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Abstrakt

Mikrobiota traviciho traktu je dulezita pro udrzovani fyziologické rovnovéahy a
ovliviiuje metabolické procesy, imunitni reakce a bariérovou funkci stfeva. Dysbidza, neboli
nerovnovaha mikrobidlniho slozeni, souvisi stadou zdravotnich komplikaci, vcetné
chronickych zanétlivych stavii jako jsou nespecifické stfevni zanéty. Zanétlivé procesy
spojené s dysbidzou a zmény v mikrobialnich metabolitech mohou piimo ovlivnit aktivaci
neutrofili, coz ma dopad na patogenezi riznych onemocnéni. Probiotika jsou definovana
jako zivé mikroorganismy, které pfi podani v dostateéném mnozstvi pfinaseji zdravotni

ptinos hostiteli, nabizeji potencidl pro pozitivni modulaci téchto zanétlivych stavi.

Cilem této diplomové prace bylo prozkoumat, jak experimentalné navozena stievni
dysbioza ovliviiuje heterogenitu neutrofilii v kostni dfeni. Dysbidza byla vyvoldna podanim
antibiotik mySim, které byly nasledné oSetfeny probiotickym kmenem Escherichia coli
083:K24:H31 (EcO83). Fenotypy neutrofilti byly hodnoceny pomoci pritokové cytometrie
na zéklad¢ exprese povrchovych znaki CD11b, Ly6G, CD62L a CXCR2. Zatimco genova
exprese spojena s jejich antimikrobidlnimi funkcemi a zénétlivym prostiedim byla

analyzovana kvantitativni PCR.

Vysledky piedlozené v této diplomové praci ukazaly, ze dysbioza zasadné ovliviiuje
piitomnost buné&énych populaci v kostni dfeni, zejména CD11b"Ly6G™ neutrofild, a jejich
subpopulaci s variabilni expresi CD62L"" a CXCR2"". Byl pozorovan vyznamny vliv
dysbidzy na propustnost epitelu v tenkém 1 tlustém stfevé, na modulaci produkce cytokinti

v riznych tkanich a dale korekéni i€inek daného probiotika.

V ramci této diplomové prace byly identifikovany urcité poznatky o interakcich mezi
sttevni mikrobiotou a neutrofily, které jsou zasadni pro obranyschopnost organismu.
Probiotickd intervence EcO83 ukazala potencidl pro obnovu a stabilizaci mikrobidlni
diverzity, coZ naznacuje moznost terapeutického vyuziti probiotik k modulaci imunitnich

funkci v kontextu stfevnich a systémovych onemocnéni spojenych s dysbidzou.

Klicova slova: Neutrofily, dysbioza, 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.
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1. Uvod

Gastrointestindlni  systém je ovlivnén slozitym spektrem endogennich a
environmentalnich faktord. Mezi témito faktory vynikd mikrobiota jako rozmanity
ekosystém mikroorganismii pievazné osidlujici povrchy sliznic, zejména ve stieve.
UdrZovani stfevni homeostazy do zna¢né miry zavisi na kiehké rovnovaze mikrobialniho
slozeni a na dynamickych interakcich, ke kterym dochdzi mezi mikrobiotou a jejim
hostitelem. Jakékoli naruseni této rovnovéhy vede ke stavu zndmému jako dysbioza. Tato
zména ve slozeni a funkci mikrobioty vyznamné pfispiva k rozvoji zanétlivého onemocnéni
sttev (IBD, inflammatory bowel diseases) a dalSich zdravotnich komplikaci, jako je obezita

¢1 metabolické poruchy, viz Obrazek 1.

Dysbiéza
Strava a l Expoxice
dietni toxiny,
fakt: /znet:lstuﬁcich
o latek, lék(
Stres a \ o
icka Geneticka
Psgg:};gka predispozice
Dysfunkce
imunitniho
systému

Obrazek 1 - Piiklady endogennich a enviromentdlnich faktori spolupodilejicich se na zanétlivéem onemocnéni stiev.
Souhra mezi ciniteli je multifaktorialni, komplexni a prispévek kazdého z nich se miiZe u jednotlivcii lisit, stejné jako jejich
ucinky se mohou vzdjemné ovliviiovat a potencovat. Vlastni tvorba: BioRender.com

Ackoliv rozsahly vyzkum osvétlil dopad dysbidzy na modulaci imunitniho systému,
jeji disledky pro specifické podskupiny imunitnich bunék, jako jsou neutrofily, zistavaji

relativné neprobadané.

Polymorfonuklearni neutrofily (PMN, polymorphonuclear neutrophil), bunétna
sloZka vrozené imunity, zastavaji zdsadni roli v rdmci prvni linie obrany proti patogenlim,
zvlasté pii poSkozeni stfevni bariéry. Tyto efektorové bunky s kratkou zivotnosti, které
predstavuji nejcetnéjsi leukocytarni populaci, exceluji v pohlcovani a likvidaci bakterii a

jinych Skodlivych mikroorganismt.

Tradi¢né byly neutrofily povaZzovany za pomérné homogenni bunéénou populaci,

avSak neddvny vyzkum odhalil jejich pozoruhodnou schopnost diferenciace do riiznych



podskupin. Tato heterogenita subpopulaci neutrofili je charakterizovana odliSnymi
povrchovymi znaky, pficemz kazdd ma specializované funkéni vlastnosti pfizptisobené
konkrétnim hrozbam. Jednotlivé subtypy byly identifikovany v rtznych tkanich a
onemocnénich, coz naznacuje jednak jejich pfisnou regulaci, ale takeé jejich specializovanou
a kontextem podminénou roli v imunitnich reakcich. Dysregulovana migrace neutrofilli pies

povrch sliznice je jednim z hlavnich rysii chronického onemocnéni.

Ve slozité souhfe mezi stfevnimi komenzaly a sliznicnim imunitnim systémem je
prvoradé porozuméni mechanismu uc¢inku antibiotik na organismus, ktery se muze projevit
1 na vzniku specifickych podskupin neutrofilii. Tyto interakce vyznamné podporuji
fyziologickou rovnovahu organismu. Objasnéni téchto mechanisml nabizi novy uhel
pohledu na zakladni imunologické pochody spojené s onemocnénimi souvisejicimi

s dysbiozou, coz mize pomoci identifikovat nové potencialni terapeutické strategie.



2. Literarni prehled

2.1 Stievni mikrobiota — funkce, sloZeni a role ve zdravi a nemoci
Mikrobiota ptfedstavuje komplexni spoleCenstvi mikroorganismii obyvajici urcité
prostiedi, jako jsou télesné povrchy makroorganismu. Travici trakt hostitele nabizi anaerobni
prostiedi bohaté¢ na ziviny, které poskytuje idealni podminky pro mikrobidlni osidleni.
Rozmanity soubor mikrobioty zahrnuje bakterie, viry, bakteriofagy, prvoky, Archea, houby
a dalsi organismy'. Bakteridlni zastoupeni se mé&ni podél gastrointestinlniho systému (GIT,
gastrointestinal tract), pfiCemz pocet bakterii se zvySuje jak distalné, tak do lumen stieva

(Birg et al., 2019). U ¢loveka je po€et mikroorganismi kolonizujicich stfeva odhadovéan na

10'-10'2 bunék na 1 ml luminalniho obsahu (Palmer et al., 2007)

Slozeni a rozmanitost stfevni mikrobioty je utvafena tfadou faktor(, od genetické
predispozice jedince az po stravovaci navyky, volbou Zivotniho stylu, expozici prostiedi ¢i
medikament6zni terapii. Mikrobiom? kazdého jedince je unikatni a zfistdva dlouhodobé
relativné konstantni (Costello et al., 2009), i kdyZ z kratkodobého hlediska mize vykazovat
jistou dynamiku (Caporaso et al., 2011; Huttenhower et al., 2012). Mikrobialni diverzita se
progresivné vyviji a stabilizuje s rostoucim vékem ditéte, zejména po zavedeni pevné stravy
v kojeneckém véku (Koenig et al., 2011; Béickhed et al., 2015). Se zavedenim potravin
dochazi k expanzi striktnich anaerobu. Pfiblizn€ ve tfetim roce zivota mikrobiota nabyva
definitivni podobu s dominantnimi bakteridlnimi kmeny, jako jsou Bacteroidetes a
Firmicutes, zatimco zastupci Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria a Cyanobacteria

jsou pfitomny v mens$i mife (Zhernakova et al., 2016; Nel Van Zyl et al., 2021).

2.1.1 Funkce mikrobioty a produkty bakterialniho metabolismu
Ve fyziologickém stavu plni mikrobiota rizné funkce, véetné produkce vyznamnych
sloucenin, jako jsou metabolity, signalni a bioaktivni molekuly, neurotransmitery, vitaminy,
aminokyseliny a mnoho dalSich (Bédckhed et al., 2004; LeBlanc et al., 2013). Mikrobiota
navic moduluje imunitni systém, chrani pfed patogeny produkeci bakteriocinli, kompetici o

zdroje a ovliviiuje podminky neptiznivé pro jejich rist. Kromé toho udrzuje integritu stfevni

"'Uplny vyéet viech jednotlivych organismt mikrobioty piesahuje ramec této prace.

2 Pojem "mikrobiom" m4 dva hlavni vyznamy, které se uplatiiuji v souasném védeckém diskurzu: prvni
popisuje mikrobiom jako charakteristickou komunitu mikroorganismt v ur¢itém vymezeném prostiedi s
typickymi fyzikalnimi a chemickymi podminkami. Druhy vyznam definuje mikrobiom jako soubor vSech
mikrobialnich genti v daném prostiedi (Cerny et al., 2023)
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bariéry posilenim tvorby mucini a dalSich ochrannych molekul (Sekirov et al., 2008) a podili

se na degradaci latek a metabolismu 1é¢iv (Hooper et al., 2001; Wallace et al., 2010).

Stfevni mikrobiota se muze pochlubit obrovskou genetickou diverzitou, ktera
ptresahuje lidsky genom s pfibliznym poctem 20 000 genti, nejméne 100x (Gill et al., 2006).
Tato rozmanitost umoznuje mikrobiot¢ vykonavat Sirokou Skalu enzymatickych reakci
s jedinecnou sadou metabolickych drah (Krishnan et al., 2015; Vojinovic et al., 2019).
V dusledku toho hraji stfevni mikroorganismy zasadni roli pfi traveni zejména latek, které
by jinak byly pro hostitele nestravitelné. Svym enzymatickym aparatem usnadiiuji rozklad a
fermentaci pozitych slozek stravy na bioaktivni latky, které jsou dale absorbovany

enterocyty a poskytuji hostiteli zakladni ziviny a energii.

Nestravitelné latky (celuldza, hemiceluloza, Skrob, pektin, oligosacharidy a lignin)
jsou v tlustém stieve zpracovany na mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA, short chain
fatty acids), které maji ve svém fetézci dva az pét uhliki (C, carbonium). Mezi
nejrozsitenéjsi konecné produkty fermentace glykant patii acetat (C2), propionat (C3) a
butyrat (C4), se zastoupenim 3:1:1. SCFA jsou absorboviny pomoci H" nebo Na
dependentnich monokarboxylatovych transportéra (Kekuda et al., 2013) a slouzi jako zdroj
energie pro kolonocyty, zejména butyrat (Tsukuda et al., 2021). SCFA krom¢ jiného maji
dalsi dulezité¢ fyziologické funkce, jako je podpora bunécné diferenciace (Augeron &
Laboisse2, 1984) a apoptoza (Hague et al., 1993). Na druhou stranu byly rovnéz prokazany
antikarcinogenni a protizanétlivé ti€inky, konkrétné sniZzenim drahy jaderného faktoru kappa
B (NF-xB) (Cox et al.,, 2009; Thangaraju et al., 2009; Vinolo et al., 2011), ovliviiuji
vsttebavani vapniku, podili se na ristu a vyvoji kosti, a také maji vliv na atrahovani
neutrofilti do mista zanétu (Vinolo et al., 2009; Vieira et al., 2017; Shen et al., 2021). Zatimco
vétSina SCFA pusobi lokdlné ve stfevé, ur€ité metabolity mohou systémové cirkulovat

portalni Zilou, a vzdalené ovlivnit organismus v¢etné imunitniho systému (Yao et al., 2022).

Metabolické aktivity odpovédné za produkci metaboliti a SCFA jsou ovlivnény
faktory, jako je pH tlustého stieva, dostupnost substratu, retencni ¢as a doba priicchodu GIT.
ZvySend dostupnost substratu a metabolicka aktivita obvykle vede ke zvySené produkci
SCFA v proximalni ¢asti tracniku, kde se udrzuje prostfedi s nizkym pH pfiznivé pro
fermentaci butyratu Firmicutes (Rasmussen et al., 1988; Duncan et al., 2009; Martin-
Gallausiaux et al., 2021). Na druhé strané, distalni ¢ast tlustého stfeva s neutralnéjSim pH
podporuje Bacteroidetes k produkci SCFA s rozvétvenym fetézcem a dalSich sloucenin v

dasledku vyc€erpani substratu, coz vede k omezené metabolické aktivit¢ (Macfarlane et al.,

4



1992)

Stfevni mikrobiota hraje také dilezitou roli pii modulaci kynureninové drahy a
imunitnich reakcich prostfednictvim indoleamin 2,3-dioxygendzy (IDO1), enzymu
zapojeného do metabolismu tryptofanu (Dehhaghi et al., 2020). Dysbioza mtze vést ke
zménénému katabolismu tryptofanu a zvysSené expresi IDOI1, coz vede k produkci

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

Déle mikrobiota produkuje latky odvozené od kyseliny linolové, které ovliviuji
regulaci energetického metabolismu a moduluji sekreci gastrointestindlnich hormont, jako
je glukagonu podobny peptid - 1 (GLP-1). GLP-1, ktery podporuje ptirozenou hladinu
glukézy, snizuje chut’ k jidlu, coz by mohlo dle Miymoto et al. vést k prevenci obezity

(Miyamoto et al., 2019), ale také hraje klicovou roli v motilité GIT (Xu et al., 2019).

2.1.2 Diverzita a faktory ovlivitujici mikrobiotu

Stievni mikrobiota obsahuje vice nez 1 500 druhd z nejméné 50 riznych
bakteridlnich kmena (Robles-Alonso & Guarner, 2013). Mezi faktory utvarejici lidskou
sttevni mikrobiotu patii té¢hotenstvi (Koren et al., 2012) a zptsob porodu (Huurre et al.,
2008), genetické a hostitelské rodinné vztahy (Turnbaugh et al., 2009; Hansen et al., 2011),
ale 1 kulturni tradice a geografie (De Filippo et al., 2010; Zupancic et al., 2012). Ke
sniZeni diverzity stfevniho mikrobiomu pfispivaji rizné rizikové faktory, vcetné stavu
hostitele, jeho genetické predispozice, véku (Odamaki et al., 2016), obezity (Turnbaugh et
al., 2009; Nuotio et al., 2022), infekci a chronickych onemocnéni, stresu, stravy (De Filippo
etal., 2010; Wu et al., 2011), zvySenych hygienickych ndvyki a uzivani 1é¢iv, a to zejména

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

Je pozoruhodné, Ze dopad riznych faktorti na rozmanitost a vyvoj mikrobioty u
jedince, je v riiznych geografickych a socioekonomickych podminkach velmi konzervativni
(Yatsunenko et al., 2012). Komplexni metaanalyza vedena Rothschild a kol. poukézala na
to, Ze faktor prostfedi ma na formovani lidského mikrobiomu vétsi vliv neZ samotna genetika
hostitele. Tento zavér byl vyvozen z pozorovani, Ze nepiibuzni jedinci zijici ve stejné
domaécnosti vykazovali podobnosti ve své mikrobioté (Rothschild et al., 2018). Toto zjiSténi
zpochybiiuje diivejsi predstavy o vysoké dédi¢nosti spojené s fenotypem mikrobioty
(Goodrich et al., 2014; H. Xie et al., 2016). Nicmén¢ doslo k potvrzeni, Ze pouze omezena

¢ast bakterialnich taxonti vykazuje dédi¢nost, pticemz Christensenellaceae byl identifikovan



jako nejvice dédi¢ny taxon (Goodrich et al., 2014).

2.1.3 Dysbioza

Dysbidza oznacuje nerovnovdhu v mikrobidlnim ekosystému, charakterizovanou
ztratou mikrobidlni diverzity, ibytkem prospéSnych komenzali a pfemnozenim potencialné
Skodlivych patobiontli. Mtize se také projevit pozménénou funkei stdvajicich mikrobt, ktera
vede k rozdilné produkci mikrobidlnich metabolitii, coz se v konecném dusledku negativné
projevi na zdravotnim stavu. Dysbiotické stavy byly spojeny s IBD (Frank et al., 2007),
obezitou (Turnbaugh et al., 2008; Nuotio et al., 2022), podvyzivou (Kau et al., 2011),
zanétem v tukové tkéani, zhorSenou sekreci stievnich hormont, které mohou pfispivat
k dalS$imu narustu hmotnosti a metabolickym porucham (Murphy et al., 2013; K. S. Bongers
et al., 2022), dale s neurologickymi poruchami (Gonzalez et al., 2011; H. Jiang et al., 2015),

rakovinou (Zoran et al., 1997), ale i autoimunitnimi onemocnénimi (B. Chen et al., 2017).

Vzhledem k tomu, Ze ve zdravé mikrobioté¢ dominuji striktni anaeroby, jako jsou
Bacteroidales a Clostridales, dysbidza muze pfipominat kojenecky mikrobiom svoji nizkou
rozmanitosti (C. Lozupone et al.,, 2012). V pifipad¢ naruseni jinak komplexniho
mikrobidlniho spoleCenstvi, tak jako u sekundarni sukcese dochazi k obsazeni
invazivnéj§imi druhy (C. A. Lozupone et al., 2012). Snizend mikrobidlni diverzita narusuje
bakterialni interakce, coZ vede ke kompetici o obsazeni niky a dostupnosti Zivin. Napiiklad
dysbidza indukovand antibiotiky miZe podporovat pfemnoZeni kmene Proteobakteria a
preferenéni rast fakultativnich anaerobli, jako jsou bakterie rodu Enfterococcus a
Streptococcus, na ukor obligatnich anaerobti (X. Jiang et al., 2017; Lloyd-Price et al., 2019;
Li et al., 2021). Pfiznivé podminky pro proliferaci patogennich bakteridlnich druhli ¢asto
vznikaji v hypoxickém, zanétlivém prostiedi charakterizovaném zvySenymi aerobnimi
podminkami, epitelidlnimi zbytky a sniZenou vrstvou hlenu, které spolecné pfispivaji

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

Dysbidza mize vést k malnutrici, protoZze nckteré bakteridlni druhy rozkladaji
komplexni sacharidy na vstiebatelné cukry a ovlivituji metabolismus bilkovin (Kau et al.,
2011). Kromé toho miize dochazet ke sniZzené syntéze esencialnich vitamini D a K a dalSich
latek, jako je biotin, thiamin, kobalamin, riboflavin, nikotin a kyseliny pantothenové
(Arumugam et al., 2011; Rodionov et al., 2019). Chronick4d dysbi6za muize aktivovat
zangtlivé drahy a prostfednictvim NLRP3 inflamasomu (NLRP3, NLR family pyrin domain
containing 3) miize narusit funkci stfevni bariéry a piispét tak k metabolickym poruchdm a
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sttevnim problémim (Feng et al., 2019). U dysbidozy zmény v produkci SCFA nejen
negativné ovliviiuji energetickou rovnovahu, ale také regulaci hmotnosti. To mize vést
k uklddani tuku a zméné metabolismu lipidd, protoze mikrobiota hraje roli pfi syntéze
zlucovych kyselin, cholesterolu a konjugovanych mastnych kyselin. V disledku toho miize
dysbidza vést k obezit¢ hostitele a metabolickému syndromu (S.-S. Xu et al., 2022),
onemocnéni jater a diabetu 2. typu (Ibrahim et al., 2022; Tsai et al., 2023).

Ptibyva studii, kdy byva objasnéna role specifickych bakteridlnich druhti v lokalnim
¢i systémovém zanctu, ku ptikladu Enterococcus ptispiva k IBD naruSenim vrstvy hlenu a
bariéry prostfednictvim metaloprotedzy (Ray et al., 2015). Shao et al. identifikovali ¢eled’
Lachnospiraceae z Clostridales u kontrol jako zvIast protektivni pfed obezitou a cukrovkou
(Shao et al., 2023), jejichz diverzita pti dysbiotickém stavu klesa. Na druhou stranu jiné
studie popisuji zvySeny vyskyt Lachnospiraceae u obéznich mysich a jejich inzulinovou

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

2.1.4 Dysbioticky model a antibiotika

Dysbidzu lze experimentalné navodit riiznymi zpiisoby, jako je uprava sloZeni stravy,
stresem, inokulace patogenniho agens, gnotobiotickymi modely, radiaci a v neposledni fadé
podanim antibiotik. Metoda indukce dysbiodzy je obvykle zvolena na zaklad¢ specifické
vyzkumné hypotézy, pficemz podavani antibiotik je jednou z nej€astéjSich metod pro
vyvolani tohoto stavu. Kombinaci riznych antibiotik pfidanych do pitné vody lze dosdhnout
vyznamnych zmén ve sloZeni stfevni mikrobioty, jak ukézaly studie (Le Roy et al., 2019;

Miao et al., 2020).

Od objevu penicilinu Alexandrem Flemingem v roce 1928 se antibiotika stala
zasadnim nastrojem v 1é¢bé infek¢énich onemocnéni (Fleming, 1929). Avsak 1 ptes jejich
zaméfeni na patogenni bakterie mohou antibiotika zpisobovat jak kratkodobé, tak
dlouhodobé zmény ve stfevni mikrobioté, coz miiZze vést k rezistenci na antibiotika a dalSim

vaznym nezadoucim uc¢inktim (Frohlich et al., 2016; Feng et al., 2019).

Efekt antibiotické terapie se liSi v zavislosti na spektru antibiotik, davce, zplisobu
podani, farmakokinetice a délce 16¢by. Sirokospektralni antibiotika, ktera budou podavana
perordlné a budou mit niz§i miru absorpce, zdvaznéji a dlouhodobéji narusi stievni
mikrobiotu (Eyler & Shvets, 2019). Kromé toho hraje vyznamnou roli i v€k pacienta. Bylo

prokazéano, ze dopad antibiotické terapie u novorozenct pretrvaval 12 mésicii po ukonceni



1écby (Reyman et al., 2022). Optimalni 1écba antibiotiky by méla mit vysokou specifitu

antimikrobidlniho G¢inku s co nejnizsi toxicitou na hostitele.

Podrobné ucinky specifickych antibiotik na stfevni mikrobiotu jsou uvedeny nize,

viz Tabulka 1.

Antibiottka mohou byt rozd€lena podle jejich mechanismu ucinku na
bakteriostatické (inhibice riistu bakterii) a baktericidni (bakterie hubici). Oba typy mohou
vést k negativnim, ¢asto nevratnym zméndm v mikrobioté. Konkrétné ampicilin i neomycin
maji dlouhodobé ucinky, ¢imz zvysuji riziko kolonizace patogeny a onemocnéni hostitele.
Ampicilin je Sirokospektré beta-laktamové antibiotikum patfici do skupiny penicilind, jehoz
mechanismus ¢inku spo¢iva v inhibici syntézy bakteridlni bunééné stény. Ucinna latka
v ampicilinu interferuje s koneénymi kroky produkce peptidoglykanu vazbou na enzymy
nazyvané proteiny vazajici penicilin (PBPs, penicillin-binding proteins) a inhibuje je (Serfas
et al., 1981). PBPs jsou zodpovédné za zesitovani peptidoglykanovych fetézcti, a kdyz jsou
inhibovany ampicilinem, bakterie nejsou schopny vybudovat silnou funkéni bunéénou sténu.
Oslabena integrita bunétné stény je nachylnéjsi k lyze v disledku osmotického tlaku
(Agboke & Esimone, 2011). Po 1écbé, pii niz byl uzit ampicilin, dochdzi k navySeni

Proteobacteria a rovnéz snizeni populaci Firmicutes i Actinobacteria (Fouhy et al., 2012).

