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ABSTRAKT

Funkce slizni¢ni bariéry stieva: metodiky a moZnosti ovlivnéni

Spravné fungovani stfevni bariéry je esencialni pro udrzeni rovnovahy
vnitiniho prostfedi organismu a zdroveil plni funkci mechanické izolace pred
prunikem makromolekularnich substanci a mikrobt ze zevniho prostiedi. PoSkozena
sliznice stieva tedy dostatecné nebrani prichodu infekénich mikroorganismu,
antigenti ze stravy, bakterii, vir a xenobiotik do subepitelidlnich vrstev stfeva jako
to zvlada zdrava slizni¢ni bariéra. Nadmérna interakce mezi pohlcenymi antigeny
Z lumen stfeva a imunitnim systémem miZze vést k imunologicky mediovanému
poskozeni organismu. PoruSena bariéra stfeva hraje vyznamnou roli v patogenezi
zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni, kterymi jsou naptiklad idiopatické stifevni
zanéty, diabetes, celiakie nebo revmatiodni artritida.

Cilem prace bylo zavést metody pro méfeni stfevni propustnosti, které
vypovidaji o poSkozené bariéfe stfeva. Méfenim stfevni propustnosti pomoci
podavani 4,4 kDa FITC-dextranu jsme stanovili miru poSkozeni zplsobenou
indomethacinem (nesteroidni antiflogistikum), alkoholem a bakteridlnim LPS. Dale
jsme hodnotili zmény v kvantitativni expresi genti pro proteiny tésnych spoju, 1L-6 a
iINOS u mysi po intraperitonedlnim podani LPS, ktery vyvolal septicky Sokovy stav.
Dalsim cilem bylo zjistit plisobeni probiotickych bakteridlnich komponent na stievni
bariérovou funkci.

Na mySim modelu DSS kolitidy jsme zjistili, Ze preventivni podavani lyzatu
probiotické bakterie L. casei zlepSuje stav stfevni bariéry. Imunofluorescenci jsme
prokazali, Ze produkce a lokalizace proteinti tésnych spojli zlstdva po podéani lyzatu
L .casei zachovana v podobné mite jako u zdravych mysi. Tyto vysledky jsme poté
ovéfili pomoci RT-PCR. Dale jsme porovnali stfevni propustnosti dospélych a
kojenych bezmikrobnich mys$i po podani indomethacinu. Nenasli jsme rozdil
V propustnosti mezi dospélymi mySmi chovanymi v konvencnich a bezmikrobnich
podminkach, avSak u bezmikrobnich mlad’at byly hodnoty stfevni propustnosti
statisticky signifikatn¢ zvySeny oproti konvencnim mlad’atim.

Zaver: Vysledky ukazuji na vyznam stifevni bariéry, kterd byva poSkozena na
pocatku mnoha zanétlivych a imunitnim systémem mediovanych onemocnéni.

Prozkoumani vnéjSich vlivii a nalezeni latek ovliviiujicich stfevni propustnost a



pochopeni mechanismt jejiho poskozeni ndm miize pomoci v objasnéni prevence i v
uspésné 1écbé. Napiiklad vliv lyzatu probiotické bakterie L. casei na posileni stfevni
bariéry byl ovéfen v experimentalnim modelu DSS kolitidy. Nase vysledky ukazuji,
ze kolonizace gastrointestinalniho traktu ovliviiuje stievni propustnost, kterd se meéni

jiz brzy po narozeni.

Klicova slova: bariérova funkce stieva, probiotika, stievni propustnost, FITC-

dextran, bezmikrobni mysi, LPS, septicky Sok, indomethacin



ABSTRACT

Function of gut mucosal barrier: methodology and modulation

Right function of the intestinal barrier is essential for maintaining the
homeostasis of the inner environment and it serves as a mechanical barrier against
penetration of macromolecular compounds and microbes from outer environment.
Impaired gut mucosa cannot effectively protect from invasion of infectious
microorganisms, antigens from food, bacteria, viruses and xenobiotics into the
subepithelial gut layer. Excessive interaction among the immune system and antigens
from intestinal lumen can lead to immune mediated damage of the organism.
Damaged intestinal barrier plays an important role in the pathogenesis of
inflammatory and autoimmune diseases, like inflammatory bowel disease, diabetes,
celiac disease and rheumatoid arthritis.

The aim of this study was to define methods for measuring intestinal
permeability, which would reflect the gut barrier damage. We were trying to detect
the gut damage caused by indomethacin (non-steroidal anti-inflammatory drug),
alcohol and bacterial LPS by measuring the intestinal permeability for 4,4 kDa FITC-
dextran. We were also evaluating changes in gene expression of tight junction
proteins, IL-6 and iINOS in mice after intraperitoneal administration of LPS, which
induces septic shock. Another goal was to evaluate the effect of probiotic bacteria
components on the intestinal barrier function.

On mice model of DSS colitis we have found out, that preventive
administration of probiotic bacteria L. casei ameliorates the state of intestinal barrier.
We have proved using the imunofluorescence method that production and
localization of tight junction proteins remains the same in the group with L. casei as
in the healthy mice. These results were confirmed by RT-PCR. Further we have
compared the intestinal permeability of adult and young breast feeding germ free
mice after administration of indomethacin. There was no statistically significant
difference in permeability among adult mice, however there was a statistically
significant difference in increased intestinal permeability in young germ free mice

compared to conventional young mice.



