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Abstrakt

Stfevni mikrofldra se sklada z rozsahlé bakteridlni komunity, ktera sidli ve stfevech, predevsim
vtlustém stfevé, a Zije v symbidze s hostitelem. Je tvofena predevsim zastupci Ctyr
bakterialnich kmenl (Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes a Proteobacteria). Jiz bylo
prokdzano, ze se pomérné zastoupeni bakteridlnich kmenu v ¢ase pfilis neméni, ale vyzkumy
posledni dekady prokazaly nevyvratitelny vliv zmény stravy na slozeni stfevni mikroflory. Navic
existuji dikazy o zméndch v zastoupeni bakteridlnich kmend v prlibéhu rozvoje nékterych
patologii stiev, napf. u nespecifickych stfevnich zanétd. Cim dal tim vice se zac¢inaji objevovat
prace popisujici vliv zménéné stievni mikroflory resp. jejich zastupcd, na ¢innost a funkce CNS.
Tato interakce trdvici soustavy a CNS se zda byt obousmérnad a zprostfedkovana nékolika
raznymi drahami. V neposledni fadé se ukazuje, Ze dysbidza stifevni mikroflory podporuje stavy
Uzkosti a deprese, které mohou vést az k nutkani predcasné ukoncit Zivot. Cilem této préce je
poskytnout souhrnny pohled na tuto relativné mladou, ale predevsim velmi zajimavou

problematiku.

Klicova slova: strevni mikroflora, centralni nervovy systém, dysbidza, IBS, IBD, chovani

organismu



Abstract

Intestinal microflora consists of large bacterial community that resides in the intestines,
especially the colon, and lives in symbiosis with the host. It consists mainly representatives of
the four bacterial strains (Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes and Proteobacteria). It has
already been shown that the proportional representation of the bacterial strains in time does
not change much, but the research of the last decade have shown irrefutable effect between
the change of diet and composition of the intestinal microflora. In addition, there is evidence of
changes in the representation of bacterial strains in the course of development of certain
intestinal pathologies such as inflammatory bowel disease. More and more are starting to
emerge papers describing the influence of altered intestinal microflora respectively its
representatives, on the activity and function of the CNS. This interaction of the digestive system
and CNS seems to be bidirectional and mediated by several different pathways. Finally, it shows
that dysbiosis of the intestinal microflora promotes anxiety and depression that can lead to the
urge to prematurely terminate life. The aim of this work is to provide a comprehensive view of

this relatively young, but also very interesting issue.

Keywords: intestinal microflora, central nervous system, dysbiosis, IBS, IBD, behavior of

organism
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1. Uvod

Lidské télo se sklada priblizné z 10" bunék, co? je jen tézko predstavitelné &islo. Podle riiznych
odhadl jej vsak obyva dokonce 10krat vice bakterii o celkové hmotnosti okolo 1 kg, pricemz
prevdzna Cast se nachazi v travici trubici a byvd souhrnné oznacovana jako stfevni mikrofléra.
Ta je tvorena prevdiné ctyfmi bakteridlnimi kmeny. Actinobacteria (5%), Bacteroidetes (23%),
Firmicutes (49%), Proteobacteria (21%). V zdvorkach je uvedeno procentualni zastoupeni
jednotlivych kmen( u zdravych lidi, které se za fyziologickych podminek v ¢ase vyznamné
nemeéni. Bylo vSak prokazano, ze ke zménam ve slozZeni strevni mikrofléry dochazi pfi nékterych
onemocnénich travici soustavy, napf. pfi nespecifickych stfevnich zanétech (IBD, inflammatory
bowel disease), nebo pfi drazdivém tracniku (IBS, irritable bowel syndrome). Ale vyznamny vliv
na zastoupeni jednotlivych kmen(l ma také pfijimana potrava a v posledni dobé je stale Castéji
popisovana obousmérna interakce mezi strevni mikroflérou a centralnim nervovym systémem

(CNS).

Podle souéasnych poznatkU je nervovy systém schopen pfimo ¢i nepfimo ovlivnit sloZzeni stfevni
mikroflory a naopak zastoupeni jednotlivych bakteridlnich kmenQ, respektive nékterych

konkrétnich druhti, ma vliv na ¢innost CNS.

Pfistup k vyzkumu stfevni mikrofléry ve vztahu k fyziologii je vsak relativné mlady, coz dokazuje
i fakt, Ze prvni komplexnéjsi prehledny clanek, ktery se vénuje tomu, jak stfevni mikroflora
vypada a jaky je jeji vyznam pro lidskou fyziologii pochazi z roku 1997 (Macfarlane and
Macfarlane, 1997). O efektu na centralni nervovy systém se sice uvazovalo jiz v té dobé, ale

studie na toto téma se zacali objevovat aZ po roce 2000.

Centralni nervovy systém predstavuje hlavni integracni a fidici organ lidského téla. Zpracovava
signaly prichazejici z vnéjsiho i vnitfniho prostfedi a podili se spolecné s endokrinnim a
imunitnim systémem na udrZovani stdlého milieu, které je nezbytné pro spravné fungovani
jednotlivych bunék i celého organismu. Informace o stavu vnitinich organi stejné jako o sloZzeni
extraceluldrnich tekutin pfichazi do CNS humoralni i neuralni cestou. V ptipadé travici soustavy
reprezentuje nervovou drahu predevsim bloudivy nerv (X. hlavovy nerv), ktery je povazovdn
za jednu z moznych cest zprostiedkovavajici pfimou interakci mezi stfevni mikroflérou a CNS.

Dale bylo popsano ovlivnéni stfevni mikrofléry spojené s aktivaci hypotalamo-hypofyzarni osy



(HPA; hypothalamic-pituitary-adrenal axis), kterd predstavuje rozhrani mezi nervovym a
endokrinnim systémem a je zodpovédna za odpovéd na stresové podnéty. Mnohem
prekvapivéjsi je vsak pozorovany negativni vliv nepfitomnosti stfevni mikroflory na zrani HPA
osy v prlbéhu postnatalniho vyvoje, ktery se projevuje zvySenou aktivaci HPA osy pfi béZznych
stresovych podnétech. Kromé interakce na urovni vegetativnich funkci byly popsany i ucinky

stfevni mikrofléry na chovani organismu, coz bylo dosud demonstrovdno zejména na mysich.