Neomycin sulfat je ve vodé rozpustné aminoglykosidové antibiotikum (Hanko &
Rohrer, 2007). Neomycin inhibuje syntézu bakterialnich proteinii vazbou na ribozomalni
podjednotku 30S bakteridlniho ribozomu. Tato vazba narusuje pfesné Cteni genetického
kodu, coz vede k za€lenéni nespravnych aminokyselin do rostouciho peptidového fetézce
a nasledné tvorbé nefunk¢nich bilkovin (Foster & Champney, 2008). Neomycin je Casto
pouzivan lokaln€ kvuli vyssi toxicité a SirSimu spektru u¢inku. Vyzkumy ukazaly, ze ma
Spatnou absorpci v GIT a nizkou biologickou dostupnost (Arbid et al., 1993), coz naznacuje,
Ze vétsina davky neni v téle efektivné vyuZita (Liu et al., 2021). V ptipad¢, ze byl neomycin
pouzit v kombinaci s cefalothinem jako soucast antibiotické 1€cby, bylo pozorovano, Ze tato
kombinace antibiotik mé& vliv na bakteridlni profil, a to snizenim poctu bakterii rodu
Clostridia patticich do kmene Firmicutes. Dale tato smés ovlivnila metabolismus Zlucovych

kyselin u hostitele a v diisledku toho snizila populaci Bacteroidetes (Y. Zhang et al., 2014).



Tabulka 1 — Vybér antibiotik a jimi indukovana stievni dysbioza s efekty na mikrobiotu
a jejiho hostitele.

Zména Zména v Efektna
Antibiotika mikrobioty metabolitech stref\"nl Dalsi efekty
bariéru
1 IFN-y, NF-kB, MCP-1 a Reglll-y
. 1 stievni v tlustém stfeve (Shi, Kellingray, et
Firmicutes | . 1, 2018)
Proteobacteria 1 sukcinat 1 permeabilita — al, ey o
Ampicilin V. crobi butvrat | proteiny TJ | IgA v tlustém stiev¢ (Shi,
erruconmicrobld utyrat | (ZO-1, Kellingray, et al., 2018)
l occludin) 1 exprese genu rezistentniho na
ATB (Zhang et al. 2013)
Sm¢és: 1 pomér ., 1 pomér TNF-a: IL-10 (Schepper
o . 1 stfevni
ampicilin a Firmicutes: o et al., 2019)
q . permeabilita
neomycin Bacteroidetes
Smes:  pomer t: Th1 buitky, TNF-q, IL-6, MCP-1
ampicillin, Firmicutes:
. . ) . (Scott et al., 2018)
metronidazol, Bacteroidetes; Tcitlivost k
. ) SCFA] . ,
neomycin, | pomér infekcim
gentamicin, Firmicutes:
vancomycin Allobaculum
Smeés: | T lymfocyti, IgA,
anpicin, /7o oz iechondiln orse (o
vancomycin, P . stfevniho el o lraing el al, )
. Lactobacillus |, )
neomycin a epitelu
. Enterococcus |
metronidazol
Smeés: Firmicutes: 1 naruSena  |: Reglll-y (Brandl et al., 2008)
vancomycin, vancomycin sliznice
neomycin a rezistentni 1 stievni
metronidazol  Enterococcus 1 permeabilita

Zkratky: ATB-antibiotisc, I[FN-y-interferon gamma, IgA- immunoglobulin A, IL-10/6, interleukine 10/6, MCP-1- Monocyte
chemoattractant protein-1, NF-kB- Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, Reglll-y- Regenerating
islet-derived protein 3 gamma, TNF-o- Tumor necrosis factor, SCFA- Short chain fatty acid, Thl — T helper cell type 1,
Z0-1 Zonula Occludens 1

2.2 Strevni sliznice naruSena dysbiozou
Pti prichodu potravy travicim traktem slouzi stfevo jako bariéra mezi vnéjSim a
vnitinim prostfedim, ktera je nezbytna pro udrzeni homeostdzy. Poharkové bunky hraji v
této bariéfe klicovou roli tim, Ze vylucuji hlen, ktery pokryva epitel a tvoii tak dalsi
ochrannou vrstvu ochrany. Tato vrstva hlenu brani pfimému kontaktu mezi stievni
mikrobiotou a epitelidlnimi buikami a zarovenl obsahuje ochranné slouceniny, jako jsou

antimikrobialni peptidy, defensiny a imunoglobulin A (IgA).

Integrita sliznice a spravna funkce stfevni lymfoidni tkané¢ (GALT, gut-associated

lymphoid tissue) zavisi na vyvazené interakci riiznych ciniteld (Mowat & Agace, 2014).



Tyto faktory zahrnuji diverzitu mikrobioty, mnozstvi hlenu, pH prostiedi, sloZeni epitelu a
infiltraci imunitnich bun¢k. Udrzovani rovnovahy mezi témito interagujicimi prvky je
zivotné dilleZité pro zachovani fyziologické funkénosti stiev. Cetné studie prokazaly, Ze
podéavani antibiotik mtize piimo nebo nepiimo narusit strukturu a funkci stfevni bariéry, a to
jak fyzicky, tak biochemicky (Shi, Kellingray, et al., 2018; Shi, Zhao, et al., 2018).
Dlouhodobé dysbidza iniciuje patologické procesy, které poskozuji proteiny tésného spojenti,
zvySuji apoptézu a nasledné proliferaci sttevnich epitelidlnich bun¢k (IEC, Intestinal
epithelial cells) (Nagpal et al., 2018) a vyvolavaji zanét stfevni tkané. Tato zanétliva reakce
atrahuje prozanétlivé buiiky, jako jsou neutrofily, jejichz mediatory zhorsuji degradaci tkéni.
K dysregulaci proteint tésnych spojeni mtize dojit prostfednictvim riznych mechanismd,
vcetné potlaceni genové exprese a poskozeni funkce mitochondrialnich genti (Morgun et al.,
2015). Krom¢ toho snizena produkce ochrannych metabolitii a zmenSena tloustka mucinové
vrstvy (Gaudier et al., 2004) zvySuje riziko poSkozeni sliznice. NaruSena integrita
intestinalniho epitelu, charakterizovana dysfunkénimi proteiny tésného spojeni a zvysenou
stievni permeabilitou, usnadiuje prunik lipopolysacharidti (LPS) a patogenti do lumen stieva
(Tulstrup et al., 2015). To nasledné aktivuje prozanétlivé imunitni procesy charakteristické
u obezity a inzulinové rezistence. Na myS$im experimentalni modelu pro lidskou dysbidézu
indukovanou antibiotiky bylo pozorovano epitelidlni poskozeni ve stfevni sliznici, které se
projevovalo netplnym epitelem, uvoliiovanim epitelidlnich buné¢k do stfevni dutiny,
zvétSenymi lymfatickymi uzlinami a zménami mikroklkt a délek krypt v tlustém stfevu (Ran

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

2.2.1 Tésné spoje

Epitel stfevni sliznice je slozen z mnoha typt bunék, které regeneruji kazdych 3-7
dni a tedy musi byt velmi dobfe ptichyceny, aby fyzikalni bariéra splnila sviij ucel. K tomu
slouzi proteiny tésn¢ho spojeni (TJ, tight junctions). TJ jsou umisténé blizko apikéalniho
povrchu epitelu a sestavaji se ze slozité sit¢ transmembranovych proteinovych fetézct, které
propojuji sousedni bunky lateralné. Tyto multiproteinové komplexy zajiStuji integritu
epitelu a paracelularni transport a zaroven se vyznacuji vysoce regulovanou expresi (Di
Pierro et al., 2001). Bariérovou funkci zajistuji pory umoziujici selektivni permeabilitu dle
velikosti a naboje molekuly. Permeabilita po podéani antibiotika vancomycinu byla rozsahle
testovana za pomoci 4kDa molekuly fluorescein-5-isothiokyanat — dextranu (FITC,

Fluorescein isothiocyanate) (Tulstrup et al., 2015).
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Mezi hlavni zastupce proteini TJ patii klaudiny (Cldn, Claudin), okludiny (Ocln,
Occludin), tricelluliny (Ikenouchi et al., 2005; A. C. Saito et al., 2021), anguliny a junk¢ni
adhezivni molekuly (JAMs, Junctional adhesion molecules) (Itoh et al., 2001; Sugawara et
al., 2021), proteiny tésnych spojii obsahujici doménu MARVEL (TAMPS, tight junction-
associated MARVEL proteins)(Schulzke et al., 2012) a proteiny patfici do rodiny zonula
ocludens (ZO, zonula ocludens) (Itoh et al., 1999; Tokuda et al., 2014).

Zmény v expresi proteinll tésného spojeni, pfemisténi celého komplexu TJ nebo v
reorganizaci bunéného cytoskeletu, prispivaji ke zvysené propustnosti stiev (O’ Neill et al.,
2013). Tento proces muze byt zahdjen prostfednictvim riznych mechanismi, jako je
degradace bakterialnimi proteazami nebo aktivace signdlnich drah, které indukuji
biochemické zmény, typu fosforylace/defosforylace ovliviiujici skladani proteini. Bylo
prokazano, ze antibiotiky vyvoland dysbioza postupné snizuje expresi klicovych proteint
TJ, jako je ZO-1, Ocln a Cldnl a naruSuje jejich spravnou lokalizaci (Feng et al., 2019;
Jalodia et al., 2022).

Ve studii na kufatech von Bucholz a kol. pozorovali zvySenou expresi mRNA
proteinti tvoficich pory, konkrétné¢ Cldn7 a Cldnl0 a Ocln, které se mohou pfesouvat do
ruznych paracelularnich lokalit, ¢imz nasledn¢ mohou ovlivnit permeabilitu epitelu, a tak

snizit funkci stfevni bariéry v tenkém a slepém stievu (von Buchholz et al., 2022).

Oslabena funkc¢nost tésnych spoji vede ke stavu zndmému jako ,,déravé, propustné
stitevo® (aj. leaky gut), ktery umoziuje bakteriim a toxiniim pronikat ptes stfevni sténu do
zbytku téla. Naopak, komenzalni bakterie a jejich lyzaty posiluji integritu slizni¢ni bariéry,
naptiklad prostfednictvim zvySené exprese ZO-1. Multidoménové adaptorové proteiny ZO-
1, hraji kli¢ovou roli pfi koordinaci tvorby TJ a buné&cné polarizaci vytvafenim tzv.
pomocnych leSeni. Tim mohou zlepsit strukturu a funkci TJ a tak sniZit propustnost stfeva

(Blackwood et al., 2017).

2.2.2 Produkce cytokinii
Stievni mikrobiota vyznamné moduluje prostfedi cytokini prostfednictvim
epigenetickych modifikaci. Naptiklad SCFA produkované stievni mikroflérou podporuji
diferenciaci naivnich T buné€k na regulacni T lymfocyty (Treg, regulatory T cell) potlacenim
histonovych deacetylaz (HDAC, histone deacetylases) (B. Chen et al., 2017). Imunitni a

stievni epitelidlni buniky vylucuji chemokiny a cytokiny, které fidi homeostazu, reguluji
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infiltraci imunitnich bunék a lokalni zanétlivy stav stievni tkan€. Nejvice exprimované
chemokiny s motivem C-X-C: CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL 5, CXCLS8 (znamy také
jako interleukin 8) jsou spojeny s ¢asnou reakci na poskozeni tkané a infiltraci neutrofil
(Jalodia et al., 2022). Dysbiéza mlize vést k nadprodukei téchto chemokinii, coz ma za
nasledek nadmérny pfisun neutrofilli do mista zanétu a poskozeni tkane.

Ve vyvazené stfevni mikrobiot¢ je zachovéna fyziologickd imunitni odpovéd.
10 (IL-10) a skupinu polypeptidovych transformujicich rastovych faktord [ (TGF-p,
transforming growth factor ), které pomahaji udrzovat stievni homeostazu a zabranuji
nadmérnému zanétu. Konkrétné cytokin IL-10 podporuje intestinalni bariérové funkce a jeho
deplece vede ke zvysSené propustnosti s moznosti vyvinuti chronického zanétu. TGF-P také
potlacuje zanétlivou reakci a zprostfedkovava imunitni toleranci (Marzorati et al., 2020; Y.

Zhou et al., 2022).

Pti  dysbidze se rovnovdha posouvd smérem =k zanétlivému = stavu,
charakterizovanému zvysSenou produkci prozanétlivych cytokinl, jako je IL-6, faktor
zpusobujici nekrézu nadord-o (TNF-a, tumor necrosis factor) a IL-1fB. Tyto cytokiny
podporuji aktivni imunitni reakci ve stfeveé, a to muze vést k poskozeni vystelky, zvyseni
propustnosti a syndromu ,leaky gut“. Jako soucéast kaskady podilejici se na produkci
prozanétlivych cytokinl je pozorovan narust lipokalinu-2 (Lcn2, Lipocalin-2). Len2 je
transportni protein spojeny s neutrofilni Zelatindzou, ktera hraje kritickou roli pfi modulaci
zanétu a odpovedi téla na bakteridlni infekce, proto také byva povazovan za biomarker, nejen
v IBD (Oikonomou et al., 2012; Stallhofer et al., 2015; Paul et al., 2023). Lcn2 funguje tak,
ze vaze a sekvestruje Zelezo prostfednictvim malych molekul zvanych siderofory, které
bakterie vyuZzivaji k ristu a proliferaci. Omezenim dostupnosti Zeleza pro patogenni bakterie
poméha Lcn2 inhibovat jejich rist, ¢imZ hraje ochrannou roli béhem zanétlivych reakci

(Moschen et al., 2017).

Cytokiny jako jsou IL-1B, TNF-a, IL-22, interferonu-gama (IFN-y) se ¢asto pouzivaji
k méfeni miry zanétu ve stfevni tkani béhem indukované dysbiozy. Jejich hladiny byly po
1é¢bée antibiotiky oproti kontrolam vyznamné zvySené (Kanwal et al., 2018; Shi, Zhao, et al.,
2018; M. Zhang et al., 2019). Cytokin IL-22, produkovany pomocnymi T buiitkami typu 22
(Th22, T helper cell), miZe mit dvoji Glohu pfi zanétu. Jednak mlZe podpofit regeneraci
epitelu, a tak pomoci pii obnové a ochrané tkani a tim piispét k 1é€bé IBD (Zenewicz et al.,

2008), ale ptrebytek IL-22 miize vést k chronickému zanétu prostiednictvim produkce
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antimikrobialnich peptida (Sanos et al., 2009).

Mikrobialni dysbalance muze spustit stfevni zanét zprostredkovany lymfocytarni
odpovédi typu Thl, ménit rovnovahu Th17/Treg populaci a zvysit aktivitu makrofagt, které
dale stimuluji dal$i buniky k produkci prozanétlivych cytokinti (Wlodarska et al., 2010; Scott
et al., 2018).

Dysbioza mize také negativné ovlivnit rovnovdhu mezi Th17 a regulatnimi T
lymfocyty (Tregs), coz milize piispét k riznym autoimunitnim stavim, jako je ulcerdzni
kolitida (Y. Wang et al., 2022), encefalomyelitida (Lin et al., 2021) ¢i zhorSit soucasné
onemocnéni, jako je akutni poskozeni plic (Tang et al., 2021). nebo reakci Stépu proti
hostiteli (Y. Wang et al., 2022). Th17 buniky produku;ji IL-17, ktery podporuje zanét, i¢astni
se obrany proti patogenim a spolu s IL-22 zvySuje produkci antimikrobialnich peptidi
(Liang et al., 2006) a chemokind, kter¢ pritahuji neutrofily do mista zanétu. IL-17 stimuluje
rizné buiky, vcetné epitelidlnich buné€k, fibroblasti a makrofagi, k produkci téchto
chemokintl, coz vede ke zvySeni neutrofill a zesileni zanétlivé reakce. Na druhou stranu,
Tregs pomadhaji udrZzet imunitni odpovéd” pod kontrolou a také inhibovat produkci

chemokint, které rekrutuji neutrofily, a tak snizit infiltraci neutrofilti.

2.2.3 Vliv dysbiozy na stievni buiiky prostiednictvim receptori pro
rozpoznavani mikrobialnich vzori

Pti stievni dysbidze mohou zmény v mikrobialnim sloZeni vést k rozdilné stimulaci
receptort pro rozpoznavani mikrobialnich vzorti (PRR, Pattern recognition receptors). PRR
jsou zakladnimi sloZkami vrozeného imunitniho systému, které detekuji mikrobialni
molekularni vzory (MAMP, microbe-associated molecular pattern) nebo molekularni vzory
asociované s patogeny (PAMP, pathogen-associated molecular pattern) ptfitomné na
mikrobech. Kromé toho mohou PRR identifikovat molekularni vzory spojené s poskozenim
(DAMP, damage-associated molecular pattern) uvolnéné poSkozenymi ¢i umirajicimi
bunikami. Dysbioza koreluje se zménami v expresi PRR a cytokinovych genl v reakci na
virovou infekci, jako je virus HIV nebo chiipky A (Glavan et al., 2015; Ngunjiri et al., 2021).
Aktivace specifickych PRR komponentami mikrobioty mize zlepSit funkci stfevni bariéry,
coz vede ke zvySené produkci mucinu, proteint tésného spojeni a antimikrobidlnich peptidii
(Lee et al., 2010). Dale miZe byt prostfednictvim signalizace PRR ovlivnéna proliferace a
ptreziti IEC (Khoury et al., 1969; Round et al., 2011; Park et al., 2016). Nicmén¢ béhem

dysbidzy mize intenzivni, nadmérnd ¢i prodlouzend aktivace receptorti narusit integritu

13



bariéry (Gewirtz et al., 2001).

Signalizace zprostiedkovana prostfednictvim Toll-like receptord 2 a 4 (TLR2 a
TLR4) hraje zasadni roli pfi udrzovani homeostdzy stfevniho epitelu, regulaci vyvoje
imunitniho systému a ochranu epitelu pted poSkozenim (Lee et al., 2010; Rakoff-Nahoum et
al., 2004). Exprese TLR, zejména v IEC, podléha postnatalnim zménam. Prestoze je béhem
vyvoje plodu vysoka, exprese TLR po narozeni klesa a u zdravych dospé€lych jedincii ziistava
relativné nizka (Inoue et al., 2017). Pfi onemocnéni a zanétlivych stavech se vSak exprese
TLR4 zvySuje, coz spousti signalizacni kaskady s naslednou aktivaci prozanétlivych drah, o
¢emz sveédCi exprese MyD88 (MyD88, myeloid differentiation primary response 88), NF-
kB, TNF-a, IL-6 a dalSich markerti (Shang-Qing et al., 2020). Vhodna 1écba mtze vést ke
korekci. Nadmérna stimulace téchto prozanétlivych drah v dysbiotickém stfeveé miize vést k

pretrvavajicimu intenzivnimu chronickému zanétu.

Alhasson a kol. potvrdili, Ze chemicky indukovany zanét v nervové tkani a
gastrointestinalni problémy vyplyvaji z dysbidzy se zvySenou propustnosti stievni bariéry v
dasledku oxidaéniho stresu potencidlné zprostiedkovaného signalizaci TLR4. Navrhli také

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

Vyzkumny tym Golonka a kol. testoval dysbidzu stfevni mikrobioty prostiednictvim
delece TLRS a dysbidza byla jimi navrhnuta jako potencialni diagnosticky biomarker a
rizikovy faktor pro rakovinu jater. TLRS, receptor rozpoznavajici bakteridlni flagellin, je
dalsi z PRR vrozené imunity, ktery ve sliznici stteva podnécuje expresi cytokint IL-22 a IL-

17 a nasledné pohéni neutrofily do mista zanctu (Gewirtz et al., 2001; Golonka et al., 2023).

2.3 Neutrofily

Polymorfonuklearni neutrofily patii mezi zivotné diilezité buiikky vrozené imunity a
predstavuji prvni obrannou linii proti patogeniim. Jejich schopnost rychle reagovat na
mikrobialni hrozby je nezbytna pro zadrzovani a eliminaci patogent diive, nez se plné zapoji
adaptivni imunitni odpovéd’, jejiZz nastup trvad déle. V disledku toho jsou jedinci s
neutropénii, chronickym granulomatéznim onemocnénim nebo syndromem nedostatku
adheze leukocytli zvlasté nachylni vici bakteridlnim a plisiovym infekcim. Neutrofily jsou
velmi hojné zastoupené v krvi, kde cirkuluji a rychle reaguji na signaly uvolnéné
z poranénych tkani ¢i mikrobidlni produkty tak, aby migrovaly do mist poSkozeni a zanétu.

Jejich pohotovost k akci zajiStuje vysokd mobilita a citlivost na chemotaktické signdly, a
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proto také jsou jejich mechanismy proti patogenni invazi tak u¢inné a zaroven univerzalni.
PMN likviduji patogeny prostiednictvim fagocytdézy ve fagolysozomech, membranové
vazané nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH)-oxigenéazy za vzniku superoxidovych
aniontli metabolizovanych na peroxid vodiku a dalsi reaktivnich forem kysliku (ROS,
reactive oxygen species) a dale produkci extracelularnich pasti (NET, Neutrophil
Extracellular Traps), pomoci nichz neutrofily v mezibunééném prostoru vytvari sité
rozvolnéného chromatinu. PMN déle rekrutuji a aktivuji dal$i imunitni buiiky a zesiluji
imunitni odpovéd’. Bylo prokédzano, ze neutrofily obklopujici lymfatické uzliny mohou
indukovat proliferaci T bun¢k pfimou prezentaci antigenu (Hufford et al., 2012; Vono et al.,
2017) a na druhou stranu jiné studie ukazuji, ze neutrofily asociované s nadory (TAN, tumor
associated neutrophils) potlacuji proliferaci a indukuji apoptozu CD8" T bunék v nadoru
(Michaeli et al., 2017). Tento rozpor byl objasnén s tim, Ze klidové neutrofily potlacuji
proliferaci, aktivaci a produkci cytokinli T lymfocyti, pokud jsou pfitomny v procesu
aktivace T bunck, ale aktivované degranulujici neutrofily proliferaci zvysuji (Minns et al.,
2021). Degranulace umoznuje neutrofilim uvoliovat sekre¢ni molekuly a dalsi toxické
latky, jako jsou enzymy: myeloperoxidaza (MPO), NADPH oxidéza, neutrofilni elastaza, ¢i
antimikrobidlni peptidy: defensiny a katelicidiny. I kdyz tyto mechanismy nabizeji
okamzitou ochranu, jejich uvolnéni mtze piispét k poskozeni tkdn€¢. Kromé toho mohou
neutrofily podléhat zménam v genové expresi po bakteridlni expozici (Winterbourn et al.,
2016; Jalodia et al., 2022). Za specifickych okolnosti vykazuji neutrofily supresivni
imunomodula¢ni vlastnosti, naptiklad béhem rozvoje rakoviny (Giese et al, 2019) nebo v

obdobi téhotenstvi (Ssemaganda et al., 2014).

2.4 Zivotni cyklus a regulace neutrofili - piivod, cirkulace a zrani
Homeostaza neutrofill je peclivé regulovana v riznych stadiich bunééného cyklu,
zahrnujici granulopoézu, uvoliiovani z kostni dfené, intravaskuldrni marginaci a nakonec

apoptozu a jejich odstranéni.

2.4.1 Granulopoéza
Granulopoéza nebo také granulocytopoéza zahrnuje komplexni, vysoce regulovanou
sekvenci dé&ji, kterd vede k produkci neutrofilli. Tento proces zahrnuje diferenciaci z
hematopoetickych kmenovych bun¢k (HSC, hematopoietic stem cells), které¢ maji schopnost
sebe obnovy a vyzravaji na granulocytdrni prekurzory (GMP, granulocyte-monocyte

progenitors) s omezenym potencialem proliferace a zvySenou diferenciaci na rizna stadia
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vyvoje neutrofilii: pre-neutrofil, nezraly neutrofil a zraly neutrofil (Evrard et al., 2018) viz
Obrazek 2. Tato diferenciace je fizena tfadou cytokint (napt. CXCL12, IL-6) a proteinQ
(napt. S100A8, S100A9), myeloidnich transkripénich (napt. Egrl, HoxB7 a STAT3) a
rustovych faktort, pii¢emz klicovou roli hraje faktor stimulujici kolonie granulocytti (GM-
CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (Sasmono et al., 2007). GM-CSF
podporuje preferenéni vyvoj progenitorovych bunék do myeloidni linie, stimuluje proliferaci

prekurzora a uvoliiovani zralych bunék (Lord et al., 1989; Richards et al., 2003).

