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ZKRATKY

Alum Hydroxid hliniku

BBMV Membrana kartéového lemu

Betv 1 Hlavni Bezovy pylovy alergen

BM-DC Dendritické buiky odvozené z butk kostni deng
CD Diferenci&ni antigen

CFU Jednotka tudci kolonie

DC Dendritické biiky

DNA Deoxyribonukleovéa kyselina

FAO/WHO Potravni a ze#dklska organizace/ $tova zdravornicka organizace
FoxP3 Forkhead box P3

GF Bezmikrobni

HPLC Vysokotlaka pitokova cytometrie
h-OVA Vajecny albumin zakéaty na 70°C

IFN Interferon

lg Imunoglobulin

IL Interleukin

LAB Bakterie mléného kvaseni

LPS Lipopolysacharid

MAPK Mitogeny-aktivovana protein kinaza
MCPT-1 Proteaza Zirnych bginl

MLN Mezenteriélni lymfatické uzliny

MRS De Man, Rogosa and Sharpe médium
MyD88 Myeloidni diferenciani faktor 88

NF-«xB Jaderny faktor kappa B

NOD Oligomeriz&ni doména vazajici nukleotid
PRR Receptor rozeznavajici strukturu
TGF Transforméni rastovy faktor

Th Pomocny T lymfocyt

TLR Receptory skupiny Toll

TNF Faktor nekrotizujici nadory

Treg Regulani T lymfocyt



ABSTRACT

The main goal in reversing the allergy epidemicthe development of effective prophylactic
strategies. Early life events, such as exposuresnitoobes, have a major influence on the
development of balanced immune responses. Dueeio ability to interact with host immune
system and to modulate host immune responses picshioainly bifidobacteria and lactobacilli
have been used with some success in preventidiedjia disease.

In order to be referred to as probiotic, bactesiahin has to undergo rigorous testing. We have
selected three newviactobacillus (L.) strains out of 24 human isolates according toirthe
antagonistic activity against pathogenic bactemsjstance to low pH and milieu of bile salts.
Safety of these strains was proven upon intragaattministration to mice; moreover, we have
shown their ability to shift cytokine Thl - Th2 bate towards non-allergic Thl response in
isolated splenic cells.

Allergen specific prophylaxis using probiotics ashicles for mucosal delivery of recombinant
allergen is an attractive concept for developmédnwell-tolerated and effective allergy vaccines.
We have shown that neonatal mono-colonization aimgeee mice with thelL. plantarum
NCIMB8826 strain producing the major birch polldleayen Bet v 1 attenuates the development of
birch pollen allergy later in life. The mechanisimyolve a shift towards a non-allergic Thl
phenotype accompanied by increased regulatory mesgo which were antigen-specific as
colonization by a wild type strain exerted no satflects.

Intrinsic immunomodulatory properties of the prdlmostrain play a key role in its ability to
interact with the immune system of the host. Weehawuther shown that neonatal mother-to-
offspring mono-colonization witiBifidobacterium longum CCDM367, a human isolate with Treg
rather than Thl immunomodulatory properties, wak db reduce allergic sensitization by
activating regulatory responses via TLR2 and MyB&faling pathways.

Understanding what makes ‘allergen an allerger key in allergy prophylaxis or treatment. We
have shown in a mouse model of food allergy thaneminor irreversible changes in OVA
secondary structure caused by thermal processteg labth its digestion and antigenic epitopes
formation. This leads to activation of differentc&ll subpopulations, induces shift towards Thl
response and ultimately reduces its allergenicity.

Taken together, understanding the immunomodulafmtential of bacteria in the early host
development can pave a new way for probiotic useanty nonspecific prevention of type | allergy.

Combining the probiotics with relevant allergen caake this approach even allergen-specific.



ABSTRAKT

Hlavnim cilem v boji proti alergické epidemii jewgj Gcinnych preventivnich strategii. Udalosti v
raném postnatalnim obdobi, jako je kolonizace Wakte, maji vyznamny vliv na rozvoj
vyvazenych imunitnich reakci. Probiotika, zejméifalbbakterie a laktobacily, jsou vzhledem ke
svym schopnostem modulovat imunitni odgdvhostitele nagnymi kandidaty pro prevenci
alergickych onemocimi.

Aby mohl byt bakterialni kmen ozéen jako probioticky, musi projitifgnym testovanim. Z 24
lidskych bakterialnich izolétjsme vybrali fi nové kmeny rodu_actobacillus (L.) podle jejich
antagonistické aktivity &i patogennim bakteriim, odolnosti proti nizkému @H prostedi
Zluc¢ovych soli. V mySim modelu jsme prokazali jejiclzpe&nost a ukazali jsme jejich schopnost
ovlivnit cytokinovou produkci sirem k protialergické Thl odpeédi v izolovanych slezinnych
bunkach.

Vyuziti probiotik jako vektol pro sliznéni podani rekombinantniho alergenu je atraktivnim
pristupem ve vyvoji dafe tolerovanych adinnych vakcin proti alergickym onemagrm. Ukazali
jsme, Ze neonatalni monokolonizace bezmikrobnicBi mgkombinantnim kmenein plantarum
NCIMB8826 produkujicim Bet v 1 sniZuje senzibilizd&cbifezovému pylu v pozgiSim Zivot.
Mechanismus zahrnoval posun &em Kk protialergickému Thl fenotypu, doprovazenému
zvySenou regulmi odpowdi. Tento &inek byl antigen specificky, protoZze kolonizace
nerekombinantnim kmenem Zadné podohhigky nevykazovala.

Prirozené imunomodutai vlastnosti probiotického kmene hraji&iou roli v jeho schopnosti
interagovat s imunitnim systémem hostitele. Kdyings pro neonatalni monokolonizaci
bezmikrobnich mysi pouzili lidsky izolat s Treg &pinez Thl imunomoduaimi vlastnostmi
Bifidobacterium longum CCDM367, pozorovali jsme celkové snizeni alergicahzibilizace s
aktivaci regulanich odpo¥di, pravépodobré za vyuziti TLR2 a MyD88 signalnich drah.
Pochopeni toho, costh alergen alergenem, je ¢é&im jak k profylaxi, tak i [&¢ alergii. V mySim
modelu potravinové alergie jsme ukazali, Ze i nie¥ahevratné zemy v sekundarni strukta
ovalbuminu, zpsobené tepelnym opracovanimg¢nh zpisob jeho &fpeni a tvorbu antigennich
epitopa, coz vede k aktivaci odlisnych T-bimych subpopulaci, indukuje posuné&em k Thl
odpowdi a redukuje jeho alergenicitu.