Jak jiz bylo naznaceno, zpUsobd, jakymi se vzajemné ovliviuji strevni mikrofldra a vyssi mozkova
centra, je vice. Od zapojeni nervovych drah, endokrinniho systému pres regulaci pfijmu potravy

az po interakci s imunitnim systémem.

Cilem této bakalarské prace je zmapovani vlivu onemocnéni stiev na jejich mikrofléru a tim i
na organismus a jeho mozkova centra. Dale podrobnéjsi zjisténi jakymi mechanismy jsou
pfenaseny informace ze stfev do mozku a naopak. A v neposledni fadé zda a jaky ma stfevni
mikrofléra vliv na chovani organismu. To, jaky ma vliv stfevni mikrofléra na roztrousenou

sklerézu, priddvam z osobnich davod( jako zajimavost.
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2. Mikrofldra strev

2.1.  Metody zjistovani bakterii stfevni mikroflory

Pocatky studia strevni mikrofléry byly zavislé na kultivaci bakterii ziskanych ze stolice. Kultivace
je vSak ¢asové naro¢nd metoda a dochazelo tak ke zpomaleni celého procesu. Navic vétsina
bakterii sttevni mikrofléry (uvadi se 60-80 %) je nekultivovatelna (Suau et al., 1999). Proto se od
klasickych kultivaénich metod postupné upustilo a preSlo se k novym kultivaéné nezdvislym
molekuldrné biologickym technikam, které jsou schopny poskytnout komplexnéjsi informaci o
sloZeni stfevni mikroflory. V posledni dobé se ke studovani sloZeni stfevni mikrofléry pouziva
metoda oznacovana jako T-RFLP (z angl. terminal restriction fragment length polymorphisms),
ktera je rychld a citliva. Metoda je postavena na polymorfismu terminalnich restrikénich
fragment( bakteridlni DNA a sestdva z nékolika nasledujicich krok(: izolace DNA ze stolice,
namnozeni DNA pomoci PCR (polymerdzovd retézova reakce; zangl. polymerase chain
reaction), Stépeni restrikéni endonukledzou a separace kapilarovou elektroforézou (Frank et al.,

2007).

2.2.  Hlavni kmeny bakterii

Streva obyva velké mnozstvi riznych bakterii. Byla provadéna sirokospektralni kvantitativni PCR
ze 190 vzork( ziskanych z biopsii stfev. Poté byla provedena fylogeneticka srovnavaci analyza
rRNA malych podjednotek bakteridlnich ribozomud (SSU rRNA). Z této analyzy bylo zjisténo, Ze
ve stfevech jsou pritomni zdstupci 4 kmen( bakterii: Actinobacteria (5%), Bacteroidetes (23%),

Firmicutes(49%), Proteobacteria(21%; Frank et al., 2007).

Actinobacteria je kmen grampozitivnich bakterii, které jsou primarné pudnimi bakteriemi.
Z kmene Actinobacter se ve stfevé nalézaji tfidy Coriobacterium a Bifidobacterium. Bacteriodeta
jsou gramnegativni bakterie, pricemz hlavni tfidy obyvajici stfeva jsou Bacteriodales a
Flavobacteriales. Kmen Firmicutes jsou prevazné grampozitivni, ale néktefi zastupci postradaji
bunéfnou sténu, napf. Mycoplasma. Stieva obyvaji rody Lactobacillus, Clostridia,
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae a Erysipelotrichaceae a dalsi. Kmen Proteobacteria je slozen

z gramnegativnich trid. Z Proteobacter obyvaji stieva tridy a-Proteobacteria, B-Proteobacteria

vvvvv
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al., 2007). VSechny tyto kmeny pomahaji udrZovat stfevni homeostazi a pfirozeny prabéh

traveni (Gorkiewicz et al., 2013; Turnbaugh et al., 2007; Yang et al., 2013).

Kmen Trida Podtrida
Bacteriodetes

Bacteriodales

Flavobacteriales
Proteobacteria

a-Proteobacteria

B-Proteobacteria

y-Proteobacteria
Enterobacteriaceae
Pseudomonadaceae

Actinobacteria
Actinomycineae
Corynebacteriaceae

Firmicutes
Lachnospiriceae
Peptostreptococcaceae
Enterococcaceae
Lactobacillaceae
Streptococcaceae
Planococcaceae

Tabulka 1: Fylogeneticka distribuce SSU rRNA ve stfevech zdravého clovéka. Upraveno dle

Frank et al., 2007.

2.3. Rozdéleni strevni mikroflory dle jejiho umisténi

Ve stfevé je rozdélovana mikrofléra na dvé skupiny. Prvni skupinu tvofi bakterie rozptylené ve
stfevé nebo navazané na jeho obsah, tzv. lumindlni (angl. luminal). Druhd skupina je tvorena
bakteriemi pfisedlymi na vrstvu hlenu na sliznici stfeva (angl. mucosea-associated; Hong and

Rhee, 2014).
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VétSinu stfevni mikrofléry zastupuje prvni skupina bakterii, kam patfi napriklad trida
Enterococcus, Clostridium, Enterobacter, dale Staphylococcus aureus a E. coli. Hraji také
kritickou Ulohu v udrZzeni homeostaze stfev a jakékoliv naruseni jejich sloZzeni ma za nasledek
nadymani zdavodu fermentace karbohydratl (cukrl) a vytvareni plynu. Fermentace
nestravenych cukrd vytvari kratké mastné kyseliny (SCFA z angl. short-chain fatty acid) a vedlejsi
produkty jako oxid uhli¢ity, vodik a metan. Produkuji se i dal$i metabolity a toxiny, které mohou

interagovat s hostitelskym imunitnim systémem (Hong and Rhee, 2014).

Druha skupina bakterii, ackoli je méné pocetné zastoupena, ovliviiuje hostitele daleko vice skrz
interakce bakterie-imunitni systém (Kau et al., 2011). Jejimi zastupci jsou mimo jiné
Bifidobacterium catenulatum, B. adolescentis, B. Bifidum, B. Longum, Pseudomonas aeruginosa.
Hlen, na kterém jsou tyto bakterie navazany, se sklada z glykosilovanych polysacharid( a
glykokalyx, také obsahuje vazebné mista jak pro komenzalni a symbiotické, tak pro patogenni
bakterie. Tento systém pomaha omezit pfisedani na vrstvu stfevniho epitelu pod slizem.
Bakterie, které se dostanou skrze hlenovou vrstvu az k epitelu s nim interaguji pomoci toll-like
receptorl (TLR; z angl. toll-like receptor) a NOD2 receptord dendritickych bunék. TLR jsou
exprimovany jak na basolateralni, tak na apikalni strané dendritickych bunék, které prochazi od
lamina propria az do lumen stfeva pres tésné spoje (angl. tight junctions). U hostitell
postizenych IBS bylo pozorovano zvySeni exprese TLR-4 a TLR-5 a sniZeni exprese TLR-7 a TLR-8

(Hong and Rhee, 2014).