Conclusion: Results are showing the importance of the intestinal barrier and its
damage stands at the beginning of many inflammatory and immune system mediated
diseases. Further analyzing of environmental factors and searching for compounds
which could influence the intestinal permeability and understanding the mechanisms
of its damage can help in prevention and successful treatment. For example a lysate
of probiotic bacteria L. casei is improving the intestinal barrier, it was confirmed in
experimental model of DSS colitis. Our results show that the bacterial colonization
of gastrointestinal tract can influence the intestinal permeability, which changes soon
after birth.

Key words: intestinal barrier function, probiotics, intestinal permeability,

FITC-dextran, germ free mice, LPS, septic shock, indomethacin



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Als Adherentni spojeni (Zonula adherens)
APC buiika prezentujici antigen

BALB/c imbredni myS$i kmen

BSA sérovy bovinni albumin

CDh Crohnova choroba

CXCR3 chemokinovy receptor

DMSO dimethylsulfoxid

DSS dextran sulfat sodny

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FACS pritokovy cytofluorometr

FBS fetalni bovinni sérum (fetal bovine serum)
FGU Fyziologicky Ustav

GUK guanylat kindza

HRP kfenova peroxidaza

IBD nespecifické stfevni zanéty

IgA imunoglobulin tfidy A

IgM imunoglobulin tftidy M

IL interleukin

INOs inducibilni syntdza oxidu dusnatého
JAM adhezivni molekuly tvofici spoje (junctional adhersion molecules)
kDa kilodalton

LC Lactobacillus casei DN114001

LPS lipopolysacharid

MLC myosinovy lehky fetézec

NO oxid dusnaty

NSAID nesteroidni antiflogistikum

PBS fosfatovy fyziologicky roztok

PCR polymerazova fetézova reakce

RNA ribonukleova kyselina

SIgA sekreéni IgA (slizni¢ni)

STAT3 signalni pfevadéc a aktivator transkripce 3
TJs tésna spojeni (tight junctions)



TLR receptory rodiny Toll
TMB 3,3,5,5-tetramethylbenzidin
UMG AV CR  Ustav molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky

Z0 zonula occludens



1.UVOD

Jednou z hlavnich funkci stfeva je jeho schopnost vytvaret bariéru mezi vnitinim
a zevnim prostiedim. Stfevni epitelova bariéra je stabilizovéna predev§im pomoci
mezibunéénych tésnych spoji, které jsou dulezitymi strukturdlnimi znaky
paracelularniho transportu. NepoSkozend stfevni epitelova vrstva je kritickym
parametrem chranici organismus pied proniknutim patogennich bakterii a toxickych
antigeni napf. endotoxiniti. PoruSeni tésnych spoji vede ke zvySené stievni
permeabilit¢ a ke zvySenému priniku bakterii do organismu. Tésné spoje jsou
specializované komplexni struktury sloZzené z mnoha proteinii mezi néz patii
napiiklad integralni membranovy protein okludin, zastupci klaudinové rodiny a
zonula occludens (ZO). Poskozena té€sna spojeni hraji také vyznamnou tulohu pii
vzniku riznych onemocnéni napt. diabetu, celiakie, idiopatickych zanétu stievnich a
mikrobidlnich infekei.

Tato diplomova prace je zaméfena na funkci slizni¢ni bariéry stfeva, predevsim
se zabyva zvysenou stfevni propustnosti, ptitomnosti mikrobli a fungovani stfevni

bariéry u bezmikrobnich a konven¢nich mysi.
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Cile diplomové prace:

e Zavedeni metody pro méfeni bariérové funkce stieva u mysi

e Srovndni zavedené metody pro méfeni stfevni propustnosti s kvantitativni

genovou expresi proteinil tésnych spoju ve stfevni tkani mysi

e Stanoveni vlivu probiotickych bakterialnich komponent na stfevni bariérovou
funkci (zmény v kvantitativni genové expresi a stfevni propustnosti,
imunohistologické srovnani)

e Zjisténi plsobeni adjuvans na stfevni propustnost

e Porovnani stfevni propustnosti bezmikrobnich mysi oproti mySim

konven¢énim
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2. PREHLED LITERATURY

2.1.Stfevo

Stfevo je nejdelsi ¢ast travici trubice, plynule navazuje na zaludek v ¢asti
vratniku a je ukonceno fitnim otvorem. Tento orgén pfi traveni a vstiebavani potravy
pfichazi do uzkého kontaktu jak swvné&jSim prostiedim, tak s faktory vlastniho
traviciho procesu (proteolytické enzymy, fosfolipazy, kyselé prostiedi), proti kterym
musi byt odolny. Kontakt sliznice s riznymi latkami, rozlicnymi antigeny, 1éky,
alergeny i bakteriemi a toxiny z potravy umoziuje spoustét a ovliviiovat mnohé

imunitni reakce, které maji lokalni i systémovy vliv.