Lze tedy shrnout, Ze pochopeni imunomodtiiao potencialu bakterii ¢asném stadiu vyvoje
hostitele nam umozni lepSi vyuziti probiotik v nedfické prevenci alergie I. typu. Jako vektory k

alergen-specifické profylaxi pak mohou slouzit potixa produkujici pislusny alergen.



1. UvOD

Patet alergickych onemoéni v poslednich desetiletich dramaticky tusé, gicemz mira
popul&ni prevalence ve vysfych zemich dosahla téh30% (1). Pedpoklada se, Ze absence
mikrobialni stimulace v ikledku zvySené hygieny ma za nésledek sniZenii@lizimunity
doprovazen&astjSi senzibilizaci k alergeéim, které jsou zdravou populaci tolerovany (2, 3).
Podle tzv. ,hygienické hypotézy” (4) ségolpoklada, Ze za rozvoj alergii jsou odgavé zngny v
mikrobialnim ekosystému istva, které nedostadt@® stimuluji imunitni systém a vidledku toho
zmeény v Thl/Treg profilu cytokii mohou zfisobit posun k Th2 imunologické reakci odpdré
za vyvoj alergii (5). Rostouci zajem o vliv bakédni stevni flory na zdravélovéka podnitil fizné
strategie vedouci k jejim moznym Upravam. Z tohdiorodu byly vybrany nepatogenni
mikroorganismy, které by mohly byt pro hostitelgaatre prinosné. Tyto mikroorganismy byly
oznaeny jako probiotika. N&pstji jsou vyuzivany bakterie mé@ého kvasSeni - bifidobakterie a
laktobacily, které jsou testovany jako mozné alémy k Upra¥ strevni mikroflory hostitele (6).
Podle definice FAO/WHO jsou v stasné dob za probiotika povazovany ,zivé mikroorganismy,
které jsou-li podany v dostat®ém mnozstvi, jsou zdravotninkiposem pro hostitele* (7). Aby
mohla byt probiotika pouzivana v humanni medidinlécb¢ a/ nebo prevenci alergii, musi byt
nové probiotické kmeny bakterii vybrany podle ndsj&ich kritérii. Musi byt bezgeé k
hostitelskému organismu, odolnécvzalude&nim kyselindm a zkovym solim, aby fezily tranzit
do steva, a musi modulovat Th1l-Th2 rovnovdhu ve p¥olspanti-alergické Thl nebo Treg
imunitni odpo¥di (7, 8). Probioticka terapie je zaloZzena na kptcenormalni zdravé mikrofiéry.
Bylo prokazano, Ze uité bakterialni kmeny maji vysoceiané antialergické a protizétive
vlastnosti (9, 10).

Probiotika ovliviuji vrozenou a adaptivni imunitni odpgalr a potl&uji kolonizaci steva
patogennimi bakteriemi (11) tim, Zéednost® obsazuji omezeny pet receptal picitomnych na
povrchu epitelu (12). Maji vliv i na posileni baoeé funkce sliznice a zvySené produkci
sekré&niho IgA (10). Studie na ztdtech a lidska studia poskytly jasngdzy, Ze specifické kmeny
probiotik jsou schopny stimulovat a také regulowgkteré aspektyifrozené i ziskané imunity.
Mezi potraviny, které néastji vyvolavaji alergické reakce, patkravské miléko, slepi vejce,
arasidy, eechy, ryby, korysi, pSenice a soOja (13). V&mnosti je velky zajem pochopit jakegre
tradicni metody upravovani potravin ouivji jejich schopnost vyvolat alergickou senzibitza
reakci (14). Akoli je tradiné predpokladano, Ze peni, vaeni, grilovani, suSeni, pasterizace a
sterilizace alergenicitu potravin obe&csnizuji, v kterych gipadech mohou tyto metody zvysit

alergizujici potencial alergenu tim, Ze odhali @pyt které byly maskovany v nativnim proteinu



(14). Pochopeni vztahu mezi strukturou alergereha gchopnosti vyvolat alergickou senzibilizaci/

reakci jsou kiéem k profylaxi nebo k&b¢ alergii.

2. HYPOTEZA A CILE PRACE

Obrovsky naitst vyskytu alergii, ktery figrista az do rozemi epidemie, pedstavuje nebyvalou
zdravotni i finadni zatz pro cely vysply svét. Narist patu alergickych onemoeni nelze
vyswtlit pouze znénami v genomu, a proto byva spojovan se zvySenaiehgu, ktera vede ke
zméndm mikrobialnich spotenstev (mikrobialni dysbiéze) v raném obdobi Zivatasouladu se
skute&nosti, Ze vyvoj imunitniho systému jedince je zahgjZz v prenatélni &asré postnatalni
ontogenezi, fedstavuje toto obdobi ,oknofifezitosti pro prevenci alergické senzibilizace.
Z tohoto pohledu séasnd intervence za pouziti probiotik jevi jako why postup pro prevenci
alergii. V disertani praci jsme si kladli za cil vnést novy pohled dmajemného vztahu mezi
bakteriemi a imunitnim systémem hostitele. Z#lin jsme se na popis imunomoddfdch
vlastnosti probiotickych bakterii a jejich moZnélwyuziti v primarni prevenci alergické

senzibilizace v mySim modelu alergie 1. typu.

Specifické cile disertai prace:

- Vybér novych probiotickych bakterialnich kmiena testovani jejich imunomoduiaich

vlastnosti a bezgaosti vici hostiteli.

- Testovani vhodnosti vyuZiti probiotik jako vektgowo sliznéni podani alergenu za€lem

navozeni tolerance v gnotobiotickém mySim modetlna&lni kolonizace.

- Prevence alergické senzibilizace probiotickymi kgndyakterii v gnotobiotickém mySim
modelu neonatélni kolonizace a charakterizaceh@jminomodul&nich &inku.