Patogenita bakterii zdlezi na reakci dendritickych bunék. Bud dendritické bunky spusti
protizanétlivou reakci pomoci IL-10 (interleukin 10) a TGF-B (transformuijici ristovy faktor B), které
maji protizanétlivé ucinky a podporuiji jiny zplsob imunitni reakce, nebo zareaguji agresivné a
naopak spusti zanétlivou reakci. Je potvrzeno, Ze bakterie z tfid Bifidobacteria a Lactobacilli
stimuluji produkci IL-10 a TGF-B a zaroven inhibuji expresi prozanétlivych faktortd, naptiklad
interferon-y (IFN-y) a tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNF-a; Bye et al., 2014; Hong and Rhee,
2014).

2.4.  Funkce stfevni mikroflory

vvvvvv

nékolika zpUsoby. Plsobi jako mikrobidlni bariéra proti patogenlim, ¢ehoZ dosahne nejen
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blokddou receptorl na sliznici traviciho Ustroji, ale i kompetici o vyZivu. Stfevni mikrofléra také
produkci bakteriostatickych a bakteriocidnich latek usmrti pripadné patogeny (Zboril et al.

2005).

Stfevni mikrofléra zajistuje spravné traveni potravy, tedy vstiebdni vSech Zivin a minerdlnich
latek prijatych s potravou. Zaroven strevni mikrofléra vyuZiva nestravené organické latky,
pomaha Stépit celulosu, podili se na tvorbé latek dllezZitych pro zdravi organismu (vitaminy),
Skodliviny naopak reguluje (cholesterol) a také zlepsuje traveni bilkovin. DaleZitou vlastnosti
stfevni mikroflory je napomahani traveni laktdzy, protoze s vékem clovék ztraci schopnost
laktézu vstfebat. Vyznamnou funkci stfevni mikrofléry je ochrana pred infekcemi tim, Ze

posiluje integritu stfevniho epitelu a napomaha produkci IgA (Zbofil et al. 2005).

Strevni mikrofléra ma také vliv na produkci cytokinl (protein(i, pomoci kterych mezi sebou télni
bunky komunikuji), ¢imz ovliviiuje funkci a rovnovahu aktivit imunitniho systému a tim stfevni

mikrofldra zasahuje do humoralni, bunécné a nespecifické imunity (Zbofil et al. 2005).

2.5. Zmény sloZeni mikroflory pfti patologiich

V nasledujicich odstavcich budou uvedeny podrobnosti o dvou patologiich spojenych se strevy -
IBD a IBS. Obé choroby postihuji nejen zdravi organismu a jeho vnitfni pochody, ale i sloZeni
stfevni mikrofléry. Genetické faktory, které predurcuji k zvySené pravdépodobnosti projevu
IBD, maji vliv i na projevy IBS. Porucha integrity stfevniho epitelu pfredchazi IBD, zatimco u IBS je

disledkem bud' predchozi infekce nebo stresu (Spiller and Lam, 2011).

2.5.1. Nespecifické stfevni zanéty

Pod nespecifické strfevni zanéty (IBD) spadaji ulcerativni kolitida a Crohnova choroba a jsou
doprovdzeny bolestmi bficha, prGjmem, ubytkem télesné hmotnosti a krvacenim zrekta.
V souvislosti s timto onemocnénim se muize projevovat chronicky unavovy syndrom, chronickd

bolest panve, poruchy spanku a snizené libido (Sperber and Dekel, 2010).

Pfi téchto nemocich se méni slozeni mikrofldry stfev z disledku zvySeného pritoku tekutin skrz

stfeva, vytvari se zdnéty, a s tim spojené hojeni, a mnozi se bakterie pro klasickou mikrofléru
14



nebezpecné. Tomuto jevu se fika dysbidza. MnoZstvi bakterii v priilbéhu onemocnéni klesa o 20-
40 % oproti zdravym kontrolnim skupinam (obrdzek 1). Zkoumana i kontrolni skupina byli
pacienti ze $koly mediciny v Mt. Sinai, kterym byl p¥i operaci odebran kousek (1,5 cm?) stfeva.
VsSe probihalo se souhlasem pacient( i prislusnych autorit (Frank et al., 2007). Konkrétné je
uvadéno mnoZeni pfilnavych a invazivnich E.Coli, Mycobacterium avium paratuberculosis,
Clostridium difficile a Bacteroides fragilis. Vsechny z uvedenych jsou velmi enterotoxické, tudiz
jejich produkty narusuji stfevni epitel. Dale se sniZzuje zastoupeni kmenu Bacteriodetes a

Firmicutes, naopak se zvySuje zastoupeni kmenl Actinobacteria a Proteobacteria (Comito et al.,
2014).

W E=zkterii celkem B Eacieroidsies
B Lachnospiraceae [ Enferobacteriaacese

Potet kopii DNA (logio)

NI 1'e (W uc CD

Kontrolni skupina Pacienti s IBD

Obrazek 1: Fylogeneticka analyza SSU rRNA hlavnich zastupct stfevnich bakterii za pouziti
techniky kvantitativni PCR. V levych tfech sloupelcich je relativni mnoZstvi bakterii u

kontrolnich skupin. V pravych dvou sloupeccich je relativni mnozstvi bakterii u pacient(l s IBS.

Upraveno podle Frank et al., 2007.

V dasledku dysbidzy u IBD ubyva butyratu v lumen stfev a omezuje se exprese genll pro tésné
spoje mezi buikami stfevniho epitelu - zvySeni epitelidlni permeability. Jakmile se zvysi pocet

bakterii, které se dostanou az k laminé propria, dojde k zvySené stimulaci TLR na dendritickych
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bunkach, k wvylevu prozanétlivych cytokind a k aktivaci nespecifické imunitni odpovédi.
Propustnost stfevniho epitelu je jesté zvySena nedostatecnou expresi imunoglobulinl typu A
(IgA), které tvofi pfirozenou obranou proti patogennim bakteriim a pomahaji udrZovat integritu

stfevniho epitelu (obrazek 2; Comito et al., 2014).