Proliferativni Neproliferativni Postmitoticky

©©©®©O..{'

Pre-neutrofil Nezraly neutrofil Maturovany Cirkulujici neutrofil  Apoptéza

neutrofil fresh / aged
(Myeloblast) (Promyelocyt) (Myelocyt, Metamyelocyt, Tycovy PMN) (Segmentovany) (Hypersegmentovany)
Linage-CD117+ !  Linage- CD115- Linage- Siglec-F-

\Jkéi/ M zona
CD34+ CD16+ Siglec-F-CD11b+ CD11b+ Gr-1+ Ly6G+

: i ' inage- Siglec-F- ! Linage- Siglec-F- Fresh: Aged:
; iglec-F- : X * CD11b+ Gr-1+ CXCR2+ CXCR2+ CXCR4
. ! y 7 i Ly6G+ CXCR2+ CXCR4-  CXCR4+ G-CSF
CD11b ; CXCR2+ CD101 - e meln B =

Kostni dien

\  CXCR4+ Gr-1+

Obrazek 2 - Vyvoj a diferenciace neutrofilii. Povrchové znaky jsou uvedené pouze pro mysi neutrofily. Mitoticky aktivni
jsou granulocytarni progenitovoé bunky, které prochazeji proliferaci a diferenciaci. Postmitoticky soubor bunék zahrnuje
plné zralé a diferencované neutrofily, které tvori rezervu bunék kostni diené dostupnou pro uvolnéni. Tucné zvyraznéné
povrchové znaky, které ndas v této prdci zejména zajimaly. Zkratky: G-CSF- faktor stimulujici kolonie granulocytii, Gr-1+-
granulocytarni antigen 1, GMP- granulocytarni prekurzor, HSC-hematopoeticka kmenova bunka, M zona — marginalni
zona sleziny, PMN- polymorfonuklearni neutrofil, Lineage Siglec F - linie bunék exprimujici sialic acid-binding
immunoglobulin-like lectins Vlastni tvorba.: BioRender.com

Aby jejich vyvoj byl Gspésny, je regulovan expresi fadou povrchovych znaki, zde
budou vyjmenované zakladni a relevantni znaky souvisejici s experimentalni ¢asti této prace.
GM-CSF stimuluje HSC ke granulopoéze, proto také neutrofily jiz od raného vyvoje udrzuji
na svém povrchu receptory pro G-CSF ve vysokych hladinach. Mutace v receptoru pro G-
CSF vede k neutropenii (Druhan et al., 2005). Neutrofily exprimuji nizké hladiny CXC
chemokinového receptoru 4 (CXCR4), ktery je sprazeny s G proteinem. Na zadrZzovani a
nasledném uvoliiovani z kostni diené se podili zejména interakce mezi CXRC4 a faktor 1
odvozeny od stromalnich bun¢k (SDF-1, stromal cell-derived factor 1), jak bylo v minulosti
prokdzéno (Zuelzer et al.,1964). SDF-1, také znamy jako CXCLI12, je produkovan
stromalnimi bunkami kostni diené a funguje jako signdlni mechanismus pro retenci bunék
(Ponomaryov et al., 2000).

Diferenciace granulocytového progenitoru produkuje proliferativni pre-neutrofily

exprimujici CXCR4, Ly6G'°" ale nikoliv CXCR2. Tyto buiiky postupné vyzravaji do stadia
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exprimujiciho nizké hladiny CXCR2 a vysokého mnozstvi Ly6G, do neproliferujicich

nezralych neutrofili (myelocyty, metamyelocyty a ty¢ové neutrofily) a nakonec se vyvinou

v segmentované zralé neutrofily s vysokou expresi CXCR2 (Evrard et al., 2018). Dalsi

povrchové znaky jako CD11b a CD62L hraji dilezitou roli v migraci a adhezi téchto bun¢k.

CD11b, znamy také jako integrin alfa M (ITGAM), je zasadni pro bunécné interakce,

migraci, fagocytézu a regulaci imunitni odpovédi.

V této praci se zaméfime na sledovani fenotypt neutrofilii, zejména téch, které

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

Tabulka 2: Funkce a exprese konkrétnich znakii na neutrofilech a monocytech

Znak Altfll;,:;tsvm Funkce/Popis Exprese na neutrofilech a monocytech
konzistentné v klidovém stavu (Lakschevitz et al.,
_ . 2016)
ITGAM. Mac- B2 integrin, korecep,tor
CD11b 1 CR’3 A CD18, neutrofilni zvySena exprese ve starnoucich neutrofilech (D. Zhang
,C3biR ’ transmigrace (Hyun et etal., 2015)
al., 2019) zvysena exprese po stimulaci IL-2 (Abdel-Salam &
Ebaid, 2014)
L-selektin. valeni neutrofili a uvolnéné neutrofily z kostni dfen¢ maji vysokou
CD62L LECAM-1, adheze k epitelovym expresi CD62L,
LAM-1, Leu-8, bunkam (Kamp et al., snizena exprese ve starnoucich neutrofilech
MEL-14, TQ-1 2012) (Casanova-Acebes et al., 2013)
retence v kostni dieni
prosttednictvim
interakci s CXCL12
C-X-C (SDF; )al(P(;r(l)(())r(;l)aryov zvysena exprese CXCR4 ve starnoucich neutrofilech
CXCR4  chemokinovy R (Adrover et al., 2019)
receptor typu 4 regulaceouvolflovam’ zvySend exprese CXCR4 podporuje neutrofily k
neutrofili a nasledna névratu do kostni dfen& (Martin et al., 2003)
migrace zpet do kostni
diené (Eash et al.,
2010)
mobilizace neutrofilti indukovana G-CSF je zavisla na
C-X-C mobilizace z kostni , el Bk etoavl., 2,0 o) e
CXCR2 chemokinovy dfené (Suratt et al., defe}< tnlrre’gulace C)ECRZ muze vest L AR
e 2004) uvolnovani neutrofildi (von Vietinghoff et al., 2010),
spolu s Cxcl8 reguluje migraci v krevnim fesisti
(Zuniga-Traslavifa et al., 2017)
Komplex marker asociovany s
Ly6C lymfocytarntho ~ monocyty, Ly6C'®  pii zanétlivych stavech je zvySena exprese Ly6C"e¢" na
antigenu 6, jako vesikularni monocytech (Jakubzick et al., 2013)
lokus C scavenger
Komplex . , ve fyziologicky ustaleném stavu je vysoka exprese
lymfocytarniho EN LA EBIOVE Ly6G na neutrofilech, zvySena exprese béhem zanétu
Ly6G ymio e s granulocyty a y e, ZVYSend expres . ’
antigenu 6, e neutrofily exprimujici stfedni hladiny Ly6G jsou
lokus G povazovany za nezralé (Mackey et al., 2021)

Zkratky: SDF-1- stromal cell-derived factor 1
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Hemostatické kontrola hladin cirkulujicich neutrofilt je velice dilezita pro uc¢innost
imunitni odpovédi. Niz§i pocet neutrofild mlze vést k zdvazné infekci, zatimco jejich
nadmérné mnozstvi mize zpusobit poskozeni tkani a nevhodné zanétlivé reakce. Neutrofily
jsou nepfretrzit¢ generovany v hematopoetickych provazcich, které¢ jsou lokalizovany ve
vendznich dutinach kostni difené. Po dosazeni zralosti opoustéji kostni dient migraci pies
sinusovy endotel a jsou uvoliiovany do krevniho fecisté. Vyzkumy vyuzivajici neutrofily
znadené izotypem fosforu (**P) ve formé diisopropylfluorfosfat->*P a déle izotypem vodiku
- tritiem (*H) oznadené jako *H-thymidin, prokazaly, Ze doba potfebna pro priichod plné
zralych buné¢k kostni dfeni u lidi ¢ini 4-6 dni. Diferencované a maturované neutrofily, nez
jsou uvolnény do obéhu, tvoii rezervni zasobu o velikosti 5,59+0,90 x 10° neutrofili/kg
s odhadovanou produkci 0,85 x 10° bunék/kg za den (Dancey et al., 1976), coz odpovida i
experimentalnim pozorovanim z 60.let (Donohue et al., 1958; Athens et al., 1961). Ne
vSechny zralé neutrofily musi nutné byt uvolnény do obéhu, ty, které ziistavaji zadrzené
v kostni dfeni, hraji vyznamnou roli pfi podpore funkci HSC (Bowers et al., 2018). Za
fyziologickych okolnosti se v téle obvykle nachazi méné nez 2 % zralych neutrofilti
(Semerad et al., 2002). Kostni dfeni funguje jako rezervoar pro rychlou mobilizaci v ptipadé

potieby.

2.4.2 Neutrofily v obéhu

U lidi tvofi neutrofily 50-70 % vSech bilych krvinek v krvi, zatimco u mysi je to jen
10-25 % (Mestas & Hughes, 2004). Proto se 1 nd$ vyzkum zaméfil na sledovani neutrofilnich
populaci v kostni dfeni. Cirkulujici mysi neutrofily maji Zivotnost ptiblizné 12h (Basu et al.,
2002), kdeZto u lidi byla zivotnost potvrzena v rozmezi 13-19 h in vivo za pouziti stabilniho
znadeni neutrofilii izotopem deuteria (*H) ve formé t&zké vody (*H20) a nebo deuteriované
glukdzy (*H-6,6-glukdza) (Lahoz-Beneytez et al., 2016). Jedna se o vyrazné krat$i dobu
oproti dfive deklarovanému az Sdennimu preziti neutrofilii v krvi (Pillay et al., 2010). Zralé
neutrofily mohou volné cirkulovat, anebo se vyskytovat ve tkanich, zejména ve slezing,
jatrech, kostni dieni ¢i plicich (Devi et al., 2013), jako rezidentni ¢i margindlni populace.
Biodistribuce PMN a velikost marginalni zasoby jsou ovlivnény jejich zralosti, aktivaci a

pritokem krve v intravaskularnim prostiedi.

2.4.3 Starnuti neutrofilu

Proces starnuti neutrofili v nepfitomnosti zanétu, zahrnuje obdobi od uvolnéni

zralych neutrofili, PMN ranného typu (aj. fresh) z kostni diené€, az po jejich odstranéni ¢i
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vystup z obéhu (aj. aged). Cirkulujici neutrofily kratce po uvolnéni do krevniho fecisté
monitoruji ptipadné znamky poruch, infekce ¢i patogenti a dale také vykazuji cirkadidnni
vnitini program regulovany proteinem Bmall a chemokinovymi receptory CXCR2 a
CXCRA4. Tyto ranné neutrofily vykazuji imunokompetenci, mohou snadno infiltrovat tkdné
a jsou charakterizované zvysenou citlivosti na signaly poSkozeni. PMN jsou uvoliiovany
z kostni dfen¢ v klidové fazi a exprimuji vysoké hladiny CD62L, proto jsou také povazovany

za ,.klidové* nebo také ,,naivni*“. Toto chronoprogramovani ovliviiuje star

nuti, jejich chovani a migrac¢ni vlastnosti (Adrover et al., 2019). Starnouci neutrofily
podléhaji fenotypovym zméndm, konkrétné zvysenou expresi CXCR4 (Adrover et al., 2016)
a CD11b, které ziskaji ptfiblizné¢ béhem 6h (Adrover et al., 2019), dale CD11c, TLR4,
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule) (D. Zhang et al., 2015), snizenou expresi CD62L
(Casanova-Acebes et al., 2013). Na konci aktivni faze jsou naprogramovany k navratu do
kostni dfené, kde jsou recyklovany a destruovany makrofagy (Martin et al.,2003; Casanova-
Acebes et al, 2013). Krom¢é pozménéné exprese povrchovych znakli dochazi i
k morfologickym zménam, jako je snizeny pocet granuli a piitomnost hypersegmentované¢ho
multilobularniho jadra (Casanova-Acebes et al., 2013; Dahdah et al., 2022). Zhang a kol.
poukézali 1 na to, Ze zanétliva aktivita neutrofilii pozitivn¢ koreluje s jejich starnutim
v ob&hu, coz naznacuje souvislost mezi stairnutim a modulaci zanétlivé odpovédi. Staré PMN
béhem zanétu vykazuji zvysenou aktivaci CD11b a jejich specificky transkriptomicky profil

se lisi od profilu aktivovanych neutrofilti (D. Zhang et al., 2015).

2.4.4 Reverzni migrace

Efektivni ukonceni zanétu je komplexni proces, ktery je zdsadni pro minimalizaci
poskozeni a obnoveni homeostdzy. Makrofadgy kostni dfené a margindlni zony sleziny
primarné zajistuji odstranéni apoptotickych neutrofili z mist zanétu. Pfi jejich absenci
dochazi k opozdéné likvidaci PMN, coz mé za nasledek zvySenou produkci G-CSF,
pozménénou hematopoézu a neutrofilii (Gordy et al., 2011). Neutrofily nemusi nutné
podstoupit regulovanou apoptoézu v zanicené tkani, ale za urcitych okolnosti mohou cestovat
zpét do obehu v procesu zvaném reverzni migrace. Tento fenomén, jehoz piikladem je
retrogradni chemotaxe, zajiStuje obousmérny prenos neutrofili mezi mistem poranéni a
krevnim systémem, jak bylo pozorovano in vivo na transgennim modelu zebti¢ek (Mathias
et al., 2006). Reverzné migrované neutrofily vykazuji odligné fenotypy exprimujici ICAM™M
a CXCR1Y (Buckley et al., 2005), maji prozanétlivé vlastnosti, del§i Zivotnost, opozdénou
apoptozou, zvysenou produkci ROS, inducibilni syntazy oxidu dusnatého (iNOS, Inducible
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nitric oxide synthase) antibakterialnich mechanismi a NET6z (Ode et al., 2018). Tento
zajimavy ukaz naznacuje, ze neutrofily opoustéjici misto poranéni ptesahuji svou roli
efektorovych bun¢k vrozeného imunitniho systému a mohou potencidln€ ovliviiovat funkci

a polarizaci adaptivni imunitni odpovédi tim, ze ovliviiuji systémovy zanét.

2.5 Fenotyp neutrofili ve zdravi a nemoci

Neutrofily byvaly tradi¢né povazované za homogenni terminalné¢ diferencovanou
populaci bun¢k, dnes je znamo, ze vykazuji pozoruhodnou heterogenitu fenotypu napiic
riznymi fyziologickymi a patologickymi stavy. Tato rozmanitost se vztahuje i na jejich

vlastnosti, funkce, zivotnost a migra¢ni vzorce.

K heterogenité piispivda ontogeneze neutrofili a rovnovdha mezi jednotlivymi
vyvojovymi stadii. Cirkulujici populace PMN v krevnim obéhu vykazuje dynamické zmény
v povrchovych znacich, jako je zvySena exprese CXCR4 a ztrata CD62L, které jsou fizené

cirkadiannimi rytmy a starnutim, viz pfedchozi kapitola 2.3.

Béhem téhotenstvi dochézi k vyrazné zméne fenotypu PMN. Nedavné studie u lidi a
mysi zdlraznuji pfitomnost imunosupresivnich populaci neutrofili, zejména neutrofila s
nizkou hustotou (LDN, Low-Density Neutrophils), nebo polymorfonukledrnich myeloidnich
supresorovych bunék (PMN-MDSC). Neutrofily s vysokou hustotou (HDN, High-Density
Neutrophils) byly oproti LDN pozorovany mén¢. Studie zabyvajici se heterogenitou
neutrofild béhem téhotenstvi, se zamétuji zejména na buiky v mateiské nebo pupecnikové
krvi (CB, cord blood) a dale v placentarnich tkanich. Na zéklad& toho byly zaznamenany
zmeény v povrchovych znacich, jako je snizené exprese CD16, coz ukazuje na nezralost LDN
(Ssemaganda et al., 2014). Pfedpoklada se, Ze tyto zmény prispivaji k imunitnim adaptacim

potiebnym pro uspesné t€hotenstvi.

Zanétliva onemocnéni jako je astma, sepse a IBD, vykazuji variace ve fenotypu a
funkci PMN, pricemz odlisné subpopulace vykazuji rozdilnou expresi povrchovych znakt a
zapojeni do specifickych fyziologickych procest. U zdravych jedinct vykazuji cirkulujici
neutrofily variabilitu v expresi markert, jako je CD177 a olfactomedin 4 (OLFM4). CD177+
neutrofily se Ucastni endotelidlni interakce a transmigrace, zatimco OLFM4+ neutrofily
mohou hrat roli v produkci NETo6z. Pti zanétlivych stavech stoupena cetnost CD177+
neutrofildi, pfi sepsi je zvysSend exprese OLFM4 (Silvestre-Roig et al., 2019). Akutni

zanétlivé podnéty rychle mobilizuji neutrofily z kostni dfené zkracenim doby
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postmitotického zrani a uvolnénim mladsich neutrofilti s odliSnym fenotypem. Ve studii
vedené Qi byla zkoumdna heterogenita PMN pomoci jednobunécné sekvenacni analyzy
RNA, ktera odhalila inhibi¢ni neutrofily exprimujici vysoké hladiny programovaného
ligandu smrti 1 (PD-L1). Tyto heterogenni populace ptispivaji k imunosupresivni odpovédi
zvysenou proliferaci Treg pfimym kontaktem s lymfocyty (Qi et al., 2021), coz potvrzuje

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

Chronicky zanét stievni sliznice, jako UC (UC, ulcerative colitis), je znamy jako
pispivajici faktor pii rozvoji rakoviny (Luo & Zhang, 2017). Uast neutrofilti v rakovinném
onemocnéni je dobie zdokumentovana, ale jejich role zlstava kontroverzni, coz podtrhuje
jejich heterogenitu. Systémovy zanétlivy stres vyvolany nddorem, stimuluje uvolnéni G-CSF
a to nasledné¢ mobilizuje PMN v riznych stadiich, proto se v nadorech vyskytuji zralé i
nezralé formy neutrofild. Neutrofily v mikroprostfedi nadoru mohou vykazovat
imunosupresivni fenotyp charakterizovany zvySenou expresi PD-L1 s kombinaci
CD16*Y/CD62LY™ (de Kleijn et al., 2013), piispivajici k potladeni T bun&k. Naopak jiné
neutrofily v nddoru budou vykazovat prozanétlivé vlastnosti. Sagiv a jeho tym identifikovali
podskupinu neutrofili LDN, které se pfechodné objevuji pii samovolné odeznivajicim
zanétu, ale kontinualn€ se hromadi s progresi rakoviny (Sagiv et al., 2015). Navic v mysich
modelech rakoviny byly identifikovany neutrofily exprimujici Ly6G™, které vykazovaly
jisty stupeni nezralosti a niz$i funkéni kapacitu (Mackey et al., 2021). Tyto fenotypové
rozdily klasifikuji TAN na protinadorové (N1) a permisivni pro-nddorové (N2) (Giese et al.,
2019), pticemz kazda podskupina exprimuje odlisné znaky, piehled je zobrazen na Obrazku

3.

Homoestéaza Nador Zanét
Nezraly PMN Zraly PMN Proti-TAN (N1) Pro-TAN (N2)
//7 N 7 \ //\ N
‘u‘\ V\j \ " (/\\: /
w0 - & \ 4 4
CDT1b+ CD11b+ CXCR2+ CXCR4+ CD11bM"
CXCR4+ CXCR4- CXCR2- CD62L"CXCR2"
Ly6G™ Ly6Ghish Ly6C+ OLFM4+ CD177+4
’ 2R CDBO'CD86"
Zralé neutrofily Nezralé azralé  Neutrofily s aktivitami
aktivujici T burky a neutrofily prezentace antigenu
protinadorové potlacujici T (neutrofily podobhné
neutrofily bunky a antigen prezentujicim
podporujici nador bunkam)

Obrazek 3 -Schéma povrchovych znakit mySich neutrofilii, které jsou spjaté s homeostizou, rakovinou a zdnétem.
Zkratky: NI — protinadorovy neutrofil, N2 — pronadorovy neutrofil, PMN — polymorfonukledrni neutrofil, TAN- neutrofily
asociované s nadory

Dynamické povaha jednotlivych podskupin PMN je ovlivhénd mnohymi faktory,
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jako napfiiklad stddium zrani, lokalizace, funk¢ni kapacita a mimo jiné i specifické tkanoveé
adaptace a souhra genetickych a epigenetickych mechanismil, jez podtrhuji jejich slozitou

funkci a zapojeni v imunitnich odpovédich.

2.6 Neutrofily a jejich funkce ve stievé
Role neutrofilii ve stfevé je mnohostrannd, protoze se podileji na udrzeni kiehké
rovnovahy navzdory neustalému kontaktu s komenzéalnimi bakteriemi. Primarni tlohou
neutrofili ve stfevé je chranit sliznici regulaci mikrobioty, ale pfiliSna aktivita vede

k patologickym staviim.

Aktivované neutrofily vykazuji zvySenou aktivitu respiracniho vzplanuti spojenou s
robustnéjsimi baktericidnimi ucinky po vystaveni danému stimulu. Antibiotiky indukovana
nadprodukce reaktivnich forem kysliku vSak mlze netimyslné spustit epitelialni apoptozu v
kryptach karta€ového lemu (Morgun et al., 2015). Intraluminalni neutrofily jsou zodpovédné
za udrzovani integrity sliznice, a to zejména prostiednictvim potlaceni invaze patogennich
bakterii. Piesto jejich zvySeny vyskyt a nadmérné infiltrace do stfevniho epitelu a lumen
stteva charakterizuje akutni stfevni zanét (Gil et al., 2023). Nekontrolovatelna infiltrace
aktivovanych neutrofilli skrze bariéru mize zpusobit rozsdhlé¢ poranéni stievni sliznice,
zahrnujici ztratu poharkovych bunék s naslednou snizenou produkei hlenu, poranénim krypt,
ulceraci, tvorbou abscesti, coZ jsou symptomy IBD (Mazzucchelli et al., 1994; Ryan et al.,
2020). Zpozdéna apoptoza a nelfinné odbouravani zbytkill (aj. clearance) po aktivité
neutrofill jsou povaZovany za klicovymi jevy v progresi chronického zanétu (Azcutia et al.,
2023). Zejména bylo prokazano, ze konkrétng podskupina CD177" neutrofili miZze mit
protektivni vliv pfi stfevnim zanétu, a to prostfednictvim regulace intraepitelidlnich
lymfocytl s prozanétlivou funkci. Vycerpanim této podskupiny bunék vede k rozvoji

dysbiozy a zhorSenému zanétu (H. Chen et al., 2023).

Souhrnné lze fici, Ze neutrofily ve stfevni tkdni slouzi nejen k eliminaci mikrobli a
zahdjeni zanétu, ale také napomahaji jeho feSeni a hojeni poskozené tkané, ¢imz ptispivaji

k udrZzeni homeostazy stfevni sliznice.

2.6.1 Migrace neutrofili do stieva a jeho lumen
Cesta neutrofili do stfeva zacind chemotaxi, fizenym bunéénym pohybem v reakci

na chemokinové gradienty. Neutrofily v krevnim ob&hu snimaji hladiny gradientu
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chemoatraktantu a pti zvySené koncentraci zahajuji migraci smérem ke zdroji, aby nasledné
mohli projit skrz endotel do lamina propria. Jakmile je zahijena chemotaxe, neutrofily
v krevnim fecisti zahajuji rolovani (valeni). Béhem této faze interaguji se selektiny,
adhezivnimi molekulami pfitomnymi na povrchu endotelu cév. Tyto interakce maji za
nasledek valivy pohyb bun¢k, ktery umozituje neutrofiliim zpomalit a navazat pocatecni
kontakt s endotelialnimi buiikami a pevné k nim pfilnout za pomoci adhezivnich molekul
jako je napiiklad CDI11b/CD18. Dal§im krokem je transmigrace neboli diapedéza,
uskutecnénd skrze dynamické interakce adheznich molekul jako jsou ICAM-1 a VCAM-1,
Vascular cell adhesion molecule ¢i JAM a PECAM-1, Platelet endothelial cell adhesion
molecule. Tyto molekuly zajistuji uspésny prachod skrze regulaci molekuldrnich interakci,
hraji roli pii modulaci endotelidlnich spojeni, aby umoznily prichod neutrofild. Za ucasti

naruSeni proteinll tésného spojeni typu ZO-1, je pfispéno k oslabeni epitelidlnich bariér.

Pt bézné zanétlivé reakci se neutrofily mobilizuji do cilového mista béhem 24-48 h.
Po dosazeni mista zanétu neutrofily selektivné uvoliiuji monocytarni chemoatraktanty jako
je CAP18, katepsin G (CTGS), azurocidin k rekrutovani makrofagi a ke spusténi druhé viny

zanétlivé odpovedi.