2.1.1. Slizni¢ni bariéra

Prvni zasadni mechanickou obranou proti ptisobeni vnéjsich latek a invazi
mikroorganismll je neporuSend sliznice. Funkce a skladba slizni¢ni bariéry je
ovliviiovana riznymi faktory jako je bézna stievni mikroflora, lysozymy, hlen, pH
prostiedi, epitelie a buniky imunitniho systému a jejich produkty. Soucasti slizni¢niho
imunitniho systému jsou i lymfatické tkan¢ v gastrointestinalnim traktu: Peyerovy
plaky, malé diseminované lymfatické folikuly, izolované intraepitelialni lymfocyty,
plazmatické burnky ve sténé tenkého stieva a lymfatické uzliny v mezenteriu.

Povrch stieva je tvotfen z jednovrstevnych polarizovanych epitelidlnich bunék a
u ¢lovéka zaujima v praméru 200 m? Za normélniho fyziologického stavu se ve
sttevé odehrava mnoho spletitych bunécénych interakei, které reguluji odpovédi na
antigeny Vv potravé a antigeny bézné bakterialni flory. Vykonnou ochranu zajistuje
svymi slozkami pfirozend a adaptivni imunita. Vedle humoralnich faktort ptirozené
imunity (lysozymy, komplementovy systém, lektiny, laktoferrin, antibakterialni
proteiny defensiny) jsou ve stieveé zastoupeny i bunécné slozky pfirozené imunity
(makrofagy, neutrofily, dendritické buiiky). Dendritické bunky tvoii spojnici mezi
pfirozenou a adaptivni imunitou. Antigeny, které pohlti, zpracuji a dale ptedkladaji
riznym subpopulacim T- lymfocyti. Lokalni cytokinové prosttedi rozhodne, zda se
budou aktivovat regulacni T- lymfocyty a imunitni odpovéd’ bude mit spiSe tlumivy
(regulacni) smér, nebo se budou aktivovat efektorové T- lymfocyty, které budou
bojovat proti patogenim. Humoralni slozkou adaptivni slizni¢ni imunity je sekre¢ni

imunoglobulin A (sIgA), ktery je produkovan v submukéze predevSim
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plazmatickymi buiikami. V epitelu na povrchu Peyerovych plakl se nachazeji tzv.
M-buiiky, které se specializuji na transport antigenti z lumen stieva na opacnou
stranu. Antigeny jsou piedavany piitomnym APC bunkam (jsou to antigen
prezentujici buniky, které umi vystavovat tyto antigeny lymfocytim), kde jsou
antigeny rozpoznavany antigen specifickymi B - bunikami, které pozd¢ji jako
diferencované plazmatické bunky produkuji protilatky a to pfedevsim slizni¢ni IgA a
IgM, které difunduji do extracelularnich prostora sliznice, nebo jsou pieneseny do
lumen stfeva. Sekre¢ni komponenta (zbytek polymerického imunoglobulinového
receptoru) navazand na IgA nebo IgM chrani tyto sekrecni protilatky pied
proteolytickym rozstépenim enzymy v lumen.

Slozité vzajemné interakce mezi imunitnim systémem, mikroflorou a sttevnim
epitelem jsou zakladem pro zachovani neporusené stievni bariéry, jez je dulezita pro
udrzovani zdravé homeostazy Vv téle. Jen neposkozena integrita stieva brani priniku
patogentl, toxini a nadmérného mnozstvi antigent skrze sténu streva.

Dilezitou soucasti stfevni bariéry, vytvarejici integritu intestinalniho epitelu, jsou
pevna spojeni prilehlych epitelialnich bunék, kterd brani translokaci bakterii
paracelularni cestou. Nejvétsi vyznam ve stfevni bariéfe maji tésna spojeni. Dalsi

mezibunééné komplexy vytvaieji adherentni spojeni, desmosomy a mezerové spoje.

2.1.2. Tésna spojeni ( tight junctions, TJs)

Tésna spojeni Se nachazi nejblize k apikalni strané lateralni membrany
epitelidlnich a endotelidlnich bunék a jsou odpovédné v fizeni paracelularni
permeability, zejména iontt, malych molekul, vody. V zavislosti na situaci brani
nebo umoznuji jejich prichod mezi jednotlivymi buitkami. Jsou to dynamické
multiproteinové struktury, identifikované byly zatim c¢tyfi hlavni rodiny téchto
integralnich transmembranovych proteint: Klaudin 1, klaudin 2, okludin, JAM
(junctional adhersion molecule) a tricellulin. Na druhé stran¢ uvnité bunék se
nachazeji intracelularni proteiny zonula occludens (ZO-1, Z0O-2, ZO-3) a cingulin,
které s transmembranovymi proteiny interaguji, a zaroven je ukotvuji k aktinovému
cytoskeletu [1].

Exprese proteinli spojeni ve stfeve je vysoce regulovana a zavisi na stfevnim
kompartmentu, zda je to vtenkém C¢i tlustém stievé, lokalizaci klkt a krypt a

orientaci bunééné membrany (apikalni, lateralni, basolateralni). Na bunécné Grovni

13



je exprese proteinid regulovana pomoci fosforylace. Fosforylace muze redistribuci TJ

proteint podporovat nebo jejich komplexy destabilizovat [2].

