Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Katedra Fyziologie Ziva&icha a vyvojové biologie

Testovani protizarétlivého u¢inku bakterialnich
komponent na buikdch makrofagovych a

epitelovych linii

Zuzana Zakostelska

Praha 2007



Tato diplomova prace byla vypracovana pod odbormgdenim Skolitelky Prof.,
MUDr. Heleny Tlaskalové, DrSc.

ProhlaSuiji, Ze jsem diplomovou praci vypracovalagsstati, s pouZzitim citované

literatury, pod vedenim vedouci diplomové prace.

Praha, srpen 2007 Zuzana Zakostelska...............ccoviiiiiinnnls



V prvni fad® bych chéla podkovat sveé Skolitelce prof. MUDr. Helén
Tlaskalové-Hogenové, DrSea odborné vedeni mé diplomové prace, za cennéaady
pomoc pi feSeni zadanych Ukol

Nemért bych chéla podkovat MUDr. Miloslavu Kverkovi za neocenitelnou

odbornou i moralni podporu.

Déle chci podkovat svym spolupracovnikn z Laboratte specifické butné
imunity — Jaroslay Burianové, Mgr. Kl KlimeSové, Mgr. Petru Sotkovskému za

pomoc a vytvéeni gijemného pracovniho prdstdi.

Dékuji také Mgr. Janu Svobodovi, RNDr. MiladSirové, CSc., RNDr. flné
Kolinské, CSc., Ing. Janu Kog®mu, DrSc., Ing. Peterovi Sebo, CSc za odbornou a

materialni pomoc.

Muj dik pati také vdem nejmenovanym kolegynim a kéhagz ustau AV CR

v.v.i., kte&i projevili ochotu pomoci miip praci.

V neposlednifac bych chéla podtkovat mé rodiy, ktera ¢ béhem celého

studia podporovala. Bez jeji pomoci by tato dipledprace nemohla vzniknout.

Diplomova prace vznikala za podpory grantu: 1QSB06Z2 Vyvoj novych nastroj
pro diagnostiku a terapii Crohnovy choroby a ulseidolitidy (AV CR, v.v.i.)



Testovani protizargtliveho U¢inku bakterialnich sloZzek na burgénych liniich RAW

264.7, J774,A1 a na makrofézich izolovanych z peoihea mySi BALB/c

Idiopatické stevni zawty (ISZ) zahrnujici Crohnovu chorobu a ulceroznlitiau
vznikaji u geneticky predisponovanych jedinw disledku abnormalni imunitni
odpowdi na slozky komenzalni mikroflory. Mechanizmus dtih pisobeni #stava
navzdory intenzivé probihajicimu vyzkumu neobjasn NaSe pedchozi studie
potvrdily, Ze bakterialni lyzaty izolované z kmehactobacillus caseiDN114001,
Bacteroides distasos a mykobakterialni proteiny tepelného Soku (H3mimuji
pribeh kolitidy u experimentélnich mysSich mode8Z.

Cilem nasi studie bylo objasnit vliv bakteridln&lbZek na makrofagy, jez hraji
dulezitou ulohu pi vzniku chronického zatu. Efekt bakteridlnich komponent jsme
testovali na makrofagovych liniich RAW 264.7 a JR74 a na makrofazich
izolovanych z peritonea mysi BALB/c. Zivotnost malémgi byla testovana ptokovou
cytometrii. Kvalitativni a kvantitativni zastoupewitokini v supernatantech bylo
stanoveno proteinovymi mikégpy a metodou ELISA. DalSim cilem bylo prokazat
zmeény v aktivaci signalni drahy NdB pomoci kitu TransAM.

Zjistili jsme, Ze bakteridlni komponenty neowliyi Zivotnost kultivovanych
burék. Prokézali jsme, Ze bakterialni komponenty smijupdukci TNFee a NO u
lipopolysacharidem aktivovanych makrofiagburgcnych linii. U makrofad
izolovanych z peritonea k této inhibici nedochaze®amotné bakterialni lyzaty
nestimulovaly makrofagy k produkci TNk- a NO. Ve srovnani s ostatnimi
bakterialnimi lyzaty jsme pozorovali signifikagtvySsi produkci IL-10 makrofagy
stimulovanych HSP.

Tyto vysledky naznauji, Ze jednim z moznych protektivnich mecharism
puasobeni oralé aplikovanych bakterialnich komponentibe byt jejich schopnost
pozmenit cytokinové prosedi ve prosgch imunologické tolerance.

Klicova slova: slizriini imunita, makrofagy, bakterialni komponenty, HSMNF-a,

NFkB, nespecifické sévni zagty, probiotika



Anti-inflammatory effects of bacterial components ested on RAW 264.7,
J774.A1 macrophage cell lines and on macrophage®lated from the peritoneum
of BALB/c mice.

Inflammatory bowel diseases (IBD) including Crohdisease and ulcerative
colitis results from a dysregulated inflammatorgpense of the host to intestinal
microbes in genetically predisposed individuals.spite intensively proceeding
research the mechanism of this action remains andle our previous studies we
confirmed that some bacterial lysates isolated filometobacillus caseiDN11400,
Bacteroides distasonignd mycobacterial heat shock proteins (HSP) megigdue
severity of experimental colitis in mice.

The aim of our study was to investigate whethesé¢heacterial components have
an influence on macrophages which play an importaté in mediating chronic
inflammation. We tested the effect of bacterial poments on macrophage cell lines
RAW 264.7 and J774.A1 and on macrophages isolatedl the peritoneum of BALB/c
mice. Viability of the macrophages we tested bywfloytometry. Qualitative and
quantitative determination of cytokines in supesn& was evaluated by protein
microarrays and by ELISA. Another aim was to prevelidence of changes in the
activation of the NkB signaling pathway.

We observed that the bacterial components do namgsh the viability of cells
and proved that the bacterial components downregUillFo and NO production in
LPS activated macrophage cell lines. We did fing timhibition in macrophages
isolated from the peritoneum. Bacterial componewitaout LPS did not give rise to
any production of TNF: and NO. We found higher production of IL-10 in IS
stimulated macrophages in comparison to other bakttgsates.

These results indicate, that one of the possildeeptive mechanisms of action of
orally applied bacterial components could be theitity to change the cytokine milieu

in the gut, favoring tolerance induction.

Key words: mucosal immunity, macrophages, bacteoadponents, HSP, TNé:-

NFkB,inflammatory bowel disease, probiotics
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1. SEZNAM ZKRATEK

AVCR Akademie ¥d CR

BALB/c imbredni mysi kmen

BCG bacillus Calmette-Gue’rin

Bd Bacteroides distasonis

BSA sérovy bovinni albumin

c koncentrace

CD diferenci&ni antigen

CrD Crohnova choroba

DGGE gelova elektroforéza s denatémémi podminkami
DMEM Eaglovo médium upravené podle Dulbecca
DMF dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DSS dextran sulfat sodny

EC 083 Escherchia colD83

ELISA enzymo¥ spg‘azend imunoanalyza

FACS pritokovy cytofluorometr

FCS fetalni teleci sérum

FGU Fyziologicky Ustav

GALT lymfaticka tk& asociovana se zazivacim traktem
G-CSF faktor stimulujici kolonie granulocit

GIT gastrointestinalni trakt

HLA lidsky antigen asociovany s leukocyty

HRP kienova peroxidaza

HSP proteiny tepelného Soku

IEC strevni epitelové biky

Ig imunoglobulin

IL interleukin

IFN interferon

ISZ idiopatické stevni zagty



kDa kilodalton

LAC Lactobacillus caseDN114001

LAP Lactobacillus plantarum

LPS lipopolysacharid

mBd membranova frakcBacteroides distasonis
MBU Mikrobiologicky Ustav

MIP chemotakticky faktor pro monocyty
ml mililitr

mLAC membranova frakcé.actobacillus caseDN114001
M.R.S. de Man, Rogosa, Sharp

NFkB jaderny faktor kapp8

NO oxid dusnaty

NP navazovaci pufr

PBS fosfatovy fyziologicky roztok
RANTES chemotakticky faktor

Rpm otatky za minutu

RPMI Roswell park memorial Institute
SD smérodatnd odchylka

SR Slovenska republika

TGF transformuijici eistovy faktor

TLR receptory rodiny Toll

TMB 3,3",5,5 tetramethyl-benzidin

TNF faktor nekrotizujici nadory

ucC ulcerdzni kolitida

UMG Ustav molekularni genetiky

UZFG Ustav zivaisné fyziologie a genetiky



2. UvOoD

Kazdy organismus je vystaven neustalym interakadns\wsym prostedim. Tyto
interakce jsou pro Zivot veliceakZité, ale zarove mohou byt i Zivot ohroZujici. K
sliznicnich povrSich. NeptSi slizneéni povrch pedstavuje $evo, jenz ma plochu
piblizng 200 nf a je hust osidleno mikroorganismy.

Strevni komenzélni mikrofléra maubkbzitou Ulohu v obrah organismu proti
riznym onemocEnim. A to svou fimou interakci s patogennimi bakteriemi a také tim,
Ze ovliviiuje imunitni systém. Slozky iswni mikroflory maji velky vyznam v
postnatalnim vyvoji imunitniho systému a zda se, pbe obdobi, kdy je stvni
mikrofléra hlavnim stimulem pro rozvoj lokalni ast§mové imunity, navozuji naopak
supresivni mechanismy, kterymi se udrzuje rovnovabasliznénim systému i v
systémove imunit

V posledni dob je rostouci pozornost émovana uloze stvni mikroflory
v lidském zdravi a je snaha ovlivnit optimalnimugpbem jeji sloZzeni pomoci
probiotik. Probiotika jsou definovana jako Zivé ma&rganismy, které, pokud jsou
podavany v iméreném mnozstvi,ifspivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele.

Stale pibyva dikazi o tom, Ze idiopatické #&vni zawty, mezi ®z pati
Crohnova choroba a ulcerozni kolitida vznikaji dslédku abnormalni imunitni
odpowdi na slozky komenzalni mikroflory, coZz je patrapisobeno poskozenim
piirozené imunologické toleranc&dr nepatogennim bakteriim.

Probiotika se jiz dlouhod@bpouzivaji k zlepSovani fibchu nespecifickych
strevnich zastd u experimentalnich zkdt. Podavané perordénjsou schopny
pozmnenovat rovnovadhu determinujici mnoZstvi komenzalntwdkterii ve sew.
V posledni dob se vSak ukazuje, Ze i jednotli¢éasti mrtvych bakterii maji pozitivni
Gcinky na piibéh nespecifickych sevnich zawta. Mechanizmus tohototgobeni vSak
dosud nebyl objasmn.

Tato diplomova prace je zaiena na analyzu mechanismu protitweho
acinku bakterialnich komponent naitkdch makrofagovych a epitelovych linii.



Cile diplomové prace jsou:

Kultivace bakterii a Pprava bakterialnich lyzéta jejich komponent

Aktivace makrofad a epitelovych butk pomoci LPS a stanoveni vhodnych
podminek

Sledovéni vlivu bakterialnich lyzét jejich komponent na Zivotnost makraiag
Stanoveni kvantitavnich zm v produkci TNFe, IL-10, NO
lipopolysacharidem aktivovanymi makrofagy po kudiivs bakterialnimi lyzaty

a jejich komponentami

Semikvantitativni analyza spektra cytakirprodukovanych makrofagy po

aktivaci LPS a kultivaci s bakterialnimi lyzatyegigh komponentami

Stanoveni zrén koncentrace podjednotky p65 v signalni drazeBN&
makrofag linie RAW 264.7 po stimulaci LPS a bakterialnimnkponentami



3. PREHLED LITERATURY

3.1.SLIZNI CNi IMUNITNI SYSTEM

Slizniéni imunitni systém jedstavuje vyznamnodast imunitniho systému. Je
vystaven nej¥tSi antigenni zé&fi mikrobialnich, enviromentalnich a potravnich nox
D¢li se podle anatomické lokalizace na skmiiimunitni systém traviciho traktu.
(GALT, Gut-Associated Lymphoid Tissue), slizni systém dychaciho traktu (BALT,
Bronchus-Associated Lymphoid Tissue), nasalni RliEn systéem (NALT-
Nasopharynx-Associated Lymphoid Tissue), stimhisystém mé&opohlavni soustavy,
prsnich Zl4&z a v menSi fai na konjuktivalni slizeni systém, slizgni systém
stredniho ucha a slinnych Zlaz.

Slizniéni imunitni systém musiesSit permanentni dilema, jak nalézt vyvazeny
vztah mezi imunitni reaktivitou zaffenou na ochranui@d rozmanitymi Skodlivinami
a zabranit fitom poSkozeni vlastnich tkani. Mechanismy stimhiimunity, zvlas
streva, jsou balancovany spiSe k udrzeni stavu nedd@asti. Na druhou stranu musi
sliznicni imunitni systém vyvinout efektivni obranuegevsim proti invadujicim
mikroorganisnim, pokud je toho zapibi. Rozdily v imunitni reaktivitna rozdilné
podrety jsou vysledkem komplikovanych regulaci slirii imunity, kterd musi byt
schopna odliSit od sebe neSkodné gtyinkterym je v obrovské g vystavena
v podolg potravnich antigaha podrita zprostedkovanych fyziologickou mikroflérou
sliznic, od nebezgmych podgti predstavovanych zvlaStmikrobialnimi noxami.
Imunitni systém sliznic je vzajemnpropojen. Biiky imunitniho systému mohou
migrovat z induktivnich mist slizémiho imunitniho systému do mist efektorovych.
Interakce slizniniho imunitniho systému s §8imi podrety urcuji individuélni

imunologickou reaktivit&lovéka a vyvoj imunity jedince jako celku.

3.1.1 Sliznéni imunitni systém traviciho traktu

Imunitni systém gastrointestinalniho traktu vykazugité rozdily pro jednotlivé
¢asti travici trubice. Je to #apobeno pedevsim rozdily v intenzitcizorodych podétu,
kterym jsou tyto oddily vystaveny. Svou ulohu zdajihjak slozky pirozené, tak i

slozky specifické imunity.



3.1.1.1 Slozky pirozené imunity

Zakladnim mechanismem imunity na sliznicich je miteu gfirozena, jez chrani
od prvniho okamziku po pniku patogenu svého hostiteleiirBzené imunitni
mechanismy jsou t¥eny slozkami humoralnimi a b&mymi.

Humoralni slozky prozené imunity tvéi komplementovy systém, interferony,
laktoferin. Dale lyzozym, ktery je schopen zabijgtam-negativni bakterie.
Laktoperoxidasa, ktera pomoci volnych radikéismrcuje bakterie. DalSiukkZitou
souasti girozenych mechanisinsliznic jsou antimikrobni peptidy. U savenezi r&
pati defensiny a krothtoho, Ze dokazi usmrcovat bakterie, oflijf i bunky hostitele.

Mezi buiky prfirozené imunity zahrnujeme NK-bky (natural killer), dendritické
buiky, makrofagy, zirné hiky, neutrofily, epitelové hiky a dalsi.

Na rozdil od specifickych sloZzek imunity nemajinky prirozené imunity
takzvanou imunologickou paify coZz znamena, Ze nejsou vyrazwovlivnény

piedchozim setkanim s antigenem.

3.1.1.1.1. Makrofagy

Makrofagy jsou povazovany za jednu ®efitych efektorovych populaci bék
imunitniho systému astujicich se ¥tSiny imunitnich dja, predevSim vSak
zaretlivé reakce. Proliferace makroféagorobiha nejprve pod vlivem GM-CSF ze
spole&éného prekurzoru makroffga granulocyt, vznikajicich v kostni igni. V
pozcjSich fazich proliferace se &aaji uplatiovat M-CSF a IL-3 (ULBRICH 2000) a
vznika monocyt. Cirkulujici monocyt seiire znénit ve tkdiovou formu, oznéovanou
makrofag. Vlivem okolniho prosdi a fisobeni witych cytokini je makrofag
schopen diferenciovat se v¢ité burgcné typy, & uz osteoklasty v kostech, nebo
mikroglie v mozku atd. Aby makrofag byl schopen oglvat své efektorové funkce, je
nutné, aby byl aktivovan. Nejvyznaggimi aktiva&nimi faktory jsou IFN,
produkovany pedevSim T bikkami a LPS, cozZ je mitogen charakteristicky prodsng
stény gramnegativnich bakterii.

Sliznice gastrointestinalniho traktu obsahuje &8jv mnozstvi makrofag
v lidském ¢€le (LEE et al., 1985. Tyto makrofagy jsou prvni lilkky piirozeného

imunitnino systému, které se dostavaji do kontagtmikroorganismy a jejich



bakterialnimi produkty na poveSich epitelu.. Makmpf strategicky umighé v sliznici
maji za ulohu regulovat zétivou reakci nanienou proti cizim patogém a zarova

rozpoznat nesSkodné komenzalni bakterie.