- Popsat vliv zminy sekundarni struktury alergenu na jeho alergenigimySim modelu

potravinové alergie.



3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Bakteridlni kmeny, testovani a piprava

Kmeny roduLactobacillus byly izolovany ze stolice zdravych novorozére byly ziskany ze sbirky Pure
Culture Collection of Technical University, LodzQICK). Bifidobacteriumlongum ssp.longum CCDM367
(B. longum) bylo ziskano ze sbirky Culture Collection of QaMicroorganisms (MilcomCeskéa republika)
aLactobacillus (L.) plantarum NCIMB8826 byl ziskan ze sbirky National Collectiohindustrial, Food and
Marine Bacteria (Aberdeen, Scotland). Kmeragtobacillus byly kultivovany v MRS médiu (Oxoid, UK)
po dobu 24 hodinip37°C, B. longum bylo kultivovano anaerokénv médiu MRS obohaceném o L-cystein-
hydrochlorid (0,5 g/l) po dobu 48 hoditi 87°C. Pro stanoveni odolnostidr nizkému pH byly kmeny
Lactobacillus inkubovany v 0,85% NaClippH 1,5, 2,5 a 3,5 po dobu 2 hodirgitkek ZIwi byl sledovan
pouzitim 2 a 4% roztoku Zovych soli (Ox gall powder; Sigma, Germany) po do®8 hodin.
Antagonistické tinky k patogefim byly testovany na agarovych ké&téch o piméru 10 mm. Ty byly
asepticky vyiznuty z MRS agaru, nechaly se fgtr grisluSnym testovanym kmenem, a pak byly uémigt
na misky s agarovym médiem (Nutrient agar; Merckrm@any) a inokulovany indikatorovym kmenem
(10-1¢ CFU/ml). Po 18 hodinové inkubace bylysieny paméry inhibi¢nich zén kolem agarového
kolecka. Pro iely in vitro experimeni byly bakterie inaktivovany tepain(30 min, 80°C) nebo 1%
formaldehydem v PBS (4 hodiny, laboratorni teplota)

3.2 Konstrukce rekombinantniho kmenel actobacillus plantarum

L. plantarum NCIMB8826 byl vyuZit jako nositel plazmidu pro ksitutivni intracelularni produkci Bet v 1.
Escherichia (E.) coli MC1061 byla pouZzita jako mezihostitel pro klonovanbyla kultivovana ip 37°C

v Luriové bujonu. Antibiotika byla uZita v nasledujicich kemtracich: prde. coli ampicillin (100 pg/ml),
pro L. plantarum erythromycin (5 pg/ml). Molekulagnbiologické techniky jako elektrotransformace a
klonovaci techniky jiz byly popsany (15). Vysledpiazmidovy konstrukt (p)MEC181) nesl sekvenci Bét v
kédovanou pod kontrolou laktat dehydrogenazovéhamptoru. Nakonec bylL. plantarum
elektrotransformovan s pMEC181; tak vznikl erytraimyrezistentniL. plantarum (recLp) konstitutive
produkujici Bet v 1. Do kontrolniho kmene (conllp)plantarum NCIMB8826 byl elektroporovan prazdny
plazmid pGIT032.

3.3 Analyza produkce Betv 1
Analyza produkce Bet v 1 byla popsana (15).

3.4 Friprava ovalbuminu (OVA), cirkularni dichroismus (CD) a enzymatické Speni

K imunizaci byl pouzit nativni OVA (Worthington, U§ a OVA tepel& opracovany (heated) OVA (h-
OVA, ktery byl gipraven vystavenim tepkot70°C po dobu 10 minut). Poté byl rozpusive fosfatovém

pufru (PBS) na konmou koncentraci 300 mg/ml s 5 mg/ml hydroxidu itéiho jako adjuvans (Alum,

Sigma, Germany). Prim vitro studie byl pouZzivan také ¥eny (boiled) OVA (b-OVA), ziskany vystavenim
nativhiho OVA teplat 95°C po dobu 10 minut.



Pro monitorovani spekter CD byly vzorky rozpumstv 5 mM fosfatovém pufru (pH 7,4) a Zrny ASCO
J-815 spektropolarimetrem s PTC-423S Peltier drbakiasco, Japan). Tepelnd denaturace protajia
monitorovana od 20°C do 70°C nebo od 20°C do 95iG@ixmi vinové délce 222 nm s teplotnim krokem
1°C/min. Peptidy z OVA, h-OVA nebo b-OVA bylyfipraveny uzitim pepsin-agarozového gelu, jak jiz
bylo popsano (16). Enzymaticky natravené a nenam&vproteiny byly separovany na SP 250/10
NUCLEOSIL 300-7 C18 kolan(Macherey-Nagel, Germany) pomoci HPLC system GaBNM Solvent
Module (Beckman Coulter, USA). Vzorky byly aplikawAa separovany na kolénjak jiz bylo dive
popsano (16).

3.5 Friprava a aktivace dendritickych bunék odvozenych z buik kostni diené

Dendritické buiky odvozené z kostnitdrg (bone marrow-derived dendritic cells, BM-DC) bylipraveny

z mysi kmene BALB/c a z wild-type, TLR2 TLR4" a MyD88" mysi na C57BL/6 pozadi, jak jiz bylo
popséano (17). BM-DC (fburek/jamku) byly stimulovany s formalinem-inaktivovanbakteriiB. longum
(10° nebo 10 CFU) po dobu 18 hodin. Jako kontroly byly pouZ&i-DC inkubované s Pam3CSK4 (1
pag/ml, InvivoGen, USA) nebo ultéstym LPS (1 pg/ml, InvivoGen, USA). Hladiny IL-10GF{3 a IL-6
byly stanoveny v superanatantu po kultivaci metoBbISA Ready-Set-Go! kits (eBioscience, USA) podle
instrukci vyrobce. Hladiny IL-12p70 byly &eny metodou ELISA pomoci parovych protilatek (BD
Pharmingen, USA). Vékterych experimentech byly BM-DCigdkultivovany se specifickymi inhibitory
kinAz MEK, p38, JNK nebo NkB po dobu 1 hodinyip37°C.