Dysbi6za Snizeni exprese proteiond zajistujicich
‘ pevnost tésnych spojd
Snizena hladina butyratu ve stfevech . ‘ .
ZvyEena propustnost stfevniho epitelu
Snizena koncentrace Igh a ‘
defensini v lumen stfev N VEétsi pranik bakterii skrz epitel stfeva
Makrofagy s poskozenou ‘

funkci fagocytozy N Neefektivni elinace bakterii

Zvysena stimulace TLR

U

Zvyiena produkce prozanétlivych cytokinl a aktivace nespecifické
imunitni odpovédi

Obrazek 2: Dysbidza a nasledné kroky vedouci k zanétlivym reakcim z dusledku IBD. Upraveno

podle Comito et al., 2014.

2.5.2. Drazdivy tracnik

Drazdivy tracnik je charakterizovdn bolestmi bficha, nevolnosti, nadymanim a prljmem
¢i zacpou. Jako u predchozi nemoci se méni sloZzeni mikroflory v prdbéhu nemoci. Snizuje se
zastoupeni tfid Lactobacilli a Bifidobacteria a naopak se zvySuje zastoupeni Streptokoku,
urcitych druht E. Coli a Clostridii. U pacientl s IBS bylo zjiSténo zvysené mnozstvi interleukinu 6
(IL-6) a interleukinu 8 (IL-8), coZ jsou silné prozanétlivé faktory a markery zanétlivych reakci

(Rajilic-Stojanovic et al., 2011).

Rajili¢-Stojanovic et al., 2011 dale publikoval celkovy snizeny pocet bakterii ve vzorcich pacient(

postizenych IBS. Konkrétné témér 50% ubytek bakterii kmene Bacteriodetes, 10% ubytek
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bakterii kmene Actinobacteria a 30% Ubytek zastupcli kmene Bifidobacteria. Naopak se mirné
zvysilo zastoupeni (<5 %) kmene Firmicutes, hlavné z tfidy Clostridium. Ve vzorcich pacientd
s IBS se také objevovali netradicni bakterie tolerujici kyslik. Konkrétné rodina Streptococcaceae
a zastupci rodu Aneurinibacillus (viz. tabulka 2). Byla pouzita metoda 16S rRNA fylogenetické
analyzy a kvantitativni PCR z 62 vzorkl stolice pacientl s IBS a 46 kontrolnich vzork( od
zdravych dospélych lidi. Tato studie dokonce uvadi ubytek Bifidobacterium catenulatum a

Bifidobacterium pseudocantelatum za mozny marker IBS (Rajilic-Stojanovic et al., 2011)
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Mean hybridization signal intensity

Level 1 Level 2 Contrals 1BS IBS-A [BSC IBS-D
Actinobacteria Bifidobacterum 2498 16454 2107 1335 1516
Bacternidetes Allistipes 968 ag2t 310t 3820 634

Bacteroides fragilis et rel 666 455" 437° 3380 553
Bacteroldes intestinalis et rel 1821 1090¢ 12482 919t 10g22
Bacteroides ovatus et rel 817 6024 680 3280 741
Bacteroides plebeius et rel 2306 1141* 1002" 11274 12577
Bacteroides stercoris et rel 733 532¢ 656 729 297
Bacteroldes uniformis et rel 4856 27530 20410 2940° 3159
Bacteroides vulgatus et rel 3691 1789¢ 22320 1429¢ 17120
Odoribacter 570 249t 2250 203¢ 3002
Parabacteroides 1136 5154 429b 4570 6228
Prevotella oralis et rel 696 417" 750 230 3007
Prevotella ruminicola et rel 546 3832 352 2782 434
Prevatella tannerae et rel 1181 619t B57h 633t 5800
Tannerella 493 214¢ 185° 2200 231P
Uncultured bacteroidetes 1083 266" 1220 1807 438
Firmicutes
Bacill Aneurinibacillus 2117 2848° 2424 32410 2887
Straptococcus intermedius et rel 834 1221° 1502° 994 1171
Clostridium cluster [V Anaerotruncus 508 545 461 6702 57
Clostridium ceflulosi et rel 1253 1525 1204 18817 1512
Clostridium leptum et rel 1212 14997 1123 18650 1521
Clostridium orbiscindens et rel 984 12090 1049 13980 11659
Faecalibactenium 4184 3327 23768 3363 4025
Papillibacter 2018 27070 25112 30600 2603
Ruminococous bromif et rel 2959 4044 2766 E4o2b 4024
Ruminococous callidus et rel 1548 1554 10848 2016 1578
Sporobacter 721 886 613 1178° 883
Clostridium cluster| X Dialister 107 3304 2710 321 382
Peptococcus 750 1018° 962 11140 9922
Clostridium cluster X| Anagrovoray 557 6427 625 6877 624
Clostridium difficile et rel 167 2480 212¢ 3290 2174
Clostridium cluster XIVa Blautia 3099 37840 44200 3590 3440
Bryantella 1482 1817% 1880° 18507 1747
Butyrivibrio 1093 1165 1116 1053 1283
Clostridium nexile et rel 5537 Fo510 6a02° 73750 G6g2e
Clostridium sphenoides et rel 2388 2729 30237 2578 2615
Clostridiurm symbiosum et rel 1658 238g¢ 24400 25570 22300
Coprococeus eutactus et rel 2545 30094 30860 31630 2841
Dorea 2374 31810 33850 32930 29460
Lachnospira 2878 34038 3343 34692 34002
Outgrouping Clostridium cluster XIVa 1516 17314 20270 1506 1668
Rosebuna 2541 35337 3099 3493 38922
Ruminococous gnavus et rel 3101 4519¢ 5027t 48240 39122
Ruminococeus lactaris et rel 949 1202 1118¢ 1165 1293°
Uncultured Clostridiales Uncultured Clostridiales | 297 2287 1767 21 199

Tabulka 2: Rozdilné sloZeni stievni mikrofléry u zdravych lidi a pacientd s IBS. Seda pole oznaduji
bakterie, jejichZ pocet se vyrazné snizil v disledku IBS (Rajilic-Stojanovic et al., 2011).
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3. Interakce strev a centralni nervové soustavy

Komunikace mezi stfevy a CNS je obousmérna a je prenasena aferentnimi a eferentnimi
drdhami, endokrinnimi signdly, metabolity a imunologickymi signaly mezi CNS a

gastrointestindlnim traktem (obrazek 3; Romijn et al., 2008).