3.1.1.1.1.1. Cytokiny produkované makrofagy

Cytokiny jsou hlavnim prosdkem mezibutné komunikace. Hlavnim zdrojem
cytokini a kyslikovych intermediétbéhem girozenych imunitnich mechanisimjsou
makrofagy. Cytokinové prosdi do zn&né miry utuje povahu imunitni odp@di.
Zatimco protizaétlivé cytokiny produkované makrofagy raplL-10, TGF$, IL-4
vedou k potlgeni imunitni odpogdi a navozeni tolerance, prozélivé cytokiny nap.
IL-6, TNF-a, IFN-y vedou k zesileni imunitni reakce a ke vzniku azadani zagtu.
DalSi skupinou cytokilh produkovanych makrofagy jsou takzvanéstové faktory
hematopoetickych buk nag. IL-2, IL-3, IL-4, G-CSF, CD30L. A v neposlediad
cytokiny se schopnosti chemotaxe hifCP-1, MIP-Ti, MIP-1y, MIP-2, CXCL16 a
RANTES.

Mezi jeden z nejilezit¢jSich cytokimi produkovany makrofagy pét TNF-o.
TNF-o je cytokin, ktery byva prokazovan jako ddvy mediator wad zarétlivych
onemocgni. M4 silny prozéétlivy a proapoptoticky &inek, pisobi jako endogenni
pyrogen a endogenni mediator toxickéhtinkiu lipopolysacharidu gramnegativnich
bakterii. V malych lokalnich koncentracich stimelufTNFa obrannou aktivitu
lymfocyta, neutrofili, makrofag a monocyi, ale ve vysokych koncentracich ma pro
hostitele nezadouckiinky, jako je horéka nebo poskozujici zén

IL-10 je produkovam fedevsim pomocnymi Th-2 lymfocyty, v menSim mnozstvi
také monocyty a makrofagy. Tento cytokin ma proéday ucinek. Je schopen
inhibovat syntézu prozétilivych cytokini jako nap. IL-1, IL-6, TNF-u, IL-8, IL-12 a
tak deaktivovat makrofagy. IL-10 také blokuje pmezei proteinovych antigén
Pisobi jako endogenni imunosupresivni a protildva latka. Proto se ipdpoklada

moznost jeho klinického vyuzitifplécbé chronickych zaétlivych stava.

3.1.1.1.1.2. Syntéza NO
Tvorbu NO v buikadch zajiguje enzym zvany NO syntaza (NOS). Existuje
n¢kolik typta téchto enzyni, ozn&ovanych nNOS (neuronal), eNOS (endothelial) a



INOS (inducible) liSicich se v lokalizaci, i#gobu jejich regulace a efektorovych
mechanismech (ALDERTOMLt al.2001). Makrofagy obsahuiji inducibilni NO syntazu,
lokalizovanou v cytoplasen Syntéza NO probiha hydroxylaci L-argininu s néistau
oxidaci za pitomnosti redué&niho ¢inidla NADPH a Q a za vzniku citrulinu a NO
(MARLETTA 1988). Za anaerobnich podminek je NO 8tabZa pitomnosti kysliku
vSak oxiduje na reaktivni intermediaty, jako je @anitrit (ONOQO) a jiné. Finalnim
produktem oxidace je stabilni N@ v menSi nte také NQ. Téchto produki se velice
casto uziva ke stanovovani produkce NO makrofagpothgejich koncentraci Ize
snadno miit (viz. 4.7.) Vznik jednotlivych forem zavisi neokkrétnich oxidénich
podminkadch (STAMLER 1992). St&jnjako WtSina ostatnich efektorovych funkci
makrofagi je i produkce NO vyraznovlivnéna jednak fisobenim cytokifl, predevsim
IFNy, a také vlivem patologickych proggesiefgastji mikrobiélni infekce, spojenych s
uvolovanim rkterych latek nap LPS (STUEHR a MARLETTA 1985). Exprese
genu pro iINOS je ovlivina TNF& nebo IL- signalni drdhou vedouci k NEB.

A tak imunitni odpo¥d’ na komenzalni bakteri& probiotika zprostedkovana hlavh
cytokiny a kyslikovymi intermediaty je mimédre dalezita pro pochopeni

imunomodulé&nich mechanisénhostitele.

3.1.1.1.2. Epitelové hiky s¥eva

Stirevni sliznice je tviena jedinou vrstvou epitelovych htkna jeji povrch je
rozSteny nespéetnym mnozstvim klik a krypt. Tyto biky jsou schopny absorbovat,
travit potravu, regulovat igvni propustnost arpnaset tekutiny, ionty a Ziviny. Enzymy
piitomné v kartékovém lemu epitelovych bgk se uplatuji pii kone&ném traveni
potravy.

Strevni epitelové biky vznikaji diferenciaci multipotentni kmenovénly, kterd
je lokalizovana na bazi Lieberkihnovych krypt. Npupdtentni kmenové hiky se
diferencuji doctyi zakladnich epitelovych bgénych linii, enterocyt, poharkovych
burgk, enteroendokrinnich bgk a Panethovych bgk. Progenitorové hiky prvnich
téi linii vyzravaji i své migraci nahoru do apikélgasti klku, zatimco Panethovy
buiky se diferencuji $ své migraci dal do baze sevnich krypt.

Strevni epitelova vrstva obsahuje také zvlastni drytitelvych bugk
oznaovanych jako M biiky, pokryvajici Peyerovy platy. M lildy nemaji kartéovy
lem a jsou charakteristické cytoplazmatickymi &3ky, které jim umoznuiji interakci



s buikami lymfatickych folikuli. tyto specializované ky intenzivré pohlcuji
antigeny. Nemaji vSak na svém povrchu MHC moleklly tfidy, a proto se
piedpoklada, Ze jejich hlavni funkci je translokantgen: z lumen gteva k folikulim,

¢imz  pispivaji k indukci sliznini imunity (TLASKALOVA-HOGENOVA et al.

1995).

Epitelové buky strevni sliznice jsou hiky relativreé kratce Zijici. V péibéhu
diferenciace a migrace na apexeshich klki proctlavaji proces apoptézy a jsou
z povrchu gevniho epitelu odkovany. Tento mechanizmus je sasti
antimikrobialni obrany sliznic. Celkova okma vSech butk se uskuténi za ti az pst
dni (TLASKALOVA-HOGENOVA et al.2005).

Je to v8ak i misto potencialniho vstupu baktesiodyanismu. Epitelialni biky
rozpoznavaji mikroorganismy a komunikuji sinkami girozené i ziskané imunity.
Tyto buhky mohou zapojit do odpedi i dalsi typy busk nag. dendritické biiky a
makrofagy, a to vadu minut od vystaveniiinku patogenu.

Zarover mohou potléit aktivaci T burk, a tak utlumit imunitni odpad’.
BLAND se spolupracovniky (1998) ukazal, Ze epitélobuiky jsou schopny
prezentovat antigen pomoci hlavniho histokompatibd komplexu.

Vrstva epitelu sevni sliznice je zpewma €snymi spoji, které jsou umisty
v paracelularnim prostoru a ti¥fgpropojenou sit™. 8sné spoje tvid dynamicka a fisn
regulovana mista, ktera se otviraji a zaviraji postidi na tizné signaly fichazejici
z lumen gteva, z lamina propria i epitelu samotného a jsaly tdicovymi elementy
v mechanismu difuse. Molekuly tkigi &€sné spoje jsou napojeny na cytoskelet. Kfom
apikalre umistnych €snych spaj (zonula ocludens jsou v paracelularnim prostoru
piitomny takzvané indermedialni spojeofula adherensa desmosomy(FASANO
2001, TLASKALOVA-HOGENOVAeEt al.2005).

Epitelové buiky strevni sliznice produkuji po aktivaci cytokiny. Inugtti
mikroorganismy stimuluji v epitelovych bkéch tvorbu prozalivych cytokini
nagiklad TNFw, IL-6 a cytokimi s prozastlivymi a chemotaktickymi &nky
nagiklad IL-8 a MCP-1.



3.1.1.1.3. Rozpoznavani mikrobialnich slozekikami pfirozené imunity

Charakteristickym rysemifpozené imunity je schopnost odliSit strukturalnaky
mikroorganisnd nazyvanych struktury charakteristické pro mikébbi nebo patogenni
mikroorganismy (MAMP nebo PAMP) pomoci recejitonzpoznavajici opakujici se
motivy na mikroorganismech (PRR) od antigetélu neSkodnych. Jako fiklad
receptoi rozpozndvajicich charakteristické strukturalni kgnamikroorganisni
muzeme uveést rodinu recepiorskupiny Toll (TLR) (ULEVITCH et al. 1999,
MEDZHITOV et al. 2000, AKIRA et al. 2003). Sa#i bunky prfirozené imunity jako
napgiklad makrofagy, dendritické kly, epitelové biiky a dalSi &mito receptory
rozpoznavaji nagklad bakteridlni lipopolysacharidy, peptidoglykaaydalSi slozky
mikrobi. Tato interakce vede k signalizaci a aktivaci skaipcniho faktoru NKkB,
ktery je zodpowdny za aktivaci geih kodujicich produkci cytokiiny chemokim a
daldich mediatdrzarétu (TLASKALOVA-HOGENOVA et al.2004)

Transkrigni faktor NkB hraje dilezZitou Ulohu pi zargtlive odpowdi burgk na
stresoveé podity, v karcenogenezi aipautoimunitnich onemoenich (DELHALLE et
al. 2000). Z toho vyplyva, Ze NB je hlavnim mediatorem zé&wo a imunitnich reakci.
U savd rozpoznavame dgkolik ¢lent rodiny NFB. Témito ¢leny jsou nésledujici
podjednotky p50, p52, c-Rel, RelB, a RelA (p65)jui& zastoupena forma NB u
sawich burgk je heterodimer sloZzeny ze dvou proteinovych paajgek p50 a p65.

Predchozi studie naztaji, Ze LPS aktivuje NiEB postransléenim
mechanismem, kterytgobi prostdnictvim degradace a modifikace inhibitoruxdBi
IxB, nasledovanou translokaci dB-do jadra a navazanim se na promotor (ZHAG
al. 2000, WANGet al. 2002).

Aktivace NB byla prokazana in situ u makrofag stevnich epitelovych buik
ve sliznici u pacierit s ISZ (ROGLERet al 1998). Hilezitost tohoto transkrimiho
faktoru v regulaci ISZ spiiva v aktivaci produkce prozéttivych cytoking.

Stimulace IEC-6 pomoci LPS vede ke zvySeni prodokB&A podjednotek p50
a p65 signalni drahy NdB (CHANCHEVALAP et al 2006).

Nekteré studie se zabyvaly vlivem komenzalnich baikier signalni drahu NéB
(O'HARA a SHANAHAN 2006). A se zda, Zetkteré druhy probiotickych bakterii
mohou zmiiiovat zawtlivé signaly vyvolané bakterii Salmonella typhirwm a jejim
flagelinem prosednictvim signalni drahy vedouci k K& (O'HARA et al 2006). Je
popsano &kolik riaznych mechanisfy kterymi mohou komenzalni a probiotické

bakterie inhibovat NkB. A to nagiklad inhibici funkce proteasomu v epitelovych



bunkach, degradaci N@B regul&niho faktoru kBa nebo jadernym transportem
podjednotky NkB p65 @es fstovy-aktivani receptor peroxisomu (NEISkt al
2000, KELLY et al 2004, PETROIet al 2004).

Nedavno byly nalezeny nové negativni regulatafiyopené imunitni odpaidi,
které interferuji s tvorbou fugkiho TLR-4 signalniho komplexugrusenim interakce
s kritickymi signélnimi proteiny. Zmémé negativni regulatory zahrnuji proteiny
IRAK-M, SIGIRR (jednoduchy imunoglobulin ffpuzny IL-1R), TOLLIP (protein
interagujici s Toll) a A20 (zinkovy-prstovy protgHALLER a JOBIN 2004,
KOBAYASHI et al. 2002). Riklady negativnich regutaich drahzapojenych \izeni
piirozené a ziskané imunity veret€ jsou IL-10 a TGH3 signalni kaskady (HALLER
a JOBIN 2004). Tvorba IL-10 a TGF-vede k aktivaci regutamich burk, které
obratem inhibuji imunitni odp@d’ a navozuji slizrini toleranci (MALOY a POWRIE
2001, SINGHet al. 2001). Kron¢ toho vede TGH signalizace k indukci inhibnich
molekul SMAD6 a SMAD?7, které(sobi jako endogenni negativni regulatory TGF-
B/SMAD kaskady (HALLER a JOBIN 2004, HAYASHI et al. 1997). Nkteré
komensalni a probiotické bakterie také regulujiySani exprese supreforz
rodiny signalnich cytokiin, tzv. SOCS (supresor cytokinové signalizace) (EXLlet
al. 2004).

3.1.1.2. Slozky specifické imunity

Slizniéni lymfaticka tkdé (MALT) se sklada &asti z organizovanych struktur,
které zahrnuji jak samostatné, tak vmmeé lymfatické uzliny (Peyerovy plaky,
apendix) a &asti z difuzg rozprostenych lymfocytt pod celym povrchem sliznic
v lamina propriamucosaeTyto komponenty spote¢ s nespecifickodasti sliznéniho
imunitniho systému tud specifickou (adaptivni) odp&d.

Organizovan&cast sliznéniho imunitniho systému zastupuje indok funkci.
Terminalni centra lymfatickych uzlin jsou temy gevazre B lymfocyty, T lymfocyty
zaujimaji misto fedevsim v interfolikularnim prostoru v blizkosting s vysokym
endotelem. Organizovana slizni tk& je kryta vrstvou epitelu (tzv. epitel asociovany
s folikuly, FAE), ktery v sob obsahuje specialni typ membrandznich epitelovych
burgk. Nazyvaji se M-biikky a jsou velmi efektivni v pohlcovanékterych antiget a

jejich transportu z lumen do folikularniho prostofReyerovy plaky), kde dochazi



k aktivaci T lymfocyti a tedy indukci sliziini imunitni odpoedi (OGRA et al. 1999,
FUJIHASHI et al 2001)

Difuzni lymfocyty reprezentuji dinnou efektorovoutast sliznéniho imunitniho
systému. Lymfocyty, které jsouipmné v epitelu na bazolateralni straanterocyi,
se nazyvaji intraepitelialni lymfocyty (IEL). Jedeé& o T lymfocyty pedevsim CD8
fenotypu, které se liSi od lymfodypiitomnych v krevniniecisti. Tyto lymfocyty jsou
charakterizovatelné jako CDS8CD45R0 s adhesivnimi molekulami (integricER7) a
cytoplazmatickymi  granulami s obsahem  cytolytickyclproteini  (perforin).
Predpoklada se, Ze intraepitelialni lymfocyty jsobhgqany rozpoznat dkteré proteiny,
které normald nejsou pitomné v epitelu, a reagovat cytologicky na poSkézeebo
pozmenéneé epitelialni biky.

Difuzni lymfocyty v lamina propria jsou nejpetrejSi a nejaktivijsi sliznini
efektorové biky. Jsou to fedevSim B lymfocyty produkujici polymerni IgA a T
lymfocyty fenotypu CDZ produkuji izné cytokiny, kde velmi zajimava aildzita
subpopulace je twena T regulénimi lymfocyty (Teg), které jsou vyznamné hlagn
diky své supresorové funkci. Tyto regiida T buiky exprimuji CD25 a produkuji
inhibi¢ni cytokiny IL-10 a TGH3 (MESTECKY et al. 1995, POWRIEet al. 1995,
HAYDAY et al.2001, SINGHet al.2001, TLASKALOVA-HOGENOVAet al.2002).
sliznicnim povrchu. Jeho polymerni forma dominuje gekreci, monomerni forma je
dominantni v krevnim athu. Hlavnim zdrojem monomerniho IgA je kostried
naproti tomu polymerni forma je produkovana hkaplazmatickymi bikami ve
sliznici a exokrinnich Zlazach. Lymfatick& tkasociovana se zazivacim traktem GALT
je nejwtSim lymfatickym organem ¢le. Celkové mnozstvi IgA produkujicich ktkn
(7x10") a denni produkce IgA vetst& (2-5 g) poukazuje na skatmst, Ze IgA je
nejvice prezentovanodidou imunoglobulig v organismu. Jeho polymerni struktura
mu umoZuje pronikat do sekréf odolavat enzymatickym aktivitdm a fungovat jako
efektorova molekula na slizmich povrSich (MESTECKYet al1995, OGRAet al.
1999, BOSet al. 2000, MACPHERSONet al. 2000, FAGARASAN et al. 2003).
Sekretované IgA, tj. jeho dimerni forma, je odolhparoteolyze a jeji hlavni dkol je
znemoznit bakteriim adherovat na sliznici a zalbr@niniku antigei do vnitnich
prostor organismu. Navic je IgA schopné reagovahékterymi nespecifickymi

baktericidnimi latkami, jako je laktoperoxidaza oelaktoferin a transportovat je k



bakterialnimu povrchu (MESTECKYet al. 1999, PHALIPON et al. 2002,
FAGARASAN et al. 2003).