3.6 Stimulace HEK293 burk stabilné transfekovanymi Toll-like receptory (TLR)

HEK293 buiky stabile transfekovanymi plazmidy nesoucimi lidské (h, homaTLR2 a
hTLR4/MD2/CD14 byly stimulovany s formalinem-inaktivanou bakteriiB. longum (10°, 10, 1C
CFU/ml). TLR2 ligand Pam3C (1g/ml) a TLR4 ligand LPS (ug/ml) byly pouZity jako pozitivni kontroly.
Po 20 hodinové kultivaci byla v supernatantu stanavhladina IL-8 metodou ELISA (Thermo Scientific,

USA) podle instrukci vyrobce.

3.7 Zvirata

Bezmikrobni (germ-free, GF) mysi kmene BALB/c byglyovany za sterilnich podminek s cyklem 12 hodin
swtlo—tma i 22°C. My3i byly krmeny sterilnimi peletami (STBergman,Ceska republika) a vodoad
libitum. Vzorky stolice byly kontrolovany jednou za tydeahy byla vylodena bakterialni kontaminace
(18). Konverini mysi kmeny BALB/c a mysi geneticky neupravenddsype), TLR2", TLR4", MyD88"

na pozadi kmene C57BL/6 byly chovany za standahdpdciminek.

3.8 Stabilita a testovani bakterialnich kmei v podminkachin vivo
Bezmikrobni BALB/c mysi byly kolonizovany davkou 2 10° CFU recLp, conLp nebd. longum
intragastrickou sondou. Jejich pitna voda byla aloeina o erytromycin (50 pg/ml) pro zajist lepSi

stability vektoru v rekombinantnich bakteriichvivo. Stabilita kolonizace bakteriemi &t@mnost plasmidu
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pMEC181 byla tydé analyzovana vysevem na MRS agar s/ bez 5 pg/rthremycinu. V pipad bakterii
B. longum byla kultivace anaerobni na MRS s cysteinem.

Konvereni BALB/c mysi dostavali dvakrat detimlavku 5 x 18 CFU sngsi ti laktobaciti pomoci nekké
gumové sondy po dobu jednoho tydne. Imunitni od@oindukovana recLp ifrozenou kolonizaci od

matek byla testovana u samic kmene BALB/c vé Stéydni.

3.9 Schéma alergické senzibilizace

MysSi, které byly neonatadthmonokolonizovany recLp, conLfB. longum nebo nekolonizované GF, byly
senzibilizovany intraperitonean(i.p.) nebo subkutarnve stdi 56 dm trikrat v desetidennich nebo
¢trnéctidennich intervalech davkou 1 pg Bet v lofBay AG, Vienna) adsorbovanou ve 200 ul
fyziologického roztoku obsahujiciho 2 mg hydroxtdinitého (Serva, Germany). MySi byly zabity 7 gai
posledni imunizaci. Stejnstaré neovlivéné GF mysi slouzily jako kontroly, pokud to bylo tjEba.
Konvertni BALB/c mysi byly senzibilizovany i.p. ve dvaitrnactidennich intervalech davkou 60 pg OVA
nebo h-OVA dohromady s 1 mg hydroxidu hlinitéhoon&ném objemu 20@l. Kontroly dostaly pouze
200 ul fyziologického roztoku s 1 mg hydroxidu ltéiho. Dva tydny po posledni imunizaci byly mysSi

sondovany intragastrickou gavazi 15 mg OVA ve 1BBRS desetkrat v 2-3 dennich intervalech.

3.10 Burééné kultury a stanoveni cytokini

Mezenterialni mizni uzliny (MLN) a sleziny byly wguty na konci experimentu. Jednobéma suspenze
byla pipravena v médiu RPMI-1640, obsahujicim 10% fethm&zi sérum (BioClot GmbH, &necko) a
1% antibioticky-antimykoticky roztok (Sigma-AldrighBuiky (6 x 1G/jamku) byly kultivovany v 96-
jamkovych deskach s plochym dnem (TPP, Trasadin§afycarsko) bez fidaného antigenu nebo v
pritomnosti bd’ OVA ¢i h-OVA (100 pg/jamku) po dobu 72 hodin (37°C, 5%Anebo Bet v 1 (20 pg/ml)
po dobu 60 hodin. Alternativn5 x 16 burnsk/500 pl bylo kultivovano s Bet v 1 v 48-jamkovydastikach
(Corning, NY, USA) po dobu 48 hodin nebo byly stew buiky (5 x 10/ jamku) kultivovany v 96-
jamkovych destikdch se sisi tepel® inaktivovanych kmein Lactobacillus (10° CFU/jamku) po dobu 72
hodin. Supernatanty byly shromé&ag a uloZeny fi teplot -40°C aZz do analyzy. Interleukiny (IL)-4, IL-6,
IL-13, IL-17, IL-5, IL-10, TNF« a interferon (IFN)y byly v supernatantechdreny za pouZziti ELISA kit
(RnD, USA) nebo za pouziti MILLIPLEX MAP Mouse C¥ioe/Chemokine (magnetického) panelu
(Millipore, USA) a analyzovany pomoci Bio-Plex $siu (Bio-Rad Laboratories, USA).

Schopnost OVA, h-OVA a b-OVA a jejich enzymatickystipa (100 mg/jamku) indukovat T reguiai
buiky byla vyhodnocena po jejich 48-hodinové kultivacinaivnimi mySimi splenocyty. Proliféra
odpowd’ slezinnych kultur s/ bezilaného Bet v 1 byla stanovenaienim inkorporovanéhtH-thymidinu
(0,5 uCifjamku, Lacomed(eskéa republika) do DNA bk za poslednich 16 hodin z celkové 76-hodinové

kultivace.