Centralni nervovy

systém

Metabolity (GABA,
neuroaktivni
molekuly)

munitni signalizace
{imunitni bufiky - T
ymfocyty, zanéty)

Nerudlni cesta
(Nervus Vagus)

munitni signalizace
{aktivace imunitnich
bunék, cytokiny, IgA)

Metabolity (peptidy
sytosti)

Streva

/

Strevni mikrofléra

Obrazek 3: Schématické znazornéni moznych zptisobli komunikace mezi stfevni mikroflérou a

CNS.

3.1. Jak ovliviiuje centralni nervovy systém mikrofléru strev?

Prvnim zplsobem, jak CNS ovliviiuje stifevni mikrofléru je skrz pocit sytosti. Tim ovliviiuje pfijem
potravy a mnozstvi Zivin, které stfevni mikrofléra dostane a sloZeni stfevni mikrofléry. Peptidy

signalizujici sytost (peptid YY) jsou transportovany pomoci krve do mozku (Romijn et al., 2008).

Ddle mlze CNS ovlivnit mikrofléru pomoci nervovych a endokrinnich signal(i. Autonomni
nervovy systém (ANS) a HPA osa mohou meénit peristaltiku stfev, sekreci slizu, propustnost
stfevniho epitelu. Vysoka propustnost epitelu mize mit za nasledek zanétlivé reakce (Cryan and

Dinan, 2012). Pfimé ovlivnéni mikrofléry stfev pomoci CNS mize byt pomoci neurotransmiterd,
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napriklad 5-hydroxytryptaminu, ktery je vypoustén do lumen stfev enterochromafinnimi
burnikami, neurony a imunitnimi bunkami umisténymi v lamina propria. Byly pouzity GF mysi,
kterym se postupné osidlovali stfeva klasickymi stfevnimi bakteriemi. Sledovali se hladiny

tryptofanu a kynureninu v krevni plasmé a dalsich latek (El Aidy et al., 2012).

U SPF mysi, kterym byly odebrany Cichové bulby (OBx), coZ je ¢ast mozku, do které prichazeji
informace z Cichovych organu, se projevuje hypereaktivita na stresové agens. Konkrétné na
water avoidance stress (WAS). Jako kontrolni skupina byly pouzivany Sham mysi. Pfi indukci
stresu byla zjiSténa zvySena hladina kortikoliberinu (CRH). Byly studovany i feces mysi, z nichz se
izolovala RNA, pomnozila se (PCR) a provedla se elektroforéza. Vysledky elektroforézy se
fylogeneticky porovnavaly. Byla zjisténa proporéni zména v zastoupeni jednotlivych kmen(
byla jak zvysend produkce fekalii (az o 40 % oproti kontrole), tak i vétsi sila hladké svaloviny na

mm? stfevniho epitelu (Park et al., 2013).

Také produkce signalnich molekul, cytokin( a antibakteridlnich peptidl (AMPs) do lumen stfeva
neurony, enteroendokrinnimi burfikami, imunitnimi bufkami a Panethovymi burikami na pfimy

nebo nepfimy popud CNS, md okamZity dopad na sloZeni mikrofléry stfev (Rhee et al., 2009).

Vyhodnoti-li CNS situaci, ve které se organismus nachdzi jako stresovou, byva témér okamzité
poskozena integrita stfevniho epitelu, pozménénd pohyblivost trdvici trubice a zvysSend
produkce katecholamind a kortisolu, diky mechanismim bloudivého nervu, ktery ma velmi
kratkou reakcni dobu. To vSe ma za nasledek zménu funkce stfevni imunity a produkce cytokint

(Chen et al., 2013).

3.2. Jak ovliviiuje mikroflora stfev centralni nervovy systém?

| zde je vice cest, jak je cilovy organ ovlivhovan. Neurdlnimi signaly, endokrinnimi a

imunologickymi mechanismy a metabolity.

Nervové signaly jsou ovladany hlavné enterickou nervovou soustavou (ENS) a bloudivym
nervem. ENS je oznaceni pro nervovou tkan nachazejici se v travici soustavé. Hlavni role ENS je
kontrola traveni a regulace sekrece latek do travici trubice. Bloudivy nerv je desatym hlavovym

nervem, ktery inervuje kréni, bfisni a hrudni dutiny. Receptory na neuronech bloudivého nervu
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reaguji na mnoho strevnich peptidd a komponent zbytk(i potravy (de Lartigue et al., 2011).
Nedavné studie ukazuji na primé interakce mezi stfevni mikroflérou a neurony eneterického
nerovového systému pomoci receptord TLR-3 a 7 (rozezndvaji virové RNA) a TLR-2 a 4
(rozeznavaji peptidoglykany a polysacharidy; Barajon et al.,, 2009; Brun et al.,, 2013).
Lactobacillus rhamonus a B. Fragilis mohou aktivovat neurony bloudivého nervu pomoci svého

produktu, kapsularniho polysacharidu A (capsular polysaccharide A, PSA; Mao et al., 2013).

Endokrinni signalizace mikrofldra-stfeva hraje hlavni roli vregulaci a aktivaci HPA, kterd je
dalezitym faktorem pfi reakcich na stresové prostfedi nebo situace. Enteroendokrinni buriky,
které jsou rozeseté po stfevnim epitelu maji schopnost sekretovat neurotransmitery a dalsi
signdlni peptidy jako odpovéd na podnéty zlumen stfev a tak byt endokrinnimi prenaseci

signal(l stfeva-CNS (Rhee et al., 2009).

Metabolity maji vyznamny vliv na fungovani CNS, napfiklad (Ruddick et al., 2006) uvadi, ze
porucha v serotonergnim a kynurennim metabolismu tryptofanu ovliviiuje pribéh a zavaznost
demence, Huntingtonovy choroby a Alzheimerovy choroby. Obyvatelé stfevni mikrofléry dokazi
syntetizovat Sirokou Skalu kompletnich signaliza¢nich molekul nebo molekul, které jsou za né
zaménitelné (mimické). Konkrétné napftiklad serotonin, melatonin, gamma-aminomaselnou
kyselinu (GABA), katecholaminy, histamin a acetylcholin (Barrett et al., 2012; Forsythe et al.,
2010; Lyte, 2011).