3.2. BAKTERIALNI MIKROFLORA A JEJI VYZNAM A
ULOHA PRI VZNIKU 1SZ

Mikroorganismy Ziji vé&sném spojeni s okolnim préstim, které je Zivoth
dulezité pro jeho peZiti, ale zarovie tak mohou byt i Zivot ohroZujici. K ngj§im a
povrSich, které jsou pokryty epitelialnimi ikami. Je dlezité si uedomit, Ze
nagiklad u ¢loveéka tvai pokoZzka cca 2fy zatimco mukézni povrchy zaujimaji cca
300 nf. Agkoli se savi plod rodi bezmikrobni, uzshem porodu dochézi k nezvratné
kolonizaci mikroorganismy. Za prvotni a hlavni maiskolonizace lze povaZovat
pokoZku a slizrini povrchy gastrointestinalniho traktu, pohlavnistavy a plic. Tyto
interakce za fyziologickych podminek vedou ke katani epitelovych povral
harmonickému souziti hostitele s mikroorganismymTje vytvaen velmi slozity,
oteeny a dynamicky ekosystém, temy g@itomnymi bakteriemi a kratkodébi
mikroby. Za ugitych podminek oviem takéude dochazet k tomu, Zekiery z¢lena
tohoto ekosystému se stane pro hostitele parazitemize dochazet k oportunnim
infekcim (SAVAGE 1999, BERG 1999, HENDERSSON 1999,ASKALOVA-
HOGENOVAet al.2004).

Mikroflora interaguje s organismem jak lok&lrtak i na arovni celého systému.
Tyto interakce jsou zaloZené na oboustiaaktivni (Easti a vykazuji shodnou strategii,
protoZze dlouha koevoluce vybavila mikroorganismymiunitni systém podobnymi
mechanismy diverzifikace a selekce (BOMAN 2000).

Paset mikroorganisri tvoiicich tento ekosystém se odhaduje na ccajedinai,
coz je ofad vice nez buik, které tvdi lidsky organismus. Normalni mikroflora je
pievazre tvorena bakteriemi, ale vyskytuji se v ni i houby, mive viry. Odhaduje se,
Ze se na jejim slozeni podili vice jak 1000 druBohuzel se naSe stasna znalost
tohoto ekosystému omezuje na informace ziskané ymammikrobiologickymi
kultivacnimi postupy. Napklad stevni mikrofléra je tvéena gevazre anaerobnimi
bakteriemi, které jsou prév témito technikami obtiz& identifikovatelné
(SCHAEDLER 1965). Navic je az 80 % bakteriitpmnych v normalni mikroflfe



nekultivovatelnych (SCHAEDLER 1965, SAVAGE 1999, B& 1999, HOOPER
2001). Proto se v posledni dopristupuje k pouziti novych molekulafiologickych

metod, jako jsou sekvéni analyza knihoven amplifikované ribozoméalini DNAbo

gelové elektroforézy s teplotnim gradientem nebhmate&nimi podminkami (DGGE).
Ok¢ tyto metody jaséh dokazuji, jak iznoroda je sevni mikrofléra. DalSi velmi
efektivni metodou je polymerazovéigzova reakce (PCR), spot@ s oligonukleotidy
na bazi 16S ribozomélni RNA. Tyto oligonukleotidgel také pouZzit pran situ

fluorescewini hybridizaci (FISH). Tak jiz byly popsany sondgkpyvajici zhruba 80%
strevni mikroflory (RAPPUOLI 2000, HARMSEN 2002, SALZAN 2002, WILSON

2002).

Nespdaet klinickych a experimentélnich studii jéstiemonstrovalo ktovou roli
komenzalnich bakterii ve vyvoji imunitniho systeniNEUMANN et al. 1998,
DUARTE et al. 2004, SOUZA et al. 2004, OLIVIERA et al. 2005)a¥ délka Zivota
lymfocytd, jez jsou typem bilych krvinek ¢ se na T a B hitky), zavisi na podttech
od komenzalnich bakterii. Celkova aktivace re¢pileh T bukk u novorozent mize
trvat az 2 roky a zavisi na stimulaci bakterierHANAHAN 2000, SARTOR 2004).
Stimulace bezmikrobnich et komenzalnimi bakteriemi spousti vyvoj a aktivac
imunitniho systému interagujiciho s povrchy slizrikteré spojuji travici, dychaci a
urogenitalni trakt (CRABBEet al 1970, TLASKALOVA-HOGENOVA et al. 1970,
1981, 1983, 1997, 2002, 2005, STEPANKO¥Aal. 1998, NEUMANN et al. 1998,
SHANAHAN 2000, SARTOR 2004, WILLIAMSet al2006).

Je zajimavé, Ze osazenitesta bezmikrobnich zkat, vede i ke zmime
fyziologickych funkci steva a to nafklad ke zrychlenému vyzravani enzym
karté&tkového lemu na enterocytech (KOZAKOWh al. 1998, 2001, 2006).

3.2.1. SloZeni mikroflory gastrointestinalniho traku

Ackoliv se intestinalni mikroflora smi v zavislosti na &ku, Zivotnim stylu a
zpisobu stravovani (HOPKINSt al, 2001), je také do z&aé miry ovliviéna
genotypem hostitele (ZOETENDA&t al. 2001). Struktura a slozentetni mikroflory
odrazi pirozenou selekci organismu, ktera se podili na emrzohoto slozitého

ekosystému.



Gastrointestinalni trakt (GIT) je kolonizovan vetky mnozstvim fevazr
anaerobnich bakterii. Vzhledem ke kyselému pedst a velkému mnoZstvi
proteolytickych enzyrin obsazenych v GIT jeffstup bakterii z prostdi do distalnich
casti GIT znané¢ omezen. Jednotlivéasti GIT se liSi v p&tu zastoupeni jednotlivych
bakterii. Duodenum a jejunum obsahuje daleko mem&iZstvi bakterii ve srovnani
s ileem, které je hustosidleno. NejgtSi diverzitu a mnozZstvi jednotlivych dniuh
bakterii, a to jak fichycenych k sliznici tak fitomnych ve gevnim obsahu, fizeme
pozorovat v kolon (18-10"* bakterii na gram ®&vniho obsahu). Vice jak 90%
bakterialni populace jsou obligatni anaeroby, hhioefastji se vyskytujicimi druhy
jsou kmeny rodu Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Fusobaamn,
Peptostreptococcua dalSi. Mezi dalSi kmeny pravideélse vyskytujici v mikroflée
GIT pati Escherichia coli, Enterobacte(SAVAGE 1999, WILSON 2002).

Také bakterie kmenkactobacilluspati mezi &zné slozky slizrini mikroflory
ve stew a urogenitalnim traktdlovéka (REUTER 2001) a jsotasto vyuzivany jako
probiotika (viz.3.2.4.). Tento kmen gram-pozitiimicfakultativnich anaerobnich
bakterii je hlavni satasti skupiny bakterii mé&ého kvaSeni, které jsou schopné
prenenovat laktézu a dalSi cukry na kyselinu sméu.

Bakterie kmendacteroidegsou anaerobni gram-negativni bakterie, které retvo
endospory. Zvlastnosti tohoto kmene bakterii je,jgjieh burééna stna obsahuje
sfingolipidy. Tyto komenzalni bakterie se veest Uc¢astni mnoha metabolickych
pochodi. Jsou schopny fermentovat karbohydraty, vyuzivasilchté sloteniny a
piengnovat Zlkové kyseliny (HENTGES 1983). Jako anareobni bakteniohou
napomahat k eliminaci patogennich bakterii atoito ¢tyrmi zpasoby: 1. kompetici o
Ziviny 2. kompetici o misto naisvnim povrchu 3. produkci nestabilnich mastnych
kyselin 4. uvahovanim volnych Zltovych kyselin (HENTGES 1983). ¢koliv tento
kmen bakterii je fevazre znam jako sotést normalni gevni mikroflory, mize byt i
oportunistickym patogenem (WERNER 1974).

3.2.2. Poruchy gastrointestinalniho traktu - ISZ

Mezi nespecifické #evni zadty (tj. zarety, u kterych nezname figinu)

zahrnujeme 1zna zastliva onemockni s gekryvajicimi  se  klinickymi,



patologickoanatatomickymi a epidemiologickymi ngleHlavnimi gedstaviteli této
skupiny onemoani jsou Crohnova choroba (CrD) a ulcerdzni koliide).

CrD je granulomatézni a transmuralni &amostihujici segment&in nebo
plurisegmental& kteroukoliv ¢ast travici trubice. UC je hemoragicko-kataralnnéa
sliznice tlustého seéva, postihujici vzdy rektum ai&i se kontinualy na ihzre
rozsahlouwtast tlustého gkva nebo celé tlustéreto. Charakteristicky endoskopicky a
histologicky nalez&hto onemoceni (obr. 3.1.)

Pribéh obou chorob je charakterizovan relapsy a remis&@rd a UC nelze
medikamentoz& definitivne vylécit. K definitivnimu odstragni UC vede jen
chirurgické I€ba (proktokolektomie).

Souwasnd léba I1SZ se zamtuje celkem Usgsreé na l€eni symptomd. U
n¢kterych pacienit vSak neni tak &inna nebo vyvolava spoustu vedlejSidtizpaki
(VAN ASSCHEget al.,2006).

Na I&bu zvirecich model experimentalni kolitidy séasto vyuzivd monoklonalni
protilatka proti TNFe. (POWRIEet al. 1994, KOSIEWICZet al.2001). To poukazuje
na vyznam tohoto cytokinuriprozvoji ISZ. V disledku toho je tento cytokin v pigai
zajmu a monoklonalni protilatka namna proti TNFe se hoj@ pouziva pi lécbé
lidského onemocmi. Mezi Iéky tohoto typu p#tinfliximab, Adalimumab, Onercept

Proto by Ié€ba probiotiky, jenz zaznamenava rozvoj v poslediétbch, mohla
spihiovat kritéria zdravi nezavadn&lby bez vedlejSich efekt

V souwasné dob existuje rkolik placebo kontrolovanych studii, které ukazugi
protektivni efekt a zdravotni nezavadnost prokipti prevenci a 1éb¢ ISZ (KRUIS et
al. 2004 MIMURA et al.2004, SUMMER&et al. 2005a, SUMMER &t al.,2005b).
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Obr. ¢&. 1. Srovnani histologickych a endoskopickych naté pri ISZ
(prevzato z www.colitis.crohn.cz).

3.2.3. Stevni mikroflora v patogenezi 1ISZ

Spojitost mezi vznikem ISZ a poruchou rovnovahyaktbrialnim ekosystému
byla popsana mnoha autory (SARTOR 1997, TLASKALOWA al. 1998, 2003,
FARRELL 2002, SARTOR 2004, TAMBOLI 2004).

Ugast stevni mikroflory @i vzniku I1SZ je podptena nasledujicimigémi nalezy.
Zaprvé mira zatu ve stew je zavisla na nié osidleni seva. Nej¢tSi zart je
pozorovan v distalnim kolon. Zadruhé manipulace sk&enim sevniho obsahu
pomoci probiotik nebo antibiotik hrajéldzitou Ulohu pi 1écb¢ sttevnich onemoami
(GIONCHETTI et al. 2006). Zateti, stevni zawt se obvykle neprojevi u
bezmikrobnich mysi (STROBER a EHRHARDT 1993, HUDQOWt al 2001) a také
u bezmikrobnich HLA-B27 transgennich krys (TAUR@Gal 1994, SELLONEet al
1998) A to i v pipadt, kdy mySi maji deletovanou produkci protizéivych cytokini
a v normélnich podminkach se u nickeghi zawt objevuje spontath VSechny tyto



vysledky naznéuji, Ze 1ISZ mohou vznikat jakaidledek abnormalni imunitni odpili
na slozky pirozené komenzalni mikroflory. Stale vSak neni agakné, zda vznik I1ISZ
je zpisoben pitomnosti jedné specifické baktetienékolika bakterialnich kmeanhnebo
vznika jako nasledek celkové destabilizace rovngvad stevni mikroflGe. DalSi
piedpokladany mechanizmus, ktery vede ke vznikuétzaby mohl byt zpsoben
poruchou slizriini tolerance ke slozkdmievni mikroflory (DUCHMANN et al.
2003).

Déle je znamo, Ze viznych zvfecich modelech se ukazugkteré bakterie jako
patogenni (SHOMERet al. 2001). Ri rozvoji 1ISZ hraje dlezitou roli kvantitativni
zmeéna Vv zastoupeni &@tych skupin mikroorganisin Bylo prokadzano , Ze u
bezmikrobnich SCID §ka kombinovana imunodeficience) mysiteresenymi T-
lymfocyty z mySi kmene BALB/c a osidlenych SPF (bgzecifickych patogei)
mikroflorou po gidani vlaknitych bakterii dojde k vyvolani chrokéc kolitidy,
zatimco u &hto bezmikrobnich mysi osidlenych  pouze SPF neldénitymi
bakteriemi nikoli (STEPANKOV et al. 2007).

3.2.4. Probiotika a jejich funkce @i zmirinovani sievniho zarétu

Vzajemné vztahy mezi hostitelem a komenzalnim noikganismem a vzajemné
pusobeni mikroorganistn je dilezité pro zdravotni stav hostitele. Spravny vyvoj
lidského imunitniho systému je zavisly na stimulagkroby. Probiotické organismy
mohou ginaSet vyhody svému hostiteli a to ovlémm jak girozené, tak i adaptivni
buné¢cné imunity. Probiotika jsou definovana jako Zivé kmbrganismy, které
podavany v piméreném mnozstvi, ifspivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu sveho
hostitele (FAO/WHO, 2001). Existuje mnoho ugphi jakymi probiotika mohou
zmimovat zastlivy stav u stevnich onemoai.

Jednim z cfil probiotické I€by mize byt b’ stimulace, nebo omezeniznych
imunitnich  komponent vrozené imunity. Cilem je aedri homeostazy v imunitnim
systému; ¢dlo musi byt schopno odpéskt na komenzalni mikroby stejnjako na
potencialni patogeny, bez igmbeni nadirného zastu. Zpisoby jakymi probiotika
pusobi na slizaini imunitni systém jsou nasledujici : 1. zvySerjofzytdézy (SHU a
GILL 2002) a aktivity NK (natural killer) buik (GILL et al.2001, SHEIHet al.2001,
OGAWA et al. 2006) 2. ovlivienim aktiva&ni drdhy NkB (JIJON et al. 2004,



PETROF et al. 2004, TIEN et al. 2006) 3. indukci apoptézy T-bék
(DIMARZIO et al.2001).

Obecr, probiotika dok&zi zvySovat produkci protizéivych cytokini, jako
nagiklad IL-10 a TGFB, a tlumit produkci prozattlivych cytokind nagiklad TNF ,
IFN-v, IL-8 (MADSEN et al. 1999,2001, HALLERet al. 2000, MORITAet al.2002).
Ukazalo se, Ze dkteré probiotické bakterie, néklad Bifidobacterium breve, B.
bifidum, Ruminococcus gnavus, Streptococcus thdmitusp jsou schopny snizovat
LPS-vyvolanou produkci TNle-(MENARD et al. 2004). Inhibice jaderné translokace
NFkB a zamezeni obouravankB vede ke sniZzeni produkce TNFpo podani
Lactobacillus reutetizatimcoSalmonellayphimuriumzvySuje produkci IL-8 \n vitro
systéemu (MAet al. 2004). Podavani probiotického koktejlu VSL#3, kteysahuje
nagiklad Lactobacillus acidophilus, L.bulgaricus, L.casei,flantarum, B. breve, B.
infantis, B. longum, S. thermophilusiyySim s deletovanym genem pro IL-10 vedlo
k zmimovani kolitidy provazené snizovanim sekrece TdNB- IFNy na sliznicich
(MADSEN et al. 2001). UE. coli Nissle 1917 se prokézalo, Ze dokaze sniZovat
rozSrovani no¥¢ maturovanych T- buik do sliznic a omezovat tak chronickyesini
zaret (STURM et al. 2005). Dale u SAMP1/Yit mySi dokazecaseikmene Shirota
inhibovat produkci IL-6 u LPS-aktivovanych monone&inich bu#k izolovanych
z lamina propriaa snizuje jadernou translokaci RE(MATSUMOTO et al.2005).

Ve slizninich biopsiich izolovanych z ilea u pacigrg Crohnovou chorobou,
které byly kultivovany v tkéovych kulturach dokézala probiotika snizovat promuk
TNF-a a populaci CD4+ T- butk (LAMMERS et al. 2005). Nejenom Ziva probiotika
ale i komponenty izolované z probiotickych bakteriohou mit podobnécinky na
sliznicni imunitni systém. Ndgklad genomova DNA izolovana z VSL#3 inhibuje
TNF-o indukovanou sekreci IL-8, protein kinasy aktivoganitogeny a aktivaci NéB
u epitelovych bugk HT-29 (JIJONet al.2004).

Probiotika také mohou poztilovat zastoupeni jednotlivych driuhbakterii
pozmenovanim koncentrace mastnych kyselin v kolon. VSk#Rtejl dokaze feveést
linolovou kyselinu na jeji konjugovanou formu, kierma protizagtlivé a
protirakovinné dinky (EWASCHUK et al. 2006).

Probiotika také mohou indukovat produkci mikrobidin defensif
prostednictvim Panethovych bék jenZz se nachazeji v kryptach tenkého
stteva(HOOPER et al, 2003). Nedavno bylo objeveno, Ze seékfelgA, které je



indukovano komenzalni florou chrani mysi proti kde Salmonely enterica var
Typhimurium(WIJBURG, et al., 2006).