3.11 Méieni protilatkové imunitni odpovédi

Hladiny alergen-specifickych IgE, IgG1, IgG2a a Igrotilatek v séru byly stanoveny metodou ELISA ja

jiz bylo popséno (19). Sténe, 96-jamkova mikrotitréni desky (Nunc, Dansko) byly pokryty odpovidajicim
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alergenem aifslusré naredkna séra byla pouZita pro stanoveni protilatek. &dtlkanti-mysi IgE, 1gG1,
IgG2a a IgA protilatky (Pharmingen, USA) a s pedazdou konjugované mysi anti-potkani 19G (Jackson,
Immuno Labs., USA) protilatky byly pouZity pro jefi detekci. Alternativiy alergen specifické IgE v séru
bylo stanoveno degranulaci krpotkanich bazofil (RBL-2H3). RBL-2H3 btiky byly kultivovany v 96-
jamkové destice (4 x 10 burtk/jamku) a pasivé senzibilizované inkubaci s mySim sérentedénym 1/90

po dobu 2 hodin. Po promyti, OVA, h-OVA nebo b-OY®6 pg/ml) nebo Bet v 1 (0,3 pg/ml) bylyigény

na 30 minut k vyvolani degranulace bazofiSupernatanty byly inkubovany s 4-metylumbellifexy
acetyl-BD-glukosaminem (Sigma-Aldrich, USA) a uvaia p-hexosaminidaza byla stanovena
fluoresceriné (Aex: 360 nnilem: 465 nm) fistrojem Infinite M200. Hladiny celkového IgE a IgAséru a

ve stevnich vyplaSich (vyplachy bylyipraveny jak bylo tive popséano (15)) byly &eny metodou ELISA
(Bethyl, USA), hladiny IL-10 a TGB- byly m&teny pouZitim ELISA sady Ready-Set-go! (eBioscience,
USA) podle instrukci vyrobce.

3.12 Kvantitativni PCR

RNA byla izolovana ze sleziny recLp kolonizovangBF mysi senzibilizovanych Bet v 1 pomoci RNeasy
Minikit (Quiagen, USA). Po oSgni DNAzou byla integrita RNA a jejtistota utena gelovou
elektroforézou a spektrofotometrickym stanovenir0(280 nm). Reverzni transkripce do cDNA byla
provedena pomoci oligo (dT) 15 prinie(imProm-l1ITM Reverse TrancriptionSystem, Promeg&A).
Sondy z Knihovny univerzélnich sond (UPL) (Roche&mecko) byly pouzity pro kvantifikaci TGB1
(UPL # 15), IL-10 (UPL # 13), Foxp3 (UPL # 13)paaktinu (UPL # 101). Exprese geiyla stanovena
pomoci FastStart TagMan Master Mixu (Roche) na-tieed PCR cykleru (Bio-Rad, USA). Reak
podminky byly nasledujici: 95°C po dobu 10 min,ledsvalo 45 cylki 15 s fi teplot 95°C a 30 s i
teplog 60°C. Relativni kvantifikace byla provedena za DUGENEX softwaru (MultiD Analyzy AB,
Svédsko).

3.13 Pnitokova cytometrie

Bunééné suspenze ze slezin a MLN byly oy pro detekci regutaich T bugk pomoci FoxP3 Staining
Buffer Set (eBioscience, USA) s vyuZzitim fluorocmrdonjugovanych monoklonélnich protilatek pro CD4
(fluorescein-5-isothiokyanét), CD25 (alofykocyaniloxp3 (fykoerytrin) (eBioscience, USA). Dendii
buiky byly ozn&eny monoklonalnimi protilatkami pro CD1lc (fluorese5-isothiokyanat), MHCII
(alofykocyanin), CD40, CD80 nebo CD86 (fykoerytri(@Bioscience, USA). Biky byly analyzovany
pratokovym cytometrem FACSCalibur (Becton-DickinsonSA) a analyzovany FlowJo 7.6.2 softwarem
(TreeStar, USA).

3.14 Stanoveni aktivity enzyni v kartd¢ovém lemu enterocyh
Jejunum bylo vyjmuto, promyto studenym fyziologiokyoztokem a membrany kagtivého lemu (BBMV)
byly pfipraveny ze sti, jak je popsano v praci Kessler a spol. (20). Ghwateinu v BBMV byl stanoven

metodou Lowry a spol. (21), h&xi sérovy albumin (frakce V, Servagmecko) slouZil jako standard.
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Aktivita alkalické fosfatazy (ES 3.1.3.3)glutamyltranspeptidazy (ES 2.3.2.2), dipeptidyptigazy IV (ES
3.4.14.5), laktazy (ES 3.2.1.23/62/108) a sachafla®y3.2.1.48/10) byla stanovena jak bylo popsaad. (

3.15 Statistick& analyza

Rozdily mezi vice experimentalnimi skupinami byhodnoceny jednosémnou analyzou rozptylu
(ANOVA) s Tukey-ho srovnavacim testem. Rozdily mez&éma skupinami byly hodnoceny pomoci
neparového dvouvyového Studentova t-testu nebo pomoci neparamébrickann-Whitney-ho testu. K
vyhodnocovani byl pouZit statisticky software Grapd Prism (verze 5.03 GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA).

4. VYSLEDKY

Probiotic Lactobacillus strains: in vitro and in vivo studies.
Cukrowska B, Motyl I, Kozakova HSchwarzer M, Gorecki RK, Klewicka E, Slizewska K,
Libudzisz Z.Folia Microbiol (Praha) 2009;54:533-537.

V této praci jsme se zaifili na vybér novych probiotickych kmen lidského mvodu a

charakterizaci jejich bezpeosti a imunomodutaniho profilu ve zviecim modelu.

- Z 24 bakterialnich izolati rodu Lactobacillus, izolovanych ze zdravych kojenych é&i,
jsme vybrali 3 kmeny LOCK 0900, LOCK 0908, LOCK 09B na zaklad jejich
antagonistické aktivity proti patogennim bakteriim, odolnosti proti nizkému pH a
prostiedi Zlwtovych soli.

- Ukazali jsme jejich bezp&nost v mySim modelu. Bakterie netranslokovaly fes skevni
bariéru do krve, jater a sleziny.

- Slezinné buiky, izolované z mySi krmenych laktobacily, vykazovg zmény v Th1-Th2
cytokinové rovnovaze smrem Kk proti-alergické Thl reakci po opétovné in vitro

restimulaci testovanymi kmeny.

NasSe studie ukazala, Ze izolaty rddactobacillus se znan¢ liSi ve schopnosti odolavat drsnému

prostedi traviciho traktu. Nové probiotické kmeny je atiebi dikladre testovat.
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Neonatal colonization of mice withLactobacillus plantarum producing the aeroallergen Bet v
1 biases towards Thl and T-regulatory responses upaystemic sensitization.