2.1.3. Okludin

OKludin je integralni transmembranovy protein TJs, ktery je exprimovan

prevazné v epitelidlnich a endotelidlnich bunkach, ale nachazi se také v astrocytech,
neuronech a dendritickych buiikach.
Ma velikost 60 az 82 kDa a {tyfikrat prechazi integralni membranu, vytvaii 2
extracelularni smycky, kratky N - konec a dlouhy cytoplasmaticky C - konec. C -
konec se vaze bud’ na ZO-1 nebo na ZO-2. Sousedici bunky vytvati vazbu pomoci
extracelularnich smycek okludind. Pravé na zakladé funk¢nich analyz se zjistilo, ze
extracelularni smycky a transmembranové domény okludinu reguluji paracelularni
permeabilitu. Okludin pienasi signaly, které pochazi z extracelularniho prostiedi, dal
do buriky a to pomoci Rho-GTPazovych signalnich kaskad, a tak pusobi reorganizaci
aktinovych vlaken v cytoskeletu.

Piestoze okludin je dulezitou soucasti komplexu TJs, vystavba TJs a
paracelularni bariérova funkce neni na okludinu zavisla. Experimenty na okludin
deficientnich mysich ukazuji shodné mnozstvi a usporadani TJs jako u konvenénich
mysi. Dale se prekvapivé zjistilo, Ze i epitelidlni transport a bariérova funkce streva
zUstavaji u téchto mysi zachovany|[3].

In vitro analyzy dokazuji, Ze okludinové lokalizace na TJ je regulovéana fosforylaci.
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Obr. 1 - Tésna spojeni se sestavaji z integralnich membranovych proteini (okludind, klaudini,

JAMs), které interaguji s proteiny p¥ilehlych bunék v paracelularnim prostoru.[4]

2.1.4. Klaudin

vvvvvv

protoze zajist'uji paracelularni bariéru. Nazev Klaudin pochazi z latinského claudere,
které znamena zavirat. Jejich velikost se pohybuje od 20 kDa do 27 kDa, maji 4
hydrofobni transmembranové domény, dvé extracelularni smycky tvofici interakce
s klaudiny na sousednich buiikach a N- a C- koncové cytoplasmatické domény [4].
Extracelularni smycky vytvaii mezi sebou homofilni a heterofilni interakce a tim
formuji selektivni kandly pro ionty a malé molekuly. Zminénd intracelularni C-
doména piipojuje klaudin k cytoskeletu pomoci proteini PDZ vazajici domény, které
zahrnuji ZO-1, ZO-2 a Z0O-3 [6]. V soucasné dob¢ je znamo 24 gent z Klaudinové
rodiny. Vyznacuji se riznymi specifickymi expresnimi znaky podle toho v jaké tkani,
nebo vyvojové fazi tkan€ ¢i bunééném typu se nachazi.

Role kKlaudini v regulaci bariérové funkce stieva je nepochybné velmi
podstatna. Klaudin 1 deficientni mysi nepfezivaji vice jak jeden den po narozeni
z divodu transepidermalnich ztrat vody [7]. Na druhé strané nadmérna exprese

klaudinu - 6 v epidermis narusila formovani tésnych spojeni s naslednou zvysenou
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propustnosti [8]. Zmény exprese geni klaudinl zvySuji propustnost ve stieve.
Nedavno byla u aktivni formy Crohnovy choroby popsana zvysena exprese klaudinu
2, ktera vede K tvorbé pori, a naopak snizena exprese a redistribuce klaudind 5a 8
[9].

Stejné jako okludin, molekuly Klaudinu a jejich funkce jsou regulovany post-
translacni fosforylaci skrze interakce s PDZ vazajicimi doménami. Intracelularni C-
koncova doména klaudinii obsahuje mnoho regulacnich mist véetné potencialnich

sererin/ treonin fosforyla¢nich mist a PDZ vazajici domény [10].

2.1.5. Adhezivni molekuly tvorici spoje (Junctional adhesion
molecules - JAMS)

JAMs jsou integralni membranové proteiny, které patii mezi imunoglobuliny
produkované bunkami endotelu, epitelu, krevnimi destickami a rozliénymi buitkami
imunitniho systému [11].

JAMs muzeme rozdélit na zaklad¢é ptitomnosti typu I ¢i II PDZ - vazajiciho
motivu na vnitinim C- konci. Z toho plyne, ze kazdy typ I ¢i Il PDZ vazajiciho
motivu interaguje uvniti buiiky s jinymi cytoplasmatickymi proteiny, ale stejné jako
dalsi TJs proteiny, tyto JAMs - PDZ interakce umoznuji ukotveni k aktinovému
cytoskeletu.  Extracelularni ¢asti JAMs se vazi na riznorodé ligandy pomoci
homofilnich a heterofilnich interakci a reguluji bunééné funkce a i paracelularni
permeabilitu. Homofilni interakce mezi JAM-A a JAM-B reguluji ptedevsim
vytvafeni funkénich TJs (vazbou s okludiny a vazbou na PDZ doménu ZO-1),
zatimco heterofilni JAM interakce tvofi vazbu s integriny na povrchu leukocytu, a
tedy hraji roli v leukocyto - endotelialni bunééné adhezi [12].

V ptipad¢ deficientnich JAM-A mysi se prokazala jejich zvySena nachylnost
k chemicky indukovanému zanétu tlustého stfeva. Podavani stejného mnozstvi
dextran sodium sulfatu témto mySim vyvolalo mnohem véazné&jsi sttevni poskozeni
nez u kontrolnich mysi [13]. To ukazuje na vyznam poskozeni stfevni bariéry, jako

rizikového faktoru pro vznik sttevnich onemocnéni.