V ur¢itych situacich mohou neutrofily prochazet epitelem a vstupovat do lumen
stteva, coz je zasadni proces v reakci na stfevni zanét. Tato cesta zahrnuje extravazaci z
krevniho fecisté pfes paracelularni prostor, to vSe pii zachovani integrity epitelialni bariéry.
Jednd se o koordinovany vicestupiiovy proces regulovany adhezivnimi interakcemi
s naslednou transepitelidlni migraci (TEpM, transepithelial migration). Hlavni tlohu pfi
poslednim kroku hraje glykoprotein CD47, ktery je specificky exprimovany na neutrofilech.
CD47 usnadituje TEpM modulaci interakce s CD11b/CD18 v plazmatické membrané PMN
a naslednou aktivaci téchto B2-integrinii. Absence CD47 ma za nasledek neschopnost
asociovat s CD11b/CD18, coz vede ke snizeni infiltrace neutrofili béhem sterilniho zanétu
(Azcutia et al., 2021). Dalsim klicovym hra¢em v TEpM je kyselina sialova, nejhojnéji
terminalné zastoupeny negativné nabity glykan. Kyselina sialovd pomaha neutrofilim
prekonat polarizovanou epitelidlni bariéru regulaci naboje na bunécném povrchu. Enzym
sialiddza hraje roli pfi odstranéni a2-3 vazané kyseliny sialové z CD11b/CD18 na PMN,
inhibuje konformacni aktivaci tohoto integrinu, a tim brani transportu. Navic sialidaza
vyznamné ovliviiuje konecnou efektorovou funkci neutrofilnitho zanétu. Selektivnim
zacilenim galaktosylovanych glykant na CD11b bylo pfezkoumano potlaceni nezadouci

funkce neutrofild, jako je sniZeni uvoliovani reaktivnich forem kysliku a degranulace (Kelm
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et al., 2020). Dale bylo zjisténo, ze zvySena aktivita sialidazy pti zanétu slouzi k eliminaci
kyseliny sialové z CD11b, coz usnadiiuje konformacni aktivaci integrinu a nasledné
signalizaci Syk a p38 mitogenem aktivovanad proteinkindza (MAPK, mitogen-activated

protein kinases) k efektorovym funkcim neutrofili (Azcutia et al., 2023)

Imunitni odpovéd’ Th17 je tizce spojena s akumulaci neutrofili v lamina propria
béhem stfevniho zanétu. Védci vedeni Flanniganem prokézali fascinujici spojeni mezi
kolonizaci segmentovanych vlaknitych bakterii (SFB, segmented filamentous bacteria) a
akumulaci neutrofill v tenkém stfevu. Prostfednictvim negativni zpétné vazby tyto
neutrofily reguluji populaci SFB, coz ukazuje sloZitou souhru mezi mikrobiotou a imunitni
reakci hostitele. Tento pfiliv neutrofilti do stfeva je zprostiedkovan za pomoci IL-17A a
CXCR2, coz koreluje s produkei IL-22 (Flannigan et al., 2017). Cytokin IL-22 zlepSuje
bariérovou funkci tim, Ze podporuje proliferaci epitelidlnich bun¢k a produkci
antimikrobidlnich peptidl. Neutrofily jsou klicové pro expresi IL-22, mohou jej balit do
granuli pro rychlé uvolnéni v ptipadé potieby (Zindl et al., 2013). IL-23 je dalsi cytokin,
ktery je uvoliiovany po mikrobialni kolonizaci nebo poSkozeni bariéry a hraje vyznamnou
roli v modulaci Th17 odpovédi. IL-23 indukuje produkci IL-17A, reguluje tvorbu IL-22 z
ptirozenych lymfoidnich bunék typu 3 (ILC3, Innate lymphoid cells) a stimuluje uvolnéni
IL-22 z neutrofilt (Flannigan et al, 2017). Na modelu chronické kolitidy bylo zjisténo, ze
indukce chemokinii z rodiny CXC zavislych na IL-22 je nezbytna k ziskani CXCR2"
neutrofild do tlustého stieva (Pavlidis et al., 2022). To zduraznuje slozitou sit’ cytokinti a

chemokint, které se podileji na fizeni imunitni odpovédi pfi sttevnim zanétu.

2.7 Interakce dysbiozy a neutrofilii na konkrétnich prikladech

Mikrobiota formuje vyvoj a polarizaci imunitniho systému a hraje tak kli¢ovou roli
pfi regulaci homeostazy neutrofili. Podani antibiotik novorozencim béhem kritickych
obdobi vyvoje IS, mize vést k niz§i odolnosti vii€i sepsi narusenim procesu postnatalni
granulocytdzy, coz vede ke snizeni poctu neutrofili (Deshmukh et al., 2014). Navic bylo
prokazano, ze lécba antibiotiky ovliviiuje funkénost a Zivotnost neutrofild. Naptiklad
antibiotika zacilend na syntézu bakteridlni bunécné stény, jako je penicilin, vyznamné
zvySuji citlivost bakterii k antimikrobialni likvidaci zprostiedkované neutrofily (Root et al.,

1981).

Kromé toho dysbi6za mlze mit vliv jak na samotnou infiltraci neutrofild, tak jejich

pozménény fenotyp, ale 1 funkéni kapacitu v podobé tvorby extracelularnich pasti.
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Studie stfevni mikrobidlni dysbidzy zplisobené gramnegativni bakterii Helicobacter
u mys$i s deficem IL-10, vedla ke zvySeni myeloidni populace CD11b+ bunék, ktera byla
dale rozdelena na zéklad¢ exprese Ly6C a Ly6G, zejména bylo ve sleziné pozorovano
vyznamné zvySeni Ly6C+Ly6G"e" neutrofila, populaci Ly6CMe"Ly6G- piedstavujici
zanétlivé  monocyty/makrofagy a Ly6C°“Ly6G- jez odpovidaji rezidentnim

monocytim/makrofaghm (Ray et al., 2015).

Vong et al. zkoumali dopad snizené mikrobidlni diverzity indukované podanim
antibiotik a stimulaci adherentni invazivni E. coli (AIEC, adherent-invasive E. coli) na
tvorbu extracelularnich pasti a dale schopnosti neutrofilt tvofit ROS. Diky této kombinaci
ATB s AIEC dosahli stavu exacerbované dysbidzy, ktera se prokazala zvysenymi hladinami
Gammaproteobacteria. Studie odhalila, Ze dysbioticka stfevni mikrobialni spoleCenstvi
meéla zvySenou schopnost aktivovat produkci neutrofilnich ROS a mobilizovat NET, coz
naznacuje souvislost funkce neutrofilii a stfevni redoxni rovnovahy v patogenezi stfevniho

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

Zména mikrobidlniho slozeni ma vliv na motilitu neutrofili. Dysbidza vyvolana
morfinem méla vliv na transport neutrofilti do poskozené tkan¢ s tim, ze byly identifikovany
zvysené populace infiltrujicich CD11b"Ly6G" neutrofili a Ly6CM&" monocytli, které
ptispély k rozvoji dysbiotického mikrobiomu (Jalodia et al., 2022). Na druhou stranu
Watanabe a jeho kolektiv zkoumali spojeni mezi dysbidzou, mobilitou neutrofilli a zvySenou
nachylnosti ke kolitidé zptsobenou infekei E. histolytica u déti na mySim modelu amébické
kolitidy. Zjistili, ze dysbidza vyvolana antibiotiky vedla ke sniZeni pfitomnosti neutrofilti ve
sttevni tkani, coZ je pripisovano sniZzené expresi chemokinového receptoru CXCR2, a to
navzdory zvySenym hladindm chemoatraktantd. Tato studie zdlraziiuje vliv migrace
neutrofili do mista infekce a jejich protektivni roli, coZ spolu s potladenou sekreci hlenu
zprostiedkovana CXCR2 neni vSak jediny mechanismus zajist'ujici migraci PMN, a tudiz 1
ochranu jimi zprosttedkovanou, jak ukédzala studie, kde mySi zistali rezistentni na
amébickou infekci po depleci neutrofil (Asgharpour et al., 2005). Ku piikladu IL-33
indukovana aktivace ILC2 predstavuje dalSi ochranny mechanismus proti amébickée kolitide,
kdy je tlumen zanét a sniZzena infiltrace zéanétlivych imunitnich bunck, vcetné

Ly6C"€"monocytii a Ly6G neutrofila (Uddin et al., 2022).

Dysbioza u hypertriglyceridemické pankreatitidy (HTGP, Hypertriglyceridemic

pancreatitis) vede k zvySeni infiltrace neutrofily a tvorb& NET, které nasledné zhorSuji
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poskozeni pankreatu a systémovy zanét. Modulace mikrobioty poddvanim taurinu mtze vést
ke zvySené tvorb¢ sulfidu mikrobiotou, inhibitoru bunééného dychani, a tim v kone¢ném
disledku navySeni odolnosti vi¢i budoucim infekcim. Uprava metabolismu zlu¢ovych
kyselin bakterii vede k expanzi bakteriii vyuZzivajici taurin a to poméha udrzovat slizni¢ni
neutrofily a uvolilovanim cytokinu TNF-q, ¢imz se zmiriiuje stavajici poranéni tkan¢ a

posiluje odolnost vii¢i patogentim (Stacy et al., 2021).

Ve stfevnim mikrobiomu se rovnéz nachézeji plisné a houby, které tvofi mykobiotu.
Neutrofily s mutacemi v genu card9, ktery koduje protein 9 obsahujici rekrutacni doménu
kaspazy (CARDY), mohou vykazovat zhorSené rozpoznavani plisni a snizené antifungalni
reakce. Pii depleci tohoto genu dochazi ke zvysené aktivaci neutrofilnich mitochondrii a
zvySené produkce ROS, coz v neutrofilech vyvold nadmérnou oxidativni fosforylaci a
pred¢asné starnuti. Studie zabyvajici se polymorfismy CARD9Y, funk¢nosti neutrofilti v
kontextu IBD, ukazuje na zvySenou nachylnost ke kolitidé a dal$Sim stfevnim zan&tim

v dtsledku zmén v mikrobialnim slozeni (Danne et al., 2023).

2.8 Imunomodulace probiotiky a terapeuticky potencial E. coli O83

Probiotika jsou definovana jako zivé mikroorganismy, které pokud jsou podany
v adekvatnim pfiméfeném mnoZstvi, jsou povaZzovany za bezpecné a majici prosp&Sny
ucinek na hostitele (Rijkers et al., 2011). Zakladem imunomodula¢nich uc¢inki probiotik je
nékolik mechanismil, konkrétn€ posileni funkce epitelialni bariéry, zména slozeni stfevni
mikrobioty, kompetice s patogeny o mista adheze a modulace imunitniho systému hostitele
jak lokalng, tak systémové (Oelschlaeger, 2010). Zejména na mySich modelech bylo
prokdzano, Ze urcité probiotické kmeny zmiriiuji zavaznost indukované kolitidy, zabraiuji
rozvoji alergickych onemocnéni a snizuji vyskyt infekénich onemocnéni (Hejnova et al.,

2005; Kokesova et al., 2006; Wassenaar, 2016; Hrdy et al., 2018).

Pro uplatnéni téchto zdravotnich vyhod si probiotika musi zachovat zivotaschopnost
a odolavat traveni v celém GIT. Navrzena hypotéza, ze probiotika by mohla pfedstavovat
ucinnou preventivni 1écbu dysbidzy a zmirnit jeji vedlejsi ucinky (Hempel et al., 2012;
Ekmekciu et al., 2017) byla jiZ v minulosti mnohokrat ovéiena, 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 ucinky jsou zprostfedkovany

mechanismy, jako je snizeni stfevniho pH produkci SCFA, syntéza vitamini B a K,
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metabolizace karcinogenil, sekrece bakteriocinu proti patogentim, posileni stfevni bariéry
prostfednictvim sekrece hlenu (Caballero-Franco et al., 2007; Hafez, 2012), potlaceni
prozanétlivych drah, jako je NF-k} (Ghadimi et al., 2010). Kromé toho probiotika podporuji
produkci cytokinl epitelidlnimi bunkami, zvySuji fagocytarni aktivitu bunék, zlepsSuji
piirozenych zabijecti (NK, nature killers), stimuluji produkci IgA a reguluji aktivaci,

diferenciaci a proliferaci T lymfocytl, véetné modulace Th17/Th22 odpovédi.

Mezi rozmanitou $kalou bakterii s probiotickymi vlastnosti, bude pozornost v této
préaci vénovana pouze Escherichia coli. V lidském mikrobiomu Ziji rizné kmeny E. coli,
nekteré ziji v symbidze se svym hostitelem, zatimco jiné jsou patogenni a maji potencial vést
k vaznym zdravotnim problémtim, jako je infekce mocovych cest. Mezi komercné
dostupnymi probiotickymi produkty vynikaji 3, které obsahuji E. coli, Mutaflor, Symbioflor
2 a Colinfant Newborn (Wassenaar, 2016). Mutaflor je pozoruhodny tim, ze obsahuje zZivé
bakterie E. coli Nissle 1917 (EcN), znamé pro své pifiznivé vlastnosti pii 1écbé IBD,
konkrétné UC (Matthes et al., 2010). Symbioflor 2 nabizi smés Sesti genotypll E. coli, z nichz
kazdy je vybran pro své specifické probiotické ucinky. Colinfant Newborn se vyznacuje
odlisnym kmenem E. coli, konkrétn¢ sérotypem O83:K24:H31 (dale EcO83), ur¢enym pro
nejmladsi demografické skupiny — novorozence a kojence. Tento piipravek je pouzivany

v CR k prevenci alergii a nozokomiélnich infekci, pokud je podavan kratce po narozeni (

Lodinova-Zadnikova et al., 2003; Hrdy et al., 2018; Stukenikova et al., 2023).

EcO83 je charakterizovana unikatnim polysacharidovym kapsularnim antigenem
K24 (Lenter et al., 1990) a antigenem O83, ktery je rovnéz soucasti LPS a je tvofen z D-
glukozy, D-galaktozy, 2-acetamido-2-deoxy-D-glukézy a kyseliny D-glukuronova ve
specifickém moldrnim poméru 1:2:1:1 (Jann et al., 1994). Navzdory tomu, Ze EcO83
obsahuje geny spojené s virulenci, neposkozuje jimi hostitele, ale naopak diky nim prospiva
ve stteve a prispiva k jeho mikrobialni rovnovaze (Hejnova et al., 2005). Studie ukazaly, ze
kolonizace EcO83 miize ovlivnit vyvoj IS ve sliznici tenkého stieva bezmikrobnich selat
(Haverson et al., 2007), vést k prevenci nozokomidlnich infekci (Sheshko et al., 2006), ¢i
pozitivné ovlivnit zdvaznost kolitidy (KokeSova et al., 2006). Piedpoklada se, ze toto
preventivni piisobeni je zprostiedkovano indukci regulacnich T bunék (Tregs) a zvySenymi
hladinami protizanétlivych cytokint jako je IL-10 (Lodinova-Zadnikova et al., 2003; Hrdy
et al., 2018). Kromé toho je EcO83 spojovdna se zranim dendritickych bun¢k (DC) a
podporou exprese imunoregulacnich gend, vcéetné IL-10 a IDO1 (Stukenikova et al., 2017,

2022) Dale v nasi laboratofi byla provedena studie na ¢asnou postnatalni kolonizaci EcO8,
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ktera vedla ke snizeni vyskytu alergii a vybranych imunitnich charakteristik u déti
narozenych matkam s jiz vyskytujicimi se alergiemi. V séru déti kolonizovanych EcO83
byly prokazané zvysSené koncentrace IL-10 a IFN-y (Stkenikova et al., 2023). Kromé toho
byla jesté¢ zkoumano pouziti extracelularnich vezikul z EcO83 (EcO83-OMYV) pii prevenci
alergického zanétu dychacich cest u mysi. Jejich zjisténi naznacuji, ze EcO83-OMV by
mohly aktivovat vrozenou imunitu a slouzit jako bezpecnd platforma pro profylaktickou

1é¢bu alergii (Schmid et al., 2023).
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3. Cile diplomové prace

Dysbiéza ma prokazatelny vliv na fyziologické procesy organismu, a tedy i na
imunitni buiiky. V rdmci naSeho experimentalniho modelu s mySmi kmene BALB/c jsme si
stanovili nasledujici cile, aby bylo mozné prozkoumat vliv chronické dysbidzy indukované
antibiotiky na stfevni mikrobiotu a imunitni systém, se zaméfenim na jednotlivé populace

neutrofilti a jejich proporcionalni zastoupeni v kostni dieni:

* stanovit zmény v mikrobidlnim profilu a alfa diverzité¢ po podani antibiotik a
ov¢tit, zda probioticka intervence EcO83 muize efektivné modulovat dusledky
dysbidzy a podpofit tak obnovu stfevni bariéry a v konecném duasledku imunitni

rovnovahy,

* charakterizovat fenotyp a funkéni vlastnosti neutrofilti ve vztahu k indukované

dysbidze a mite sttevniho zanétu,

* kvantifikovat expresi gent spojenych s antimikrobidlni a prozanétlivou odpovédi

v kostni dieni a mezenterickych lymfatickych uzlinach,

* hodnotit exprese genil asociovanych s proteiny tésnych spojl a dalSich markert
zanétu ve stfevni tkani, a podle toho posoudit, jak se stfevni bariéra a lokalni

zanétlivé procesy méni v reakci na dysbidzu a probiotickou intervenci.
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4. Materialy a metody

4.3 Material

4.3.1 Experimentalni zviirata

K ovéfeni nasich hypotéz byl vyuzit experimentalni zvifeci model, kdy byly pouzity

mySsi (Mus musculus) inbredniho kmene BALB/cAnNCrl ve stati v rozmezi 8 — 11 tydni
s vahou 20 + 2 g, ziskané z CCP (Ceské centrum pro fenogenomiku), Charles River
(velaz.cz). Mysi byly chovany v mistnosti s kontrolovanym prostfedim (fizenou teplotou 25
+ 2°C, relativni vlhkosti 55 + 5 %, pii bézném 12h/12h cyklu svétlo/tma), ve sterilizovanych
klecich s filtrem, krmeny autokldvovanou potravou a s volnym piistupem k vodé€ ad libitum
ve zvifecim zafizeni BIOCEV, Vestec. Pfed experimentem byla vSechna pouzita zvitrata

aklimatizovéana po dobu jednoho tydne v karantén¢.

Vsechny experimenty se zvifaty byly provadény v souladu se zdkonem o ochran¢

zvitat proti tyrani (246/1992 Sb) a s Evropskou smérnici 86/609/EEC.

4.3.2 Chemikalie

2-merkaptoethanol Sigma-Aldrich, USA

Ethanol (96%) Dr. Kulich Pharma, CR
Gentamicin Pharmaceuticals dd, Slovinsko
Heparin Zentiva, Nizozemsko

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
Lyzaéni roztok

RMPI 1640 Sigma

Tiirkiv roztok

Trypanova modf

Trypton

Kvasnicovy extrakt

Chlorid sodny, NaCl

Chlorid draselny, KCl
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, KH2PO4

Dihydrogenfosfore¢nan sodny, NaH2PO4
Kyselina 2-[4-(hydroxyethyl)-1-
piperazinyl]ethansulfonova (HEPES)

Sigma-Aldrich, USA
QIAGEN, Némécko
Sigma-Aldrich, USA
Vakos, CR
P-LABas., CR
Lachema, CR
Lachema, CR

Penta, CR

Penta, CR

Penta, CR

Penta, CR

Sigma-Aldrich, USA



Glycerol
RPMI 1640 Lonza
RNA later

4.3.3 Roztoky, média a pufry

Fosfatovy pufr
(PBS, phosphate buffered saline)

Kompletni RPMI 1640 médium

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

GavaZovaci pufr

Lyzaéni pufr

4.3.4 Antibiotika
Ampicilin (1 g/1)
Neomycin sulfat (1 g/1)

4.3.5 Probiotika

Escherichia coli O83
(EcO; sérotyp O83:K24:H31)

4.3.6 Kity a sety
BD™ Cytometry Setup and Tracking Beads
BD Trucount™ Absolute Counting Tubes

FagoFlowExKit

High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit

Luna® Universal qPCR Master Mix

Sigma-Aldrich, USA
BioWhittaker, Belgie
QIAGEN, Némécko

1x PBS obsahujici 137 mM NacCl, 2,7 mM
KCI, 10 mM Na;HPO4 a 1,8 mM KH>PO4 v
destilované vod¢; pH 7,2

RPMI 1640 médium obsahujici 10 % FBS,
10 mg/ml gentamycinu, 2 mM HEPES pufru

tekuté LB médium obsahujici 1 % (m/V)
tryptonu; 0,5 % (m/V) kvasnicovy extrakt;
1% (m/V) NaCl

1x PBS obsahujici 200 mM NaHCO3 a 2 %
glukézu

obsahujici na 1ml lyza¢niho RLT puftu,
10uL B-merkaptoethanolu; pH 8

Carl Roth, Némecko, kat. ¢. k0292
Carl Roth, Némecko, kat. ¢. 186682

Dyntec spol. s.r.o., CR

BD Biosciences, USA, kat.¢. 642412
BD Biosciences, USA, kat.¢. 340334

EXBIO, CR, kat.¢. ED7042

Applied Biosystems, USA, kat. ¢.
4368814

New England BioLabs, UK, kat. ¢.
M3003
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PureLink™ Microbiome DNA Purification

Kit

RNase-Free DNase Set

RNeasy® Mini Kit

Invitrogen™, USA

QIAGEN, Némecko, kat.¢. 79254

QIAGEN, Némecko, kat. ¢. 74106

4.3.7 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky konjugované s fluorochromy: allofykocyanin (APC), sulfo-cyanin7

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

Protein (PerCP), které byly pouzity béhem pratokové cytometrie, jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: seznam pouZitych monoklondlnich protilatek

Koncentrace

Znak Fluorochrom Klon Kat. ¢islo Vyrobce
(mg-ml-1)
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 pouZitych TagMan sond pro genovou analyzu
Gen Nazev (Aj) ID Kat. ¢islo  Vyrobce
ACTB actin beta Mm00607939 s1 4331182 églj’iled Biosystems,
Cldn1 claudin 1 Mm1342184 ml 4331182 Sglj’iled Biosystems,
Cldn5 claudin 5 Mm00727012_s1 4331182 églj’iled Biosystems,
Defb defensin beta 2 Mm00657074 m1 4331182 Sglj’iled Biosystems,
IDO1 1ndoleam1ne 2,3- Mm00492590 m] 4331182 Applied Biosystems,
dioxygenase 1 - USA
. . Applied Biosystems,
IL-10 interleukin 10 MmO01288386 ml 4331182 USA
IL-12a interleukin 12a Mm00434169 ml 4331182 321216‘1 Biosystems,
IL-13 interleukin 13 Mm99999190 ml 4331182 é‘;&hed Biosystems,
IL-17 interleukin 17 Mm00439618 ml 4331182 331216‘1 Biosystems,
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Applied Biosystems,

IL-1b interleukin 1 beta MmO01336189 ml 4331182 USA
IL-22 interleukin 22 Mm00444241_m1 4331182 | Ppied Blosystems,
IL-4 interleukin 4 Mm99999154 ml 4331182 | bpied Blosystems,
Ny  interforongamma  MmO1168133 gl 4331182 ¢ bpied Blosystems,
Len in 2 Mm01324470 m1 4331182 32&1&‘1 Biosystems,
MPO myeloperoxidase Mm00447885 ml 4331182 é};iﬁed Biosystems,
Ocln occludin Mm00500910 m] 4331182 Iég&lied Biosystems,
Prtn3 proteinase 3 Mm00478323_ml 4331182 égalied Biosystems,
TLR4 toll-like receptor 4 Mm00445274 m1 4331182 Iégihed Biosystems,
TNF-o  tumor neerosis factor ~ Mm99999068_ml 4331182 ¢;Ppied Blosystems.
| /%’1;_1 tight junction protein | Mm01320638 ml 4331182 égliied Biosystems,

4.3.9 Plastovy a spotiebni material

384 - jamkova PCR desti¢ka

Applied Biosystems, USA

Centrifugacni zkumavka 15 ml
Centrifugacni zkumavka 50 ml
FALCON Tubes 5 ml BD PharmigenTM
GavazZovaci kanyla

Nitrilové rukavice

Pipetovaci Spicky 10 ml

Pipetovaci Spicky 10-1000 pl

Plastové zkumavky 1,5 ml

Rneasy Mini spin kolonky

Sitko pro tkanové kultury, 70pm
Injekéni jehla BD Precisionglide® 25-gauge

Jet Biofil, Cina

Jet Biofil, Cina
BioSciences, USA
ECIMED, Francie
Sempercacce
P-LABas., CR
SIPOCH, spol. s r.0., CR
Axygen

QIAGEN, Némécko
VWR International, CR
Sigma-Aldrich, USA
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4.3.10 Technické vybaveni

Analyticka vaha
Automaticka pipeta

Centrifuga

CO: inkubator

Cycler na reverzni transkripci

Cycler PCR

Cycler Real-Time PCR

FastPrep-24 homogenizator

Laminarni box

Magneticka michacka
Mechanicka ru¢ni pocitacka

Minicentrifuga
Nanodrop

Opticky mikroskop
Pipety

Pritokovy cytometr

Spektrofotometr

Vortex
Vyrobnik ledu
-80°C mrazak

4.3.11 Software

BD FACS Diva Software v6.1.2
BioRender

FlowJo 10.10

GraphPad Prism 8.0.1
Microsoft Excel, Word

AB204 (Mettler Toledo, Svycarsko)
PIPETMAN concept (Gilson, USA)

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

ESCO CellCulture Incubator CO» (ESCO,
Singapore)

Reverse Transcription Thermal Cycler
Peltier Cycler 200 (MJ Research, Singapur)

PCR Thermal Cycler 7300 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Singapurr)

LightCycler® 480 II Real-Time PCR
System (Roche Molecular Systems, USA)

FastPrep-24 TM 5G instrument (MP
Biomedicals, USA)

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

Arex (VELP Scientifica, EU)

GmCLab (Gilson, USA)

NanoDrop 1000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific, USA)

Olympus BX41 (Olympus, USA)
Finnpipette (Thermo Scientific™, USA)

BD FACS CantoTM II Flow Cytometer
(BD Biosciences, USA)

Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, CR)
BREMA ICE MAKERS (Brema Ice
Makers, Italie)

Thermo Scientific Forma 905

BD Biosciences, USA

Software Development, Kanada
FlowJo LLC, USA

GraphPad Software, USA
Microsoft, USA
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4.4 Metodika
4.4.1 Prehled projektu k zasazeni prace do kontextu studie
Vyzkumna ¢ést této prace je zasazena do SirSiho celku projektu grantové agentury
Univerzity Karlovy (GAUK), Project No 6121 s hlavnimi zodpovédnymi osobami (PI,
principal investrigator): Mgr. E. Mikova a Mgr. E. Krématova. Primarnim cilem grantu bylo
posoudit schopnost probiotik normalizovat pozménéné funkce neutrofili po podani
antibiotik u mysi. Tato diplomova prace se zaméfuje na vyuziti probiotického kmene E. coli
083:K24:H31. V ramci projektu byla provedena fada experimenttl, véetné testovani dalSich
bakteridlnich kment, ke zjisténi, zda nékteré z téchto probiotik maji podobnou schopnost
normalizovat fenotyp neutrofili v kostni dfeni po podani antibiotik jako zminény kmen
EcO83. Jednalo se o probiotika E. coli Nissle 1917, Bifidobacterium bifidum, B. breve, B.
longum, Lactobacillus rhamnosum, L. plantarum, Lactococcus lactis, Lactobacillus
ultunensis. Déle testovani na mysich kmene rizného véku a pohlavi, sekvenace mikrobiomu
z trusu k ovéteni stavu dysbiozy, funkéni testy neutrofilti véetné fagocytdzy a NETozy. Déle
na mys$ich byla prozkoumana exprese genil spojené s osou mikrobiota — stfevo — mozek, tedy
konktrétn¢ analyza z casti mozku (prefrontdlni kortex, hypothalamus, hypofyza) a
nadledvinek k objasnéni vlivu mikrobioty na vybrané aspekty chovani. Dospélé mysi ve
véku 11 tydnt byly podrobeny behaviordlnim testim, vcetné testu otevieného pole
(zaméfeny na hodnoceni Gzkosti experimentalnich zvitat) a tail suspension testu (hodnotici

miru depresivniho chovani).