Schwarzer M, Repa A, Daniel C, Schabussova |, HriiciPot B, Stepankova R, Hudcovic T,
Pollak A, Tlaskalova-Hogenova H, Wiedermann U, Kaza H.Allergy 2011;66:368-375.

V gnotobiologickém mySim modelu neonatalni kolonegme se zagtli na testovani vhodnosti
vyuziti rekombinantnihd. plantarum, konstitutivrié produkujiciho hlavni iezovy pylovy alergen

Bet v 1, jako slizriniho vektoru pro dodani antigenu v prevenci alergii

- Vytvorili jsme L. plantarum konstitutivn € produkujici hlavnich alergen pylu biizy Bet v
1.

- Ukazali jsme stabilitu kmenein vivo a jeho schopnost posunout bufnou imunitni
odpovéd’ na k Th1l profilu u neonatalné kolonizovanych mysi.

- P¥i systémové senzibilizaci jsme pozorovali snizenleagické reakce u mysSi osidlenych
rekombinantnim kmenem.

- Mechanismus zahrnoval posun s#rem Kk proti-alergickému Thl fenotypu

doprovazenému zvySenou regulani odpowedi.

Mono-kolonizace bezmikrobnich mysi rekombinantnim plantarum vyvolalo specifickou
imunomodulaci alergické imunitni odp#i. NasSe vysledky podporuji vyuziti rekombinaninic

bakterii ml€éného kvaSeni préasnou alergen-specifickou prevenci alergie 1. typu.

Neonatal colonization of germ-free mice withBifidobacterium longum prevents allergic
sensitization to Bet v 1.
Schwarzer M, Srutkova D, Schabussova |, HudcoviARgun J, Wiederman U, Kozakova H.

Manuscript in preparation.

e

v potlateni alergickych reakci. Testovali jsme neonatatdhkizaci lidskym izolatenB. longum v

nasem gnotobiotickém mySim modelu alergie I. typu.

- Ukazali jsme, Ze kolonizace mysSi bakteriB. longum sniZuje alergickou senzibilizaci jak
na bunééne, tak na humoralni arovni.

- Mechanismus zahrnoval indukci regul&ni imunitni odpovédi.
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- Invitro, B. longum indukoval zvySenou produkci regul&nich cytokinia IL-10 a TGF-p z
dendritickych bunék odvozenych z kostni dené.

- Tato indukce byla zavisla na signalizaci fes TLR2 a MyD88.

NasSe vysledky ukazuji, Ze neonatalni mono-kolor@zhekterii B. longum snizuje alergickou
senzibilizaci aktivaci regutaich reakci za vyuziti TLR2 a MyD88 signalnich dralo ctla z B.
longum slibného kandidata pro perinatélni inter&@in strategii proti vzniku alergickych

onemocgni ¢loveéka.

Heat-induced structural changes affect OVA-antigerprocessing and reduce allergic response
in mouse model of food allergy.

Golias J, Schwarzer M, Wallner M, Kverka M, Kozakdyd, Srutkova D, Klimesova K, Sotkovsky
P, Palova-Jelinkova L, Ferreira F, TuckovaPLOS ONE 2012;7(5): e37156.
doi:10.1371/journal.pone.0037156.

Tepelné zpracovani oviiwje alergenicitu antigén Testovali jsme schopnost tepgln
zpracovaného vatjeého albuminu (OVA) vyvolat alergick&ipnaky a imunitni odpad’ v mySim

modelu potravinové alergie.

- Zahrati OVA na 70°C zpisobilo jen mirné nevratné znény v sekundéarni struktuie ve
srovnani s vaenim.

- Nicméng, oba zpisoby tepelného opracovani vedly k zréamé odlisSné kinetice S€peni a
schopnosti indukovat T regul&ni buriky in vitro ve srovnani s nativnim OVA.

- Zahrati OVA na 70°C vyrazré snizilo klinické priznaky, imunitni alergickou reakci a
zmeénilo €innost strevnich hydrolaz.

- Naproti tomu OVA zahiaty na 70°C stimuloval vyssi hladinu IgG2a v séru ayssi

sekreci IFN-y ve splenocytech.

Drobné nevratné zény v sekundarni strukie OVA zpisobené tepelnym zpracovaningmn jak
jeho enzymatickeé &peni, tak tvorbu antigennich epitoplo vede k aktivaciiznych T bugcnych

subpopulaci, indukuje posun &mam k Th1 imunitni odpasdi a sniZuje jeho alergenicitu.
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5. DISKUZE

5.1 Vybér probiotickych bakterii

V souwtasnosti probiha intenzivni vyzkum vyuZiti baktekitipra® novorozenecké bakteriélni
dysbidzy, kterda je pra¥godobr jednou z hlavnich #ftin namstu vyskytu alergickych
onemocgni. Podle definice WHO (7) by tyto bakterieclgn byt zive, i kdyz existuji studie
ukazujici, Ze i mrtvé bakterie nebo bakterialnidtyzmaji schopnost modulovat imunitni systém
hostitele (23). Pokud maji bakterigepit phchod travicim traktem az doisva, musi byt
potencialni probiotika odoln&wi pusobeni Zaludaich kyselin a Zltovych soli. Dale, pokud maji
byt pouzity v humanni mediaginmusi byt bezpmé pro hostitelsky organismus (7). Ukazali jsme,
Ze z 24 laktobacilovych kménizolovanych ze zdravych kojenycktd jich jen @t vykazovalo
odolnost W¢i pusobeni Zaludmich a Zlg¢ovych kyselinin vitro. Kromeé pieZiti krutého prosedi
zazivaciho traktu je pozadovano, aby probiotickédyae dolie pilnuly ke stevnim epitelialnim
bunkdm, protoZze jen tak mohouistat ve sew déle a mohou zabranit vazipatoge, a tim
interagovat s epitelialnimi a imunitnimi fdkami hostitele (24). Na tomto zakkadbyly nakonec
vybrany jen ti kmeny, které prokazaly schopnosiipout k epitelové bugtné linii Caco-2. Krom
jejich schopnosti odolat prasti traviciho traktu jsme ukazali, Ze vSechimywybrané kmeny maji
antagonisticky &inek proti vybranym patogennim bakterialnim krin@) coZ nazn&uje, Ze by
mohly hrat dilezitou pozitivni roli v modulaci g&vni mikrofléry. Abychom otestovali bezfreost
vybranych kmef, byla jejich smis sondovana mysim do Zaludku po dobu sedmi dnikdvai
experimentu jsme nezjistili Zadné translokadespstevni bariéru do krve a viiitich orgad,
bakterie translokovaly pouze do MLN. Translokac&tbai do MLN byla u mysi popsana (25).
Vzhledem k tomu, Ze MLN jsou nyni brany jaktizZkvatka mezi periferni a sliztni imunitou,
translokace bakterii @ize byt nezbytna pro uplatmi jejich imunomoduléni funkce na Urovni
systémové imunity (26). A opravdu, kdyz jsme slaginymfocyty z mysi, kterym byly podany
laktobacily, kultivovali s&mito bakteriemi, pozorovali jsme vySSi produkcitpadergickych Thl
cytokini a nizSi produkci pro-alergického IL-5, nez tomuoby burék ziskanych z kontrolnich
mysi.

