

dysbiózy a její léčby. Některé z těchto aspektů budou řešeny v širším projektu nastíněném 

výše. 
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7. Závěr 

Tato práce měla za cíl shrnout aktuální poznatky o vlivu podání antibiotik a probiotik EcO83 

na populace neutrofilů. 

• Úspěšně se podařilo vytvořit model střevní dysbioózy pomocí antibiotik, který 

nám umožnil zkoumat korekční schopnost gram-negativní bakterie EcO83 na 

dynamiku imunitních reakcí spojených s dysbiózou. 

• Dysbióza se projevila sníženou alfa diverzitou, úbytkem kmene Deferribacteres 

se současným navýšením kmene Bacteroidetes a třídy Alphaproteobacteria. Tyto 

změny se neprojevily změnou hmotnosti, ale byly patrné na makroskopické 

úrovni. 

• Identifikovali jsme myeloidní populace CD11b+ buněk, kde po podání antibiotik 

nedošlo k očekávanému navýšení Ly6G+ granulocytů, byla však zaznamenána 

specifická populace negativní pro Ly6C i Ly6G, dále bylo pozorováno minimální 

zastoupení subpopulace CD62L+CXCR2+/- a snížené počty CD62L-CXCR2+ 

neutrofilů s většinovým zastoupením CD62L-CXCR2-. 

• Změny v mikrobiálním prostředí indukované antibiotiky aktivují prozánětlivé 

cytokiny IL-1β a TNFα, zvláště v tenkém střevě a kostní dřeni. Aktivace molekul 

signálních drah, jako TLR2 v kostní dřeni a TLR4, IL-4 v tenkém střevě potvrzuje 

spojitost dysbiózy a zánětlivých procesů. Současně analýza MLN odhalila 

odlišné vzorce v expresi klíčových cytokinů IL-17 a IL-18. 

• Antibiotika indukovala poruchu intestinální bariéry v tkáni tenkého střeva, což 

bylo evidováno na základě zvýšené exprese proteinů těsného spojení Cldn1, 

Cldn5, Ocld, a ZO-1, jakožto kompenzačního mechanismu. 

• Postnatální aplikace probiotika EcO83 měla pozitivní vliv na obnovu 

mikrobiálního složení, produkce cytokinů i střevní bariéry, což naznačuje jeho 

terapeutický potenciál v kontextu dysbiózy. 
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9. Přílohy 

Doplňující Tabulka 1: Relativní zastoupení bakteriálních kmenů mikrobiomu 

Taxon K (%) EcO83 (%) ATB (%) ATB+Ec (%) 

Bacteroidetes 70,74 ± 10,10 73,82 

± 

9,81 74,40 ± 9,46 70,72 ± 13,19 

Firmicutes 26,48 ± 9,55 22,42 

± 

9,32 23,16 

± 

10,49 25,99 ± 12,62 

Proteobacteria 2,12 ± 0,51 2,45 

± 

0,80 2,25 ± 1,26 2,52 ± 2,24 

Candidatus_Saccharibacteria 0,00 ± 0,00 0,04 

± 

0,06 0,00 ± 0,00 0,13 ± 0,10 

Deferribacteres 0,43 ± 0,59 0,81 

± 

1,12 0,00 ± 0,00 0,14 ± 0,24 

Actinobacteria 0,04 ± 0,01 0,04 

± 

0,01 0,04 ± 0,01 0,04 ± 0,01 

Cyanobacteria/Chloroplast 0,04 ± 0,02 0,04 

± 

0,03 0,02 ± 0,01 0,04 ± 0,03 

Unassigned 0,15 ± 0,06 0,38 

± 

0,33 0,12 ± 0,04 0,44 ± 0,50 

 Data jsou vyjádřena jako průměr ± standardní chyba průměru 

 

 

Doplňující Tabulka 2: Relativní zastoupení bakteriálních tříd mikrobiomu 

Taxon K (%)     EcO83 (%) ATB (%) ATB+Ec (%) 