Imunitni systém komunikuje s CNS naprosto nezavisle. Ackoli je CNS povaZovano za imunitné
privilegované misto (misto, kde se imunitni bunky nevyskytuji) jsou v ném bézné nachazeny
makrofagy a dendritické burnky. Konkrétné v choroidnim plexu (vysoce prokrvena ¢ast mozku
zodpoveédna za vyrobu mozkomisniho moku), mozkovych blanach a u mikroglidlnich bunék
mozkového parenchymu. Dale se objevuji leukocyty v mozkomisnim moku. Urcita ¢ast strevni
mikrofléry, kterd je zndmd svou schopnosti ovlivnit imunitni systém hostitele, podporuje
autoreaktivitu perifernich imunitnich bunék na buriky CNS. (Berer and Krishnamoorthy, 2012;
Rook et al., 2011) Na CNS maji také vliv imunitni latky, které se vyplavuji pti neuropsychickych
nemocich, napfiklad deprese. To jsou naptiklad C-reaktivni protein (CRP) IL-1, IL-6 a TNF-a.
Produkce a vyplavovani téchto faktor(l navic podporuje vytvareni zanétli (Dantzer et al., 2008;

Rook et al., 2011).
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Jednim z nejpresvédcivéjsich dlikazli toho, Ze stfevni mikroflora ovliviiuje chovani organisma, je
studie Bercik et al., 2011. Podstatou bylo ,vyménéni“ stfevniho obyvatelstva mezi dvéma
kmeny laboratornich mysi. Konkrétné BALB/c mysi (plivodem z New Yorku) a NIH swiss mysi
(pGvodem z Marylandu). K uskutec¢néni tohoto pocinu, bylo nutné zajistit bezmikrobni mysi
(angl. GF zgerm free), proto pred samotnym experimentem byla mySim po dobu 7 dn
podavadna neabsorbovatelnd antibiotika (neomycin, bacitracin a pimaricin). Poté se uskutecnilo
osidlovani stfev mikroflérou zjiného kmene. GF BALB/c mysim bylo stfevo osidlovano
mikroflérou z SPF (z angl. specific patogen free) HIN swiss mysi a naopak. Samotna sterilizace
stfev jakychkoliv SPF mysi pomoci antibiotik podpofila prizkumné chovani mysi, snizila strach
z neznamého prostredi a zvySila expresi hipokampdalniho mozkového neurotropniho faktoru
(BDNF). Nejdllezitéjsi ¢asti tohoto vyzkumu bylo porovnani chovani klasickych SPF mysi s témi,
co méli uméle osidlena stfeva z druhého kmene. BALB/c mysi, které méli NIH swiss mikrofléru
vice prozkoumavali okoli a méli vyssi koncentrace BDNF v hipokampu. NIH swiss mysi, jejichz

mikrofléra pochdazela z BALB/c mysi méli naopak strach z objevovani (Bercik et al., 2011a).

4. Role strevni mikrofldry u roztrousené sklerozy.

Roztrousena sklerdza je autoimunitni onemocnéni, kde buriky imunitniho systému demyelinizuji
vldkna neuron, které se stavaji nefunkénimi. Ackoli studie pracuji hlavné s encefalomyelitidou
(EAE, souhrnné oznaceni pro zanétlivd onemocnéni mozku a michy), konkrétné
s experimentdlni autoimunitni encefalomyelitidou muaze byt predpoklddan podobny vliv na
roztrousenou sklerézu (Baxter, 2007). Jak se uvadi ve studii (Lee et al., 2011) spravné slozeni
komensalnich bakterii ve stfevech snizuji hladiny IFN-y a IL-17 (znamé prozanétlivé faktory).
Modulace stfevni mikrofléry pomoci antibiotik fidi pribéh EAE prostfednictvim rdznych
bunécnych mechanismu. Studie Ochoa-Reparaz et al., 2009 uvédi, Ze poddvani upravenych Treg
CD4" lymfocytl, které produkuji IL-10 (protizanétlivy faktor) zpomaluje postup ifeni EAE.
V nasledujici studii stejného autora (Ochoa-Reparaz et al., 2010) je uvedeno, Ze oralni podavani
antibiotik vede k nardstu aktivity CD5" ® buné&ného typu. Tento bunéény typ mé protizanétlivé
mechanismy a tim brani dalSimu rozSifovani EAE. PrfestoZe neni Uplné zndmo, zda zastupci
stfevniho obyvatelstva maji pfimy vliv na roztrouSenou sklerézu, vysoké procento pacientl

mélo zvySenou reaktivitu proti ganstrointestinalnim protildatkdm oproti kontrolni skupiné.
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Z toho lze usuzovat zménu ve sloZeni stfevni mikroflory a také zvySenou imunitni reakci

v oblasti stfev (Banati et al., 2013).

Jak prokazalo jiz mnoho studii Ustni podavani jednoho urcitého kmene bakterii nebo mixu vice
kmend ma vliv na EAE. Konkrétné poddavani probiotické Bifidobacterium animalis sniZzovalo
dobu, po kterou mély mysi, u kterych bylo uméle EAE vyvolano, symptomy EAE (Ezendam et al.,
2008). Jelikoz je spojovani stfevni mikrofléory a mozkovych chorob jesté ve svych pocatcich,
objevuji se i navzadjem protichGdné studie. Ezendam and van Loveren (2008) uvadi, Ze druh
Lactobacillus casei Shirota zhorSuje ptiznaky EAE, naopak Maassen and Claassen (2008)
naznacuji, ze rod Lactobacilli v€etné druhu Lactobacillus casei Shirota plsobi na EAE dokonce

pozitivné.

5. Chovani organismu a role stfevni mikrofléry v ném

Ackoli je tento obor velice mlady uZ se stacilo nahromadit sluSné mnozstvi studii, které potvrzuji
vliv stfevni mikrofldry na chovani organismu. Na prace vtomto oboru jsou bohuzel stale
pouzivany prevainé modelové organismy (mysi / potkani). Disledkem je etickd nekorektnost
experimentl na lidech. Deprese, Uzkost a stres jsou hlavni poruchy nalad, na které se vétSina

studii zaméruje.