DalSi zgisob ovlivréni mechanisri piirozené imunity pomoci probiotik je mozné
prostednictvim PRR (pattern recognition receptors) &aokrétré prostednictvim
receptoéi skupiny Toll (TLRs). TLRs jsou transmembranové temoy, které jsou
souwasti ffirozeného imunitniho systému, ovSem u obratiowmohou také slouzit k
aktivaci adaptivniho imunitniho systému. Studie a#tg, Ze mysSi, kterym chybi
myeloidni diferencialni gen prvotni odpalv 88 (Myd88) (ktery je satasti signalni
drahy TLR ) a jsou vystaveni dextranu sulfatu seemédostanou mnohem horsi formu
kolitidy nez mysi bez této delece, coz &naze signalni drahy TLR mohou byt
nezbytné pro udrzenirevni homeostazi (SARTORO004). Probiotické kmeny mohou
zprostedkovat interakce mezi ostatnimi bakteriemi a TURs buikach epitelu (LAN
et al, 2005). Tato schopnost regulovakteré reakce TLR napzvySenim produkce
TLR4 bhem zastlivé reakce, miZze byt jednim z finosi, které komenzalové poskytuji
svym hostiteim. Jsou zde dité naznaky, Zze adhesiny mohou byt regulovany skrze
TLRs (SARTOR2004; SHANAHAN 2004). Existuji iikazy, Ze reakce na komenzalni
bakterie zprogedkované TLR jsou regulovany aktivaci ostatnich PRRtomnych
uvnitt cytosolu busk prirozené imunity a epitelovych bak. NOD2 (nucleotide
oligerization domain 2) f¥e v gipad pritomnosti jeho ligandy muramyl dipeptidu
podporovat nebo omezovat TLR2 signalizaci, kterésgaopno pozgnit produkci
prozargtlivych versus protizattlivych cytokini (STROBERet al. 2006). Mutace genu
NOD2 byla nalezena u 10-15% pacieatCrohnovou chorobou (OGURAt al.2001,
HUGOT et al. 2001, LESAGEet al. 2002).

Mezi dalSi protektivni mechanismyigobeni probiotik pat zlepSeni bariérové
funkce sliznice. Rzné druhy probiotickych bakterii jsou schopny Zesiktvu epitelu
na sliznicich. Napklad oralni podavani koktejlu VSL#3, ale i jeh@f@inova frakce,
vede k znovuobnoveni poSkozené epitelidlni vrstupy$i s deletovanym genem pro
IL-10 (MADSEN et al.2001). Nkolik kmeni Lactobacilu je schopno zvySovat expresi
sttevniho MUC3 mRNA (gen pro mucin) a tak zvySovatrstini vrstvu (MACK et al.
1999, MACK et al. 2003).Lactobacillus GGzlepSuje funkci bariéry tim, Ze inhibuje
apoptdzu sevnich epitelovych buik (YAN et al. 2002).

Probiotika jsou také schopna ovliwat kvalitativni a kvantitavni sloZenirstni
mikroflory. A to miznymi zpisoby potlgovani Gstu a péiniku patogefi. Na sliznici

stteva a epitelovych hikach jsou schopny kompetitivnim tobem kolonizovat



velkou c¢ast dostupného prostoru. Navic mohou do svého okobdukovat
antimikrobialni substance nidklad peroxid vodiku a organické kyseliny. Studie
SHIBA et al. (2003) popisuje ¥n vivo i vin vitro experimentech pottani ristu
bakterieBacteroides vulgatugrostednictvimBifidobacterium infantis

Prirozeny imunitni systém ovlituje imunitni systém ziskany. Z tohotavaddu
mohou probiotika fisobit na adaptivni imunitu. N&glad interakce bakterie a
makrofagi vede k produkci stimuéamich cytokini, které néslednovliviuji T-buiky.
Bylo prokazano, Ze slozkyisvni mikrofléry maji velky vyznamipvyvoji imunitniho
systému na vyvoj T-lymfocytv postnatalnim obdobi ( SHANAHAN 2000, SARTOR
2004, WILLIAMS et al. 2006).

Sekré&ni IgA je vhodnym obrannym mechanismem v sekretelgho hlavni
funkci je branit adherenci bakterii na sl&riipovrch a zabrsvat pfiniku antigeri do
vnitiniho prostedi organismu (FAGARASAN 2003). Ve studii Cukrowska
spolupracovnici (2002) bylo popsano, Ze pokud bpledias® narozené &i
kolonizovanyk. coliNissle 1917 produkovaly vice IgA specifickych platiek.

3.2.5. Mechanismy jisobeni bakterialnich lyzati

Etiologii a patogenetické mechanismy ISZ pomahdgjasnit zvieci modely
lidskych chorob (TLASKALOVA 1997, STROBERt al. 2002). Krong zareti
indukovanych chemicky n&pkyselinou octovou, dextran sulfatem, etanolenal&ichi
latkami, byla popséaniada experimentalnich modekde zast vznika spontala Jsou
to jednak zuiata se spontalni mutaci nebo geneticky modifikovem&i modely
s cilenou deleci gérkddujicich gkteré T bugcné funkce a genkodujicich molekuly
dulezité pro funkci slizrini bariéry.

Pribyva dikazi, alesp@ u mysSich experimentalnich modgeke rozsah gvniho
zaretu mize byt zmirgn nejenom pomoci Zivych probiotickych bakterii (MBEN et
al. 1999, JIJONet al. 2004, KOKESOVAet al.2006), ale také jejich komponentami a
produkty (RACHMILEWITZ et al.2004). V nasi labolatobylo zjis€no, Zze peroralni
podavani sonikatu fjpraveného z bakterii mikroflory ovlivhuje {ih stevniho
zaretu indukovaného dextran sulfatem, a to navozenitizni&ni tolerance. Bylo
zjisténo, Ze protektivni efekt u mysi sefestnim zagtem indukovanym dextran

sulfatem byl prokazatelny pouze po opakovaném pamidwanaerobnich bakterii



mikroflory a nebyl pitomny po podani sonikitpripravenych z aerobnich slozek
mikroflory (VERDU et al.2001).

3.3.PROTEINY TEPELNEHO SOKU (HSP)

Proteiny tepelného Soku tkiorodinu vysoce konzervovanych protginejiz
zastupci se vyskytuji ve vSeéi$ich organisrin. Exprese proteintepelného Soku je
indukovana vystavenim bék zvySené teplat dale pi oxidativnim stresu, oditi
Zivin, bure¢né infekci nebo radiaci. Tyto proteiny vSakizeme v bitkach najit i za
normalnich podminek. HSP také majlefitou Glohu pi sbalovani proteiin

Podle molekulové hmotnosti raddjeme HSP do &kolika rodin: HSP100,
HSP90, HSP70, HSP60 a malé proteiny tepelného 3a8F. proteiny paici do
jedné rodiny se vyzraji vysokou homologii a fundai piibuznosti, zatimco HSP
proteiny jinych rodin Zadnou homologii nesdili. Ni&pmd sekvetini homologie
HSP60 u dvou rozdilnych savélovek, kiecek,krysa,mys) rize byt &tSi nez 95%.
Pokud porovhname HSP60 séva mikroorganism nalezneme asi 50% sekve
homologii.

Z imunologického hlediska fjpahuji HSP stéle vice pozornosti. HSP jsou
obecrt znamy jako velmi imunogenni proteiny. Mnoho studiiizivajicich rozdilné
zpiusoby podavani HSP60 a HSP70 ukazélo, Ze HSP vykanaunomodulani
acinky u riznych model autoimunitnich chorob (VANEDENMt al.2007).

Pt preventivni vakcinaci krys DNA mykobakterialnitdSP65 nebo DNA
sawiho pivodu nedochazi k manifestaci adjuvantni arthrif@UINTANA et al.
2004) .Napiklad nasalni i oralni podavani mykobakterialnih8R60¢i jeho casti
ma& protektivni efekt na pbeh artrididy u krysiho modelu tohoto oneméoh
(VAN DEN BROEK et al. 1989, PRAKKENet al. 1997, ULMANSKY et al.2002).
U NOD (non-obese diabetic) mysSi zalezi naisgbu podani mykobakterialniho
HSP60. Podavané v PBS dokaze zabranit rozvoji ooefn avSak podané
v inkompletnim Freudovu adjuvans naopak diabeteslaya (ELIASet al.1991).

Z mnoha studii vySlo najevo, Ze podavani mikrabr@ HSP60 vyvolava imunitni
odpowd T-burek, které maji imunoreguiai fenotyp (exprese CD25 a CD30) a
produkuji cytokiny TGH3, IL-10 a IL-4. Tato odpodd je zavisla na T-butné
populaci zavislé na HSP (VAN EDE&t al. 2007).



DalSi poznatky poukazujici na vyznam T-redguiah burk pfi mechanismu
pusobeni HSP byly popsanykipstresové situaci. HSP je produkovannkami
vystavenych stresové 2at, tyto buiky jsou ¥tSinou tkaovymi buikami hostitele a
neexprimuji  kostimulkéni molekuly. V nepitomnosti kostimulénich molekul
piechazeji T-bikky do stavu anergie nebo seimh na reguléni (TAAMS et al.
1998). DalSi vysgtleni zvySené produkce T-regttdch burtk v odpovd’ na HSP
maZze byt vindukci slizrini tolerance.Casté vystavovani mikrobialnich HSP
pochazejicich ze igvni mikroflory vede k aktivaci T-regulaich burgk v sliznici
streva, které mohou posléze cirkulovat v perifernimninim systému.

V souwasné dob existuje velice malo poznatkykajicich se interakci makroféag
s HSP60. Je znamo, Ze vazba HSP60 na makrofagkst#muje ges agregaty TLR4
a CD14 a takéies TLR-2/TLR-6 (HABICH 2002, BULUTet al. 2002). Funkni a
aktivni TLR4 je nezbytny pro spusSteni 2#ivée reakce (VABULASet al. 2001,
FLOHE et al. 2003, OHASHIet al. 2000, HABICH et al.2003). C-koncovy Usek aa
481-500 na molekule HSP60 mé& schopnost vazat spavach makrofag mysi linie
J774A.1 (HABICHet al.2004).

Studie tykajici se miry exprese jednotlivych HSBastrointestinalnim traktu
ukazaly, Ze rozlozeni HSP podél GIT je amarozdilné. Nej¢tsSi zastoupeni HSP
muZzeme nalezt v mistech néf8i expozice potravinovym antigim a bakteridlnim
podretam tzn.v Zaludku (KONTUREKet al. 2002) a v kolon (TANGUAYet al.
1993). Zda se, Ze negjgimi producenty HSP v GIT jsou epitelidlniny kolon
(SARTOR 1997, KOJIMAet al. 2003). Tyto HSP maiji cytoprotektivnéiaky. Bylo
prokazano, Ze jejich zvySena exprese v kolon vedeakivaci signalni drahy NéB
(ODASHIMA et al. 2000). Mezi dalSi producenty HSP ipanononuklearni hiky
v lamina propria (BACA-ESTRADA et al. 1994). Indukce produkce HSP pomoci
bakterialni flory vede udrZeni slizmi bariérové funkce a chrani slizniciepl
Skodlivymi vlivy nagiklad pred reaktivnimi kyslikovymi radikaly (KOJIMAet al.
2003).



4. MATERIAL A METODY

4.1. ROZTOKY

Fosfat —fyziologicky roztok (PBS)

NaCl (Lachema(R) 9,09
NapHPO,.12H,0 (Lachema(R) 1,29
NaH,PQO,.1H,0O (LachemaCR) 0,29

Doplnit do 1 | destilovanou vodou a upravit pH paindM NaOH na 7,35.

Promyvaci pufr (PBT) (viz. 4.6.)
PBS 1000 ml
Tween 20 (Sigma, USA) 0,5 ml (vznikne 0,05 % roztok

Roztok 1% BSA (viz. 4.6.)
BSA (Sigma, USA) 1g
Doplnit do 100 ml PBS

Navazovaci pufr (NP) (viz. 4.6.)

NaHCO 4,39

Na,CO; 530

Doplnit do 1 | destilovanou vodou a upravit pH painéM NaOH na 9,4

Standartnfedici roztok (RR) (viz. 4.6.)

NacCl 8.0¢g
NaHPOye2H,0 1429
KH.PO, 029
KCI 0.2g
BSA 59
Tween 20 Iml

Doplnit do 1 | destilovanou vodou a upravit pH painéM NaOH na 7,4



Roztok TMB (viz. 4.6.)

TMB (Sigma, USA) 40 mg
DMF (Lachema(R) 27 ml
Destilovana voda 73 ml

Roztok TMB v DMF stikat pod hladinu destilované vody.

Citratovy pufr (viz. 4.6.)
Citronan sodny (Lachem@&R) 294¢

Destilovana voda 1000

ph upraveno na 4,2 pomoci kyseliny citronové

DMEM s 10% FCS: médium pro b&mé kultury (viz.4.3.)
Zakladni kultiv&ni médium dodava Ustav molekularni genetiky AR (UMG AV
CR)

450 ml DMEM

6 ml  glutamin 200 mM (Sigma, USA)

7,8 ml glukdza 25 % (UMG AYR)

5ml antibiotika -10 000 U penicilin + 10 md/streptomycin (Sigma, USA)

10ml NaHC@ 7,5 % (UMG AV CR)

50 ml FCS (Biochrom AG, &mecko) s inaktivovanym komplementem (komplement

byl inaktivovan zatatim séra ve vodni lazni na teplotu 56 °C po dbhi

RPMI 1640 s 10% FCS: médium pro Bané kultury (viz.4.3.)
Zakladni kultiv&ni médium vyvinuté G. E. Moorem Roswell Park Memorial
Institute (odtud zkratka).

450 mlRPMI 1640:
zakladni aminokyseliny: Arg, Asn, Asp, Cys, Gluy@His, lle, Leu, Lys, Met,
Phe, Pro, Tyr;
soli: NaeHPO,, NaCl, KClI;
pufrovaci roztoky: NaHC©-7,5% roztok
tkdnova HO (Sigma, USA)
5ml glutamin 200 mM (Sigma, USA)



5ml antibiotika-10 000 U penicilin + 10 mg streptgcin/ml (Sigma, USA)
5ml  HEPES 1,5M, pH 7,2 (Sigma, USA)
50 ml FCS (Biochrom AG, &imecko)

Roztok na pitokovou cytometrii (viz. 4.5.)

PBS 200 ml
EDTA 4mmol
BSA 29

Bakterialni lipopolysacharid (LPS) (viz. 4.4.)

Polyklonalni mitogen indukujici proliferaci a stitaai makrofag a epitelovych
burgk. Izolat z bakterialniho kmengalmonella typhimuriumUchovavat fi —20°C
(Sigma, USA).

4.2. EXPERIMENTALNI ZViRATA

K experimenim byly vyuZity mysi inbredniho kmene BALB/c /H2které byly
ziskavany z chovu Fyziologického Gstavu AR (Praha). Red zahajenim pokusu byly

mySi umisgny v podminkach konveéniho z\fince s potravou a vodad libitum

4.2.1 Riprava suspenze peritonealnich bugk

MysSi mladSi jak dva wsice byly usmrceny cervikalni dislokaci. Peritonéal
dutina byla jedenkrat vyplachnuta 10 ml sterilnBi®S (Imuna Pharm, SR). Odebrané
suspenze byly dany dohromady a zcentrifugovan9@x3g., 5 min.). Poté byly iy
dvakrat promyty a resuspendovany v RPMI médild $6LFCS. Koncentrace bén
byla stanovena tiednim trypanové mad 1:10 (Sigma, USA) a sgdanim v

Burkerow komarce.



4.3.BUNECNE LINIE

4.3.1. MySi burééné linie

RAW 264.7 monocyt/makrofagova nadorova linie BALB/c (/1%2samec)
puvodu indukovana virem Abelsonovy mysi leukemie.idiprodukuje NO. Biiky
jsou kultivovany v médiu DMEM (viz. 4.1.) (ATCC (Bt71), USA).

J774.A1 monocyt/makrofagova nadorova linie BALB/cN (samicpivodu
izolovana z ascitu z retikularniho kgného sarkomu. Linie spontélprodukuje IL-B
a lyzozym. Buiky jsou kultivovany v médiu DMEM (viz. 4.1.) (ATCCTIB-71),
USA).

4.3.2. Potkani buréné linie

IEC-6 epiteliadlni bugéna linie normalniho {jvodu izolovana z tenkéhoreva.
Bunky jsou kultivovany v kompletnim médiu DMEM (viz.4) s gidavkem 78 ul
insulinu (c. 10mg/ml) (Sigma, USA) na 200 ml média.