4.4.2 Design experimentu

Experiment byl navrZen tak, aby byla navozena dysbidza, ktera by byla posléze
korigovana podanim probiotického kmene EcO83. Zdravé dospélé samice mysi kmenu
BALB/c byly ndhodné rozdéleny do 4 pokusnych skupin (8-11 mysi na skupinu). Prvni
skupina byla lé¢ena smési Sirokospektrych antibiotik viz kapitola 4.4. ptfidanych do pitné
vody po dobu jednoho tydne (k navozeni a sledovani negativniho t¢inku dysbidzy). Druha
skupina byla Ié€ena antibiotiky stejnym zplsobem jako prvni skupina, ale nasledné jim byl
gavazovanim podavan probioticky bakteridlni kmen EcO83:K24:H31 2*10° CFU v 200 pl
gavazovaciho pufru, po dobu 5 po sob¢ jdoucich dni viz kapitola 4.11.2 (k posouzeni
schopnosti probiotik zvratit dysbioticky stav). Treti skupina slouzila jako kontrolni skupina,
které bylo misto probiotik podavan gavazovaci pufr. Ctvrtou skupinu predstavovaly mysi
lécené pouze probiotiky (ke sledovéani prevence). Schéma navrzeného experimentu viz

Obrazek 4.
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Obrazek 4- Schéma experimentu navozeni dysbiozy a nasledné korekce probiotiky. Zkratky: ATB-antibiotika, EcO83-
E. coli O83:K24:H31. Viastni tvorba: BioRender.com

4.4.3 Podavani antibiotik
Pro vyvolani dysbiotického stavu se u pfislusnych skupin pouzivala peroralné
podavana smés antibiotik Ampicilinu a Neomycinu v koncentraci 1 mg/ml. Do pitné vody
byl mySim pfidan 100x koncentrovany roztok (100 mg/ml) antibiotik, ktery byl pfipraven
rozpu§ténim praskové formy v destilované H>O. Voda s antibiotiky byla pravidelné¢ ménéna
3x do tydne, a to v nasledujicim rozvrhu: v patek podano 150 ml vody s antibiotiky, pondéli
100 ml vody s antibiotiky, a ve stfedu 100 ml vody s antibiotiky. BEhem vymény vody byly

myS$i vaZeny.

4.4.4 Kultivace a podavani probiotik
Zmrazené bakteridlni konzervy s bakterii EcO83 a kryoprotektivnim glycerinem
skladované pti —80 °C v kryozkumavkach byly rozmrazeny a néasledné¢ 100 ul EcO83 bylo
nasazeno do 20 ml pfedem pfipraveného tekutého kultivacniho LB média pro naslednou 6h
kultivaci v inkubétoru s integrovanou trepackou (pfi teploté 37 °C a rychlosti tfepani 200
ot./min — 1,28g). V narostlé¢ bakteridlni kultufe byla zméfena opticka denzita (OD)

spektrofotometrem pii vinové délce 600 nm (Ago = 0,5) na 3MF k ovéteni optimalniho
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zékalu bakterialni suspenze. OD a objem byl porovnan s poctem bunc¢k pomoci diive
stanovenych ristovych kiivek (ristové kiivky byly vyhodnoceny na zaklad¢ ristu bakterii
na 0,05 % agarovych plotnéch (ve stejném LB médiu) v riznych koncentracich a naslednym
pocitanim CFU odpovidajicim hodnotam v optické hustot¢). Jakmile bakterie dosahly cilové
populacni hustoty, byla suspenze EcO83 odstfedéna pii 4 000 g po dobu 10 min, nasledné
jednou promyta v PBS a resuspendovana v gavazovacim pufru na cilovou koncentraci 2*10°

CFU ve 200pl.

Intragastrickou gavazi byla mysim z cilové skupiny podana déavka 50 ul 2*10° CFU
EcO83 po dobu 5 nasledujicich dni prostiednictvim plastové kanyly zavedené do zaludku

mysi. Zbylé mysi dostavaly stejné mnozstvi gavazovaciho pufru bez probiotické bakterie.

4.4.5 Odbér a zpracovani vzorku tkani

Mysi byly uspany inhala¢ni anestetickou smési s 5 % isofluranovych par a nasledné
usmrceny exsanguinaci. Po usmrceni byla jako prvni odebrané krev do pfedem pfipravenych
zkumavek s heparinem (10 USP jednotek/ml) krve, aby se zabranilo sraZeni krve az do dalsi
analyzy. Mezenterické uzliny byly homogenizovany v PBS, ziskané buiiky byly filtrovany
ptes bunécéné sitko s velikosti portt 70 pm, zcentrifugovany (10 min pii 170 g) a nasledné
resuspendovany v 1 ml RPMI média a nakonec spo¢itany. Césti tenkého a tlustého stieva
byly nejprve o€istény od stolice a vzorky byly odebrany, a to nasledovné: 1 cm tkané tenkého
stteva ve vzdalenosti 3 cm od slepého stfeva a z distalni tfetiny bylo odebrano 1 cm tlustého
stfeva, viz Obréazek 5. Vzorky byly uskladnény v RNA lateru a zmraZeny pii -80 °C pro
izolaci RNA. Kostni dfenl byla ziskana ze stehenni a holenni kosti (z obou zadnich koncetin)
proplachnuty kompletnim RPMI médiem pomoci jehly jemné disociovana pipetovanim a
prefiltrovana pres 70 um bunécné sitko, aby se odstranily vSechny shluky a zbyvajici tkan a
vytvofila se suspenze jednotlivych bunck pro dalsi analyzu, zcentrifugovéano (4 °C, 4 min,
600 g). Po odliti supernatantu byla peleta resuspendovana v RPMI médiu. Poté byly
buiiky spocitany pomoci Biirkerovy komiirky a nafedény PBS pro nasledné vyuziti. Slezina
byla opatrné vyjmuta, mechanicky homogenizovéana a zpracovana stejnym zplsobem jako
kostni dfen, k vytvoreni suspenze jednotlivych bun¢k. Ziskana suspenze splenocyti byla
nasledné centrifugovéna (8 °C, 8 min, 170 g). Po odliti supernatantu byla peleta splenocytii
resuspendovana v RPMI. Poté byly buiiky spocitany pomoci Bilirkerovy komurky a nafedény

pro nasledné vyuziti.
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Obrazek 5 — Schématické znazornéni odbéru stievni tkané. Viastni tvorba: BioRender.com

4.4.6 Odbér, izolace DNA a uskladnéni vzorkii stolice

Pfed usmrcenim a ukoncenim experimentu byly odebrany mysi exkrementy. Ty byly
nasledné skladovany pti -80°C. Ze vzorkii byla izolovana celkova DNA pomoci kitu
PureLink™ Microbiome DNA Purification kit a zpracovano podle navodu vyrobce s jejich
komerénim protokolem. Kvalita a koncentrace dsDNA ze stolice byla stanovena pomoci

ptistroje NanoDrop (Cistota ovétena pii A260/280).

4.4.7 Pocéitani bunék

Suspenze buné¢k byla prevedena do plastové zkumavky, ze které bylo 10 pul suspenze
smichano v poméru 1:1 s 0,4 % (m/V) trypanovou modii. Po dikladném promichéani bylo
10 pl naneseno do pocitaci Biirkerové komurky a spocitano pod optickym mikroskopem za
pomoci mechanického ru¢niho pocitadla, viz Obrazek 6. Trypanova modi oddé€li zivé a
mrtvé bunky, které se nepocitaji a 2 vysledky pocitani se zpriiméruji, pievedou na Iml a
nasledné naredi kultivacnim médiem na vyslednou koncentraci. Vzorky s Zivotaschopnosti

pod 80 % byly z analyzy vylouceny.

Obrazek 6 — Biirkerova komiirka s vyznacenou oblasti 50 velkych ctverci pocitaci miizky pro stanoveni poctu leukocytii.
Komuirka je rozdélena trojitymi a dvojitymi carami na urcity pocet ctvercii. Z plochy komurky byly spocitané buiiky z 50
Ctvercii (tucné vyznacena oblast) s postupem pocitani bunék ctverec po ctverci smérem zleva doprava a zhora doli, s tim
ze se pocitaly pouze ty buiiky, které se dotykaly vnitinich 2 stran linii daného ctverce (tzv. pocitani do ,,L*) Ziskany vysledek
odpovida koncentraci bunék/ml (Obrazek prevzat z internetu http://www.thermofisher.cz)
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4.4.8 1zolace RNA

K izolaci celkové RNA byla pouzita komeréniho souprava RNeasy® Mini Kit
s postupem podle ndvodu vyrobce s drobnymi Gipravami. Vzorky stievnich tkani skladovanych
ve zkumavkach v RNA lateru pii -80 °C byly rozmrazeny a zhomogenizovany pomoci
zirkonium-kiemicitych kulicek o priméru 1,4 mm Lysing Matrix D na automatickém
homogenizatoru FastPrep-24 dle doporuceného programu Mouse intestine (40 s, 6ms/sec).
Homogenizace tkani z mezenterickych uzlin byla provedena ruénim tyCovym
homogenizatorem. Izolace RNA bunék kostni dfen¢ byla provedena z bunécné suspenze

ziskané proplachem stehenni kosti. Prace byly provadény podle nasledujiciho protokolu:
* vzorky byly pfipravovany na led¢
* suspenze bun¢k byla zcentrifugovana (8 °C, 8 min, 170 g)

* do vysledného homogenatu/suspenze bunék byl piidan chlazeny 70% ethanol o
stejném objemu, obsah fadn¢ promichan pipetovanim a cely vzorek pfenesen na

sbérnou RNeasy Mini spin kolonku se silikonovou membranou
» centrifugace (23 °C, 15's, 15 000 g)
* ze sbérného dilu kolonky byla slita proteklé tekutinu

* na kolonku bylo pfiddno 350 pul RWI1 pufru a znovu stoeno za stejnych

podminek a ptebytecna tekutinu slita

* napipetovana pripravena a pieklapénim aktivovana DNéaza o objemu 75 pl na
vzorek (10 pl DNazy a 70 pl RDD pufru z RNase-Free DNase Setu) a

inkubovano15 min pti RT (k zabranéni kontaminace genomové DNA)

* do kolonky bylo ptidano 350 ul RW1 pufru a znovu sto€eno a prebytecna tekutina

slita
* 2x ptidano 500 pl RPE puftru, stoc¢eno a slito
* vysuSeni s novou sbérnou kolonkou (23°C, Imin, 15 000 g)

* pro eluci RNA do sbérnych RNAze free zkumavek bylo ptidano 30 pl RNaze
free H20

* k ziskani Cist¢ RNA byla kolonko se sbérnou zkumavkou stocena (23 °C, Imin,

15 000g)
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* koncentrace a Cistota RNA spektrofotometricky méfena na za pouziti ptistroje

NanoDrop
Stanoveni koncentrace a Cistoty RNA
» méfeni provadéno pfi vinové délce 260 nm
» Cistota RNA jako pomér absorbanci A260/A280 v rozmezi 1,8-2

Izolovana RNA bylo uchovavana pfi teploté¢ —80 °C k dal$i analyze.

4.4.9 Reverzni transkripce a Real-Time PCR

Ke stanoveni exprese vybranych proteinti byla pouzita kvantitativni polymerazova

fetézova reakce (QPCR, real-time polymerase chain reaction).

Pro ptipravu cDNA byla RNA standardizovdna tak, aby celkové mnozstvi
odpovidalo 0,5 pg na jednu PCR reakci. Reverzni transkripce ze ziskané RNA byla
provedena s vyuzitim kitu High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription Kit (objemy
v tabulce nize) dle pokynii vyrobce za pouziti ptistroje Thermal Cycler 200. Teplota a ¢as
ruznych krokti odpovidaly idajim vyrobcee (1 cyklus, 25 °C, 10 min - 37 °C, 120 min - 85
°C, 5 min). Kvantifikaci mRNA byla provedena pomoci kitu Luna Universal gPCR Master
Mix. Vzorky byly napipetovany do 384-jamkovych mikrotitracnich desticek (objemy v
tabulce nize) a byl k tomu vyuzit piistroj Real-Time PCR7300 nebo LightCycler® 480 II
Real-Time PCR Systém (35 cykli, 95 °C, 10 s - 60 °C, 20 s - 72 °C, 20 s). Sondy gent
TagMan pouzité v této praci jsou uvedeny v Tabulce 4 vySe. Beta-aktin byl pouZit jako
referen¢ni (housekeeping) gen. Relativni mira genové exprese byla poté vypoctena a
normalizovana pomoci metody 22T (hodnota Ct, prahova hodnota cyklu) pro cilovy i

referencni gen u kazdého vzorku s porovnanim s kontrolou (Livak & Schmittgen, 2001).

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

RT-PCR qPCR

SloZka Objem (ul) SloZka Objem (ul)
RT buffer 2 Master-mix 5
DNT mix 0,8 Sonda 0,5
Random primers 2 Rnase free H20 2,5
Reverse Transcriptase 1 cDNA 2
RNase inhibitor 1
RNA (5pg) 13,2
+ RNase free H20
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4.4.10 Pritokova cytometrie

S vyuzitim priutokové cytometrie (FC, flow cytometry) byly detekovany povrchové
znaky pro stanoveni populaci neutrofili. Monoklondlni protilatky konjugované
s fluorochromy pouzité¢ pro jednotlivé experimenty provedené v této praci jsou uvedeny
v Tabulce 3. Data byla ziskana pomoci pratokového cytometru BD FACSCanto II a softwaru
BD FACS Diva v6.1.2. Pro nastaveni cytometrie byly pouzity kulicky CST Setup pomoci
nichz byly vysledky standardizovany. Konec¢né analyza byla provedena pomoci softwaru
FlowJo 10.9.0 spouzitim vhodnych kompenzacnich kontrol (jednobarevné kontroly,
kompenzacni kuli¢ky, izotopova kontrola) a kontrola fluorescence minus jedna (FMO,

fluorescence minus one) pro nastaveni spravné gatovaci strategie.

Prace skrvi byly provadény podle nasledujicitho protokolu, ktery probihal za
pokojové teploty a staceni bun¢k v centrifuze probihalo za podminek: 4 °C, 5 min, 15 000g.

* vzorky byly stoCeny, supernatant byl odsat pro odstranéni kultivacniho média
* buiiky byly nafedény PBS, vortexovany a stoceny

* bunky byly nabarveny pfidanim monoklonalnich protilatek (mAb, monoclonal
antibodies) anti-CD11b-PE, anti-CD62L-FITC, anti-CXCR2-PE-Cy?7, anti-Ly6C-
APC-Cy7, anti-Ly6G-PerCP-Cy5.5, pouzité fluorochromy: viz. Tabulka 3

piipravené v premixu
* inkubace bun¢k s mAb 15 minut pfi RT, ve tmé&

* bylo pfidano 200 pl pfedem piipraveného BD FASC Cantoll lyza¢niho roztoku
s fedénim 1:10 v PBS k lyze erytrocytil a nasledné inkubovano 10 min pfi RT, ve

tmé
* 2x promyvano 200 ul PBS, zvortexovano a pokazdé centrifugovano

+ viabilita byla ovéfena separatné pomoci mAb Zombie 423106, s koncentraci 0,75

mg/ml, v kanalu FITC

* vzorky méfeny na pritokovém cytometru

Gatovaci strategie je zndzornéna v rdmci Obrazku 7.
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Obrazek 7 — Priklad gatovaci strategie priutokové cytometrie pro detekci povrchovych znakii neutrofilii izolovanych
z kostni diené — Identifikace singletii, Zivych CD11b+ bunék s rozliSenim zdakladnich linii neutrofilii. Bunky byly
barveny monoklonalnimi protilatkami proti povrchovym znakiim v daném kandlu, a to nasledovne: PerCP —
CXC2, FITC — Ly6C, APC - CDI11b, PE - Ly6G, PE-Cy7 - CD62L.Bunky byly identifikovany na zaklade
parametrii piedniho a bocniho rozptylu (SSC-A, side scatter a FSC-A- forward scatter) k identifikaci populace
na zakladé velikosti a granularity. singlety pomoci FSC-H vs. FCS-A k vylouceni dubletii. Jednotlivé burnky na
zaklade exprese CD11b+ identifikuji myeloidni linii. Z populace CD11b+ se podle exprese Ly6G a Ly6C
rozlisily ruzné podskupiny bunék. FMO kontroly zndzornény pomoci kontur, dvourozmérnych grafii hustoty,
které predstavuji frekvenci bunék v kazdém bodé s vrstevnicemi — podobné jako topograficka mapa. Buriiky,
které jsou huste osidlenymi oblastmi grafu, budou mit tésnéjsi a soustiednéjsi obrysy. Histogram pro CD11b+
buriky, kdy modrad barva znaci barveny vzorek a cervena FMO pro CD11b+.
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4.4.11 Staticka analyza

Ziskané vysledky byly statisticky vyhodnoceny s vyuzitim programu GraphPad
Prism 8. Ke statistické signifikanci byl pouzit test One-way ANOVA (Analysis of variance,
jednosmérnd analyza rozptylu) anebo dvouvybérovy (neparovy) t-test a to v zavislosti na
distribuci dat. Rozdily v a-diverzité byly porovnany neparametrickym Kruskal-Wallisovym
a Mann-Whitney testem. Pro vylou€eni odlehlych hodnot byl pouzit Dixontlv test, hodnoty
p<0.2 byly ze statistického souboru vylouceny. U jednotlivych vysledkd hodnoty na grafu
oznacuji aritmetické prumeéry a chybové usecky oznacuji sttedni chybu priméru (SEM,
Standard error of the mean), v ptipad¢ pritokoveé cytometrie byla uzita smérodatna odchylka
(SD, Standard deviation). Korelace uvedené¢ v této praci byly analyzovany pomoci
neparametrického Spearmanova korela¢niho koeficientu. Hodnoty statistické odchylky *p<

0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 byly povazovany za signifikantni
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5. Vysledky

K porovnani vysledkt z jednotlivych analyz mikrobialniho sloZeni, byla provedena
izolace DNA ze stolice my$i. Udaje o sekvenovani mikrobiomu uvedené v této praci byly
vytvoreny spoleCnosti Illumina, Institute of Applied Biotechnologies a.s., ktera provedla
sekvenaci 16SrDNA, vytvotila nasledny report, jehoz interpretace tvoii zaklad nasledujicich
vysledkli. Data z mikrobidlnich vzorkti poskytnutd spole¢nosti byla zpracovana,

analyzovana a upravena dle potieby a vysledky vizualizovany pomoci Graph padu.

5.2 Dysbiéza a sloZeni mikrobioty

Dysbio6za, naruSeni rovnovahy mikrobidlnich spolecenstev, ma vliv na metabolismus
hostitele a mlize se projevit fyziologickymi alteracemi. K odhaleni role dysbidzy, byla
mySim podévana smés Sirokospektralnich antibiotik a ndsledné pozorovan jeji vliv na sloZeni
a diverzitu mikrobioty, stav stfevni tkan¢ a dynamiku télesné hmotnosti. Skupiny lécené
antibiotiky vykazovaly vyznamny pokles hmotnosti béhem 6 dne (D6, day 6). U mysi
s probiotickou intervenci nebylo pozorovano ve srovnani s jinymi skupinami zadné
vyznamné zvyseni ¢i snizeni hmotnosti.

Morfologie stfeva a slizni¢ni struktury slepého stfeva (caecum, appendix) byly
porovnany mezi tfemi skupinami: kontrolni skupinou, skupinou léCenou antibiotiky a
probiotiky. V experimentalni skupin¢ mysi zalécenych antibiotiky bylo oproti kontroldm,
pozorovano zvétSené, zdufelé a nafouknuté slepé stfevo s tmavé zbarvenym obsahem. Po
podani EcO83 jiZ na makroskopické urovni doslo ke znatelnému zlepSeni zdravotniho stavu,

slepé stfevo bylo zmenSené a stfevni obsah zesvétlal (Obrazek 8C).