2.1.6. Adaptorové proteiny tésnych spoji

Zonula occludens jsou znamé tti (ZO-1, ZO-2, ZO-3) a patii mezi fosfolipidy.
Maji funkéni vlastnosti a doménovou strukturu charakteristickou pro proteiny, které

vytvareji tzv. leSeni. Obsahuji mnoho ,,protein - protein® interagujicich domén
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zahrnujici tfi PDZ domény, jednu SH3 doménu, doménu homologickou guanylat
kinaze (GUK) a taktéz F - aktin vazajici doménu.

ZO-1 interaguje s klaudiny skrze prvni PDZ doménu, se ZO-2 a ZO-3
interaguje skrze druhou PDZ doménu, s okludinem interaguje pomoci GUK domény
a s aktinem a o - cateninem pomoci velké C - koncové domény [14]. Dale se ZO-1
vaze pomoci své SH domény na nékolik signalnich proteinti, jako jsou serine/
threoninové protein kinazy, Y box transkrip¢éni faktor ZONAB, heat shock protein
Apg2 atéz Gal2 a a podjednotku heterotrimerickych G proteind.

Tito interagujici proteinovi partnefi mohou regulovat sebe navzajem, napiiklad Apg2
reguluje interakce mezi ZO-1 a ZONAB béhem heat shock odpovédi, coz vede
k nahromadéni a aktivaci ZONAB [15].

2.1.7. Adherentni spojeni (Zonula adherens, AJs)

Adherentni spojeni jsou specializované proteinové komplexy na apikalni casti
lateralni membrany, kde zprostiedkovavaji mezibunécny adhezivni kontakt bunék
[16]. Podileji se vsak i na regulaci transkripce, reguluji intracelularni signalizace a
aktinovy cytoskelet.

Vétsina Als je tvofenad interakci cadherin - catenin. E—cadheriny (kalcium
dependentni adhesivni molekuly) jsou typem [ pfes membranu jedenkrat
prochazejicim glykoproteinem, maji C - terminalni konec uvnitf bun¢k a N - konec
vné bunky. Vnéj$i doména vytvaii homotypické interakce s cadheriny sousedicich
bunék. Vnitini doména se sklada z catenin - vazajici domény, ktera je spojena se
skupinou cytoplasmatickych proteinti cateninové superrodiny: § — catenin, y— catenin
a p120 catenin [17].

Cateniny propojuji piimo AJs k cytoskeletarni siti ptes C- terminalni domény F-
aktinu, nebo nepiimo skrze interakce s adaptorovymi proteiny napi. afadinem. [18].
Cadherin-cateninové komplexy jsou dulezité nejen pro propojeni sousedicich bunék,
ale 1 pro udrzovani bunétné polarity, regulaci epitelidlni migrace, proliferace a

vytvareni ostatnich adhesivnich struktur jako tfeba desmozomu.
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Obr. 2 - Komponenty adherentnich spojeni a jejich interakce [19].

a-catenin ma vyznamnou roli ve formovani adherentnich spojeni, vaZe se na vinculin,
a-aktin, ZO-1 a aktin. Vedle toho se v adherentnich spojeni nachazi nectin, jez se

vaze ptimo na afadin .[19]

2.2.Dysregulace tésnych spojeni

Intestinalni permeabilita je regulovana mnoha faktory: exogennimi faktory,
cytokiny, buitkami imunitniho systému, epitelidlni apoptézou etc.
Imunitné indukovand dysfunkce intestinalni bariéry je kritickd pro vznik predispozic
a zhorSeni mnoha autoimunitnich onemocnéni a zanétlivych stavli vcetné IBD,
potravinovych alergii, celiakie, diabetu [20].

INF - vy a TNF - a jsou centrdlni medidtory zanétlivych onemocnéni stfeva.
Kultivace intestinalni epitelialni bunééné linie Caco2 a T84 s INF-y a TNF-a ukazuje
reorganizaci n¢kolika TJs proteint (ZO-1, JAM-A, okludinu, klaudinu-1 a klaudinu-
4). V mechanismu puisobeni cytokind hraje roli fosforylace myosinového lehkého
fetézce (MLC) myosin light chain kinazou (MLCK), coZz napomaha naruSeni TJs.
[21]. Cytokin podporujici intestinalni bariérové funkce je protizanétlivy IL-10. IL-10
deficientni mysi maji zvySenou stievni propustnost a spontanné vyvinou chronicky

zanet.

2.2.1. Exogenni regulace intestinalni bariéry
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2.2.1.1. Nesteroidni antirevmatika (NSAID)

Uzivani nesteroidnich antirevmatik je spojeno s vysokym vyskytem stievnich
potizi a jevi zna¢ny prikaz toho, ze jejich chronické uzivani pozménuje stievni
bariéru a zpusobuje vyznamné gastrointestinalni poSkozeni, viedy, perforace,
krvaceni a zhorseni IBD [22].