4.3.3 Pasazovani aifjprava suspenze buikk bunécné linie

Bunky vSech nami pouZzivanych bitmych linii byly kultivovany v tkéovém
mediu (viz. 4.1.) bdi na Petriho miskach (Nunc, éshecko), nebo ve sterilnich
polystyrenovych kultivénich lahvich (NUNC, Mmecko). Kultivace probihala v
kultivacnim boxu (Sanyo)iip 37°C, 100% vihkosti a v atmosf& 5% CQ. Pasazovani
se provadio vzdy po 2 az 7 dnech podle hustoty 8un kultivacni lahvi, ktera byla
stanovena opticky pod mikroskopem. Adherentnicbné linie byly ze dna kultivani
lahve odstragny bud’ mechanicky pomoci Skrabky u linii RAW 264.7, JAH4.nebo
chemicky pomoci 0,25% Trypsin-EDTA (Sigma, USA) unécné linie IEC-6. Pro
dalSi pouziti byla suspenze kn prepipetovana do 50 ml sterilni kyvety,
zcentrifugovana (1200 ot./min., 5 min.) a 2x proayRoté byly biikky resuspendovany
v cerstvém médiu. Koncentrace ln byla stanovena baknim burgk 1:10

trypanovou motl a sp@itanim v Burkero¥ komarce.



Zamrazovani buik bylo provadno v kultivainim mediu s 20% fetalniho teleciho
séra a 10% DMSO (Sigma,USA). Bty v koncentraci 2x1910° bunsk/ml byly
rozalikvotovany do zamrazovacich ampulich (Nunémicko) po 1 ml a ponechany
nejprve cca 20 min. v —20, poté pes noc v —78C a nakonec byly uloZenyip-
150°C v mrazicim boxu (Sanyo, USA).

Buriky byly co nejrychleji rozmrazeny ve vodni lazniac6(°C, poté pevedeny
do 50 ml kyvety (Nunc, Bmecko) a 2x promyty &Sim objemem (20-30 ml)
tkanového media (viz. 4.1.). Zivotnost litknbyla ukena pod mikroskopem pomoci
trypanové moti a vzdy se pohybovala mezi 65-95 %.

S buikami bylo manipulovano v laminarnim boxu Steril-Args (Steril S.g.a.,
Italie) za sterilnich podminek. T&kavé kultury s podeenim na kontaminaci nebyly do

pokusu pouzZity.

4.4. KULTIVACE BUNECNYCH LINIi A BUNEK
IZOLOVANYCH Z PERITONEA

Suspenze buik (viz. 4.3.3.) byla rozpipetovana do 96-jamkoweristi kultivacni
destéky (NUNC, Néemecko) v utité koncentraci (konkrétni udaje viz. .5.2.1.3,.5.8.,
5.2.2.1.). Do jamek byl fjddn LPS a @zné koncentrace bakterialnich sonikat
(konkrétni udaje viz. 5.2.1.3, 5.2.1.6., 5.2.2.Phté byl objem jednotlivych jamek
doplren médiem na 20Qil a destéka byla kultivovana v termalnim boxuiB7°C v
5% CQ atmosfée po dobu 24 az 48 hodin. VSechny vzorky byly amamny vzdy v
dupletu.

4.5.PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Pratokovou cytofluorometrii Ize vyuZit pro charaktexiz miznych bugénych
typt v heterogenni populaci a pro zist relativni velikosti a granularity bék. Nami
byla tato metoda pouzita ke stanoveéni viabilitytikolvanych busk.
Znxeni a promyvani butk bylo prova@no v 96-ti jamkovych destkach s plochym
dnem (NUNC, Nmecko). Kazdy vzorek (jamka) obsahoval 4xHurek. Centrifugace
burgk (v destéce) byla provaéha @i 1200 rpm pi 4°C, 5 minut.



Po 24 hodinové kultivaci byla dedta centrifugovana (viz. vyse), supernatant byl
rychlym vyklepnutim odstram, pelety roztepany a resuspendovany ve gO0Qna
vzorek) chlazeného FACS roztoku. Néasledoval&t agentrifugace a dalSi promyti
20Qul chlazeného FACS roztoku. Po promyti bylynky resuspendovany v hD
chlazeného FACS roztoku. Bezphesirt pred analyzou na ptokovém
cytofluorometru LSR 1l (Becton Dickinson, USA) bylk bunkam pgidano 10ul
Hoechst 33342 (Sigma,USA). Do analyzy bylo zahrr8ad00 budk. Jako kontrola
pro nastaveni parametrpristroje byly pouzity zcel&isté buiky. Vysledky byly
vyhodnoceny programem FlowJo v4.5 (TreeStar, USA).

4.6.ELISA PRO STANOVENI CYTOKIN U

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je imumamicka analyticka
metoda, kterd ke kvantitativnimu stanoveni komplartigen-protilatka pouziva jako
znatkovaci molekuly enzymy. Metoda byla pouzita prastaeni koncentrace cytoKin
ze supernatafitpo 24 hodinové kultivaci.

Pti pouzivani jednotlivych ELISA kit byl dodrZzovan protokol od vyrobce. Pokud
neni psano jinak, probihaly vS8echny inkubatigppkojové teplot. Na dno 96-jamkové
mikrotitracni destéky (NUNC, Némecko) byla nanesena v mnozstvi 100 ul navazovaci
protilatka rozedéna v navazovacim pufru (NP) v koncentraci (viz. tald. ) Destika
byla inkubovana s noc p 2-8°C. Druhy den byla nenavazana protilatka z
jednotlivych jamek odstra@na a nasledovala dvouhodinova blokace nespecifickyc
vazeb pomoci blokovaciho roztoku (viz. t&b.1.) v mnoZstvi 25Ql na jamku. Po
blokaci byla destika promyta 3x 30@l PTB a poté byly naneseny vzorky v mnozstvi
50 ul na jamku, standard (viz. tab. 1. ), ktery bylredén dvojkovouradou a negativni
kontrola,médium. U mysiho cytokinu TNEbyla biotinylovana deteki protilatka
v mnozstvi 50 pl na jamku (viz. tah.1.) nanesena ihned po napipetovani standardu. U
ostatnich mysSich i krysich cytoKinbyly vzorky 2 hod inkubovany, poté promyty
3x300 PTB a nasledninkubovany s biotinylovanou det&k protilatkou (viz. tabc.

1.) v mnoZstvi 100 pul na jamku



Cytokin/Kit TNF-a TNF-a IL-10
mysi krysi mysi
(Biosource, Belgie) (R&D systems, | (Biosource, Belgie
Velka Britanie)
Navazovaci c.1,25 pg/ml c.4 pg/mi c.1,25 pg/mi
protilatka fedtno v NP1 fedno v PBS fedkno v NP1
Blokovaci SRR Roztok SRR
roztok 1% BSA
Standard Potateini c. Pacateeni c. Pacateeni c.
4000 pg/ml 4000 pg/ml 2000 pg/ml
v SRR v 1% BSA v SRR
Detekéni ¢.50 ng/ml ¢.100 pg/ml c.60 ng/mi
protilatka v SRR v 1% BSA v SRR
Strepavidin ¢.200 ng/ml Redkno dle navodu c.200 ng/ml
/HRP v SRR vyrobce v 1% BSA v SRR

Tab. €. 1. Tabulka s hodnotami vhodnych koncentraci p&ebnych pro stanoveni mySich cytokit
TNF-a a IL-10 a krysiho TNF-a u ELISA kit @

U ostatnich mySich i krysich cytokinbyly vzorky 2 hod inkubovany, poté
promyty 3x300 PTB a naslegimkubovany s biotinylovanou det&k protilatkou (viz.
tab.¢. 1. ) v mnozstvi 100 ul na jamku. Po promyti 3030 PTB byl na destku
napipetovan roztok strepavidinu s konjugovandenkvou peroxidazou v koncentraci
(viz. tab.¢. 1. ) a v mnozZstvi 100 pl na jamku. D&kt byla ponechdna 30 minut ve
tme¢ a poté opt promyta 3x300 pul PTB. Pafidani 100ul substratového roztoku (5ml
TMB + 5ml citratového pufru + 3l H,O, (viz. 4.1.) byla destka inkubovana 5-30
minut v temnu v zavislosti na intenzizabarveni po reakci enzymu se substratem.
Reakce byla zastavena 100 pl 1,8NSH, Barevny produkt byl zgfen na
spektofotometru (Rainbow Thermo Tecan, Schoellsr,Nsmecko) @i vinové délce

450 nm. Vysledky byly vyhodnoceny v programu Asdgatbsystems, Finsko).



4.7.STANOVEN|I PRODUKCE NO GRIESSOVOU REAKCI

Metoda je zaloZzena na spektrofotometrickém starovetnitc — stabilnich
oxidatnich produki NO. Po diazotaci sulfanilamidu a kopulaci s N-{akn-1-yl)-
etylendiaminem dochéazi ke vzniku purpurového aaobar jehoz absorbanci jsme
schopni zndtit pomoci spektrofotometru.

Po 24 hod kultivaci makroféig bylo odebrano 50 pl supernatantu do 96-
jamkovych destiek (NUNC, Nemecko). Do kazdé jamky bylo k odebranému
supernatantufidano 50 pl Griessovénidla (Sigma, USA). Poté se deé&t nechala
inkubovat 10 minut v temnuftip 37°C . Absorbance v jednotlivych jamkach byla
zmeiena spektrofotometrem (Rainbow Thermo Tecan, Skdroehs., Nemecko)
pomoci programu Biolise 2.0FipvInové délce 540 nm. Kalib&ai kiivka byla ziskana
z roztoki NaNQ, v rozsahu koncentraci 125-8 pM/ml. Koncentrace N@dnotlivych

vzorki byla stanovena lineérni regresi.

4.8.PROTEINOVE MIKRO CIPY

Pro semikvantitativni stanoveni proteinového spektrvybranych vzoik byl
pouZit kome&ni kit RayBio™ Mouse Cytokine Array Il (Raybiotech, Inc., USA).
Tato metoda je zaloZena na principu seta@ enzymatické imunoanalyzy. Pomoci
jednoho nitrocelulézového miképu mizeme sodasrt detekovat 62 cytokin
v jednom vzorku. Kazdy obsahuje zriy paiet specifickych protilatek proti
jednotlivym cytokirim, pozitivni a negativni kontroly

K zablokovani nespecifickych vazeb byly ozeaé mikr@ipy inkubovany v 8-
jamkové destice v 2 ml blokovaciho pufru (BP) po dobu 90 minti pokojové
teplo€. Po odséti BP bylian na kazdy mikr&dp 1 ml vzorku, ktery byl ponechan na
mikrocipu 90 minut. Nasledovalo promyti n@paice nejdive promyvacim pufrem.1
(PP1) 3x a 5 min, poté promyvacim pufrén? (PP2) 2x a 5 min. Dale byl na kazdy
mikrocip napipetovan 1 ml biotinylovanych protilatek proytokinam, ktery byl po 90
minutach opt promyt PP1 3x a 5 min a PP2 2x a 5 min iegp&ce. Nakonec byly
mikrocipy inkubovany pes noc se strepavidinem konjugovanou peroxidazou
v koncentraci 1:100@edenou v BP. Po promyti PP1 3x a 5 min a PP2 2xrén5oyl
kazdy mikr&ip vioZzen do 500 pl s#si deteknich pufi C a D na 2 minuty. OsuSené



mikrocipy byly vyfoceny na luminiscemim detektoru LAS -1000 (Fuijifilm, Japonsko)

a ziskana data vyhodnocena pomoci softwaru AIDAz@/8.28, Raytest, Germany).

4.9.1ZOLACE JADERNEHO EXTRAKTU

K izolaci jaderného extraktu z makrofafyyl pouzit komegni kit Nuclear extract
kit (Active motif, USA). VSechny roztoky pouZzit&igéto metod byly sowasti tohoto
kitu.

Po 24 hodinové kultivaci makrofagbyl opatrid odebrdn supernatant z 24-
jamkovych destiek (NUNC, Nemecko). Naadherované itky byly omyty 1,25 ml
ledow vychlazeného PBS/fosfatového inkihiho roztoku (IR). Po odsati tohoto média
bylo znovu pidano 0,5 ml IR. Poté byly liky opatr® seSkrabany Skrabkou a
pieneseny do namrazenych zkumavek. Suspenzék tayta zcentrifugovana 5 minut
pii 500 rpm. Vznikla peleta bdk byla resuspendovana v 0,5 ml hypotonického
roztoku a poté byla inkubovana 15 minut na ledulBaninutach bylo fipipetovano
25 ul detergentu a suspenze byla zvortexovanakihdgdi nejvyssSim nastaveni. Déle
byla suspenze zcentrifugovana 30 sekuid4000*g. Vznikla peleta byla rozmichana
v 50 pl kompletniho lyzovaciho roztoku (CLB) a zexovana jako vigdchozich
kroku.. Poté byla suspenze inkubovana na &@anastavené na 150 rpm na ledu. Po
opétovném zvortexovani byla suspenze zcentrifugovanaminut p 14000*g. Poté

byl supernatant (jaderna frakce) odebratea@sen do -80 °C.

4.10.STANOVENI KONCENTRACE BIiLKOVIN

BCA metoda stanoveni koncentrace prateffPierce, USA ) vyuZiva jejich
schopnosti redukovat dvojmocnowdhna jednomocnou, ktera pak reaguje s kyselinou
bicinchoninovou (BCA) za vzniku barevného komplexwabsorpnim maximem fi
562 nm.

Na mikrotitrani destéku byly naneseny vzorky o objemu 10 ul, které byly
naredeny destilovanou vodou v péra 1:5 a 1:10, standard (BSA o goeni
koncentraci 2mg/ml) a negativni kontrola. Poté bydovzorky a standard napipetovano
200 ul roztoku BCA (s#s od vyrobce fipraveného roztoku A a B v pamu 50:1) a
desttka byla ponechana na 30 minut v 37°C. Barevny gkodyl zmsien na



spektofotometru Tibertek Multiscan MCC/340 (FlowbLdrvine, Skotsko) f vinove
délce 562 nm.

4.11.STANOVENI AKTIVACE DRAHY NFkB

Stanoveni miry aktivace drahy vedouci kdBFpomoci kitu TransAM (Active
motif, USA) je zaloZeno na principu senétweé enzymatické imunoanalyzy, kdy na
desttku s navazanymi oligonukleotidy se specificky vaadjednotky transkrigniho
faktoru NFB p50 a p65, které jsou nasle€dmenaeny protilatkou a analyzovany.

Na 96-jamkovou destiku s navazanymi oligonukleotidy bylo napipetovafo.3
kompletniho navazovaciho roztoku (CNR). Poté byiggny vzorky v mnozstvi 5ug
jaderného extraktu ve 20 pl CLB. Jako pozitivni tkola byl pouzit jaderny extrakt
z buré¢né linie Raji a jako negativni kontrola CLB. Paéziamky byly zakryty kryci
félii a inkubovany 1 hodinu na kyvee @i pokojové teplot. Nato byla destka
promyta 3x200 ul promyvaciho pufru. Po promyti @x2ul byl na destku
napipetovan roztok protilatky proti podjednotce podavazanourknovou peroxidazou
v mnozstvi 100 pl na jamku. Po hodinové inkubapr@amyti 4x200 ul byl na degku
napipetovan vyvolavaci roztok. Tato reakce bylataasa zastavovacim roztokem.
Barevny produkt byl zgten na spektofotometru (Rainbow Thermo Tecan, Stdroel

Ins.,Némecko) i vinové délce 450 nm.

4.12.KULTIVACE BAKTERIi A PRIPRAVA
BAKTERIALNICH LYZAT U A JEJICH KOMPONENT

4.12.1 Kultivace bakterieBacteroides distasonis

Bakterialni lyzat z kmene bakteriBacteroides distasonidyl izolovan ze
strevniho obsahu mysi kmene BALB/c. Tento kmen bakbsti nasleds kvalifikovan
pomoci genetické analyzy genu 16S rRNA.

Bakteriani kultura byla gstovana na Wilkins-Chalgren anaerobnim agaru
(Oxoid, Velka Britanie) obohaceném defibrilovanawikPo 24 hod inkubaci byksast
agaru odebrana argmisténa do mozkosrdcového it#niho média (Oxoid, Velka

BritAnie) na 48 hod ip 37°C. VSechny kultivace byly provédy za anaerobnich



podminek vytvéenych pomoci AnaeroGenu (Oxoid, Velka Britanie)téPmyla kultura
centrifugovana (4000 x g, 30 min) a dvakréat pronsg&ilni destilovanou vodou.

4.12.2. Kultivace bakterieLactobacillus caseDN114001

Bakterialni kulturuL. caseiDN114001 jsme ziskali z Institutu Dano@&. Po
rozmrazeni byla ¢stovana na M.R.S. agaru (Oxoid, Velka Britanie).ltikace
probihala aerokinpii 37°C po dobu 24 hod.. Nasledhyla owienacistota kultury a
vzhled kolonii. Poté byla kulturaignesena do 50 ml sterilni zkumavky, centrifugovana

(4000 x g, 30 min) a dvakrat promyta sterilni desinou vodou.

4.12.3. Kultivace bakterieLactobacillus plantarum

Bakterialni kulturuLactobacillus plantarunmam poskytl Ing. Jan Kopey DrSc.
z UZFG AV CR.

4.12.4. Kultivace bakterieEscherichia coli083

Po rozmraZeni byla kulturasgtovana na M.R.S. agaru (Oxoid, Velka Britanie).
Kultivace probihala aerokrpii 37°C po dobu 24 hod.. Naslethyla owienacistota
kultury a vzhled kolonii. Poté byla kulturaegmesena do 50 ml sterilni zkumavky,

centrifugovana (4000 x g, 30 min) a dvakréat pronsg&ilni destilovanou vodou.