Ukézali jsme, Ze vybrané bakterialni kmeny jsouopcly odolavat gevnim podminkam a
interagovat s imunitnim systémem hostitele. vivo mySi experimenty prokazaly bezpest
kmeni; vybrané kmeny byly navic schopné posunout cymkau rovnovahu ve prosph anti-
alergické imunitni reakce, coz z nialini slibné kandidaty pro prevenci/ terapie alerguatk

onemocgni.
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5.2 Perinatalni intervence probiotiky v prevenci a¢rgické senzibilizace

Pouziti probiotickych bakterii sipozenou schopnosti indukovat Thl nebo T regnilamunitni
odpowd pro slizntni dodani rekombinantniho alergenu je atraktividept pro rozvoj ddie
tolerovanych a &innych proti-alergickych vakcin (27).i€dpoklada se, Ze bakterialni intervence

¢asré po narozeni, v tzv. ,oknprilezitosti, kdy je zahajeno programovani imunimmisystému,

Vv s

Vi s

zavedli jsme model neonatélni kolonizace. BezmikfahySi byly kolonizovany a jejich potomci
se rekombinantnim kmenem osadiliirpo od matek. Poté, co jsme potvrdili, Ze kolon&ac
rekombinantni bakterii a produkce Bet v 1 je stdbijsme zjistili, Ze rekombinantni kmen je
schopen vyvolat proti-alergickou Thl odgdv s produkci IFNy ve slezinnych bikach i
opétovné expozici alergenim vitro. Tyto nélezy ndm potvrdilitddezitost vylEru kmene, stefhjako
natasovani kolonizace, protoZzeéedchozi prace s baktetiiactobacillus casei produkujici beta-
laktoglobulin ukazala, Ze kolonizace ddélyh bezmikrobnich mysi vedla k produkci jak Thak t
Th2 cytokini (29). KdyZ byl jako vektor pouZzita Gram negatisdkterie E. coli produkujici
ovalbumin, Dahlman a spol. detekoval indukci alargpecifickych IgE, coz ukazuje na zhorSeni a
alergickych piznali (30). Kdyz byly naSe neonatélikolonizované mysSi nasledrsenzibilizované
pylovym krezovym alergenem Bet v 1, naSli jsme u nich posu&rem k nealergickému Thl
fenotypu na bu&né Udrovni doprovazenému zvySenou re@uiaodpowdi, Zejmou jiz ze
snizenych hladin obou Bet v 1 specifickych IgGIg&2a v séru a zvySené produkce mRNA pro
Foxp3 marker regutmich lymfocyti ve slezig. Pozorované dinky byly antigen-specifické;
kolonizace mysi divokym typein plantarum nentla Zzadné podobné&iinky.

V souwtasné dob se zda, Ze probiotické kmeny se schopnosti vyvelgtil&ni reakce, spiSe nez
tomu, ZeL. plantarum je kmen se silnymi Th1l imunomodaidmi vlastnostmi (32) a Zeagodni
divoky typ L. plantarum v nasi pedchozi praci neprojevil Zzadné tlumivé&inky na vyvoj alergické
imunitni odpo¥di (33), rozhodli jsme se otestovat probioticky kme&tery na zaklatinasehan
vitro testovani vykazoval spiSe Treg imunomoduia kapacitu. Vybrali jsme kmen
Bifidobacterium longum spp.longum CCDM367 B. longum), izolovany ze zdravych kojeficU
n¢j bylo prokazano, Ze indukuje regta cytokin IL-10 in vitro a Ze ma schopnost patia
zarttlivé reakce v mysim modelu experimentalni koliti@nitkova, nepublikované vysledky). Po
alergické senzibilizaci se u mysi, které byly nealmg monokolonizovanych kmeneB longum

vyznamr snizil vyvoj alergen-specifickych imunitnich reédk€oto snizeni bylo spojené s indukci
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regula&niho prostedi, a to jak na humoralni, tak i na bémé arovni. U kolonizovanych mysi jsme
v séru detekovali zvySené hladiny regumliigh cytokiri IL-10 a TGFB. NaSe vysledky jsou
podporovany nedavnym zj&tim, Zze wkteré kmeny bakterii mohou nasmvat DC k indukci
Foxp3 pozitivnich regutaich T-burk a zvySené produkci IL-10 (34). Indukce Treg &un
produkujicich IL-10 bylo rov¥ prokadzana u mysi po podani bifidobakterii (35kil&m lépe
charakterizovat imunomoduliai vlastnosti vybrané bakterie jsmevitro prokazali, ZeB. longum
indukuje v BM-DC zvySenou produkci IL-10 a T@rFeytokini a pouze nizkou hladinu cytokinu
IL-12. Je dobe zdokumentovano, Ze probiotické bakterie jsouimaych buikach rozpoznanyips
PRR (8, 32). Pomoci BM-DC z knock-out mySi jsme a#fia Ze produkce IL-10 indukovana
bakterii B. longum je zavisla na TLR2 a MyD88 a nezavislé na TLR4Sidaignalizace pak
zahrnovala MEK, JNK, P38 a XB.