Bacteroidia 69,70 ± 10,15 72,72 ± 9,65 73,78 ± 9,26 70,32 ± 13,10 

Clostridia 26,16 ± 9,63 22,05 ± 9,36 22,90 ± 10,40 25,61 ± 12,57 

Gammaproteobacteria 0,10 ± 0,03 0,08 ± 0,01 0,08 ± 0,02 0,05 ± 0,02 

Bacilli 0,15 ± 0,03 0,16 ± 0,05 0,16 ± 0,06 0,18 ± 0,12 

Alphaproteobacteria 0,32 ± 0,22 0,54 ± 0,48 0,67 ± 0,90 0,87 ± 2,35 

Betaproteobacteria 0,73 ± 0,43 1,07 ± 0,59 0,88 ± 0,94 0,63 ± 0,40 

Deltaproteobacteria 0,92 ± 0,54 0,64 ± 0,46 0,57 ± 0,31 0,82 ± 0,73 

Cytophagia 0,31 ± 0,05 0,34 ± 0,12 0,29 ± 0,12 0,23 ± 0,07 

Flavobacteriia 0,68 ± 0,26 0,73 ± 0,41 0,27 ± 0,14 0,21 ± 0,35 

Deferribacteres 0,43 ± 0,59 0,82 ± 1,13 0,00 ± 0,00 0,14 ± 0,24 

Sphingobacteriia 0,20 ± 0,03 0,21 ± 0,07 0,12 ± 0,04 0,12 ± 0,06 

Mollicutes 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,35 0,01 ± 0,01 0,36 ± 0,49 

Actinobacteria 0,04 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,04 ± 0,01 

Unassigned 0,26 ± 0,08 0,34 ± 0,14 0,21 ± 0,06 0,41 ± 0,12 

Data jsou vyjádřena jako průměr ± standardní chyba průměru 
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Doplňující Tabulka 3: Relativní zastoupení bakteriálních řádů mikrobiomu 

Taxon K (%) EcO83 (%) ATB (%) ATB+Ec (%) 

Bacteroidales 69,74 ±10,14 72,75 ±9,64 73,82 ±9,26 70,35 ±13,10 

Clostridiales 26,15 ±9,63 22,03 ±9,35 22,88 ±10,39 25,60 ±12,57 

Rhodospirillales 0,29 ±0,21 0,50 ±0,49 0,64 ±0,90 0,83 ±2,33 

Burkholderiales 0,73 ±0,43 1,06 ±0,59 0,87 ±0,94 0,62 ±0,40 

Lactobacillales 0,10 ±0,02 0,11 ±0,05 0,12 ±0,06 0,14 ±0,12 

Cytophagales 0,31 ±0,05 0,34 ±0,12 0,29 ±0,12 0,23 ±0,07 

Flavobacteriales 0,68 ±0,26 0,73 ±0,41 0,27 ±0,14 0,21 ±0,35 

Desulfovibrionales 0,66 ±0,47 0,51 ±0,44 0,35 ±0,23 0,72 ±0,63 

Bacillales 0,05 ±0,01 0,05 ±0,01 0,04 ±0,02 0,04 ±0,01 

Deferribacterales 0,43 ±0,60 0,82 ±1,13 0,00 ±0,00 0,14 ±0,24 

Sphingobacteriales 0,20 ±0,03 0,21 ±0,07 0,12 ±0,04 0,12 ±0,06 

Anaeroplasmatales 0,00 ±0,00 0,25 ±0,33 0,00 ±0,01 0,34 ±0,47 

Nautiliales 0,03 ±0,02 0,11 ±0,13 0,03 ±0,02 0,14 ±0,09 

Desulfobacterales 0,22 ±0,15 0,10 ±0,06 0,18 ±0,17 0,08 ±0,13 

Enterobacteriales 0,02 ±0,01 0,02 ±0,01 0,01 ±0,01 0,01 ±0,01 

Coriobacteriales 0,01 ±0,00 0,01 ±0,01 0,01 ±0,01 0,02 ±0,01 

Unassigned 0,40 ±0,11 0,41 ±0,07 0,34 ±0,09 0,40 ±0,09 
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Data jsou vyjádřena jako průměr ± standardní chyba průměru 

 

 
Obrázek 17- Spearmanova korelační matice relativní exprese genů v tenkém střevě, porovnání všech skupin. 
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