4.12.5. Riprava bakterialnich lyzata

K ptipraw bakterialniho lyzatu z kultury byl pouzit Frenctegs (pistroj k drceni
burtk vysokym tlakem)Cést lyzatu byla rozflena centrifugaci (8500 x g, 30 min) na
frakci cytoplazmatickou (rozpustna) a membranovardgzpustnd). Nasledioyl lyzat
a jeho frakce lyofilizovan aredtn ve sterilnim PBS na koncentraci 15mg/ml. Sterili

kultury byla potvrzena pomoci aerobni a anaerohitiviace.



4.12.6. Proteiny tepelného Soku (HSP)

4.12.6.1. HSP60
PreciStény rekombinantni HSP60 vyizolovanyMycobacterium bovis BC@
vySlechény VE. coli nam poskytl Dr. R. van der Zee z Utrechtské umiter

v Nizozemi.

4.12.6.2. HSP70
PrecisSteny  rekombinantni HSP70 vyizolovany Mycobacterium avium
paratuberculosisa vyslechiny v E. colinam poskytl Dr. R. van der Zee z Utrechtské

univerzity v Nizozemi.

4.13.POUZITE PRISTROJE A PROGRAMY

Analytické vahy GR-202 (A&D, Japonsko)

Centrifuga Universal 32R (Hettichlab zentrifugergniecko)

FACS Sort, FACS Vantage SE (Becton Dickinson, USA)

French pres€SLM-AMINCO Spectronic Instruments, USA)
Chemiluminiscedini detektor LAS -1000 (Fujifilm, Japonsko)

Kyvacka WS-10 (Edmund &hler, Némecko)

pH metr Jenway 3505 (Baroworld Scientific Ltd., &ssAnglie)

Promyvaka MultiWash Il (Tricontinent, USA)

Program AIDA (verze 3.28, Raytest¢idecko)

Spektrofotometr Titertek Multiscan MCC/340 ELISA&er ( Helsinky, Finsko)
Spektrofotometr (Rainbow Thermo Tecan, Schoellsr,IN¢mecko)

Statistické hodnoceni — Statgraphics plus 5.1 Psiat Inc., Herndon,Virginie)
Termostat CQIncubator (SANYO Electric CO., Japonsko)

Tkanovy box Steril-Antares 72 (Foester Wheeler diviSoeril Factory, Italie)
Vahy ADAM AQT 1500 (Adam Equipment comp., Velka triie).



5. VYSLEDKY

5.1.IN VIVO EXPERIMENTY NASIi LABORATO RE

NasSe laboratose dlouhodob zabyva dasti mikroflory i vzniku zartlivych a
autoimunitnich onemoeéni (TLASKALOVA-HOGENOVA et al. 1998). Testovanim
lyzath pripravenych z celého spektréiznych tym bakterii pochazejicich zeistni
mikroflory nebo bakterii probiotickych byly &¢eny sngsi bakterii, jejichz lyzéaty
vykazovaly protektivni efektiplécbé DSS kolitidy (VERDUet al. 2000) Jednou z
acinnych bakterii se ukazala byt gram-negativni badte Bacteroides distasonis
(SOKOL et al, nepublikovana data). DalSi bakterie, sjiz klyicpotvrzenymi
protektivnimi &inky, kterou se zabyvame v nasi labofaje anaerobni gram-pozitivni
bakterieLactobacillus caseDN114001. A v neposlediiad se zabyvame testovanim
mykobakterialnich HSP60 a HSP70 . U vSech vySe gwamych bakterialnich
komponent jsme prokazali jejich protektivndinek in vivo pri [é¢bé experimentalni
kolitidy indukované DSS, a taigejich oralnim podavani.

Nize uvedené vysledky (viz. 5.1.) jsou signifilcd@rproB. distasonigKVERKA
et al.,osobni sdleni, autor souhlasi s utgnénim nasledujicich dat).

MysSim kmene BALB/c jsme nejprve podéavali lyzatypakterie B. distasonis
v tydennich intervalech po dobétyi tydni. Jedna davka obsahovala 1,5 mg
bakterialniho lyzatu. Naslednjsme u nich vyvolali akutni experimentalni koliid
podavanim DSS. Poté jsme zhodnotili zavaznosti#glit

Pfi hodnoceni stupghexperimentalni kolitidy pouzivame nasledujici darid: 1.
Klinicky stav — v piéibéchu DSS kolitidy doch&zi k poklesu hmotnosti, Ejpu a
objevuje se okultni krvaceni z rekta 2. délku Bhst steva - v ptibchu DSS kolitidy
dochéazi ke zkraceni délky tlustéhdesa. Zkraceni je fifmo anerné tizi kolitidy 3.
Histologické hodnoceni — viisehu DSS kolitidy dochézi k infiltraci &vni stny
leukocyty, vznikaji vedy a exudat v lumen. ¥zkych gipadech vznikaji i metaplazie
epitelu.

Preventivni peroralni podavani membranové frakcBdra DNA izolované z
B. distasonisvede ke sniZzeni stuprexperimentalni kolitidy u mySi kmene BALB/c
(viz.tab.c. 2.).



Skupina Exitus  Délka kolon Klinicky stav Histologické
n/N (cm) hodnoceni

PBS 0/10 5,97+0,46 2,70+0,87 2,05+0,58
mBd 0/10 6,77+0,40* 1,5040,92* 1,46+0,53*
B. distasonis 1/7 7,02+0,45* 3,33+0,42 1,92+0,48
DNA 0/10 7,3210,44* 1,3040,66* 1,11+0,51*
LPS 1/10 6,70+0,36* 1,77+1,25 1,6840,43
mBd /DSS 0/10 8,97+0,40* 0,00+0,00* 0,15+0,13*

*Hodnoty jsou pimery+SD

*Statisticky vyznamny rozdil (P<0.05) od kontroikiupiny vyp@itany pomoci Studentova T - testu

Tab. & 2. Hodnoceni akutni DSS - vyvolané kolitidy u n8i BALB/c I&enych peroralng

V porovnani s kontrolni skupinou doch&zi u mygefgch mBd a DNA Bd ke

zlepSeni ve vSech sledovanych parametrech.

Vliv na délku steva a zminy v histologii jsou znazogmy na obrg. 2 a obrg. 3.

Peroralni podani celého lyzatu nebo LPS izolovangh®. distasonisma vliv na

zkraceni délky kolon, ale ostatni parametry hodnbg®litidy zistavaji nezrnény

v porovnani s kontrolni skupinou, kterd dostavalaze PBS.

Obr. ¢&. 2. Zmény v délce kolon. A) kontrolni skupina- PBS B) skuma lééend mBd C) kolon zdravé

mySi BALB/c



Obr. ¢&. 3. Histologické hodnoceni - stupe poSkozeni sliznice. Fotografie parafinovychiezi
barvené hematoxilin - eozinem A) zdravé kolon B) Kon po podavani mBd - mirna kolitida C)
kolon po podavani PBS -#zky stupei kolitidy

V sowasné dob se zabyvame analyzou moznych mechahispiisobeni
bakterialnich lyzét. Detaily €chto pokud jsou uvedeny déle v textu.

5.1.1. Zmény stifevni mikrofléry po podani frakce bakterialniho lyzatu
izolovaného zB. distasonis

V naSich pedeSlych experimentech se ukazalo, Zze podavani 3% Bvolava
akutni kolitidu u BALB/c mySi a zarowemeni zastoupeni bakterialnich populaci ve
strevnim obsahu. Toto mikrobiologické vy&ti stevni mikrofléry hodnoti Ing. Jan
Kopesny, DrSc. UZFG, AVCR V.v.i.

Slozeni mikrofléry u kontrolni skupiny s&hem pokusu gnilo jen mirrg. Velké
zastoupeni tu maji kmenlyactobacillus sp.a bakterieBacteroides acidofaciens)
zvifat s kolitidou veSkera stabilita mizi a sloZzeni moflory neodpovida druim
piitomnym u zdravych zvat. MnoZstvi lactobadil vyrazré klesa a objevuji se nové
bakterialni druhy. V kontrastu s timto pozorovaninmskupiny Iéené mBd dochéazi
pouze k minoritnim zgnam ve slozeni mikrofléry a populace lactobadfistava
zachovana (viz. obt. 4.)
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Obr. & 4. DGGE analyza stevni mikroflory ze vzorku stolice. Cisla pod jednotlivymi DGGE
prouzky oznafuji ¢islo mySi ( mys€. 1-5 kontrolni skupina, mys¢islo 6-10 mBd Iéené mySi). a)L.
johnsonii a L. gaserri (b) B. acidofaciens(c) nekultivovatelné bakterie (d) L. murinus (e) H.
muridatum (f) Lactobacillus sp. pomoci sekvami analyzy 16rRNA.

5.1.2. Protilatkova odpo¥d’ IgA, 1gG a IgM po podani lyzatu mBd

U mysi I&enych lyzadtem mB dochazi po indukci DSS kolitidy Z&e/Seni titru
cirkulujicich specifickych protilatek v séru, cozazm&uje dilezitost zapojeni

systémove specifické imunity (viz. tah.3.)



Isotyp PBS mBd p

IgA 0,05+0,02 0,19+0,07 0,000
1gG 0,02+0,02 0,46+0,17 0,000
IgM 0,15+0,05 0,56+0,19 0,000

Tab. ¢. 3. Hladina specifickych sérovych protilatek ¥idy IgA, 1gG a IgM po peronalni aplikaci
komponent mBd. Skupina PBS — neléenad DSS indukovana kolitida. Skupina mBd byla l&na

membranovou frakci Bacteroides distasonis.

5.1.3. Zmény v produkci cytokinu v jednotlivych ¢astech steva u

skupiny lécené

mBd

Abychom odhalili znény v reaktivieé sliznicniho imunitniho systému isva,

odebrali jsme @ raznych ¢asti (Peyerské platy, jejunum, ileum, cekum a Kplod

mysSi v kontrolni a l&né skupit. Tyto vzorky jsme kultivovali 48 hodinip37°C a

odebrali supernatant, ¥mz jsme znsfili koncentraci @ti cytokina (IL-10, TGF$, IL-

6, TNF, IFN-y) (viz. tab.¢. 4.)

Skupina Usek Produkce cytokith (pg/mg tk&e)
streva IL-10 TNF-u IL-6 TGF$ IFN-y
pp 3,96+4,28 2,42+1,48 60,33+41,76 10,0946,28 2112
Je 0,30+0,73 0,2410,41 2,06+1,61 1,54+1,65 0,02%0,0
lle 3,20+2,66 1,02+0,90 18,89+27,24 1,92+3,23 0m52
2 Ce 10,1745,48  2,18+1,60 12,88+7,07 6,2316,04 4,601
a Co 8,62+7,90 2,82+1,58 52,18+32,40 6,30+3,75 3,2082
pp 2,45+4,51 0,77+0,96 7,8616,42* 3,86+2,49*  0,6DBF
Je 1,16+2,07 0,41+0,50 1,32+1,46 0,5510,74 0,53%0,8
= lle 1,46+1,72 0,95+1,11 3,55+2,70 2,41+2,47 1,28%2,
s} Ce 1,56+2,63** 0,48+0,67* 11,51+17,84 0,62+0,88* 671+2,61**
£ Co 0,91+1,55* 0,55+0,88*  4,65+5,92** 0,22+0,33** @M+0,93*

Tab. €. 4. Produkce cytokini TNF-a, IL-10, IL-6. TGF- B, IFN-y v riznych ¢astech steva. Hodnoty
jsou vyjadreny jako pramér + SD. ( pp- Peyerské platy, je-jejunum, il-ileum,ce-cekum, co-kolon)

5.2.IN VITRO EXPERIMENTY

5.2.1. In vitro experimenty - makrofagy

5.2.1.1. Stanoveni optimalni koncentrace LPS pro #ikaci makrofagia

V navaznosti na nasSm vivo experimenty jsme studovali efekt bakterialnich

komponent na LPS aktivovanou produkci TMFNO, IL-10 a dalSich cytokin u

makrofagovych linii RAW 264.7 a J774A.1 a Bknizolovanych z peritonea mysi

BALB/c.



Nejprve bylo nutné experimentélrstanovit optimalni koncentrace LPS (viz.
4.1.), nutnych pro aktivaci makrofégzolovanych z peritonea mySi BALB/c a pro
makrofagy budc¢nych linii. Makrofdgy z peritonea (viz. 4.2.1.) makrofagy
bung¢nych linii (viz. 4.3.1.) byly kultivovany v 96-janokych destikach v koncentraci
1x1¢ bursk/ml v 200 ul kultivéniho média (viz. 4.1.) al hodinu ponechaiijnput
k povrchu jamek po dobu 24 hodin ziatgmnosti fiznych koncentraci LPS v rozmezi
1 pg/ml -1 pg/ml feckno desitkovouradou). Po 24 hodinach bylo odebrano 100
supernatantu z kazdé jamky a metodou ELISA bylaostena koncentrace TNk-
(viz.4.6. .) Vzorky byly vZzdy analyzovany v duplete

Provedli jsme dva nezavislé pokusy se stejnym podon a srovnatelnymi
vysledky. Pouze vysledky z jednoho experimentu jsde prezentovany (viz. ob.
4.). Jako optimalni koncentraci pro aktivaci pmvgélnich makrofdga buréné linie
RAW 264.7 jsme zvolili koncentraci LPS 1 ng/ml. Raktivaci bugcné linie J774A.1
byla vybrana jako nejvhodjsi koncentrace LPS 10 ng/ml. NizSi koncentrace uz
nevedou ksilné stimulaci makrofag Makrofagy byly stimulovany émito

koncentracemi LPS ve vSech nasledujicich kultivacic

4000 -

3500 +

3000 +

2500 +

2000 +

1500 -

1000 -

KONCENTRACE TNF-a pg/m

500 +
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—&— makrofagy z mySi BALBI/c RAW 264.7 et J774A.1

Obr. ¢. 5. Produkce TNFa peritonealnimi buikami mysSi BALB/c a makrofagy bunéénych linii
RAW 264.7 a J774A.1 po 24 hodinové kultivaci zaftomnosti riznych koncentraci LPS



5.2.1.2. Stanoveni zivotnosti bu€nych linii pomoci pratokove

cytofluorometrie

Jednou z nezbytnych vlastnosti probiotik je jejiedravotni nezavadnost.
K ovéieni, zda nami pouzivané bakteridlni komponenty. #&i22.5.) neovliiuji pfi
kultivaci Zivotnost makrofagovych linii, jsme zuolipratokovou cytofluorometrii.

S burgcnymi liniemi RAW 264.7 a J774A.1 jsme pracoviko véasti 5.2.1.3.
Vysledky jasg ukazuji, Ze nami pouzivané lyzaty nesnizuji Zziestrmakrofag.
Statistickym zhodnocenim vypidanym pomoci parového Studentova t-testu jsme
zjistili, Ze samotny antigen, u b&meé linie RAW264.7 Zivotnost makrofageneni &

uz v jakékoli koncentraci (Studéntt-test, p=0,979) (viz. obt. 6.)
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Obr. €. 6. Znazorréni histogramové statistiky zivotnosti u bugéné linie RAW 264.7 pomoci
programu pro vyhodnocovéani dat z pitokové cytometrie FlowJo v4.5. Histogram A) znazatuje
nestimulované makrofagy, B) Bd, C) mBd, D) LAC, EmLAC a F) HSP 70

Zatimco u buiné linie J774A.1 bakterialni komponenty a jejiclzdty Zivotnost
makrofagr mirne zvysuji (Studeritv t-test, p<0,001, 3,4+/-2,2%;{pner +/- SD). \&tSi
mortalitu pozorujeme u makrofag aktivovanych LPS, ktery je znamy svou
proapoptotickou aktivitou, a to fiplizné o 10% i porovnani s makrofagy

nestimulovanymi. Bakterialni komponentii gowasném podani LPS u bitmé linie



RAW 264.7 zivotnost makroféagmirné zvysuji (Studeriiv t-test, p=0,042, 1+/-2,2%;
pramér +/- SD) ve srovnani s makrofagy stimulovanych zguPS. Buiéna linie
J774A.1 stimulovana LPS a bakteridlnimi komponentarngkazuje statisticky
signifikantre vySSi umrtnost, nez je zivotnost makrafagtimulovanych pouze LPS
(Studentv t-test, p<0,001, 7,2+/-4,6%;{pner +/- SD).

5.2.1.3. Znéna produkce TNF-u, IL-10, NO LPS aktivovanymi buikami
RAW 264.7 po stimulaci bakterialnimi lyzaty a jejich komponentami

Oproti buikédm z peritonea vyuzivanych v dalSich pokusech,rkdkrofagy tvoi
jen ucitou cast celkové populace, btimé linie gedstavuji homogenni a jasn
definovany typ buék.Tim se redukuje mozny vliv mezipoptiach burcénych
interakci, které jsou jinak pro imunitni systém rethkderistické.