5.1. Deprese a strevni mikroflora

Deprese je jedna z hlavnich forem poruch nalady, kterd ma za nasledek neuropsychickou
nerovnovahu a naruseni imunitnich mechanism0 (Dantzer et al., 2008). Podavani probiotik,
hlavné bakterii z kmene Lactobacillus, snizuje zdvaznost depresi. Probioticka kultura obsahuijici
L. rhamnosus a L. helveticus snizuji miru stresu vyrovnavanim narusené hladiny kortikosteronu
(Gareau et al.,, 2007). Podobné L. Rhamnosus sniiuje stresové chovani nejen regulovanim
hladiny kortikosteronu, ale i GABA receptorl v bloudivém nervu. Poddavani probiotik
obsahujicich zastupce z kmene Bifidobacterium je také potenciondlnim antidepresantem.
Bifidobacterium infantis zmirnuje depresi u mysi, které byly podrobovany nucenému plavani
(forced swim test - FST) a odlouceni od matek (maternal separation). Hlavnimi mechanismy byla

atenuace prozanétlivych cytokind, regulace v metabolismu tryptofanu a neurotransmiteri CNS
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(Desbonnet et al., 2008; Desbonnet et al., 2010). Probiotika kombinujici L. helveticus a
Bifidobacterium longum maji také, jak se da predpokladat antidepresivni Gcinky a k pfedchozim
uvedenym mechanismim ma tato kombinace navic potencidl obnovovani stfevniho epitelu
(Arseneault-Breard et al.,, 2012; Gilbert et al.,, 2013). | dieta obsahujici vysoké mnoZstvi
polynenasycenych mastnych kyselin pomaha zmirnit depresivni chovani (Dinan and Cryan,

2012).

5.2. Uzkost a stres

Uzkost a stres jsou béiné poruchy nalad, na kterych se podili nervovy systém, endokrinni
signalizace a imunulogické procesy. Vystaveni chemickym, biologickym ¢i pfirodnim stresovym
agens aktivuje mimo jiné HPA osu (Dinan and Cryan, 2012). Mysi, které byly uméle vychovany
bez jakychkoliv bakterii (GF-mouse, germ-free), vykazuji zvySenou motorickou aktivitu a snizené
projevy Uzkosti spojené s objevovanim okoli oproti mysim, které maji pouze urcité bakterie
(SPF-mouse, specific-pathogen-free) a normalni obyvatelstvo stfev. U GF mysi byly pozorovany
zvy$ené hladiny neurotransmiterd a snizena dlouhodobd potenciace (zesileni signald) CNS (Diaz
Heijtz et al., 2011). Studie provadéné za podobnych podminek potvrzujici predchozi poznatky
(Neufeld et al., 2011), navic uvadéji nizsi hladiny receptorli pro neurotransmitery a stimulaci
metabolismu tryptofanu u GF mysi oproti SPF mysim. Urcité stfevni patogenni bakterie,
napfiklad rod Campylobacter jejuni (kmen Proteobacteria), podporuji uzkostlivé chovani pres
indukci (expresi) c-Fos proteinu. C-Fos protein je nervovy aktiva¢ni marker jak v CNS tak v ANS
(Gaykema et al., 2004; Goehler et al., 2008). Indukci c-Fos proteinu podporuje i Citrobacter
rodentium (Lyte et al., 2006). Na druhou stranu urcité druhy B. longum, B. infantis, L. helveticus,
nebo L. Rhamnosus samotné ¢i v kombinaci normalizuji projevy strachu a uzkosti u zvirecich

modell (Bercik et al., 2011b; Bravo et al., 2011).

Zména aktivity HPA osy diky stfevni mikrofléfe je také pozorovana pfi vystavovani stresovym
situacim. GF mysi projevovali zvySenou reaktivitu HPA spojenou s nadbytkem cirkulujicich

neurotransmiter( oproti SPF mysim (Sudo, 2012).
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Mysi, které byly vystaveny stresové situaci z dlvodu separace od matky, méli pozménénou
stfevni mikrofléru (fekalni vzorek) oproti kontrolni, neseparované skupiné. Vyrazné se snizilo

zastoupeni Bacteriodetes, naopak zvysilo zastoupeni Clostridii (O'Mahony et al., 2009).

6. Konkrétni latky ovliviujici cinnost CNS a strev

Zmény v praci mozku a prodlouzené michy jsou vysledkem mnoha faktor(. Metabolity a s nimi
spojena endokrinni signalizace zde maji vyrazné zastoupeni. Zde jsou uvedeny priklady latek,

které ovliviuji CNS jak pfimo tak nepfimo.

Leptin slouzi k regulaci chuti k jidlu, ke spravnému vstrebavani glukézy, spravnému fungovani
brzliku a pomaha k dominanci T,1 bunék nad T,2 bunkami a inhibuje proliferaci regulacnich T
lymfocytd. Nizka hladina leptinu mliZze mit za nasledek snizenou buné¢nou imunitu. Respektive
zhorseni proliferace T lymfocytl a jejich exprese cytokinl, dale sniZeni hladiny aminokyselin

napriklad tryptofanu, argininu, glutaminu, cysteinu (Biesiada et al., 2012).

Kratké mastné kyseliny (SCFA) jsou konecné produkty bakteridlniho kvaseni zbytk( potravy.
Clovék je nedokaze s vyuZitim vlastniho genomu travit. Od toho tu je stfevni mikrofléra. SCFA

maji velky vliv na imunitni reakce.

Butyrat méni produkci cytokin u Th (helper) bunék a podporuje nepropustnost stfevniho
epitelu. Ztoho vyplyvd omezeni expozice epitelu patogennim bakteriim a tedy snizeni

zanétlivych reakci ve streve.

Acetdt pomoci G protein sprazeného receptoru (Gprd3) napomahd kurychleni priibéhu

zanétlivé reakce a k jejimu hojeni. Jako butyrat i acetat udrzuje stabilnéjsi stfevni sliznici.

Stfevni bakterie jsou producenty pfiblizné 95 % celkového 5-hydroxytryptaminu (serotoninu)
v lidském organismu, coz je kriticky dalezZity neurotransmiter modulujici jak motilitu strev, tak

chovéani (Sommer and Backhed, 2013).