Vyhodnoceni nativniho mikrobialniho sloZeni u mysi 1é¢enych dle zatfazeni do dané
skupiny, bylo stanoveno pomoci indexu alfa diverzity. Alfa diverzita, kterd predstavuje
primérnou druhovou diverzita, porovnava rozmanitost druhli v rdmci jednotlivych vzorki
dané skupiny. Shannon-Weiner index, ktery se pouZziva ke stanoveni alfa diverzity, je
vyjadifenim typu a Cetnosti bakteridlnich druhti ve vzorku (Obrazek 8D). Tento test odhalil
vyznamny ndrust zastoupeni jednotlivych bakteridlnich druhl po kolonizaci probiotikem
EcO83. Jako kvantitativni méfitko mikrobialni bohatosti v ptisluSnych skupinach slouZzi
pocet identifikovanych druhli, kdy skupina zaléfend antibiotiky vykazuje nejveEtsi

homogenitu v ramci datové sady (Obrazek 8E).
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Obrazek 8 - Dysbioza a sloZeni mikrobioty u lé¢enych a nelé¢enych mysi antibiotiky a probiotikem EcO83. A. Graf vahy
mySi Balb/c v priibéhu experimentu. B. Schéma experimentu. C. Makroskopické snimky streva - morfologie slepého stieva
a prilehlého tenkého stieva (ilea) a cast tlustého stieva. Makroskopické pozorovani ukdzalo, Ze slepé stievo bylo zvétseno,
nafouknuto s tmavé zbarvenym obsahem u mysi lécenych antibiotiky, u mysi s naslednym podanim probiotik doslo ke znacné
korekci. D. Alfa diverzita strevniho mikrobiomu, ktera byla stanovena pomoci Shannon-Wiener indexu.(V houslovém grafu
Je zndzornén medidn a prvii a tieti kvartil. Sivka housli na kazdé virovni predstavuje hustotu diverzity v ramci datové sady.
Ke statistickéemu vyhodnoceni byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallisuv test, Mann-Whitney test, ANOVA) E. Pocet
identifikovanych druhii. (Vyhodnoceno Mann-Whitney test a ANOVA). Pro vSechna méreni n=11 pro K, n=10 pro EcO83,
n=9 pro ATB, n=9 pro ATB+EcOS83. Zkratky: ATB — skupina s podanymi antibiotiky, EcO83- skupina s podanymi
probiotiky E. coli O83:K24:H3, K — kontrolni skupina.

v

Stfevni mikrobiom byl klasifikovan napfi¢ kmeny, tfidami a fady. Na kazdé urovni
taxonu byly odhaleny urcité vzorce mikrobidlniho spolecenstvi obyvajici toto prostiedi
(podrobné udaje jsou uvedeny v ptiloze: Dopliujici Tabulka 1-3). Slozeni stfevniho
mikrobiomu vSech vzorki na tirovni bakterialnich kmenii prokazalo nesignifikantni rozdily
mezi jednotlivymi skupinami (Obrazek 9A). Mezi nejrozsifengjSi bakteridlni kmeny se
tadily: Bacteroidetes, Firmicutes a Proteobacteria, 1 kdyZ se podil primérnych hodnot
jednotlivych bakterii v rdmci jednotlivych skupin lisil (Obrazek 9A-B). Relativni zastoupeni
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 bakterialnich tfid byly Bacteroidia a Clostridia hlavnimi slozkami mikrobiomu ve

vSech skupindch (Obrazek 9C-D). Jejich relativni zastoupeni 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%
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Obrazek 9 - Dysbioza a zmény ve sloZeni mikrobioty u léCenych a nelécenych mysi antibiotiky a probiotikem EcO83. A.
Histogram procentudlniho zastoupeni ve stirevnim mikrobiomu na urovni bakteridlniho kmene B.Priimérné procentudalni
zastoupeni jednotlivych kmenit v ramci skupin. C. Histogram na urovni bakteridlnich tid. D.Priimérné procentudlni
zastoupeni jednotlivych trid v ramci skupin. Pro vSechna méreni n=11 pro C, n=10 pro EcO83, n=9 pro ATB, n=9 pro
ATB+EcO83. Zkratky: ATB — skupina s podanymi antibiotiky, EcO83- skupina s podanymi probiotiky E. coli
083:K24:H3, K — kontrolni skupina
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Obrazek 10 - Dysbioza a zmény ve sloZeni mikrobioty u léCenych a nelécenych mysi antibiotiky a probiotikem EcOS83.
A. procentualniho zastoupent ve strevnim mikrobiomu na urovni bakteridlnich radii. B.Primeérné procentualni zastoupeni
Jednotlivych radit v ramci skupin. Pro vSechna méreni n=11 pro C, n=10 pro EcO83, n=9 pro ATB, n=9 pro ATB+EcO83.
Zkratky: ATB — skupina s podanymi antibiotiky, EcO83- skupina s podanymi probiotiky E. coli O83:K24:H3, K — kontrolni
skupina

5.3 Analyza fenotypu neutrofili

Vyhodnoceni fenotypu neutrofili bylo provedeno pritokovou cytometrii se
zamé&fenim na specifické povrchové znaky, konkrétné¢ 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 vybrany na zaklad¢ jejich stanovenych roli ve
funkci imunitnich bunék, jak je podrobné uvedeno v Tabulce 2, kapitola 2.4. Cilem bylo
objasnit ucinky dysbidézy a nésledné probiotické intervence ve vztahu k jednotlivym

neutrofilnim populacim.

Neutrofily byly identifikovany jako CD11b" buiiky na zékladé pfedniho (FCS,
forward scatter) a bo¢niho rozptylu (SSC, side scatter), dale jako Ly6G" granulocyty a
finalng charakterizovany jako buiiky CDI11b"Ly6G'CXCR27*CD62L"", viz gatovaci
strategie Obrazek 7.

Populace CD11b" bunék, indikujici aktivaci myeloidnich bunék, vykazovala nartst
po podani probiotik EcO83, ale nikoliv po podani antibiotik. Toto pozorovani naznacuje, ze
EcO83 stimuluje myeloidni buniky zahrnujici neutrofily, ale i monocyty a makrofagy, které

tento znak typicky exprimuji. Pro stanoveni miry exprese znaki na jednotlivych buiikach
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byla porovndna primérna intenzita fluorescence (MFI, Mean Fluorescence Intensity).
Analyza MFI ukazala vys$s$i hustotu exprese CD11b+ na bunéném povrchu po 1écbé
antibiotiky, navzdory srovnatelnému poctu buné¢k, coz znac¢i imunitni aktivaci v reakci na

zménu mikrobialniho sloZeni.

Znaky Ly6C a Ly6G byvaji tradicné uzivané k definovani jednotlivych subsetl
myeloidnich bunék, zejména Ly6C" byva spojovano se zanétlivymi monocyty/makrofagy a
Ly6G" granulocyty a neutrofily (Ray et al. 2015), ¢ kidentifikaci myeloidnich
supresorovych bunék (MDSC) na jejichz zakladé bylo prokazéano, ze existuji subpopulace
PMN-MDSC majici fenotyp CDI11b'Ly6G'Ly6C"™ a monocytarni (M)-MDSC s
CD11b"'Ly6GLy6C"e" (Bronte et al., 2016). Na zakladé toho byly v populaci CD11b" bunék
identifikovany jednotlivé podskupiny bun&k exprimujici znaky Ly6C’, Ly6G",
Ly6C'Ly6G" a Ly6CLy6G", viz Obrazek 11 A-F. Po podani antibiotik nebyl zaznamenan
oCekavany narust Ly6G" neutrofili (Obrazek 11C) z éehoz se d usuzovat, Ze vyznamné
nebyla ovlivnéna migrace ¢i diferenciace neutrofilii. Podobné ani procento Ly6C bunck
neodhalilo Zadny podstatny posun po 1é¢be€, coz poukazuje na to, ze za podminek této prace
zUstava systémova zanétliva odpoveéd’ na Girovni monocytl nedotéena. Byla vSak pozorovana

signifikantné zvySend populace bunék nesouci znak Ly6C Ly6G™ (Obrazek 11F).

Dalsi kli¢ové znaky, které byly zkoumany mezi Ly6G" granulocyty, piedstavuji
CD62L, marker indikujici extravazaci neutrofill a tkanovou infiltraci a dale CXCR2,
chemokinovy receptor G¢astnici se migrace neutrofili. Z populace CD11b"Ly6G" neutrofilti
byly na zaklad¢ exprese znaki CXCR2 a CD62L pozorované subpopulace bun¢k nesouci
kombinace CXCR2'CD62L", CXCR2'CD62L", CXCR2'CD62L" a CXCR2'CD62L" (viz
Obrazek 12 A-D). Z naSeho méteni vyplyva, Ze jak antibioticka, tak probioticka 1é¢ba miize
modulovat aktivaci a migraci neutrofilii. Po podani antibiotik byl pozorovan signifikantni
narGst populace neutrofili charakterizovanych jako CDI11b'Ly6G" CXCR2'CD62L
(Obrazek 12D). Probioticka 1é¢ba pomoci EcO83 vykazuje rizné Gcinky, které poukazuji na
modulaci imunitni odpovédi., zvlasté patrny narust oproti kontrolnim skupinam je vidét na

Obrazku 12 A-C.

Posuny v populacnich kvadrantech na zékladé¢ exprese CXCR2 a CDO62L v
ukazkovych obrazcich pro jednotlivé skupiny (viz Obrdzek 12H) ukazuji na odliSnosti

sledovanych bunék v daném stavu 1é¢by.

Spearmanova korela¢ni matice odhaluje korelace mezi rliznymi cytokiny, PRR a
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enzymy meéfenymi v kostni dieni s CD62L populaci neutrofilti (Obrazek 12F), ktera byla
vybrana na zakladé exprese tohoto znaku (Obrazek E,G,H), kde je vidét MFI pro CD62L
neutrofily a histogram populace bunck exprimujici CD62L. Stav aktivace neutrofilti by se
mohl odrazit v profilech systémovych cytokint, jako je IL-18 a TNF-a, ale zejména IL-10

u néz byla prokazana negativni korelace.
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Obrazek 11 - Analyza fenotypu neutrofilii izolovanych z kostni diené u léenych a neléenych mysi antibiotiky a
probiotikem EcO83 dle zaiazeni do skupin, méieno pomoci priitokové cytometrie. A. Procentualni zastoupeni CD11b+
bunék. B. Stredni intenzita fluorescence (MFI) u CD11b+ bunék. C-D. Procentudlni zastoupeni Ly6G+ granulocytii a
Ly6C+ monocytii/makrofagii. E-F. Procentudlni zastoupeni Ly6G+/-Ly6C+/- bunék z CDI11b+ populace. Zobrazena
smeérodatna odchylka (SD) a k vyhodnoceni byl pouzit ANOVA test. Zkratky: ATB — skupina, EcO83- skupina s podanymi
probiotiky E. coli O83:K24:H3 s podanymi antibiotiky, K-kontrolni skupina, MFI - Stiedni intenzita fluorescence.
*<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku. Uvedené vysledky jsou z 1 méreni
experimentu
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neutrofilii definovanych jako CXCR2+/-CD62L+/- z Ly6G+ granulocytii. E. Prumérna intenzita fluorescence (MFI) pro
CD62L neutrofily. F. Korelacni matice pro povrchové znaky (MFI) a cytokiny z kostni diené u skupiny zalécené antibiotiky.
Zvysujici se gradient cervené barvy znaci vyssi pozitivni korelaci. Gradient zluté barvy znaci negativni korelaci. Hodnoty
byly porovnany neparametrickou Spearmanovou korelaci. G. Histogram exprese CD62L u Ly6G+ neutrofilit u vybranych
vzorkii pro kazdou skupinu, kdy K-Seda, EcO83-zlutd, ATB-Cervend, ATB+EcO83-zelenda. H. Reprezentativni obrazky gatii
pro jednotlivé skupiny stejnych vzorkii jako v grafu G. Hustota bodii ukazuje velikost populace v kazdém kvadrantu.
Nastaveno dle FMO kontrol, viz gatovaci strategie Obrdzek 7. Pro vSechna méreni n=11 pro C, n=10 pro EcO83, n=8 pro
ATB, n=9 pro ATB+EcOS83., Zobrazena smerodatnd odchylka (SD) a k vvhodnoceni byla pouzita ANOVA a nepdrovy t-
test. ATB — skupina, EcO83- skupina s podanymi probiotiky E. coli O83:K24:H3 s podanymi antibiotiky, K-kontrolni
skupina. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, ****p<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku. Uvedené vysledky
z 1 méreni experimentu.

5.4 Stanoveni genové exprese v kostni dieni
V kontextu vlivu dysbiézy na funkci neutrofili bylo nasim cilem v kostni dfeni
analyzovat expresi gentl souvisejicich s funkci a pohotovosti neutrofild. Vzhledem k uzké
interakci mezi stfevnim mikrobiomem a imunitnim systémem jsme predpokladali, ze
indukovana sttevni dysbiodza povede k vyznamnym zménam v expresi klicovych zanétlivych
1 protizanétlivych cytokinl v kostni dfeni. Primarnim cilem bylo prozkoumat potencidlni
dopad dybidzy na systémovy zanét a ovéfit pripravenost imunitniho systému celit

patogennim hrozbam.

Genova exprese jednotlivych genti byla kvantifikovana pomoci qPCR. Analyza byla
zamétena na expresi prozanétlivych cytokini a gend spojenych se supresivnimi vlastnostmi
(Obrazek 13A), PRR (Obrazek 13B) a genti spojenych s antimikrobialni aktivitou (Obrazek
130).

Prozanétlivé cytokiny IL-1p a TNF-a po podani antibiotik vysly signifikantné vyssi
oproti kontrolam, s naslednym vyraznym sniZenim exprese po probiotické 1é€bé, coz

naznacuje potencialni probioticky ucinek EcO83.

IL-10 jako protizanétlivy cytokin vykazuje zvySenou expresi, jak ve skupiné
s podanymi antibiotiky, tak ze jeho regulace v zanétu je v souladu s jeho protizanétlivou

fuknci.

Zvyseni exprese genu pro TLR2 nastalo po podani antibiotik, to znaci aktivaci
vrozeného systému v reakci na mikrobidlni stimuly zplsobené zménénou mikrobiotou.
Oproti tomu exprese TLR4 byla stimulovana ke zvySeni po podani probiotik, jelikoz
rozpoznava tento PRR rozpoznava LPS, cozZ je slozka vnéj$i membrany gramnegativnich

bakterii, v€etn¢ urcitych kmenti E. coli.

Zanétlivé stavy cCasto stimuluji produkci antimikrobialnich peptidi jako soucast
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piirozené imunitni odpovédi, presto hladiny antimikrobidlnich peptidd (MPO, PRTN3,
CTGS) meétenych v kostni dfeni ztistaly nevypovidajici a nedoslo k vyrazné stimulaci po
podani antibiotik ¢i probiotik. Tyto data by mohla naznacovat, Zze zanét byl v disledku
dybidzy vyvolan, ale také muze byt nasledné¢ modulovan probiotickou 1é€bou a pritom
zékladni funkce neutrofilii ziistavaji nedotéené. V dusledku to mtze byt hostiteli prospesné

pro zachovani jeho obranyschopnosti.
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Obrazek 13 — Analyza genové exprese vybranych genii v kostni dieni: Genovd exprese u léCenych a nelécenych mysi
antibiotiky a probiotikem EcO83, méieno pomoci qRT-PCR. Jako referencni hodnota byl pouZit gen pro beta-aktin. A.
Relativni exprese genii pro cytokiny zapojenych do regulace zanétu. B. Exprese genii kédujicich PRR. C. Relativni
kvantifikace genii spjatych s antimikrobidalni odpovédi. Pro vSechna méreni byly zahrnuty mysi za ndsledujicich podminek:
n=4 pro K, n=8 pro EcO83, n=4 pro ATB, n=5 pro ATB+EcO8, chybéjici hodnoty odpovidaji mysim, které nedokoncily
experiment kviili umrtnosti nebo byly vylouceny Dixonovym testem. Zkratky: ATB — skupina s podanymi antibiotiky, CTSG-
katepsin G, EcO83- skupina s podanymi probiotiky E. coli O83:K24:H3, K-kontrolni skupina, MPO- myeloperoxidaza,
PRTN3- proteinaza 3 *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku. Uvedené vysledky z 1
méreni experimentu.
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5.5 Dysbioza a epitelialni odezva ve stfevni tkani

Nasim cilem bylo vyhodnotit dopad dysbidzy na poskozeni stievni tkdn¢ a dale
prozkoumat, zda podavani EcO83 muze podpofit jeji zotaveni. Abychom toho dosahli,
zaméfili jsme se na Ctyfi geny, o kterych je znamo, Ze jsou soucasti proteini tésné¢ho spojeni:
protein tésného spojeni Zonula Occludens-1 (Zol), Occludin (Ocln), Claudin 1 a 5 (Cldn
1,5), a jeden transportni protein: Lipocalin 2 (Lcn2) viz Obrazek 14. Analyza genové exprese
byla provedena na lyzatech extrahovanych z tkani tenkého a tlustého stteva pomoci metody
qPCR. Ptedchozi studie prokéazaly, Ze podavani antibiotik vedlo ke snizeni exprese riznych
genll asociovanych s proteiny tésného spojeni, konkrétné Cldnl, Ocln a ZO-1 ve stievé
(Feng et al., 2019) a Cldn3 a Cldn4 v tlustém stfevé (Ran et al., 2020). Pfedchozi vyzkum
nasi laboratote ukdzal, ze Casna postnatalni kolonizace EcO83 zvysila expresi gent tésnych
spojeni Cldn a Ocln a také IL10, ¢imz byla podpofena funkce stfevni bariéry (Stikenikova et

al., 2022).

Nase analyza odhalila vyznamnou modulaci exprese proteintl v tenkém stfeveé u mysi
s vyvolanou dysbidzou. Piekvapivé byla exprese charakterizovana zvySenim, zejména u
proteint, jako je Cldnl, Cldn5 a Lcn2, ve srovnani s kontrolnimi skupinami na rozdil od

ptedpokladaného poklesu (Obrazek 14A).

Po podani probiotik EcO83 byla v tenkém stfevé pozorovana signifikantné zvySena
regulace napfi¢ téméi vSemi geny tésnych spojeni, coz naznacuje potencidlni vliv EcO83 na
obnoveni funkce intestinalni bariéry. Zvlasté¢ pozoruhodna byla zvySena relativni exprese
Len2 bezprostfedné po kolonizaci EcO83 ve srovnani s kontrolami. Obecné geny asociované
s TJ v tenkém stfevé vykazovaly po podani probiotik vyznamné zotaveni, coz ukazuje na

obnoveni integrity epitelu.

Podavani antibiotik ovlivituje homeostazu sttevniho epitelu, kdy v ptipadé vazného
poskozeni dochézi k indukeci lokalniho zanétu, ktery se dle predchoziho vyzkumu projevuje
vyssima hodnotami zanétlivych cytokintt TNF-a, IFN-y a IL-1p, oproti kontroldm k jejichz
normalizaci doS§lo po podéani probiotik (Shi, Zhao, et al., 2018). NasSe pozorovani odhalilo,
ze hladiny prozanétlivych cytokinli v navaznosti na antibiotickou 1é¢bu tenkém stieve vysly
signifikantné pouze IL-1PB, ackoliv hladina TNF-a byla po podani antibiotik zvySena,
signifikance se neprokézala. V piipadé cytokinu IFN-y v tlustém stfeve po stimulaci EcO83

doslo k signifikantnimu zvySeni, antibiotika obecné v tlustém stievu zanét nevyvolala.

V tenkém stfevu doslo déle ke stimulaci cytokintl [L-4 a IL-13, které prokazali vyssi
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expresi po podani antibiotik. (Obrazek 14) I kdyz je IL-4 tradicné spojovan s imunitnimi
reakcemi typu 2, bylo prokdzéano, ze IL-4 mize mit ve stievé také prozanétlivé vlastnosti
(Kampen et al., 2005), coz naSe vysledky potvrzuji. IL-13 je cytokin, ktery je vylu¢ovan
ILC2, podporuje samoobnovu sttevnich kmenovych bunék (Y. Saito et al., 2020) a tudiz

hraje zasadni roli ve stievnim prosttedi, tak jako IL-4.

Enzym IDOI1 zapojeny do metabolismu tryptofanu je spjat s imunitni regulaci
s imunosupresivnimi  G¢inky, prokazal signifikantni expresi v skupin€é s naslednou
probiotickou 1écbou v tlustém stievé (Obrazek 15C). Ve skupiné s podanymi antibiotiky
nebyla prokdzéna zvySena exprese ani vtenkém ani v tlustém stievu, jak bylo
predpokladano, kdy zvysena exprese IDO1 by znacila snahu ¢elit zanétu a obnovit imunitni

homeostazu (Choi et al., 2020).

Len2 v tenkém ani v tlustém stfevé nevyvolal zvySenou expresi (Obrazek 12B a

13D), kterou jsme predpokladali (Stallhofer et al., 2015; Moschen et al., 2017)

Pro vyjadfeni pozorovanych zmén spjatych s dysbidézou. byla provedena korela¢ni
analyza (Obrazek 14C), kterd odhalila pozitivni korelaci mezi nékterymi geny, graficky
znazornéné byly geny Cldnl a Cldn5 a dale prozanétlivym cytokinem IL-18 a CldnS5, kde
zavislost byla nejvyraznéjsi (Obrazek 14D). Toto pozorovani ¢aste¢né potvrdilo, Zze zmény
ve slozeni mikrobioty vyvolaly rozdilnou expresi proteinti tésného spojeni a ty korelovaly
se zménami v cytokinech. Porovnani korelacnich analyz pro jednotlivé skupiny viz Pfiloha

dopliujici Obrazek 17.
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Obrazek 14- Analyza genové exprese vybranych genii v tenkém a tlustém stievé: Genovd exprese u lé¢enych a
neléc¢enych mysi antibiotiky a probiotikem EcO83, méieno pomoci qRT-PCR. Jako referencni hodnota byl pouzit
housekeeping gen pro beta-aktin. A. Relativni exprese genii spojenych s molekulami proteinii tésného spojeni v tenkém
strevu. B. Relativni exprese genu pro Lipocalin 2 v tenkém stievu. C. Spearmanova korelacni matice relativni exprese
zkoumanych genit v tenkém strevu u antibiotické skupiny. Zvysujici se gradient cervené barvy znaci vyssi pozitivni korelaci.
Gradient zZluté barvy znaci negativni korelaci. Hodnoty byly porovndany neparametrickou Spearmanovou korelaci. D.
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Pozitivni korelace pro vybrané geny v tenkém stievu. Vysledek byl statisticky vyjadren jako Pearsoniiv korelacni koeficient.
D. Relativni exprese genut v tlustém strevu. Zkratky: K-kontrolni skupina, EcO83- skupina s podanym probiotikem E. coli
083:K24:H3, ATB — skupina s podanymi antibiotiky. Cldn — Claudin, Ocld - occludin, ZO-1 - zonula occludens 1. Lcn2
— lipocalin 2. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku. Uvedené vysledky ze 2
nezavislych mérent experimentu pro tenké strevo (A-D), pro tlusté stievo (E) z 1 meFeni experimentu .
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Obrazek 15- Analyza genové exprese vybranych genii v tenkém a tllustém stievé: Genovd exprese u lécenych a
nelécenych mysi antibiotiky a probiotikem EcO83, vysetieno pomoci qRT-PCR. Jako referencni hodnota byl pouZit
housekeeping gen pro beta-aktin. A.-C. Relativni exprese genii v tenkém stievu. D. Relativni exprese genii v tlustém stievu
IDOI a Len2 E. Relativni exprese pro prozanétlivé cytokiny v tlustém stievé F. Relativni exprese genu pro myeloperoxidazu
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v tlustém stievé. Zkratky: ATB — skupina s podanymi antibiotiky, , EcO83- skupina s podanymi probiotiky E. coli
083:K24:H3, IDOI1- Indolamin 2,3-dioxygendza, K-kontrolni skupina, Lcn2 — lipocalin, MPO- myeloperoxiddza,
*0<0,05; **p<0,01,; ***p<0,001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku. Uvedené vysledky ze 1-2 nezavislych mereni
experimentu, podle toho se lisi pocet n.

5.6 Stanoveni genové exprese — mezenterické uzliny

Mezenteriadlni lymfatické uzliny (MLN, mesenteric lymph nodes) slouZzi jako zésadni
imunologické rozhrani mezi stftevem a systémovym imunitnim systémem. Vzhledem ke své
pozici pfi filtrovani antigent a patogent z gastrointestinalniho traktu poskytuji MLN dohled
nad stavem organismu odrazejici vliv mikrobioty na systémovy zanét a funkci neutrofila.
Profily genové exprese klicovych cytokini byly v MLN kvantifikovany pomoci qPCR.
Cilem bylo prozkoumat potencidlni posuny v hladindch cytokint, které¢ by mohly ukézat stav
a funkci neutrofili za riznych mikrobidlnich podminek. Ocekava se, ze nasledujici vzorce
genove exprese (Obrazek 16) objasni imunologické dusledky dysbiozy a cilené probiotické

lécby v ramci MLN.

Antibioticka 1é¢ba miize mit vliv na expresi cytokinl spjatych se zanétlivou odpoveédi
a regulaci zanétu, konkrétn€ s podporou zanétlivé Thl lymfocytarni odpovédi (IFN-y, IL-
18, IL-2), Th17 lymfocytarni odpovédi (IL-17) ¢i s protektivni protizanétlivou odpovédi (IL-
10, IL-4). Zméfené hladiny cytokinu IL-2 neodhalila zZadné¢ vyznamné odchylky mezi
jednotlivymi skupinami, coz naznacuje konzistentni stav aktivace T bun€k v ramci MLN.
Rovnéz ani u IFN-y nebyl prokdzan trend o indukovaném zanétu a podporou Thl odpovédi.
Podobné 1 exprese u cytokinu IL-4, ktery byva spjat s Th2 imunitni odpovédi, nebyla
prokézana 74dnd vyznamnd zmeéna, hladiny exprese zlstaly jednotné napfi¢ vSemi
skupinami. IL-10 rovnéZ nijak zvla$t neprojevil svoji funkci jako protizanétlivého
regulatoru. Naproti tomu zajimave vySel IL-17 po probiotické 1é¢be, po antibiotické nevysel
zvyseny, jak jsme piedpokladali (Flannigan et al., 2017). Paradoxné I1-18 vySel vyznamné

sniZen po 1écb¢ antibiotiky.
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Obrazek 16 - Analyza genové exprese vybranych genii v mezenterickych uzlindach: Genovd exprese specifickych cytokinii
v MLN u léCenych a nelécenych mysi antibiotiky a probiotikem EcO83, vySetieno pomoci qRT-PCR. Jako referencni
hodnota byl pouzit housekeeping gen pro beta-aktin. Zkratky: ATB — skupina s podanymi antibiotiky, EcO83- skupina
s podanymi probiotiky E. coli O83:K24:H, IFN-y -interferon gamma, K-kontrolni skupina. *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 predstavuje statisticky vvznamnou odchylku. Uvedené vysledky pochazeji z 1 méreni experimentu.