Bunky linie RAW 264.7 (viz. 4.3.1.) byly napipetovamjo 96 jamkovych
destitek o hustat 1x10 bursk/ml v kultivaénim mediu (viz. 4.1.) v celkového objemu
100ul a 1 hodiny nechanyiimout k povrchu jamek. Poté byly kultivovany polido24
hodin za pitomnosti bakterialnich lyzatci jejich komponent viznych koncentraci
(Ing/ml - 100 ag/mlfedéno desitkovouradou) a + 1 ng/ml LPS celkovy objem
kultivacniho media byl dopkn do 200 pl. Naslednbyla stanovena koncentrace
TNF-o supernatantu kultivovanych btkn(viz. 4.6.).

Bunécéné lyzaty a bakterialni komponenty Bd, mBd, LAC, A, HSP60 a
HSP70 snizuji v uwitych koncentracich LPS aktivovanou produkci TMF-
(viz. obr.¢. 7. a obrg. 9). Nejwtsi schopnost sniZzovat TNE-ve vSech koncentracich
ma HSP60 (viz. obk. 7. a obrg. 9.).

Déle je takeé velicedinny LAC a mLAC, a to pedevSim v niZSich koncentracich
(viz. obr.¢. 7.). Na obr.g. 9. vidime shrnuti vSech antigena to ¥etné kontrol
L. plantarum aE.coli 083, které LPS stimulovanou produkci TNFesniZuji.
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Obr. €. 7. Zména produkce TNF-a lipopolysacharidem aktivovanych makrofadi bunééné linie RAW264.7 po
24 hod kultivaci s niznymi koncentracemi HSP60, HSP70 a LAC. Produkce TNde makrofagy aktivovanymi
pouze LPS=100%. Hodnoty jsou vyneseny jako jimér + SEM a hvézdicky poukazuji na statistickou
vyznamnost (p<0,05) . Zelena barva oziaje antigen HSP60gervenda HSP70 a modra LAC

Nestimulované makrofagy linie RAW 264.7 neprodukljf10. Po gidani
samotného LPS je jejich produkce IL-10 také zanegdba, proto jsme se rozhodli
nevyjadovat jejich produkci procentualnim vyj&him. Dale jsme nezaznamenali
Zadnou produkci IL-10 u bgk stimulovanych LAC, mLAC, mBd. Naopak u hbikn
aktivovanych lipopolysacharidem a mykobakterialnf@®P60 dochazelo k vysoké
produkci IL-10 ve vSech koncentracich antigenu a tozmezi 130-340 pg/ml (viz.
obr. ¢. 8.). Zda se, Ze se zvysujici se koncentraci emiigmnozstvi produkovaného
IL-10 stale stoupa. Také samotny HSP60 stimuluj&rofagy k produkci IL-10 (data
neukazana), a to ve stejné imijako u budk stimulovanych LPS, coZz jsme
nepozorovali u Zadnych dalSich bakteridlnich konepbnTaké u bakterialniho lyzatu
Bd jsme nandtili produkci IL-10, a to v zavislosti na koncentracrozmezi od 20 —
335 pg/ml (viz. obr¢. 8.).
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Obr. ¢. 8. Produkce IL-10 lipopolysacharidem aktivovanyh makrofaga bunééné linie RAW264.7 po 24 hod
kultivaci s riaznymi koncentracemi HSP60 a Bd. Zelena barva oziiaje antigen HSP60 aé¢ervena mBd

Produkce NO makrofagy redstavuje jednak jejich hlavni mikrobicidni
mechanizmus, zaroiigje vSak mozné ji vyuZzit také jako pémeé jasré definovany
aktivani marker makrofag Jiz dive byl popsan efekt LPS na produkci NO
makrofagy. Koncentrace nitéit vzniklaA mistnim psobenim NO uvokného z
makrofag: byla znefena Griessovou metodou (viz. 4.7.) Z vyskedkplyva, Ze po 24
hodinach se koncentrace NO u makréfé&gimulovanych pouze LPS a makroiag
stimulovanych bakterialnimi komponentani a LPS elesvyrazi neliSila (viz. obrg.
10.) Koncetrace NO LPS aktivovanymi makrofagy séybovala okolo 25 pM/mi
(data neukézana). Nestimulované makrofagy a majyof&timulované pouze
bakterialnimi komponentami neprodukuji detekovaieimozstvi NO.

Vysledky z kultivaci makrofagové linie J774A.1 pyrovnatelné s linii RAW
264.7. Z divodu @iliSného naiistani objemu diplomové prace zde nejsou uvedeny.
N¢které vyznaneé rozdily jsou diskutovany v kapitole 6.
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Obr. ¢. 9. Zména produkce TNF-u lipopolysacharidem aktivovanymi makrofagy burééné linie RAW264.7 po
24 hod kultivaci s nmiznymi koncentracemi HSP60, HSP70, Bd, mBd, LAC, mLAC.Produkce TNF-u
makrofagy aktivovanymi pouze LPS=100% (ozn&no ¢ernou linkou) . Swtle zelena barva oznéuje antigen
HSP60, tma¥ zelend HSP70g&ervend Bd, oranZzova mBd, tma¥ modrd LAC, svétle modra mLAC, Zluta
LAP, vinova EC 083.
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Obr. ¢&. 10. Zména produkce NO lipopolysacharidem aktivovanymi makiofagy bunééné linie RAW 264.7 po
24 hod kultivaci s iznymi koncentracemi HSP60, HSP70, Bd, mBd, LAC, mLACProdukce NO makrofagy
aktivovanymi pouze LPS=100%. (ozn&no ¢ernou linkou) Swétle zelena barva oznéuje antigen HSP60,
¢ervend Bd, oranZzova mBd, tma¥ modra LAC, svétle modra mLAC.



5.2.1.4. Semikvantitativni analyza spektra cytokii produkovanych
makrofagy po aktivaci LPS a bakteridlnimi sloZzkamipomoci proteinového
mikro ¢ipu

Po zjiSteni, Ze bakteriani komponenty jsou schogmiyovat produkci TNF: u
LPS stimulovanych makrofag zajimali jsme se i dalSi cytokiny produkované
burgénou linii RAW 264.7 v naSem kulti¢gaim schématu.

Koncentrace aplikovaného bakterialniho antigenwpéawna mikrgipy byla stanovena
podle gedchozich vysledk ziskanych z TNF: ELISA tesfi. VZzdy jsme pouZili tu
koncentraci daného antigenu u kterého jsmegtidimejvyssi inhibici produkce TNFe:
u LPS aktivovanych makrofégviz. obr.¢. 8.)

K detekci cytokinového spektra jsme pouzili kotmgr dostupné proteinove
mikrocipy. Tyto proteinové mikréipy jsou schopny detekovat s@sré 62 tiznych
cytokini a chemokid (viz.obr.¢. 11.). Jejich rozloZeni je znazéno v tabe.5.

Ne vSechny cytokiny obsazené na mipo (viz. obr.¢.11.) byly makrofagovou
liniit RAW 264.7 produkovany (viz. obr. 11 a tah.5.). Z velkého mnozZstvi cytokin
jsme vybrali gkolik zastupé, u kterych se produkce vyraziiSila v naSem schématu
kultivace (makrofagy aktivované LPSrersus makrofagy aktivované LPS a
bakterialnimi komponentami) (viz. taks. 6.). Pozorovali jsme té&h u vSech
bakterialnich komponent sniZzenou produkci T&yFeoZ podporuje naSe kvantitativni
vysledky zjistné pomoci ELISA teét Déle jsme pozorovali vyrazné rozdily
v produkci cytokii a chemokif IL-6, MCP-1, G-CSF, MIP-4, MIP-1y, MIP-2,
RANTES, sTNFRI, CXCL16 podrokysi informace viz. tals. 6.

Pro vysokou finaéni nar@nost metody nebyl prozatim tento pokus opakovan.
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Obr. €. 11. Analyza obrazu proteinovych mikr@&ipa. Vyhodnoceno programem Aida. Proteinovy
mikro ¢ip inkubovany s A) neaktivovanymi makrofagy, B) makofagy aktivovanymi LPS, C)
makrofagy stimulovanymi HSP70 a D) makrofagy aktiovanymi LPS a HSP70

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A [POS NEG Eotaxin-2 _ |Eotaxin-2__ [IL-4 IL-4 Lymphotactin __|Lymphotactin _|SDF-1a |SDF-1a
B |POS NEG Fasligand [Fasligand |IL-5 IL-5 MCP-1 MCP-1 TARC |TARC
C [POS NEG Fractalkine [Fractalkine |IL-6 IL-6 MPC-5 MPC-5 TCA-3 |TCA-3
D |POS NEG G-CSF G-CSF IL-9 IL-9 M-CSF M-CSF TECK TECK
E |Blank Blank GM-CSF GM-CSF IL-10 IL-10 MIG MIG TIMP-1 |TIMP-1
F |AxI AxI INF-g INF-g IL-12 p40/p70 |IL-12 p40/p70 |MIP-1a MIP-1a TNF-a |TNF-a
G [BLC BLC IGFBP-3 IGFBP-3 1L-12p70 1L-12p70 MIP-1y MIP-1y STNF RI |[STNF RI
H |CD30 L CD30 L IGFBP-5 IGFBP-5 1L-13 1L-13 MIP-2 MIP-2 STNF RII|STNF RII
| |CD30T CD30 T IGFBP-6 IGFBP-6 IL-17 IL-17 MIP-38 MIP-38 TPO TPO
J [CD40 CD40 IL-1a IL-1a KC KC MIP-3a MIP-3a VCAM-1 |VCAM-1
K |CRG-2 CRG-2 IL-1 8 IL-1 8 Leptin R Leptin R PF-4 PF-4 VEGF VEGF
L |CTACK CTACK IL-2 IL-2 Leptin Leptin P-Selectin P-Selectin Blank Blank
M|CXCL16 |CXCL16 [IL-3 IL-3 LIX LIX RANTES RANTES Blank POS
N | Eotaxin Eotaxin IL-3Rb IL-3Rb L-Selectin__|L-Selectin [SCF SCF Blank POS

Tab. & 5. Schéma rozlozeni jednotlivych cytokia, pozitivnich a negativnich kontrol na
proteinovém mikro¢ipu



HSP60 HSP70 Bd mBd LAC mLAC
TNF-a N L ns ns ) !
IL-6 " T 7 T T !
MCP-1 " " " " " [
G-CSF ™ 1 ns ns 1 !
MIP-1a l ! 7 T " )
MIP-1y l W 7 l [ )
MIP-2 ! ! l l 1 1
RANTES " T l l T !
STNFRI ™ Ns ns ns ) !
CXCL16 1" 1M ns ! 1 !

Tab. €. 6. Tabulka vybranych cytokini detekovanych na proteinovych mikr&ipech. U vyse
uvedenych cytokini jsme nasli velky rozdil v jejich produkci pri srovnani makrofagia aktivovanych
LPS oproti makrofagim aktivovanych LPS a bakterialnimi komponentami HSB0, HSP70, Bd,
mBd, LAC nebo mLAC. Vyswétlivky: 11 - velmi zvySena produkce cytokinu oproti butkam
aktivovanym pouze LPS,1- zvySena produkce cytokinu oproti buikam aktivovanym pouze LPS,
ns — nevyznamny rozdil, |- snizena produkce cytokinu oproti buikam aktivovanym pouze LPS,
L1~ velmi snizena produkce cytokinu oproti butkdm aktivovanym pouze LPS

5.2.1.5. Stanoveni koncentrace podjednotky p65 vgsialni draze NRB u
makrofaga linie RAW 264.7 po stimulaci LPS a bakterialnimi
komponentami

V navaznosti na zému produkce cytokiin u makrofagove linie RAW 264.7 se
snazime objasnit mechanizmus, kterym dochazi lbichaktivovanych makrofagna
intracelularni arovni.

Abychom stanovili miru aktivace signalni drahy vediok NFB u makrofag
linie RAW 264.7 po stimulaci bakterialnimi kompotemi a LPS, zr¥ili jsme
vazebnou NEkB/DNA aktivitu podjednotky p65 v jadernych extragiie pomoci kitu
TransAM NRKB Family. MnozZstvi proteiin v jaderném extraktu bylo zffeno a
vyhodnoceno pomoci kom@iho BCA kitu (viz. 4.10.) (data neukazana).

Kultivace LPS aktivovanych makrofag bakterialnimi komponentami vedla ke
snizeni vazebné aktivity MB podjednotky p65 ve srovnani s makrofagy aktivgwain
pouze LPS (viz. oht. 12.).
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Obr. ¢ 12. Stanoveni vazebné aktivity podjednotky p65 signdlni drdze NRB. Obrazek
znaroziiuje miru vazebné aktivity podjednotky p65 po aktiva&i bunék LPS a bakterialnimi
antigeny

e

aktivovanych makrofags HSP60. Naopak nejvySsi vazebnou aktivitu podjggnp65
vykazovaly makrofagy stimulované pouze LPS. U meskbvanych makrofag je
detekce podjednotky p65 téfmulova.

Z vysledki vyplyva, Ze kultivace aktivovanych makrotage vSemi testovanymi

bakterialnimi sloZzkami #a inhibicni efekt, A naznéuje, Ze testované bakterialni

slozky pisobi protizagtlivé tak, Ze inhibuji signalizami drahu NKkB.

Tento vysledek je z#&wem jednoho pokusu, ktery vSak souvisi s prokazanou

snizenou produkci cytokinu TN&u této linie metodou ELISA a tudiz méa vypovidajici

hodnotu.



5.2.1.6. Stanoveni produkce TNFe a IL-10 peritonealnimi buiikami
BALB/c mySi po in vitro kultivaci s bakterialnimi k omponentami a LPS

Tatocast mé prace si klade za cilétiv zda inhibéni vliv jednotlivych bugenych
lyzath a bakteridlnich komponent 13B, m13B, LAC, mLAC, #8® a HSP70 na
produkci TNFe bude prokazatelny také u LPS stimulovanych maigioizolovanych
Z peritonea.

MySim kmene BALB/c byly odebrany peritonealni nky (viz. 4.2.1.) a
inkubovany v 96-jamkovych deskiach v koncentraci 2xPOburtk na jamku za
piitomnosti fiznych koncentraci bakteridlnich lya& jejich komponent (1ng/ml - 100
ag/ml, fedkno desitkovouiadou) a v gitomnosti ¢i nepitomnosti 1 ng/ml LPS.
Celkovy objem kultivaniho media byl dopkn do 200 pl. Po 24 hodinach kultivace
byla stanovena koncentrace TN IL-10 metodou ELISA (viz. 4.6.)

Z naSich vysledk vyplyva, Ze LPS aktivované makrofagy kultivovaniéAC a
MLAC neinhibuji produkci TNFe (viz. obr.¢. 13.). Bd se zda byt¢inny pouze
v nejvyssi koncentraci a to v 1 ng/ml, kde je intebprodukce TNFe: vySSi nez 20 %.
Membranova frakce Bd t&h neznéni produkci TNFe u LPS stimulovanych
makrofag (viz. obr.¢. 13). NejinngjSi antigen se zda byt HSP60 a tegevsim ve
vySSich koncentracich. Produkce TMFzprostedkovand HSP70 v jednotlivych
koncentraci kolisa okolo 100% (100% = koncentrabd--& po aktivaci makrofaiy
LPS), pouze u koncentrace antigenu 1 ng/ml je froell NFea sniZzena a to o 23%
(viz. obr.c. 13.).

Samotné peritonealni bky prakticky neprodukuji IL-10 (okolo 20pg/ml) (dat
neukazana). Porjglani samotného LPS se jejich produkce IL-10 vygazwysi, a to
priblizné na 300-700 pg/ml. Produkce IL-10 peritonealnimikami po kultivaci s LPS
a bakterialnimi komponentami je znazéma na obr¢. 14.

VySe popsané vysledky reprezentujimér ze dvou na sabnezavislych rneni.
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Obr. €. 13.Zména produkce TNF-u lipopolysacharidem aktivovanymi makrofagy izolovarymi z peritonea

mySi BALB/c po 24 hod kultivaci s #iznymi koncentracemi HSP60, HSP70, Bd, mBd, LAC, mLAC.
Produkce TNF-a makrofagy aktivovanymi pouze LPS=100% (ozn&no &ernou linkou) Swétle zelen& barva
oznauje antigen HSP60, tma¥ zelena HSP70¢ervena Bd, oranZzova mBd, tma¥ modra LAC, svétle modra
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Obr. €. 14. Produkce IL-10 LPS aktivovanymi peritonealninh makrofagy mysi BALB/c po 24 hod
kultivaci s raznymi koncentracemi HSP60, HSP70, Bd, mBd. Zelendabva ozna‘uje antigen HSP60
¢ervena HSP70, modra Bd, Zlutd mBd



5.2.2. In vitro experimenty — epitelové biiky

5.2.2.1 Stanoveni optimalni koncentrace LPS pro aikfaci sti‘evni epitelové
bunééné linie IEC-6

Mnoho studii potvrdilo, Ze LPS vyvolava expresi zadtlivych geni, které
koduji cytokiny v signalni kaské&dzavislé na NkB.

Nechali jsme adherovat ke dnu jamelkné koncentrace IEC-6 3x1@x10,
5x1¢f, 1x10, 2x10 bursk/ml na 24 hodin a poté jsme je kultivovali ve 200u
kompletniho média (viz. 4.3.2.) g&anymi koncentracemi LPS (1 ng/ml -10 pg/ml,
fedno desitkovouradou) po dobu 24 hodin za&alem zjistit optimalni koncentrace
LPS pro aktivacidchto burgk.