Glukokortikoidy jsou steroidni hormony tvorené klrou nadledvin, jejich tvorbu fidi predni lalok
hypofyzy. Hlavnimi zastupci jsou kortisol a kortikosteron. Jsou to silna antiflogistika, Cili Iéky na

potlaceni zanétlivych reakci.
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BDNF (brain-derived neurotrophic factor) je protein patfici do neurotrofni rodiny rdstovych
faktorQ. Jeho hlavni funkci je zajistit prezivani, rlst a diferenciaci novych neuronl a synapsi
v oblasti hypokampu, mozkové klry a bazdlniho predniho mozku, které jsou zodpovédné za

pamét, uceni a vy3$si mozkové funkce. BDNF je také duleZity pro dlouhodobou pamét (Bercik et

al., 2011a).
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7. Zaveér

Vtéto praci byly shrnuty nejnovéjsi poznatky o stfevni mikroflére, jejich zméndch pfi
patologiich a vlivu téchto zmén na cinnost vyssich mozkovych center. V bakalarské praci byl
zmapovan vliv vybranych patologii stfev (IBS, IBD) na jejich mikrofléru, organismus a centralni
nervovou soustavu. Vyzkumy prokdzaly markantni Ubytek objemu stfevni mikrofléry i jeji
diverzity u obou chorob, pficemz u IBD se mirné zvysilo pomérné zastoupeni bakteridlniho

kmene Actnobacteria, zatimco u IBS se pomérné zastoupeni stejného kmene snizilo az 0 10 %.

V praci je uveden nejen prehled latek majicich vliv na prenos informaci jak ze stfev do mozku i
zmozku do stfev ale i zpUsoby (drahy) kterymi se dané informace Sifi. Pozoruhodnym
zpusobem prenosu informaci je komunikace CNS se stfevni mikroflérou pres slozky imunitniho

systému, protoze se CNS obecné povazuje za imunitné privilegované misto.

Rada studii také prokazala, 7e stfevni mikrofléra ovliviiuje chovani a nélady organismu.
Dysbidza strevni mikroflory podporuje stavy Uzkosti a deprese, které mohou vést az k nutkani

predcasné ukoncit Zivot.

Osobni divody vedly autora k tomu, Ze zvlastni pozornost vénoval vlivu stfevni mikroflory na
roztrousenou sklerézu. Dosavadni poznatky svédci o tom, Ze zména sloZeni stfevni mikroflory, a

s

stim spojené snizeni hladin prozanétlivych faktori, mize mit pozitivni efekt na pribéh

roztrousené sklerdzy.
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	Obrana organismu je nejdůležitější funkcí střevní mikroflóry. Tuto roli zajišťuje mikroflóra hned několika způsoby. Působí jako mikrobiální bariéra proti patogenům, čehož dosáhne nejen blokádou receptorů na sliznici trávicího ústrojí, ale i kompeticí o výživu. Střevní mikroflóra také produkcí bakteriostatických a bakteriocidních látek usmrtí případné patogeny (Zbořil et al. 2005).
	Střevní mikroflóra zajišťuje správné trávení potravy, tedy vstřebání všech živin a minerálních látek přijatých s potravou. Zároveň střevní mikroflóra využívá nestrávené organické látky, pomáhá štěpit celulosu, podílí se na tvorbě látek důležitých pro zdraví organismu (vitamíny), škodliviny naopak reguluje (cholesterol) a také zlepšuje trávení bílkovin. Důležitou vlastností střevní mikroflóry je napomáhání trávení laktózy, protože s věkem člověk ztrácí schopnost laktózu vstřebat. Významnou funkcí střevní mikroflóry je ochrana před infekcemi tím, že posiluje integritu střevního epitelu a napomáhá produkci IgA (Zbořil et al. 2005).
	Střevní mikroflóra má také vliv na produkci cytokinů (proteinů, pomocí kterých mezi sebou tělní buňky komunikují), čímž ovlivňuje funkci a rovnováhu aktivit imunitního systému a tím střevní mikroflóra zasahuje do humorální, buněčné a nespecifické imunity (Zbořil et al. 2005).
	Úzkost a stres jsou běžné poruchy nálad, na kterých se podílí nervový systém, endokrinní signalizace a imunulogické procesy. Vystavení chemickým, biologickým či přírodním stresovým agens aktivuje mimo jiné HPA osu (Dinan and Cryan, 2012). Myši, které byly uměle vychovány bez jakýchkoliv bakterií (GF-mouse, germ-free), vykazují zvýšenou motorickou aktivitu a snížené projevy úzkosti spojené s objevováním okolí oproti myším, které mají pouze určité bakterie (SPF-mouse, specific-pathogen-free) a normální obyvatelstvo střev. U GF myší byly pozorovány zvýšené hladiny neurotransmiterů a snížená dlouhodobá potenciace (zesílení signálů) CNS (Diaz Heijtz et al., 2011). Studie prováděné za podobných podmínek potvrzující předchozí poznatky (Neufeld et al., 2011), navíc uvádějí nižší hladiny receptorů pro neurotransmitery a stimulaci metabolismu tryptofanu u GF myší oproti SPF myším. Určité střevní patogenní bakterie, například rod Campylobacter jejuni (kmen Proteobacteria), podporují úzkostlivé chování přes indukci (expresi) c-Fos proteinu. C-Fos protein je nervový aktivační marker jak v CNS tak v ANS (Gaykema et al., 2004; Goehler et al., 2008). Indukci c-Fos proteinu podporuje i Citrobacter rodentium (Lyte et al., 2006). Na druhou stranu určité druhy B. longum, B. infantis, L. helveticus, nebo L. Rhamnosus samotné či v kombinaci normalizují projevy strachu a úzkosti u zvířecích modelů (Bercik et al., 2011b; Bravo et al., 2011).
	Změna aktivity HPA osy díky střevní mikroflóře je také pozorována při vystavování stresovým situacím. GF myši projevovali zvýšenou reaktivitu HPA spojenou s nadbytkem cirkulujících neurotransmiterů oproti SPF myším (Sudo, 2012).
	Myši, které byly vystaveny stresové situaci z důvodu separace od matky, měli pozměněnou střevní mikroflóru (fekální vzorek) oproti kontrolní, neseparované skupině. Výrazně se snížilo zastoupení Bacteriodetes, naopak zvýšilo zastoupení Clostridií (O'Mahony et al., 2009).
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