Nasledky podévani NSAID jsou pfipisovany inhibici cyklooxygendz a
naslednému snizeni syntézy prostaglandini. Cyklooxygenazy jsou enzymy
zodpovédné za syntézu prostaglandint, jez jsou vytvafeny v misté zanétu a jsou
zdrojem jeho lokélnich projevi, jako je hyperémie, otok, zvySena teplota, bolest etc.
Vedle toho vsak prostaglandiny plni celou fadu fyziologickych funkci (napt. ochrana
zaludecni sliznice, regulace funkce desticek). Snizeni téchto prostaglandinti, vznikla

disledkem uzivani NSAID, pak miiZze vést k nezddoucim projevim lécby.

2.2.1.2. Alkohol

Chronickd konzumace alkoholu je spojena se zvySenou stfevni propustnosti,
sniZzenou resorpci sodiku a vody a niz§im vstfebavanim zivin a vitamin. Vedlejsi
produkty metabolismu ethanolu (acetaldehyd a oxid dusnaty) pfispivaji k dysfunkci
sttevni  bariéry. Toxicky acetaldehyd vznika pifeménou ethanolu alkohol
dehydrogenazou (alkohol dehydrogenaza je metaloenzym ptitomny v celé fadé tkani).
Vysoké hodnoty acetaldehydu byly naméfeny ve stfevech potkani po podani
ethanolu a zaroven byly spojeny se zvySenou stievni propustnosti a zvySenou
translokaci endotoxint [23].

Experimentalni studie na hlodavcich prokazuji poskozeni sliznice v horni ¢asti
tenkého stfeva po podavani alkoholu. Predpoklada se, Ze alkoholem vyvolana
zvySend stfevni propustnost usnadnuje zvySenou translokaci endotoxini do

vzdalengjSich organti, coz vede k zanétu a poskozeni tkani [24].

2.2.1.3. Bakterialni osidleni

Vzijemnd symbidza komensalni mikroflory a cloveka je vysledkem
dlouhodobého vyvoje a ptizplisobeni se okolnimu prostfedi. K prvotnimu osidleni
jedince dochazi po porodu, v momentu kdy novorozenec opusti sterilni délohu matky,
se postupné jeho pokozka a slizniéni povrchy zacinaji kolonizovat [25]. Ustaleni

téchto bakterialnich populaci trva dalSich nékolik mésict az prvnich par let casného
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détstvi. Stovky druhti bakterii kolonizuji kazdého jedince unikdtné v zdvislosti na
vnéj§im prostiedi a také na zpisobu porodu. Porod pfirozenou cestou umozni
novorozenci ziskat prvni davku komensalnich bakterii pochazejicich od matky. U
téchto déti se jejich stievni bakteridlni osidleni vyrazné lisi od déti narozenych
cisafskym fezem. B&hem celé¢ doby osidlovani mikroflora ovliviiuje imunitni systém
a napomaha jeho zrani a vyvoji [26].

Studium bakteridlniho osidlovani a jeho dusledki je mozné diky
gnotobiologickym piistupim. Bezmikrobni prostfedi ndm umoziiuje zkoumat vlivy
definovanych  mikroorganismti.  Zvifeci modely lidskych  onemocnéni
V bezmikrobnich podminkach umoziuji sledovat nemoci jiz od prvopocatku bez
vlivu kolonizace na zacatek a vyvoj onemocnéni [25].

Nicméné za normélnich okolnosti ekosystém stfevni mikroflory ma své vlastni
regulacni schopnosti a brani namnozeni a priniku nezadoucich bakterii a antigenti
pres epitel stfeva. Kudrzeni stabilniho prostiedi napomahaji bakterie zvané
probiotika. Jsou to zivé mikroorganismy bézné konzumované jako souéast jogurtli a
syra [25]. Probiotika hraji duleZitou roli pfi stimulaci slizni¢niho imunitniho systému
a je jim piisuzovana schopnost modulovat a utuzovat stav stievni bariéry, indukovat
tvorbu mucinti, defensinll a zvySovat pocet regulacnich T- bunék v mezenterialnich
lymfatickych uzlinach [27].

Sttevni mikroflora je také zdrojem patogennich organismu, toxind a antigend.
Je to dynamicky systém, kde interakce mezi patogeny a epitelem miize vést az
k poskozeni stfevni bariéry, naruSeni transportu tekutin a rozvratu elektrolytové
rovnovahy a rozvoji zanétlivé imunitni odpovédi. Napiiklad Clostridium perfringens,
bakterie zptsobujici otravy z jidla, dokaze snadno destabilizovat komplexy tésnych
spoju. Pisobi tak, ze se navaze na extracelularni smyc¢ky klaudinu -3 a -4 na povrchu
enterocytll, a vytvofi maly proteinovy komplex v plasmatické membrané. Tyto
komplexy zpisobi oligomerizaci a vytvofeni dalSich vétSich plasmatickych
membranovych komplexd, které jsou spojeny se zvySenou membranovou
permeabilitou. Clostridium taktéz interaguje s okludinem, redistribuje klaudiny a tim

destabilizuje TJs. Nasledkem je zvySena paracelularni permeabilita ve stieve .[28]

2.2.1.4. Patofyziologie epitelialni bariéry
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Poskozena stfevni bariéra umoznuje prunik antigend ¢i bakterii mimo lumen
stteva. Naslednd zvysena interakce se stfevnim imunitnim systémem muze vyustit
Vv jeho nadmérnou aktivaci vedouci k slizni¢nimu zanétu.