59



6. Diskuze

Cilem této studie bylo prozkoumat moznosti modulace stievni dysbidzy vyvolané
antibiotiky, a to prostfednictvim cilené aplikace probiotické bakterie Escherichia coli
083:K24:H31. Nasim ukolem bylo posoudit, zda toto probiotikum ma schopnost obnovit
poskozenou mikrobidlni rovnovahu a miize podpofit obnovu funkci imunitniho systému a
vzajemnych rovnovaznych interakci mezi mikrobiotou a imunitnim systémem hostitele.
Zam¢tili jsme se na analyzu fenotypu neutrofilnich populaci ve spojeni s bariérovou funkci
stteva, abychom 1épe pochopili jejich vzijemné puasobeni s mikrobiotou a imunitnim
systétmem hostitele. Experimentdlni model s mySmi kmene BALB/c nam poskytl
kontrolované prostfedi pro studium mikrobialni nerovnovahy jakozto faktoru, ktery se podili
na patogenezi riznych onemocnéni. Pochopeni ucinkt dysbiozy je zdsadni pro odhaleni
mechanismi onemocnéni a vyvoje potencidlnich terapeutickych strategii. Tento pfistup ndm
umoznil prozkoumat potencial probiotika pfi feSeni komplikaci souvisejicich s dysbidzou a
poskytl vhled do jejich Gi¢innosti pti obnoveé rovnovahy mikrobioty a modulaci imunitnich

reakci.

6.1 Dysbioza a sloZeni mikrobioty

Pozorovana dysbidza vyvolana Sirokospektrymi antibiotiky, konkrétn¢ ampicilinu a
neomycinu, poukazuje na dopad pozménéné mikrobioty na fyziologii hostitele. Tato
antibiotika byla rozsahle studovéana jak samostatn¢ (Shi, Kellingray, et al., 2018; X. Xu et
al., 2019; Ran et al., 2020), tak ve smési (Schepper et al., 2019), ale mnohdy v kombinaci 1
s dal$imi antibiotickymi pfipravky jako je vankomycin, metronidazol a gentamycin (Huang
et al., 2022) Pfedchozi vyzkum ukézal, ze Sirokospektra antibiotika mohou zasadn€ ménit
mikrobidlni slozeni jak u mySi (Duan et al., 2022), tak u lidi a upravovat mikrobiom ve
prospéch patobiontil, snizovat odolnost hostitele a ohrozit jeho dlouhodobou pohodu (Huse

et al., 2008; Yoon & Yoon, 2018).

Na zéklad¢ dostupnych studii jsme predpokladali, Ze mysi s navozenou dysbidzou
budou vykazovat znamky poskozeni stiev, jejich hmotnost bude nartistat a jejich mikrobiota

bude zménén4, a to v pomeru kment Firmicutes vi€i Bacteriodetes (Schepper et al., 2019).

Vyrazny vahovy tbytek pozorovany 6. den po podani smési antibiotik je v souladu
se zjisténimi ze studii ukazujicich snizeni hmotnosti u mys$i po poziti beta-laktamovych

antibiotik, jako je ampicilin (Gu et al., 2020; J. Wang et al., 2022). Tento pocatecni ubytek
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hmotnosti pravdépodobné koreluje se snizenim prospésnych komenzalnich bakterii a jejich
metabolitil nezbytnych pro metabolické procesy (Miyamoto et al., 2019). K ubytku
hmotnosti pfispivaji faktory jako je sniZzend produkce SCFA a naruseni metabolismu
zlucovych kyselin, charakterizované vycerpanim sekundarnich zlucovych kyselin a
akumulaci primarnich nekonjugovanych zlu¢ovych kyselin. Navic zmény v regulaci chuti
k jidlu mohou ovlivnit pfijem potravy, i kdyz pozorovany ubytek hmotnosti spiSe vyplyva
ze zmén mikrobiomu, nez z ptimé averze k hotké chuti antibiotik (K. S. Bongers et al.,
2022). Dale zvySena stievni propustnost a zanéty zhorSuji malabsorpci zivin (Kim et al.,

2012), coz by také mohlo piispéet k snizeni hmotnosti i v takto kratké period¢.

Ackoliv se obvykle predpoklada, ze 1écba antibiotiky vede u mysi i lidi k obezité
(Nuotio et al., 2022; S.-S. Xu et al., 2022), na$ experiment nepotvrdil o¢ekavany priristek
hmotnosti. To mohlo byt zplGsobené jednak volbou antibiotik a ¢asovém horizontu, jak
dlouho byla antibiotika pod4dvana a dale samotnym ukonenim experimentu, kde byla
tydenni prodleva z diivoda probihajicich behavioralnich testd. Je mozné, ze dlouhodobéjsi
podavani antibiotik a zaroven okamzité sledovani po ukonceni 1écby, by prokazalo
vyraznéjsi dysbidzu (J. Wang et al., 2022). Pozoruhodné je, ze sledovani uc¢inku 4denniho
podani B-laktamovych antibiotik a jejich efekt v dlouhodobém horizontu 60 dni vedlo k
vahovému piibytku (Gu et al., 2020). Zdad se, Ze posun Vpoméru bakterii
Firmicutes:Bacteriodetes ve prospéch Firmicutes po podani antibiotik (Schepper et al.,
2019; Scott et al., 2018), ktery byva ve vétsiné literatury spojovan s dysbiotickym stavem a
niz8i produkci SCFA, souvisi se zménou hmotnosti a potencialné by mohl vést k obezité u
déti, jak bylo popsano ve studiich (Bergstrom et al., 2014; P. Xu et al., 2012) Navzdory
ocekavani se v naSem meéteni po podani antibiotik nepotvrdil rastovy trend Firmicutes, coz
ale byva u IBD, které je rovnéZz spojovano s dybidzou, ale poklesem specifickych Firmicutes
produkujici butyrat, ktery byva oznacovan jako protizanétlivy (Machiels et al., 2014; Pascal
et al., 2017; L. Zhou et al., 2018; Franzosa et al., 2019). Zajimav¢ je, Ze role tohoto kmene
v produkci SCFA a jeho potencidlnimu zapojeni do adipogeneze a ukladani tukti, nekoreluje
s vys8i produkci téchto metabolitli a jeho protektivnim vlastnostem (Scott et al., 2018).
V naSem méfeni se po podani antibiotik projevilo hlavné zvyseni fadu Bacteroidales oproti
ostatnim skupinam, ktery je rovnéZ znam pro svou schopnost produkce SCFA. Bylo zjisténo,
ze butyrat zvySuje hladinu TJ Cldn1, ZO-1, Ocln, stimulaci gent odpovédnych za kdédovani
téchto proteini (H. B. Wang et al., 2012; G. Chen et al., 2018). Toto zvySeni TJ po podani

antibiotik jsme v tenkém stfevu zaznamenali. Bylo by hezké ptedpokladat, Ze spolu navySeni
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Bacteroidetes, produkce SCFA a zména v TJ souvisi, ale vztah mezi t¢émito proménnymi je
komplikovanéjsi a ovlivnén 1 jinymi faktory a ani studie v tom nejsou jednotné. Nejsme si
jisti, zda zvySeni Bacteroidetes je piimym dusledkem ztraty diverzity, ¢i uz se jedna o
kompenzacni mechanismus. Jelikoz z dlouhodobého hlediska mé totiz mikrobiom tendenci
se piizpusobovat, je tedy mozné, ze doslo ke zvyseni Bacteroidetes po podani antibiotik jako
adaptivni reakce na podminky vyvolané antibiotiky, coz muze vysvétlovat absenci
pozorovanych zmén v TJ stfevni bariéry v tlustém stfevé. Pro tuto teorii by bylo nezbytné
dalsi testovani, které mtize zahrnovat méfeni produkce SCFA, delsi experimentalni obdobi,
jiné antibiotika ale také stafi mysi, bylo prokdzano ze podani antibiotik Casn¢€ postnatalné
ma mnohem vyznamnéj$i efekt, jak v mikrobioté, tak ale i v modulaci hmotnosti (Zanvit et

al., 2015).

Jiz dtive bylo prokdzano, ze antibiotickd intervence ma negativni dopad na zménu
stavby stfeva a funkcnosti vedouci ke zvySeni permeability tzv. ,,leaky gut* (Tulstrup et al.,
2015). Po 1é¢bé ceftriaxonem, cefalosporinovym antibiotikem tfeti generace (Shao et al.,
2023), bylo zjisténo rozsahlé poskozeni stiev, které bylo pozorovatelné i v naSich
experimentech na makroskopické urovni. Jelikoz slepé stievo slouzi jako rezervodr stfevnich
komenzall, tvoii biofilmy, které funguji jako centrum pro piebyvani sttevnich bakterii a
probiotik (Randal Bollinger et al., 2007), da se pfedpokladat, ze zvétSeni jeho objemu je
zaptiinéné snahou o kompenzaci mikrobidlni nerovnovahy. Pfedchozi studie zaznamenaly
zménu ve velikosti, délce a hmotnosti slepého stfeva po 1é€bé vankomycinem, pficemz
zji$téni naznacovala korelaci s vy$§imi hladinami pH (Tulstrup et al., 2015; Ran et al., 2020),
a zvySenou expresi GLP-1 spojenou se sniZenou motilitou a obezitou (X. Xu et al., 2019).
Zaznamenali jsme nejvéEtsi rozdil u Bacteteroidetes viz Dopliujici Tabulka 1, které jsou
hlavnimi kolonizatory tlustého stfeva, a diive bylo zjiSténo, Ze jejich navySeni vedlo ke
zménam v luminalnim obsahu, protoZe jsou primarni producenti zlu¢ovych kyselin a SCFA
(Shao et al., 2023). Navic bylo zaznamenano, Ze zmény v produkci SCFA jsou ovlivnény
urovni pH s tim, ze vyS$§i pH podporuje pravé Bacteroidetes (Duncan et al., 2009), které byly
nami pozorovany s nejveétsim ndrustem po podani antibiotik. Lymfoidni tkann mohla byt
zvétSena uz jen z toho hlediska, Ze usnadiiuje adaptaci mikrobioty na zmény ve stfevnim
prostiedi, podporuje imunitni toleranci, produkuje protilatky typu IgA (Laurin et al., 2011),
ale rovnéz v zanétlivych stavech je pozorovana zvySena infiltrace neutrofily (Singh et al.,
2016; Luo & Zhang, 2017; C. Zhang et al., 2023). Mikroskopické ani histologické testy

nebyly provadény, tudiz zmény ve struktufe a zanétlivém stavu stieva byly posuzovany
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pouze na zakladé makroskopického pozorovani a biochemickych markeri jako jsou
cytokiny a proteiny TJ. Spearmanova korelacni matice potvrdila pozitivni korelace mezi
jednotlivymi proteiny TJ jako Cldnl1 a Cldn5, dale za pozitivni korelaci mezi zanétlivym IL-
IB a CldnS, coz muze signalizovat zmény v integrit¢ stfevni bariéry. Tyto vysledky
naznacuji, Ze nase pozorovani mohou odrazet piipadnou adaptaci mikrobiomu v reakci na

ztratu diverzity, nebo pokus o obnovu normalniho stievniho prostfedi po antibiotické terapii.

Pomoci pyrosekvenacni technologie bylo ovéfeno, Ze antibiotikum ciprofloxacin,
zpusobuje trvalé a kumulativni zmény ve sloZeni a diverzité sttevniho mikrobiomu (Huse et
al., 2008). Na zéklad¢ tohoto zjiSténi jsme se zaméfili na prozkoumani stavu dysbidzy po
tydnu 1é¢by smési antibiotik. K tomu byla pouzita sekvena¢ni technologie zalozena na
bazil6S rDNA, ktera cili na geny malé ribozomalni podjednotky, obsahujici devét
hypervariabilnich oblasti (V1-V9) (Chakravorty et al., 2007), obklopené konzervativnimi
geny (Mccabe et al., 1999). Bioinformatické analyza této sekvenace odhalila, Ze kombinace
ampicilinu a neomycinu vedla ke snizeni mikrobidlni rozmanitosti, zejména kmen
Deferribacteres ubyl ve skupiné s podanymi antibiotiky. Alfa diverzita, vyjadiena jako
Shanonova entropie, prokazala zmény v diferencidlnim zastoupeni taxont v jednotlivych
skupinach. Toto pozorovani je v souladu s pfedchozim vyzkumem vyuzivajici ¢tyt druhii
antibiotik (Huang et al., 2022). Nizsi alfa diverzita sttevni mikrobioty mtize byt zapfi¢inéna
naruSenou homeostazou sliznice spojenou se snizenou imunitni toleranci vici komenzalnim
mikroorganismim. Dysbidza u zanétlivych onemocnéni stfev, jako je Crohnova choroba
(CD, Crohn's disease) a ulcerdzni kolitida (UC, ulcerative colitis), je spojena se zménami
valfa diverzité¢ stfevni mikrobioty. Pozorovana dysbiéza u pacientd sIBD je
charakterizovana posuny v mikrobioté vazané na sekrecni IgA a abnormalni produkei IgA

zamétfenych na specifické komenzalni rody, zejména Bacteroidetes (Michaud et al., 2022).

JelikoZ dysbioza zvySuje koncentraci intraluminalniho kysliku a vede k rozkvétu
fakultativnich aerobti, jako jsou Enterobacteriaceae i zastupci z Betaproteobacteriae
(Antonopoulos et al., 2009), ¢i navySeni Proteobakteria (Shao et al., 2023), nase vysledky
sekvenovani fekalniho mikrobiomu prokazaly zejména navySeni kmene Bacteroidetes a dale
dvojnésobné navyseni tiidy Alphaproteobacteria. To je v souladu s predchozimi zjiSténimi
ukazujicimi, Ze Bacteroidetes mohou indukovat stfevni zanét a kolitidu (Nakano et al., 2006;
Scher et al., 2013). Rovnéz bylo zjisténo, Ze relativni Cetnost Alphaproteobacteria pozitivné
korelovala s poSkozenou histopatologii a zanétem tlustého stfeva v experimentalnim modelu

kolitidy (Castro-Mejia et al., 2016), a byla spjatd s komplikacemi u détskych pacientii
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podstupujicich alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bun¢k (Faraci et al.,
2024). Ttida Gammaproteobacteria (Celed’ Enterobacteriae), ktera byva Casto volena jako
indikator dysbiodzy, v naSem métfeni nebyla pozorovéana nijak zvlast jako zvySend. Ale
v ramci Sirsi prace celého projektu GAUK, byla dysbidza v fadu Enterobacteriales velice

markantni.

Zmény po indukci antibiotik jsme pozorovali, ale byly nizsi, nez jsme predpokladali,
a proto se muzeme domnivat, Ze chronickd dysbidéza v tomto piipadé¢ nemusela byt
zédvazného charakteru. V neposledni fad¢€ stoji jist€¢ za zminku, ze nami pozorované zmény
v mikrobioté mohou byt ovlivnéné 1 odlisSnym bakteridlnim osidlenim mezi jednotlivymi
zvitaty ve zvéfinci a jejich dodavatelich, jak bylo popsano v ptipadé SFB a Th17 imunitni

odpovédi (Ivanov et al., 2009).

6.2 Analyza fenotypu neutrofili

Dysbidza, 1 kdyz sama o sobé nemusi nutné vést k zanétu, bylo mnohokrat
prokazéano, ze zmény v mikrobiomu mohou ovlivnit homeostdzu imunitnich bunék vcetné
neutrofili, i na distalnich mistech (Ray et al.,2015). To se muze dit prostfednictvim riznych
prozanétlivych cytokinti a signélnich drah. Nase prace ukazuje, ze dysbidza indukovana
antibiotiky, indukovala zanétlivé zvysené zanétlivé cytokiny, jako IL-1B a TNF-a, zvIasté v
tenkém stfevé a kostni dfeni, spolu s aktivaci signalnich drah jako je TLR2 v kostni dfeni a
TLR4 v tenkém stfeve. Proto i v této praci bylo cilem zjistit, jak se dlouhodoby ucinek
naruSen¢ho mikrobidlniho spolecenstvi komenzalnich bakterii projevi na pfirozené

obranyschopnosti organismu, konkrétné neutrofilech.

Pomoci pritokové cytometrie jsme identifikovali zmény ve fenotypovych znacich

neutrofilil a rozdé€lili je do subpopulaci na zéklad€ pozitivity ¢i negativity pro dany znak,

high/int/low bright/dim

zatimco jiné studie déli subpopulace jesté dle miry exprese na eventualné

K naSemu prekvapeni po podéani antibiotik nebylo zaznamenéano zvySeni ani snizeni
Ly6G neutrofill v kostni dfeni v porovnani s ostatnimi skupinami, ackoliv bylo prokazéano,
7e zanétlivé stavy mobilizuji neutrofily, a to v¢etné nezralych stadii (Delano et al., 2011)
(Christensen et al., 1981; Pillay et al., 2012). Na druhou stranu bylo prokézano, Ze ke snizeni
Ly6G" v kostni dieni mtZe dojit, pokud byla antibiotika podana biezim samicim (Deshmukh
et al., 2014). Ze samotné exprese Ly6G vSak nemlzeme usuzovat, zda doslo k vétsi

mobilizaci neutrofilli z kostni dfen¢ do perifernich tkéni, s naslednou zvysSenou produkci
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k uspokojeni poptavky po neutrofilech v misté zanétu. Zanétlivé podnéty mohou vést
k expanzi a mobilizaci prekurzorti, oznacovanych jako pre-neutrofily, které byly rozliseny
dle miry exprese znakii na proliferativni s Ly6G°YCXCR2 fenotypem (stadium
promyelocytit). A déale na neutrofily neproliferativni, které exprimuji Ly6G a CXCR2 ve
vysoké mife (Evrard et al., 2018) zahrnujici myelocyty, metamyelocyty a tyCové PMN. Ve
studii Zhang et al. potvrdili, Ze pfi zanétlivém stavu jako je UC, dochazi k vyplaveni Ly6G*
neutrofilii na zdkladé chemoatraktantii, zejména IL-1p a CXCLS, do periferni krve, ale i do
v mezenterickych uzlin a peritonea, a to podtrhuje jejich roli pfi zhorSovani zanétu a
kolorektalniho karcinomu (C. Zhang et al., 2023). IL-1B nerekrutuje pfimo neutrofily, ale
vyznamné ovliviluje jejich mobilizaci zvySenim produkce riiznych chemoatraktanti
neutrofilii, jako je CXCL8 (de Oliveira et al., 2013). Nase vysledky zahrnuji namétenou
zvySenou expresi prozanétlivych cytokini IL-1B a TNF-a v kostni dfeni a tenkém stfevu,
avsak bez odpovidajiciho navyseni Ly6G" neutrofild, coz by mohlo naznacovat regulovanou
fazi imunitni odpovédi odliSnou od tradiéniho modelu akutniho zanétu. Nezvyseny pocet
neutrofild v nami indukovaném dysbiotickém zanétlivém prostfedi by mohl naptiklad
souviset s IL-17 a také expresi Lcn2. IL-17, ktery je rovnéz spojovan s mobilizaci neutrofild,
nebyl v MLN zvyseny po podéni antibiotik, coz by mohlo byt vysvétleno interakei s rostouct
populaci Bacteroidetes. Bylo totiz prokadzano, ze B. fragilis, indukuje ptes TLR2
protizanétlivou funkci Treg jejich diferenciaci Treg z CD4+ T bunék, a tak sniZzuje produkci
IL-17A (Round et al., 2011), coz podporuje nase pozorovani zvysSené exprese TLR2 v kostni
dfeni. ZvySend infiltrace Ly6G" neutrofili ve sliznici tlustého stfeva byla asociovana se
zvySenou produkci Len2, biomarkerem poskozeni stiev (Carlson et al., 2002) pozorovany u
UC (Singh et al., 2016), ale 1 u experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy (Yadav et al.,
2022). NaSe méteni se tedy da fict, Ze jsou v souladu se soucasnym vyzkumem, protoze jsme
nepozorovali navySeni Ly6G" granulocytl, které by znacilo vy$§i tvorbu v disledku
poptavky, protoZze nedoSlo ani k vyssi expresi Len2 po podédni antibiotik v tenkém ani
v tlustém stevu, kde jsme tento gen prokazovali. Je totiz pravdépodobné, ze zvySena tvorba
Lcen2 piisobi jako fyziologicky pokus piisobit proti zmirnéni zanétlivych reakci a obnoveni
mikrobialni rovnovahy. Na podporu toho studie Singh et al. na my$im modelu ukézali, Ze
nedostatek Lcn2 vede k vyznamné dysbidze spojené s metabolickym syndromem a
prodlouzenymi zanétlivymi reakcemi v modelu IBD. Toto zjiSténi podtrhuje kritickou roli
Len2 pfi udrZzovani stfevni mikrobidlni homeostdzy a jeji ochrannou funkci proti

metabolické dysregulaci (Singh et al., 2020). Absence zvySeni Lcn2 v nasi praci muize
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naznacovat bud’ pocatecni fazi dysbidzy, kterd jesté nevyvolala kompenzacéni zvyseni Len?2,
nebo variaci v zdnétlivém a mikrobialnim prostiedi naseho experimentalniho usporadani ve
srovnani s témi studiemi, které zkoumaji t€zké zanétlivé stavy, kde je exprese Lcn2 typicky
vyrazngj$i. Je zfejmé, ze IL-17 a Len2 nejsou jediné dilezité aspekty v roli chemoatraktanti
neutrofilll a indikatorti zanétu. Tato interpretace pouze naznacuje komplexni souhru mezi

systémovymi a lokalnimi imunitnimi odpovéd'mi, které reguluji neutrofily.

Po podani antibiotik jsme identifikovali specifickou bunéénou populaci, ktera
negativné reagovala na znaky Ly6G i Ly6C pfi pozitivni expresi CD11b. Ly6G a Ly6C se
bézn¢ pouzivaji k identifikaci odlisSnych podskupin bun¢k myeloidni linie, zejména
neutrofili a monocyti. Absence téchto znakli naznaduje, Ze tato populace se 1isi od
konvenénich neutrofili a monocytd. Rozdil v expresi Ly6C'*"hig" yymezuje podskupiny
monocytl na klasické, zanétlivé a neklasické, tzv. hlidkujici spjaté s imunitnim dozorem.
Studie  naznaluji, ze  klasické  monocyty  charakterizovany  fenotypem
Ly6CMe"CCR2*CD62L" s kombinaci dalsich markerti vykazuji zanétlivou roli, zatimco
neklasické monocyty exprimuji Ly6C'®*CCR2"°YCD62L" (Jakubzick et al., 2013). Bunééna
populace, kterou jsme pozorovali jako CDI11b'Ly6GLy6C, by mohla predstavovat
unikdtni, potencidlné aktivovany stav myeloidnich bun¢k, ktery je potencidlné¢ podobny
MDSC (Hochst et al., 2015; Rose et al., 2012). Tato hypotéza je podpoiena i dalSimi
studiemi, které identifikovaly podskupiny cirkulujicich bunék, zatfazené mezi monocyty.
Jednalo se o zanétlivé monocyty charakterizované CD11b"Ly6G Ly6Chie", které jsou znamé
pro své fagocytické a chemotaktické schopnosti a protizanétlivé monocyty s CD11b " Ly6G
Ly6C™, které jsou spojovany s ilohou v tkafiovém dohledu a opravach, coz naznaduje jejich
dilezitost pro udrZeni tkanové homeostazy a odpovédi na poskozen (Y. Zhang et al., 2017)
(Ostanin et al., 2012). Tato diverzita zvyrazinuje hypotézu, Ze monocyty mohou podstoupit
transformaci z vysoce zanétlivych stadii na méné aktivni formy, ¢imz se adaptuji na ménici
se prostiedi v téle. AvSak diskuse o tom, zda monocyty s vysokou expresi Ly6C prechézeji
na monocyty s nizkou expresi Ly6C, nebo zda jsou to nezavislé subpopulace vychazejici z
ruznych progenitort, zistava oteviena (Hanna et al., 2011; Hettinger et al., 2013;
Sunderkétter et al., 2004). Analogicky Ray et al identifikovali ve sleziné€ rizné populace
myeloidnich bunék reagujici na dysbioticka stav indukovany bakterii Helicobacter hepaticus
u IL-10 deficitnich mysi. Buiky s fenotypem Ly6C Ly6G™ byly charakterizovany jako
kombinace rezidentnich monocytl ¢i makrofagti (Ray et al., 2015). Objasnéni dynamiky

monocytarnich a myeoloidnich populaci by mohlo rovnéz ptispét k lepSimu porozumeéni
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mechanismim zanétlivych procest a jejich regulace, coz je zasadni pro rozvoj efektivnich

terapeutickych strategii v oblasti zanétlivych onemocnéni.

