ABSTRAKT

Stievni mikroflora zasadné ovlivituje fungovani lidského organismu. V okamziku, kdy
je naruSena rovnovaha v jejim slozeni, mize dojit k indukci nebo prodlouzeni trvani relapsu
jiz existujicich chronickych zanétlivych onemocnéni, mezi néz patii i idiopatické stievni
zanéty (IBD). Mechanismus, jimz by bylo mozné odlisit prospésné mikroby od $kodlivych,
stale neni znam. Cilem této prace bylo zkoumat interakce imunitniho systému s mikroby, ktefi
jsou riznym zpusobem spojeny s patogenezi IBD.

Escherichia coli je ptevladajicim aerobnim mikroorganismem lidského traviciho
traktu. Tento druh zahrnuje nejen mikroby zapojené v indukci IBD, ale i ty které napomahaji
S jejich 1é¢bou. Pro dalsi experimenty byly vybrany 4 kmeny E. coli, které maji rizny vztah
k patogenezi IBD: E. coli Nissle 1917 (EcN; je uspésné pouzivana pii 1é¢bé IBD), E. coli
kmeny LF82 a p19A (patrn¢ hraji roli pti patogenezi IBD), E. coli kmen K6 (neni pouzivan
Vv 1é¢bé a neni znamo, ze by hral roli pii patogenezi IBD).

K pokustim byly pouzivany jak zZivé, tak inaktivované bakterie. Rizné zptisoby
inaktivace bakterii (1% formaldehyd, teplo, UV zafeni) mohou ménit jejich antigenni
strukturu, a proto jsme se zaméfili na sledovani zmén ve schopnosti inaktivovanych mikrobt
vyvolat imunitni odpovéd:.

Nejprve jsme pomoci nepfimé imunoenzymatické metody (ELISA) analyzovali
E. coli-specifické sérové IgA a IgG u pacientt s IBD a u zdravych kontrol. Rizné zpisoby
inaktivace nemély vliv na protilatkami zprostfedkovanou sérovou reaktivitu proti zddnému ze
sledovanych kmenti E. coli. Taktéz jsme nepozorovali zadné rozdily v protilatkové odpovédi
mezi testovanymi skupinami, kromé zvySeni koncentrace IgA protilatek proti patogennimu
kmenu E. coli p19A u pacient s IBD.

Dale jsme spolu s inaktivovanymi bakteriemi kultivovali splenocyty nebo buriky
izolované z mezenterialnich uzlin zdravych mysi ¢i mysi s akutnim stfevnim zanétem.
Nasledné jsme méfili Casnou aktivaci téchto bunék (exprese CD69) pritokovou cytometrii.
Také jsme inaktivovanymi bakteriemi stimulovali mysi makrofagovou bunéénou linii (RAW
264.7) a stanovovali jsme aktivaci téchto bunék pomoci Griessovy reakce (produkce oxidu
dusnatého) a prutokové cytometrie (exprese CD40). V zadném ze zminénych pokusi nebyly
pozorovany signifikantni rozdily mezi jednotlivymi stimuly.

Vzhledem k tomu, ze poruseni epitelidlni bunééné vrstvy je vyznamnou soucasti
patogeneze IBD, sledovali jsme pomoci priitokové cytometrie, kolik stfevnich epitelovych

bunék (mysi MODE-k nebo lidské Caco-2) se uvolni ze souvislé bunécné vrstvy po



¢tythodinové kultivaci s zivymi bakteriemi E. coli. U obou buné¢nych linii kmen p19A
uvolnil vét§inu bunék, zatimco kmen EcN souvislou vrstvu viibec nenarusil. Ve vSech
ptipadech byly témét vSechny uvolnéné buiky bud’ mrtvé (Hoechst+), nebo ve stavu
apoptozy (Annexin V+).

Zaverem lze shrnout, ze zadny zpiisob inaktivace signifikantné nezmeénil
imunogenicitu bakterii. Vazba protilatek na probiotické i patogenni mikroby byla velice
podobna u pacienti s IBD i kontrol, lisila se pouze u p19A. Pii sledovani bunééné odpoveédi
na stimulaci riznymi kmeny E. coli jsme nepozorovali Zadné vyznamné rozdily, ov§em oba
patobionti in vitro poskozovali vrstvu epitelu. K nejvétsimu poSkozeni epitelidlni vrstvy
béhem kultivace doslo za pfitomnosti kmene p19A. To naznacuje, ze by tento mechanismus

pusobeni kmene pl19A mohl mit zasadni ulohu pii vzniku a pribéhu IBD.
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