5.3 Zména v alergenici€ antigenu po tepelné Upra¥

V sowasnosti je velky zajem pochopit jakegré tradicni metody upravovani potravin owuliuji
jejich schopnost vyvolat alergickou senzibilizaméakci (14). Akoli bylo zdokumentovano, ze
peceni, vdeni, grilovani, suSeni, pasterizace a sterilizatu ke sniZzeni alergenicity, vkterych
piipadech mohou tyto metody zvysit alergizujici potél) nebo mohou odhalit tzv. neo-epitopy,
které byly maskované v nativnim proteinu (14). Tie,tvdi priblizné¢ 60% z celkovych protein
vajeeného bilku, je z nich OVA zdaleka nejhgi. Alergie na vejce p#t mezi nefastjsi
potravinoveé alergie a jejich prevalence a zavazsest poslednich desetiletich neustale zvySuje
(36).

Ukazali jsme, Ze zd&flvani vajéného alergenu na 70°C (h-OVA) ma jen minimalni vi& jeho
sekundarni strukturu ve srovnani s OVA iZpm na 95°C. Nicmén i tyto malé zminy nmgly
velky vliv na imunologické chovani alergenu. ProteiOVA byl odolrgjSi vaci proteolytickému
traveni a po 20 minutach se choval podolhjako OVA zaliaty na teplotu 95 °C. Navic dhy
podobnou schopnost indukovat FoxRRiiky in vitro. Ve shod s nasimi vysledky byly nedavno
popsany tlumiveé &inky nekterych OVA T-bur¢énych peptidovych epitapna alergické imunitni
reakce progednictvim indukce FoxP3T burek (37).

V souladu sdmito in vitro Udaji se ukazalo, Ze schopnost vyvolat alergidkaunitni reakci je u h-
OVA snizena. Zatatim OVA se vyznamnsnizily klinické giznaky (alergicky pijem) a imunitni
alergické reakce, jak bylo patrné z produkce IdE4,I1L-5, IL-13. Dale, h-OVA vyvolal v séru
nizsi aktivitu MCPT-1 a nizsi aktivitu alkalickédiatazy v membrénkart&ového lemu enterocyt
ve srovnani s nativnim OVA. Na druhé sttah-OVA stimuloval v séru vysSi 1gG2a a vysSi

sekreci IFNy ze splenocyi. Vyznam strukturalnich epitdpv tvorbe specifickych protilatek se
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projevil, kdyz jsme zrnili antigen (h-OVA byl pouZit pro stanoveni préték ze séra mysi
senzibilizovanych OVA a naopak) pro jejich standvéavic, signal byl signifikantnvyssi, kdyz
byl h-OVA antigen pouZit pro stanoveni specifickyigtG1 protilatek. Fedpokladame, Ze je to
zpisobeno tim, Ze dhbv alergenu odkryva linearni epitopy a tim dogg ztratu &ch
konformanich. Na druhou stranu, kdyZ jsme pro stanoveniilgtek pouzili OVA zaliaty na
teplotu 95 °C, zaznamenali jsme silny pokles signavSech OVA-specifickych protilatek.
Prokézali jsme, Ze i mirné 2my v sekundarni strukte OVA po tepelném zpracovani maji
dalekosahlé isledky tykajici se jeho antigennich vlastnosti.pRateolytickém Stpeni vytvdi h-
OVA fragmenty s odliSnymi imunogennimi vlastnostiktieré vedou k posunu od Th2 k Thl typu
reakce ve srovnani s nativnim OVA. Nicmigh-OVA fragmenty maji stale schopnost vyvolavat

alergické piznaky, ale ty jsou ménvyrazné a pdebuji delSicas na rozvinuti.

6. ZAVERY

(A) Ukazali jsme, ZdakterieLactobacillus LOCK 0900, LOCK 0908 a LOCK 0919 jsou schopné
odolat antimikrobialnimu prostdi steva a interagovat s imunitnim systémem hostitelen Wivo
mySich experimentech posunuly produkci cytékie prospch anti-alergické imunitni reakce.
Smes tchto ti kmen tak pedstavuje probioticky bakteridlnitipravek s moznosti vyuZziti v
profylaxi a / nebo l&g¢ alergickych onemocmi.

(B) Neonatalni mono-kolonizaceiyodné bezmikrobnich mysi kmeneiractobacillus plantarum
NCIMB8826, produkujicim hlavni ftezovy pylovy alergenu Bet v 1, zeslabuje rozvojopgl
alergie pozdji v Zivoté. Jako mechanismus se zde ugpdaal posun sgrem k proti-alergickému
Thl fenotypu doprovazeny zvySenou reganlaodpowdi. Z naSich dat vyplyva, Ze intervencé p
narozeni s zZivou rekombinantni baktekii plantarum produkujici Klinicky relevantni alergen,
snizuje experimentalni alergii autire se proto statéinnou strategii pro dasnou prevenci proti

nastupu alergickych onemagri.

(C) Déle jsme ukazali, Ze neonatalni mono-kolorezgtvodrne bezmikrobnich mysi kmenem
Bifidobacterium longum vyvolala indukci regulénich cytokim/ T burek pies TLR2 a MyD88
signélni drahy a tim zabranila alergické senziadiz Proto niZze byt B. longum povaZzovan za
slibného kandidata pro perinatalni internein strategie s cilem zabranit vzniku alergickych
onemocgni u lidi. Navic, naSe vysledky @ziuji obecny vyznam imunomoduiaich viastnosti
bakterialniho kmene pouZzitého pro intervenci aétigii moZznou funkci bifidobakterii i
formovani imunitniho systému nadaku lidské ontogeneze.
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(D) V mysSim modelu potravni alergie jsme se 2alima objasgni vyznamu sekundarni struktury
antigenu pro jeho alergenicitu. Zjistili jsme, Zah#ti ovalbuminu na 70°C ma jen maly vliv na
jeho sekundérni strukturu. Nicnm$€rtyto drobné nevratné zmy v sekundarni strukte znenily
jak jeho Stpeni, tak i tvorbu antigennich epitopTim vedly k aktivaci iznych T bugcnych

subpopulaci, vyvolaly posun gnem k Th1l odpogdi a snizily jeho alergenicitu.
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