Déle jsme dle identifikovali jednotlivé podskupiny CDI11b'Ly6G" neutrofilt
s raznou expresi CD62L a CXCR2. V nasem vyzkumu jsme se soustiedili na populaci bunék
oznacenych CD62L, jelikoz MFI CD62L ukazala vyznamné rozdily po podéni antibiotik ve
srovnani s ostatnimi skupinami, coz bylo déale potvrzeno histogramovou analyzou. CD62L
je adhezni molekula, zndma také jako L-selektin, a podili se na adhezi a rolovani leukocytt,
coz umoziuje neutrofiliim piilnout k endotelu a migrovat do zanétlivych oblasti (Ivetic et
al., 2019). CD62L se obvykle snizuje pii aktivaci neutrofill, kdy vyssi exprese CD62L
naznacuje klidovy ¢i méné aktivovany stav (Bar-Ephraim et al., 2019; Cagle et al., 2022).
V krevnim fecisti to ¢asto ukazuje na noveé uvolnény neutrofil, ktery se dosud nesetkal se
zanétlivym podnétem. Na zralych neutrofilech je tento znak exprimovan ve vysoké mife a
v procesu starnuti dochazi k jeho poklesu (Van Eeden et al., n.d.), bud’ Ze neutrofil vykonal
efektorovou funkci, anebo je sméfovan do kostni diené pro clearance zprostfedkovanou
makrofagy (Casanova-Acebes et al., 2013). Dale CD62L hraje vyznamnou roli pii uréovani
osudu a funkce neutrofill, kdy na myeoloidnich progenitorech byl definovan jako hlavni
znak urcujici naslednou diferenciaci a heterogenitu populace (Ito et al. 2021). Bylo
prokazano, ze rozdilné hladiny exprese CD62L identifikuji odlisné populace neutrofild, kdy
CD62L " predstavuji segmentové nebo tyCové neutrofily a zcela separatni skupinu
CD62LY™ neutrofilt, kdy tato podskupina miize vycestovat do krevniho fe¢isté b&hem
akutniho zanétu (Tak et al. 2017). V kostni dfeni vysoka exprese CD62L koreluje se zasobou
neutrofili pfipravenych k nasazeni a pfitomnost ¢i absence CXCR2 a CD62L mizZe
indikovat riizné stavy pfipravenosti neutrofilli reagovat na zanét. Na§ vyzkum po indukci
dysbidzy po podani antibiotik odhalil minimalni zastoupeni CD62L* na CXCR2™
neutrofilech. Predpokladame, ze vyrazny pokles exprese CD62L"CXCR2" mize odrazet
stav zvySené aktivace a mobilizace neutrofill, potencidlné fizeny zanétlivymi signalizaénimi
kaskadami, které se v naSem piipadé potvrdily zvySenymi hladinami cytokinti TNF-a a IL-
1B v kostni dfeni, a tedy zvySené vyplaveni neutrofilli do krevniho fecisté. K ovéfeni, zda
opravdu doslo k vyplaveni této podskupiny neutrofili by bylo vhodné ovéfit stejnou
populaci z krve, jako ve studii zaméfené na sledovani neutrofilt v reakci na akutni, subakutni
a chronicky zanét (S. H. Bongers et al., 2021). Neutrofily postradajici CXCR2 byly
piednostné zadrzovany v kostni dieni (Eash et al., 2010). A déle k lepSimu porozuméni

mobilizace neutrofilli by objasnila prace s CXCR4, ktery se podili na regulaci retence,
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uvolnéni neutrofilii z kostni dien¢ a zpétnému navadeéni do ni (Martin et al., 2003; Eash et
al., 2010), coz je predmétem naslednych experimentii. Behem homeostdzy, coZz v naSem
meéteni predstavuje kontrolni skupinu, bylo prokdzano, ze v kostni dfeni byly pfitomny
vSechny podskupiny sledovanych neutrofilii exprimujici CD62L v rizné mite (Tak et al.,
2017; S. H. Bongers et al., 2021). V kontextu ptedchozich zjisténi jsme navic diskutovali o
moznosti zvySené hladiny SCFA, v duasledku dysbidzy a navySeni Bacteroidetes, bylo
prokézano ze vys$i hladiny butyratu moduluji funkéni stav a preziti zralych neutrofild,

zejména CD62L"e" jako antivirovou obranu (Carrillo-Salinas et al., 2022).

V nasi praci jsme zaznamenali pfitomnost CXCR2" neutrofilti bez CD62L po podani
probiotika EcO83. CD62L"CXCR2 neutrofily mohou indikovat podskupinu granulocytii se
specifickym migraénim a aktivacnim profilem, snizenou schopnosti adheze, avSak s
uchovanou reaktivitou na chemotaktické signaly diky ptitomnosti CXCR2, coZ napomaha
jejich efektivnimu pfesunu do zanicenych tkani, coz pfispivad k ¢asnym fazim imunitni
odpovédi. Tento fenotyp muze byt indikatorem granulocytii zapojenych do okamzité
imunitni reakce. Bylo prokazano, ze LPS, jez je soucasti stény E. coli, podnécuje aktivaci
neutrofilii, charakterizovanou jednak zvySenou expresi CD11b, ale také uvolilovanim
CD62L (Cagle et al., 2022). ZvySené mnozstvi populace s fenotypem CDI11b'Ly6G"
CXCR2CD62L" v kostni dieni by mohlo znadit jednak ptitomnost piezralych neutrofilii
vracejicich se do kostni dfen¢ a nebo pfilisné vyplaveni nezralych neutrofilti. Funkéni zmény
v neutrofilech pfi dysbioze byly dale zkoumany méfenim trovni antimikrobialnich proteint.
Spearmanova korelacni analyza ukéazala, ze vy$§i pfitomnost CD62L korelovala s
proteindzou 3 (PRTN3) a dal§imi antimikrobialnimi proteiny jako jsou kathepsin G (CTGS)
a myeloperoxidaza (MPO) v antibioticky lécené skupiné (Kessenbrock et al., 2008).
antibiotik naznacuje, ze IL-10 miZe hrat roli v modulaci zanétu, tim Ze omezuje potencialni

poskozeni zpisobeného hyperaktivaci neutrofila.

Soucasné studie naznacuji, Ze dysbidza vyvoland antibiotiky nemusi vzdy vést
k zvySeni poctu neutrofili (Jalodia et al., 2022; Vong et al., 2016), naopak antibiotika byla
schopna zmirnit G€inky infiltrace neutrofilii a poSkozeni tkdn¢ vyvolané morfinem (Jalodia
et al., 2022), nebo améboidni infekce (Vong et al., 2016) a tedy ukazat na protektivni roli
neutrofilii. DlleZitym aspektem je i1 vliv antibiotik na starnuti neutrofilové populace, ktery
nabizi mozny terapeuticky ptistup skrze manipulaci s mikrobiomem (D. Zhang et al., 2015).

Bylo pozorovano, ze se starnutim neutrofilli souvisi zmény v jejich prozanétlivé aktivite,
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vcetné postupné ztraty CD62L a zvySeného vyskytu CXCR4, coz poukazuje na heterogenitu

ve funkci neutrofilu.

6.3 Vliv experimentilné navozené dysbidzy na stievni tkan a expresi
vybranych genii

Strevni mikrobiota dimysIné reguluje funkci stievni bariéry a ¢asto vede ke zménam

proteinil tésného spojeni, coz ovliviiuje propustnost sliznice. K prozkoumani molekularniho

mechanismu, ktery je zédkladem permeability sliznice, byla sledovana hladina exprese

proteinl spojenych s tésnym spojenim. Pfedpokladali jsme, ze zvySeni stfevni propustnosti

bude doprovazené snizenou expresi proteint TJ, coz odrazi rozsah poSkozeni stiev (Feng et

al., 2019; Tulstrup et al., 2015).

V navaznosti na piedchozi studii vyuzivajici vancomycin, kde byla exprese ZO-1,
Ocln, Cldnl a Cldn5 v tlustém stfevu srovnatelna s kontrolnimi vzorky a vyznamné nizsi u
Cldn3 a Cldn4 (Ran et al., 2020), nase zjisténi, piestoze vyuziva odliSna antibiotika, ukazala
podobné vysledky ve stejnych sledovanych genech. Protoze jsme nepotvrdili zvySenou
expresi mRNA pro prozanétlivé cytokiny v tkanich tlustého stfeva u mysi, kterym byla
podavana antibiotika, je mozné predpokladat absenci lokalniho zanétu, coz je v souladu s
normalnimi hladinami proteinii tésnych spojeni, které nebyly snizeny. Zaznamenané vykyvy
by vSak mohly byt potencialné pfipsany zménam v koncentracich bakteridlnich metabolitd,
jako je napftiklad sniZeni fekalniho butyratu po 1é€bé vankomycinem (Tulstrup et al., 2015).
Vzhledem k tomu, Ze SCFA, zejména butyrat, moduluji epitelidlni buniky tlustého stieva
prostiednictvim receptort spraZzenych s G-proteinem, je mozné, ze by mohly ovlivnit funkci

a propustnost slizni¢ni bariéry (H. B. Wang et al., 2012).

NaSe vysledky vtenkém stfevé naopak odhalily vyznamnou zvySenou expresi
proteinti TJ, na rozdil od nasich ptivodnich o¢ekavani. To naznacuje ochranny mechanismus,
kdy stfevo reaguje na naruseni zvySenim produkce proteinu, aby kompenzovalo potencidlni
poskozeni. Tyto adaptace v tenkém stfevé mohou znamenat potencidlni poruchu integrity
tésného spojeni v reakci na lécbu antibiotiky, vyznacujici se zvySenou proliferaci a
bunéénym obratem. Ve studiit Wang a kol. bylo pozorovano, Ze butyrat zvySuje bariérovou
funkci tenkého stieva zvySenim regulace exprese Cldnl a ZO-1, coz podtrhuje dualezitost C
Cldnl pro udrZeni epitelové integrity a regulaci permeability (H. B. Wang et al., 2012), s tim,
ze to bylo potvrzeno i dal§imi vyzkumy (Gaudier et al., 2004; G. Chen et al., 2018).
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Rozdilnd exprese TNF-a ve srovnani s IL-1B po indukované dysbidéze podanim
antibiotik Ize pfipsat komplexnim regulacnim mechanismtiim zavislym na zdroji cytokinu a
specifické interakci s mikrobidlnimi slozkami. Vzestup TNF-a by mohl byt vyvolan
prostiednictvim zvySeni zanétlivych metabolitl jako je hepatotoxicky trimethylamin, LPS a
ethanol, které jsou produkovany fakultativnimi anaerobnimi bakteriemi, jako jsou
Enterobacteriaceae a Enterococcus. Tyto metabolity mohou podnitit imunitni odpovéd’
vedouci ke zvySeni TNF-a. Monoklonalni protilatky proti TNF-a se v dne$ni dob¢ uzivaji
jako biologicka 1é¢ba u IBD. Ve své studii Magnusson a kol. zjistili, ze odpovéd’ na anti-
TNF-a terapii u pacientii s UC byla spojena s rozdily ve vzorcich exprese antimikrobidlnich
peptidi a sloZzenim mikrobioty (Magnusson et al., 2016). Anti-TNF-a terapie ma tedy
pozitivni efekt na obnoveni druhové rozmanitosti stievni mikrobioty u IBD, coz bylo

potvrzeno ruznymi studiemi (Aden et al., 2019; Sanchis-Artero et al., 2021).

IL-4 miiZze mit v kontextu sttevniho mikroprostredi jak prozanétlivé (Kampen et al.,
2005) tak protektivni ucinky, kdy nedostate¢na produkce IL-4 u IBD vede k patogenezi
(West et al., 1996). Bylo napiiklad zjisténo, ze I1-4 obdobné jako IL-13 muze byt
exprimovano ILC2. Oproti vSak IL-13, bylo prok4zéano, Ze IL-4 potlacuje proliferaci a méni
genovou expresi ve stfevnich epitelidlnich kmenovych buiikach (Dong et al., 2021).
Zvysena exprese IL-4 v tenkém stfeveé po dysbidze mize byt rovnéz zplisobena nevhodnou
kolonizaci, jako je S. aureus, kterd u déti v raném veku byla spojena s produkci IL-4 a dalSich
cytokinti jako I1-10 a IFN-y. To podtrhuje diilezitost kolonizace stfev pfi imunitnim zrani a
rozvoji imunitn¢ zprostfedkovanych onemocnéni, jako je alergie (Johansson et al., 2012).
Oproti tomu bylo na neonatalnich selatech prokazéano, ze vyssi exprese IL-4 souvisela s vyssi
funkci stievni bariéry (Gu et al., 2020). Zatimco IFNy mize negativné ovlivnit integritu
bariérovych funkei, IL-10 ma naopak reparacni u€inky na epitelialni sliznici (Oshima et al.,

2001), coz znaci ndmi namétfené zvySené hladiny IL-10 v kostni dieni.

V ptipad€ hypotézy, ze by dysbidza mohla vést k rozvoji zanétlivého prostiedi, se
obecné ptedpoklada zvyseni zanétlivych cytokind, ale také enzymu IDO1. Nase zjisténi vSak
odhalila vyznamny pokles v expresi IDO1, jak v tenkém, tak i v tlustém stfeve, cozZ je v
rozporu s ocekavanim. Studie predpokladaly, ze stievni dysbioza by méla byt spojena s vyssi
aktivitou IDO1 (Hoffmann et al., 2016; Choi et al., 2020; Sultana et al., 2023).
K pozorovanému poklesu by mohlo pfispét n€kolik faktorh, véetné aktivace regulacnich
zpétnovazebnych mechanismi vyvolanych dysbiozou, které vedou k utlumeni exprese IDO1

(Dehhaghi et al., 2019, 2020). Bylo prokazano, ze regulace IDOI je spjatd s butyratem, a to
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bud’ prostfednictvim snizenim exprese STAT-1 (STAT, signal transducer and activator of
transcription), ktery je hlavni mediator IDO1. Snizend exprese STATI1 inhibuje INF-y-
dependentni fosforylaci STAT1 a nasledn¢ snizuje STAT1-dependentni transkripcni aktivitu
IDO1. Jako druhy mechanismus je inhibice HDAC, ktera by mohla potlacit produkci
prozanétlivych cytokinti a inhibovat aktivitu IDO1 (Dehhaghi et al., 2020; Glauben et al.,
2006). Dale byl prokazan pozadavek na dva signaly k dosazeni adekvatni exprese IDO1
v DC, tedy jeden signal by nemusel byt dostate¢ny k indukci genové exprese (Harden &
Egilmez, 2012). V piipadé IDOI je tfeba také vzit v potaz rozdil mezi lidskou a mysi
signalizaci, kdyz bylo prokézéano ze exprese in vitro generovanych DC z lidské pupecnikové
krve byla po stimulaci EcO83 zvysSena (Sukenikova et al., 2017), ale totéz zvySeni exprese
Idol se neprokazalo na stimulaci mySich DC (Stkenikova et al., 2022). Dale by se pokles
mohl pfipsat k aktivaci kompenzacnich mechanismt tak jako u TJ, kdy signéalni drahy byly

aktivovany, aby vyvazily uc¢inek dysbiozy.

6.4 Korekce probiotickou bakterii Escherichia coli O83:K24:H31

Pro sledovani potencialniho korekéniho uc¢inku na dysbidézu indukovanou antibiotiky
jsme pouzili probiotikum EcO83, které bylo mySim podévano intragastrickou gavazi s cilem
zmirnit dopad zplsobeny antibiotiky. Nase vysledky ukazuji, ze EcO83 ma komplexni
korekéni schopnosti, coz se projevilo v riiznych aspektech naSeho meéteni. Doslo ke
stabilizaci télesné hmotnosti, coZ miiZe naznacovat obnoveni rovnovéahy stfevni mikrobioty
a zlepSeni absorpce zivin po probiotické terapii. Vyznamny byl také efekt EcO83 na
normalizaci alfa diverzity stfevniho mikrobiomu, coz odpovida literatute zdtiraznujici ilohu
probiotik v udrZovani mikrobidlni diverzity Ackoliv zaznamenané posuny v relativnim
mnozstvi hlavnich bakteridlnich taxonl v Bacteroidetes a Firmicutes nebyly dle
predpokladaného ocekéavani, EcO83 prokdzala schopnost udrzet vyvazené€jsi mikrobiadlni
ekosystém po podani antibiotik, ktery je dulezity z dlouhodobého hlediska. Zajimavé je, ze
po podani EcO83 byly pozorované zvySené populace neutrofili CD62L'CXCR2",
CD62L'CXCR2" i CD62L"CXCR2" oproti kontrolam, ale i antibiotické skuping, jedina
populace PMN, kterd byla sniZzena byla s fenotypem CD62L"CXCR2". Déle nase vysledky
ukazuji, ze EcO83 efektivné upravila hladiny TJ k ptivodnim hodnotam, coz bylo patrné
zejména v tenkém stfevu. Trend obnovy odpovidal i jinym studiim, kde probioticka EcN
moduluje ZO-1 a Ocln (Féabrega et al., 2017), ¢i Zo-2 a protein kinazy C zeta (PKC{) smérem

k obnové stfevni bariéry (Zyrek et al., 2007). Rozdil byl v tom, Ze ndmi indukovana dysbidza
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paradoxné¢ vedla ke zvySeni hladin téchto proteinti a aplikace EcO83 je snizila, coz je odlisSné
od mechanismu popsanych u EcN, kde probiotika zvysuji hladiny téchto proteinti k obnové

bariéry po jejim poskozeni.

Zajimavé vsak je, ze IFN-y v tlustém stievu vySel po podani EcO83 zvyseny oproti
kontrolam, tento trend byl pozorovatelny i v MLN, kde zvySeni prob¢hlo oproti antibiotické
skuping. Pfedchozi vyzkum nasi laboratote ukdzal na schopnost EcO83 v prevenci rozvoje
alergie, kdy suplementace EcO83 vedlo ke snizeni vyskytu alergickych onemocnéni
zvysSenymi hladinami I1-10 a IFN-y v séru (Hrdy et al., 2018; Sukenikova et al., 2017, 2023).
Bylo prokéazéano, ze nejen EcO83, ale 1 jina probiotika jsou schopna indukovat produkci IFN-
v v krvi pacientd, ktery nasledné inhibuje produkci Th2 cytokinli spojenych s alergickou
reakci (Cosmi et al., 2006; Ho et al., 2014). Jelikoz IFN-y je cytokin kriticky zejména pro
vrozenou i adaptivni imunitu proti virovym a intracelularnim bakteridlnim infekcim, dalo by
se predpokladat, Ze v souvislosti se zdnétlivym stavem IFN-y bude neutrofily aktivovat a
zvySovat tak jejich schopnost boje s infekcemi. Rovnéz pii IBD bylo studovéno, ze IFN-y je
vysoce uvoliiovano u lidi tak na mysich modelech a jeho ucinek je spjat s patogenezi tohoto
onemocni (Oshima et al., 2001; Ito et al., 2006; Vermaa et al., 2013; Langer et al., 2019;).
Zajimavé je, Ze po podani antibiotik jsme v tlustém stfevu jsme nepozorovali zvySeni
prozanétlivych cytokint jako je IL-1B a TNF-a ani vyznamnou modulaci gent TJ ¢i Len2,
jen nesignifikatné MPO, ziistava tedy otazkou, zda lokalni zanét byl zpiisoben disrupci
mikrobioty ¢i nikoliv. RovnéZ nas ptekvapilo, ze po podani antibiotik nedoslo ke stimulaci
prozanétlivého IL-17 v MLN s naslednou korekci po probiotické intervenci, jak bylo

ukdzano na modelu kolitidy s naslednym podanim EcN (Fabrega et al., 2017).

Nase prace ukazuje potencial probiotika EcO83 pii zmirnéni dysbidzy zpisobené
antibiotickou 1é€bou. Toto probiotikum prokézalo schopnost stabilizovat a zlepsit diverzitu
stftevni mikrobioty, coZ je klicové pro udrZeni sttevni homeostdzy. Vyznamné také ovlivnilo
imunitni reakce modulaci populace neutrofili a profili cytokini, jak v GIT, tak ve
systémovém prostiedi, coz naznacuje jeho slibny potencial pro dal$i vyzkum v oblasti

regulace imunitnich funkci a prevence nemoci.

6.5 Limitace studie

Je nezbytné uznat nékolik omezeni této prace. Za prvé, naS model dysbiozy byl
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zaloZen na jediném méteni neutrofili v jednom konkrétnim ¢asovém bod¢. Dale po skonceni
experimentu probihaly behavioralni testy, takze k samotné métfeni bylo o tyden pozdéji.
Abychom zachytili vyraznéjsi zmény v populacich neutrofildi, byl by vhodngjsi ¢astéjsi

odbér vzorka z kostni diené, idealn€ in vivo.

Dale by pro zkouméni dlouhodobych G¢inkl a chronickych zmén v mikrobidlnim
slozeni byl vhodné&jsi del$i trvani experimentu. Mikrobiota se mulze relativné rychle
obnovovat, coz muize vést k normalizaci do doby ukonceni experimentu. Tak¢ je tfeba brat
v uvahu, Ze rizné druhy zvifat nebo rozdilné podminky chovu mohou pfinést odlisSné

vysledky.

Krom¢ toho se specificka antibiotika a probiotika pouzita v nasi praci nemusi plné
promitnout do lidskych podminek kvuli jejich biologické a farmakologické slozitosti.
Budouci vyzkum by se mél zaméfit na objasnéni zékladnich mechanismil pozorovanych
ucinkli, prozkoumat SirSi Skalu probiotickych kmenli a posoudit dlouhodobé disledky
dysbiozy a jeji 1éCby. Nékteré z téchto aspektid budou feSeny v SirSim projektu nastinéném

7 v

vyse.
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7. Zavér
Tato prace méla za cil shrnout aktualni poznatky o vlivu podéni antibiotik a probiotik EcO83

na populace neutrofild.

« Uspé&$né se podaiilo vytvotit model stievni dysbiodzy pomoci antibiotik, ktery
nam umoznil zkoumat korekcni schopnost gram-negativni bakterie EcO83 na

dynamiku imunitnich reakci spojenych s dysbiozou.

» Dysbioza se projevila snizenou alfa diverzitou, ubytkem kmene Deferribacteres
se soucasnym navysenim kmene Bacteroidetes a ttidy Alphaproteobacteria. Tyto
zmény se neprojevily zménou hmotnosti, ale byly patrné na makroskopické

arovni.

* Identifikovali jsme myeloidni populace CD11b* bunék, kde po podani antibiotik
nedoslo k ofekdvanému navySeni Ly6G" granulocyti, byla vSak zaznamenana
specificka populace negativni pro Ly6C i Ly6G, dale bylo pozorovano minimalni
zastoupeni subpopulace CD62L*CXCR2"" a snizené poéty CD62L"CXCR2"
neutrofild s vétSinovym zastoupenim CD62L"CXCR2".

» Zmény v mikrobidlnim prostiedi indukované antibiotiky aktivuji prozanétlivé
cytokiny IL-1B a TNFa, zvlaste v tenkém stfeve a kostni dieni. Aktivace molekul
signdlnich drah, jako TLR2 v kostni dfeni a TLR4, IL-4 v tenkém stfevé potvrzuje
spojitost dysbidzy a zanétlivych procesti. Soucasn¢ analyza MLN odhalila

odli§né vzorce v expresi klicovych cytokint IL-17 a IL-18.

+ Antibiotika indukovala poruchu intestindlni bariéry v tkani tenkého stieva, coz
bylo evidovdno na zdkladé zvySené exprese proteinli t€sného spojeni Cldnl,

Cldn5, Ocld, a ZO-1, jakozto kompenzacniho mechanismu.

* Postnatalni aplikace probiotika EcO83 méla pozitivni vliv na obnovu
mikrobidlniho sloZeni, produkce cytokint i stfevni bariéry, coz naznacuje jeho

terapeuticky potencial v kontextu dysbiozy.
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9. Prilohy

Dopliiujici Tabulka 1: Relativni zastoupeni bakteridlnich kmenit mikrobiomu

Taxon K (%) Ec083 (%) 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 2242 932 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 vyjadiena jako primeér + standardni chyba priméru
Doplitujici Tabulka 2: Relativni zastoupeni bakteridlnich tiid 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 +048 0,67 +0,90 0,87 +2,35
Betaproteobacteria 0,73 +0,43 1,07 +0,59 0,88 +0,94 0,63 +040
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 vyjadiena jako pramér + standardni chyba priméru
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Dopliiujici Tabulka 3: Relativni zastoupeni bakteridalnich iadii 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 vyjadiena jako primér + standardni chyba priméru

Spearman r: Kontroly Spearman r: EcO83
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Obrdzek 17- Spearmanova korelacéni matice relativni exprese genii v tenkém sti‘evé, porovndni vech skupin.
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