Disregulace stievni bariéry je spojena s predispozici a vyvojem chronickych

zanétlivych onemocnéni jako jsou potravinové alergie, IBD, celiakie.

2.2.1.5. Potravinové alergie

Vyvoj a vznik potravinové alergie je zavisly na vystaveni potravinového

alergenu slizni¢nimu imunitnimu systému. To vede K antigenni senzitizaci, stimulaci
antigenn¢ specifickych CD4+ Ty2 bunék a produkci IgE specifickych protilatek. Za
normalnich okolnosti vyvolavaji solubilni potravinové antigeny imunitni supresi
neboli ordlni slizni¢ni toleranci. Tato slizni¢ni tolerance je specificka aktivni
neodpovidavost imunitniho systému na télu znamé antigeny.
Pfedpokladd se, ze snizena funkce stfevni bariéry umoziuje jeji zvySenou
propustnost pro antigeny ze stravy, a vystaveni téchto antigenti slizni¢nimu
imunitnimu systému vede ke vzniku specifické odpovédi na konkrétni antigen. Na
zakladg této hypotézy byla zméfena stfevni propustnost u déti s potravinovou alergii.
Laktul6éso - manitolovy test prokazal vyznamné zvySenou propustnost v porovnani
s kontrolnimi zdravymi détmi [30].

Pro uréeni zda pozménéna stfevni bariéra je nasledek alergické reakce na
antigen, byl lactuloso-manitolovy test proveden u pacientid S potravinou alergii, ktefi
jiz jsou na hypoalergenni stravé po dobu minimalné Sesti mésict. Piekvapivé stfevni
propustnost zustala U téchto pacientd zvySena i v nepiitomnosti potravinovo -

antigenni stimulace [30].

2.2.1.6. Idiopatické stirevni zanéty (Inflammatory bowel diseases

IBDs)

Crohnova choroba (CD) a ulcerdzni kolitida jsou chronicka, recidivujici
zanétliva onemocnéni. V patogeneze se UiCastni predevsim tfi esencialni faktory: 1)
selhani funkce intestinalni bariéry, 2) vystaveni stfevniho obsahu imunitnim bunikam
v lamina propria a 3) nadmérna imunitni odpovéd’ [29]. Nicméné neni jasné, ktery
faktor je zodpovédny za vyvolani onemocnéni. Vysledky studii svéd¢i o tom, ze
zvySend stfevni propustnost je primdrni pfi¢ina podilejici se na patogenezi IBD.

Pacienti s klinicky aktivnim CD onemocnénim maji zvySenou stfevni propustnost a u
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pacientl v remisi je zvySend stfevni propustnost prediktivni faktor ptichazejiciho

relapsu [32].

22.1.7. Celiakie

Celiakie je chronicky zanét tenkého stfeva zpisobeny neptiméfenou T -
bunécné zprosttedkovanou odpovédi na potravinovy pseni¢ny protein gluten u
geneticky predisponovanych jedincii. Za normalniho fyziologického stavu je epitel
pro gluten a gliadin nepropustny. Piedpoklada se, Ze poskozena stievni bariéra
pieduréuje vznik celiakie, jelikoz umozni gliadinu dostat Se ptes bariéru a tak
aktivovat imunitni systém. Patogenni mechanizmy schopné spustit a zvysit odpoveéd’
slizni¢niho imunitniho systému na gluten maji také nékteré stievni virové infekce
(virova hepatitida C, adenovirus, rotavirus ) a bakterialni infekce [33].

Hlavnim rysem této nemoci je zvySeny pocet intraepitelidlnich lymfocyti,
atrofie stfevnich klkt a dysfunkce stievni bariéry. Nicméné se ukazuje, Ze zvySena
stfevni propustnost existuje jesté pred zac¢atkem vlastniho onemocnéni a ma zasadni
podnécujici vliv nejen pro rozvoj celiakie, ale také diabetu 1. typu [34] [35].
ZvySena stfevni propustnost a pozménéné té€sné spoje sttevniho epitelu pietrvavaji u
asymptomatickych pacientd na bezlepkové dieté [36].

Gliadin dokaze castecné regulovat funkci stfevni bariéry a to pomoci upregulace
zonulinu, gliadin se vdZe na chemokinovy receptor CXCR3 na epitelialnich buiikach
stfeva a iniciuje MyD88 dependentni vyplaveni zonulinu [37].(Obr. 3)

Strava ovliviiuje sloZeni stfevni mikroféry. Bezlepkova dieta redukuje pocet
bakterii kmene Bacteroidetes ve sttevni mikroflote, zatimco strava bohatd na gluten
jejich pocet zvysSuje. Kolonizace stieva mikroflorou, ve které prevlada Bacteroidetes
nad ostatnimi rody bakterii, jako jsou Bifidobacteria nebo Lactobacili, aktivuje
zonulinovou drahu. Paraleln¢ se gliadin vaze na chemokinovy receptor CXCR3 a
spousti MyD88 - dependentni aktivaci zonulinové drahy. Aktivace zonulinové drahy
vede k zvySenému uvolnéni zonulinu a jeho vazani se na receptory na povrchu
sttevniho epitelu, kde zplsobuje rozpad tésnych spojii a zmény v dynamice téchto
spojeni. (To zahrnuje fosforylaci okludinu, ZO-1, zmény v okludin-ZO-1 a ZO-1-
myosinu IB ,,protein-protein“ interakci a polymeraci aktinu). Rozpad tésnych spoji
vede K poskozeni bariérové funkce stfeva, zvySené pasazi luminalniho obsahu