Jako optimalni koncentraci bé jsme zvolili 2x16 bursk/ml a  vhodnou
koncentraci LPS pro stimulaci IEC-6 jsme stanowdi 10pug/ml. U koncentraci bk
niz&ich nez 5x1bunsk/ml jsme nedetekovali Zadnou produkci TMF-

V dalSich experimentech budeme pakneat s touto bugtnou linii.

50

KONCENTRACE TNF- a pg/ml

1ng/ml 10 ng/ml 100ng/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
KONCENTRACELPS

‘ B c. 1x104 bb/ml O c. 1x105 bb/ml @ c. 2x105 bb/mi

Obr. ¢&. 15. Produkce TNFe krysi epitelovou linii IEC-6 po 24 hodinové kultivaci s niznymi
koncentracemi LPS. Jednotlivé sloupce reprezentujfazné koncentrace bugk. Cervend barva
oznatuje koncentraci bunék 5x10*bungk/ml, Zluta- 1x10°bb/ml a modra-2x1¢ bungk/ml



6. DISKUZE

Vzajemné vztahy mezi hostitelem a komenzalnimi ovkganismy, stefhtak
jako vztahy mikroorganisthmezi sebou mohou mit zasadni dopad na zdravami st
hostitele. Pokusy s gnotobiologickymi gy jasg ukazaly, Ze spravny vyvoj lidského
imunitniho systému je zavisly prawna interakci s mikroby. Probiotické i patogenni
mikroorganismy mohouiméaset vyhody svému hostiteli a to ovléimm jak vrozené
tak i ziskané imunity.

VSeobecn prijimana teorie vzniku ISZ je definovana jako abnahmi imunitni
odpowd na antigeny &né stevni mikrofléry. Pozmnovani stevni mikroflory
pomoci peroralniho podavéani probiotickych bakteeibo antibiotik se zda byt slibnou
terapii lidskych I1SZ (VERTURIet al. 1999, KRUISet al. 2004). Ribyva dikazi,
alesp@ u mySich experimentalnich modelze rozsah #tvniho zastu mize byt
zmirnén nejenom pomoci zZivych probiotickych bakterii (MBEN et al. 1999, JIJON
et al. 2004, KOKESOVAet al. 2006 ), ale také jejich komponentami a produkty
(RACHMILEWITZ et al.2004, ZHANGet al.2005).

Vysledky vychazejici z nasSi labor&toukazaly, Ze peroranaplikované lyzaty
z anaerobnich bakterii dokazi zmirnitesni zawt vyvolany DSS (VERDUet al.
2000). Tyto poznatky nas vedly kdalSimu vyzkumumganému na odhaleni
specifické bakterie nebo jeji komponenty, kteréijgodpo¥dné za tento protizétivy
efekt. Ze snisi anaerobnich bakterii se nam pidldaizolovat jednu, ktera #la stejny
efekt i bez pitomnosti ostatnich bakterii. Tuto bakterii jsmeentifikovali jako
Bacteroides distasonigSOKOL et al, nepublikovanad data). Z naSich poslednich
experimentalnich studii vyplyva, Ze bakteridlni 8ty pipravené Bacteroides
distasonis, Lactobacillus casBiN114001stejre tak jako mykobakterialni HSP60 jsou
schopny zmifovat u mysi pibéh akutni kolitidy vyvolané DSS (KVERKAet al.,
rukopis v gipraw).

V této studii, kterd bezprdsidre navazovala na nase vivo experimenty jsme
studovali efekt bakterialnich komponent na LPSvaktanou produkci TNFe, NO, IL-

10 a dalSich cytokin u makrofagovych linii RAW 264.7 a J774A.1 a bBkin
izolovanych z peritonea mysSi BALB/c. Nas cil byl swtlit mozné mechanismy

protizaretlivého pisobeni vySe jmenovanych bakterialnich slozek. Sigdgsme proto



aktivaci signalni drahy NéB u linie RAW 264.7. Také jsme didli pilotni pokusy
s epitelovou linii IEC-6, ve které jsme stanovilptindlni davku LPS vedouci
k aktivaci €chto burk.

Aktivovat makrofagy je mozné ékolika zpisoby. Nefastji se makrofagy
v pokusechin vitro stimuluji pomoci LPS a IFN- Cilem naSi studie bylo nejvice
napodobit prosedi lumen geva, které je vystaveno velkému mnoZstvi LPS
pochézejiciho z bakteriitipomnych v GIT. Proto jsme v naSich experimentecb p
aktivaci makrofa§ pouzivali LPS, ktery obsahuji gramnegativni kor@dmi bakterie.
Optimalni kultiva&ni koncentrace LPS pro pouzity b burgk a dobu kultivace jsme
stanovili na 1 ng/ml u linie RAW 264,7 a peritondéh makrofag a na 10 ng/ml u
linie J774A.1, coZ je ffiblizn¢ stokrat az tisickrdt ménnéz je kEZn¢ pouZzivano
(MATTHEW et al. 2003, MATSUMOTOet al. 2005, JIANGet al. 2005). Cilem nasi
prace vSak bylo detekovatipadné zmny zpisobené velice nizkymi koncentracemi
makrofagy aktivovala. Je znamo, Ze LPS pochazejitznych kmei bakterii mohou
makrofagy aktivovat s rozdilnou intenzitou, protduwdoucnu budeme naSe pokusy
opakovat s LPS pochazejicim zjiné bakteri¢i Bavadni novych probiotickych
organisni ¢i jejich komponent do klinické praxe musi byt kladeelky diraz na
bezpé&nost testovanych probiotik a to hlava lidi majicich oslabeny imunitni systém,
u novorozeng a starSich lidi. V naSerm vitro modelu jsme testovali, zda nami
pouzivané slozky bakterii neoutinji Zivotnost buscnych linii. Prokazali jsme, Ze
samotné bakterialni antigeny neoviliyi Zivotnost pozorovanych begk, coz je
nezbytnym pedpokladem pro jejichifpadné pouziti jako probiotik. &8i mortalitu
jsme pozorovali u makroféigaktivovanych LPS, ktery je znamy svou proapopkatic
aktivitou. Tento vysledek je v souladu s praceaisith autar (MORRISON a RYAN
1987) a nema vliv na biologickou aktivitu makraiag

TNF-a je jeden z hlavnich prozé&ifivych cytokini Ucastnici se zatlivé kaskady
u ISZ (PAPADAKIS et al. 2000). Zablokovani jeho aktivity pomoci monoklariéh
protilatek se dnes &ire pouziva na zastaveni zdliveho procesu u ISZ nebo
revmatoidni artritidy (SIDDIQUIet al. 2005). Nevyhoda tohotoristupu je, Ze @isobi
pouze na vlastni zétlivou kaskadu a tudiz nezabrani nasledujicim vagian choroby
po vysazeni kby. Ztohoto dvodu se snazime ovlivnit produkci TNF{pomoci

probiotik. Znmeny v produkci TNFe antigen prezentujicimi idami nap. makrofagy



mohou ovlivnit prvni fazi antigenni prezentace kae: tak pozngnit prabéh imunitni
odpowdi. V naSi praci jsme se proténovali pra ovlivnéni tohoto mechanismu.

Samotné bakterialni antigeny HSP60, HSP70, Bd, B, mLAC neaktivuji
makrofagy k produkci TN NaSe vysledky se shoduji s pozorovanim CHEN.
1999, ktery prokazal, Ze koncentrace HSP nizSigzug nestimuluji makrofagy k
produkci TNFe. a NO. Po aktivaci butk LPS a jejich kultivaci s bakteridlnimi lyzaty a
jejich komponentami dochazi inhibici produkce ThFkterd je zavisla na jejich
koncentraci. NejgtSi inhibici jsme nasli u HSP60 a to u vSech testgeh koncentraci,
coz je vsouladu s naSimi vysledky ze stanovenivad® signalni drahy vedouci
k NFxB.

U bakterie Lactobacillus caseiDN114001 se jako ne}inngjSi ukazaly nizsi
koncentrace, tento vysledek se shoduje s tvrzeAHANG a spolupracovnik (2005) ,
ktefi pozorovali protektivni &nek Lactobacillus rhamnosusGG u nizkych
koncentraci, zatimco u vySSich uz protektivni efetiyl tak vyrazny.

Zména produkce TNFe: u makrofag linii RAW 264.7, J774A.1 a makrofag
izolovanych z peritonea se zm& liSi. Inhibice produkce TNIe- u peritonealnich
makrofag nebyla zdaleka tak vyrazna jako u Bemych linii. Tento rozdilny vysledek
muzeme vysutlit tim, Ze imortalizovana buna linie RAW 264,7 ma rozdilnou
burg¢nou odpo¥d’, nez jakou mizeme pozorovat u nativhich makrofaRASCHKE
et al. 1978). Navic pedstavuje homogenni populaci Bknc¢imz se redukuje vliv
moznych mezipoputmich interakci. Naopak lilly izolované z peritonea obsahuji
krom¢ monocyti a makrofag i B-lymfocyty, T-lymfocyty a NK buky (HO et al.
1997). Aistava vSak otadzkou, zda s#tpmnosti &chto dalSich buftnych populaci
skute&né meéni charakter zodp@dnych bugk, tj. makrofag a zda to ma vliv na jejich
cytokinovy profil. Na okraj bych chla uveést, Ze zastoupeni jednotlivych &tmych
populaci v peritoneu se liSi i mediznymi kmeny mysi (FESTING@t al, 1990). My
jsme pouzili biky izolované z peritonea mySi BALB/c z tohaivdu, Ze naSe
piedchozi pokusy se slozkami bakterii byly prasrddprav na tomto kmenu.

HSP60 zvySoval produkci IL-10 u makrofagounsénych linii i u burek
izolovanych z peritonea mySi BALB/c a to nezavisha gitomnosti LPS. Po
kokultivaci s LPS byla produkce IL-10 srovnateladprodukci IL-10 po kultivaci
pouze s HSP60.. Niz8i produkci IL-10 jsme g#ihu Bd a mBd. Bi posuzovani
biologického éinku cytokini musime vzit v Gvahu dvjejich zakladni vlastnosti a to

redudanci a lokalnigqsobeni. A tak &oliv napgiklad IL-10 je obec&é znam jako



protizaretlivy cytokin (MOORE et al. 2001), v in vitro systému se ukazalo, Ze neni
nezbytny k snizeni produkce TNFd makrofag (KIM et al. 2006). Studie prové&é

u mysi s deletovanym genem pro IL-10 ukazuji, Zekig IL-10 je postradatelnyip
protizaretlivém &inku nekterych probiotickych bakterii (MCCARTHYt al. 2003,
PENA et al. 2005). In vivo by vS8ak mohla zvySena produkce IL-10 vyvolana HSP
indukovat vznik reguknich T-lymfocyfti, s ndslednym utlumenim z#ilivé reakce.

Je obecé zndmo, Ze LPS vyvolava produkci NO (NODA a AMAN@97),
proto jsme si ho zvolili jako detéki ukazatel aktivace makrofa@ jejich schopnosti
reagovat na patogenni path Sledovat produkci NO jsme se rozhodli pomoci
Griessovy reakce, protoZze se jedna o metodu jecmody fesnou a také dobe
reprodukovatelnou. Sledovani vlivu bakterialnichmigmnent na produkci NO jsme
provadli na buikach monocyt/makrofagové linie RAW 264.7 a J774AVYSe
uvedené buftné linie se v produkci NO parmé vyrazre liSily. V souladu s
praci ROYLE a spolupracovnik2003) linie RAW 264.7 po aktivaci LPS produkovala
detekovatelnd mnozstvi NO. Nami ngené produkce NO po aktivaci makrofdgPS
a bakterialnimi slozkami se vyrazmeliSily od produkce makrofégaktivovavymi
pouze LPS. Mirné rozdily meziianymi koncentracemi mohou byt nasledkem, jak
rozdilného psobeni jednotlivych bakteridlnich antigema jejich koncentrace, tak i
rozdilnou busé¢nou odpo¥di na cytokiny IL-10, TNFe a dalSi.

Zatimco u linie J774A.1 jsme nedetekovali Zadnowdpkci NO, coz
zdavodiujeme tim, Ze nami stanovena koncentrace LPS lilid pizka pro aktivaci
burék. Existuje mnoho studii, které detekuji produk@® M linie J774A.1, ve vSech je
ale pouzivana vySSi koncentrace LPS (RUCKDESCHERI. 1998, CHANGet al.
1998). Z divodu nedostatku pokusnych #ati nebyla stanovena produkce NO u
makrofag izolovanych z peritonea.

Cytokiny jsou hlavnim prostdkem mezibuwtné komunikace. Cytokinové
prostedi v dané oblasti do z&r@ miry utuje vlastni povahu imunitni odp&di. Proto
jsme se rozhodli analyzovat 2ny cytokinového spektra pomoci proteinového
mikrocipu.

Po aktivaci makrofag linie RAW 246.7 LPS a kultivaci s optimalni kontexci
bakterialni slozky (nefinnéjSi pii inhibici TNF-o), jsme pomoci proteinovych
mikrocipu zjistili piitomnost mnoha cytokina chemokid.

Kazda nami testovana bakterialni slozk&edstavuje komplexni sfa tiznych

antigerii. Proto neni divu, Ze se spektrum cytdkin kazdé bakterialni slozky liSi.



Jednim z cil naSi laboratie je pra¢ odhalit tento Ginny antigen nebo alespo
nejEinngjsi snes antigeq.

V souladu s naSimi vysledky z proteinovych mikps a ELISA test, popisuje
studie Kim a spolupracovnici (2006) schopnost h#kt&mene Lactobacillus
rhamnosusGG vyvolat produkci IL-10 a G-CSF a neaktivovabgukci TNFe u
makrofagi. Zajimava je také zvySena produkce sTNFRI whistimulovanych HSP60
a LPS, kter4 by mohla mit vyztrey (€inek in vivo a to snizovanim mnozstvi TNE-
piitomnéeho ve $ew pri 1ISZ.

Rada gen je regulovana transkipimi faktory rodiny NKkB, které se &astni
zaretlivych reakci imunitniho systému (GHOS# al. 1998). U savit je znamo celkem
pét ¢lena této rodiny (podjednotky p50, p65 (RelA), p52, Reah c-Rel), z nichz
negastjSi je podjednotka p65. Bylo dokazano, Z&taré druhy probiotickych bakterii
a HSP mohou zmipbvat zawtlivé signaly prosednictvim signalni drahy vedouci
k transkrignimu faktoru NEkB (O'HARA et al 2006, SHlet al. 2006) a zarove
indukovat expresi proteintepelného Soku (PETRGH al. 2004). Tuto hypotézu navic
podporuje dalSi studie (MATSUMOT@t al. 2005), ktera prokazala, ze teplem
usmrcené bakterie kmenactobacillus casekmene Shirota snizuji aktivitu signalni
drahy vedouci k NiB a to prostednictvim podjednotky p65. Tato inhibice je dav&ov
zavisla. Z vysledk naSeho experimentu jgefmé, Zze schopnost zmavat zagtlivé
signaly progiednictvim signalni drahy vedouci k transkrnpmu faktoru NKB maji i
nami vybrané bakterialni antigeny.

Epitelové buky streva jsou v fimé interakci s mikrobialnimi slozkami. Pro naSe
pokusy jsme si vybrali potkani epitelovou linii IEC z toho dvodu, Ze pochazi
z kryptovych buek tenkého seva. A také proto, Ze nema nadorowlyqd, a tudiz ma
srovnatel®djSi fenotyp s nativnimi hikami (QUARONIet al.1978).

V naSich pilotnich pokusech stouto B&émou linii jsme stanovili optimalni
koncetrace LPS pro aktivagchto burk. NaSe vysledky se shoduji s pracemi dalSich
autoi (CHANCHEVALAP et al. 2006). V budoucnu planujeme na této &une linii
otestovat naSe bakterialni lyzaty a jejich kompdyen

Predpokladame tedy, Ze hiimé komponenty izolované z bakterii, oviiyi
imunitni odpo¥d’ hostitele a to prosdnictvim zngny produkce cytoki. Tato zngna
by mohla vést ke zémé cytokinového prosedi ve prosgch imunologické tolerance.



7. ZAVER

Stanovili jsme optimalni koncetraci LPS pro aktivatakrofagh linie RAW
264.7, J774A.1 a bk izolovanych z peritonea mySi BALBI/c.

Zjistili jsme, Ze bakteriélni lyzaty a jejich kompenty nemaji vliv na Zivotnost
makrofagovych linii RAW 264.7 a J774.A1.

Prokézali jsme, Ze bakteridIni lyzaty a jejich kamenty sniZuji produkci
TNF-o u makrofag linie RAW 264.7 a J774A.1 po aktivaci
lipopolysacharidem. U buwk izolovanych z peritonea mysi BALB/c jsme
nedetekovali tuto inhibici v takovém rozsahu.

Mykobakterialni HSP60 stimuluje makrofagy @anych linii k produkci IL-10.

Po kokultivaci makrofaly linie RAW 264.7 s LPS a bakterialnimi sloZzkami

dochazi k inhibici v signalni draze NB.