(antigent) do lamina propria, kde jsou tyto antigeny zpracovavany APC bunkami a
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prezentovany T- builkdm. Celd tato kaskada imunitnich udalosti mulze vést

K autoimunitam [34].
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Obr. 3 - Mechanismus pusobeni glutenu v patogenezi diabetu 1 [34]

2.2.1.8. Zonulin

Zonulin je 47 kDa velky protein, ktery je zndm jako fyziologicky medidtor
regulujici stfevni propustnost a proteiny tésnych spojeni. Cirkulujici zonulin v séru
se da povazovat za znak stievni integrity [38]. Jeho hodnoty v séru pomérné silné
koreluji s lactuloso / manitolovym testem, béZné pouZivanym k méfeni stfevni
propustnosti v klinické praxi. Na zakladé studie, zahrnujici soubor 123 lidi, se
zonulin ukazuje jako spolehlivy marker stfevni permeability, jehoZ koncentrace
V séru stoupa spolu s inzulinovou rezistenci a obezitou [39]. Vztah mezi inzulinovou
rezistenci a cirkulujicim zonulinem se zda byt zprostfedkovan prozanétlivym
cytokinem IL — 6, jehoZ zvySena hladina v krvi je spojovana s obezitou [40].

Gen lidského zonulinu se shoduje s prekurzorem haptoglobinu 2 [41], jehoz

promotor je pod kontrolou IL - 6 skrze aktivaci STAT3 (signalni pfevadéc a aktivator
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transkripce 3), ktery velice rychle iniciuje produkci proteinti akutni faze jako je
haptoglobin a fibrinogen. MikroRNA-18a dokaze tuto transkripcni aktivitu STAT 3
jeste zesilit. [42].

2.2.1.9. Obezita

Stievo a zejména stievni obsah, ktery je slozeny z 102 az 10
mikroorganismui, hraje urcitou roli v patogenezi obezity. Mikrobialni genom
(mikrobiom) rozsifuje moznosti a vSestranost lidského metabolismu, protoze
obsahuje nejméné stonasobné vice genti nez nas vlastni genom [43]. Metabolicka
aktivita mikrobiomu ve stfevech ¢loveéka odpovida dodatecnému organu lidského téla
ekvivalentnimu K jatram.

Stfevni mikroflora muiZe ovlivnit obé strany rovnovahy energetického
metabolismu. Bud’ jako ¢initelé ovliviwujici vyuzivani energie ze slozek potravy,
nebo jako cinitelé ovliviujici geny hostitele, které reguluji spotfebu a ukladani
energie [44]. Pijimani stravy s vysokym obsahem tukd méni stfevni mikrofloru a tim
i jeji metabolické vlastnosti, coz ukazuje na jeji moznou roli ve vzniku obezity.
Meéfteni bakteridlni 16S rRNA U potkant krmenych stravou s vysokym podilem tukt
prokazalo celkové snizeni mnozstvi bakterii a sou¢asné zvySeni relativniho poméru
fadi Bacteroidales a Clostridiales. U potkand se sklonem k obezité¢ (DIO-P) byl
navic pozorovan znaény narlst Enterobacterii. PoZzivani stravy s vysokym podilem
tukd zplisobuje zmény ve slozeni stievnich mikroflory, av§ak rozvoj zanétu je to, co
zpusobuje hyperfagii (ptejidani), a tedy finalni fenotyp obezity [45].

Na zaklad¢ téchto studii se ukazuje, Ze obezita spojena se zdnétem V tenkém stieve a

metabolickym rozvratem muize vést ke zvysené stievni propustnosti.
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3. MATERIALY A METODY

3.1.Roztoky

Fosfatovy fyziologicky roztok (PBS):
Na;HPO,4.12H,0 (Lachema, CR) 1,2g
NaH,P0O,4.1H,0 (Lachema, CR) 0,2g
NaCl (Lachema, CR) 9,0g

Destilovanou vodou doplnit do 11 a pH upravit pomoci 4M NaOH na 7,35.

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

Blokovaci Roztok 1% BSA
BSA (Sigma, USA) 19
Doplnit do 100 ml PBS

Standartni Fedici roztok (viz 4.6)

BSA 50mg

Tris pufr: 121 mg Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan + 438,3mg NaCl

Tween 20 (Sigma, USA) 25 pl (vznikne 0,05 % roztok)
Doplnit do 50 ml destilovanou vodou a upravit pH pomoci 4M NaOH na 7,2 -7,4

Roztok TMB

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

Roztok TMB v DMF stiikat pod hladinu destilované vody.

Citratovy pufr
Citronan sodny (Lachema, CR) 29 ¢
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Destilovana voda 100 ml

pH upraveno na 4,2 pomoci kyseliny citronové

Substratovy roztok

TMB 5mi
Citratovy pufr Sml
Peroxid vodiku 1,5ul

Zastavovaci roztok
1M H,S0Oq4

Médium DMEM s 10% FCS (pro linii HT-29)
Zékladni kultivaéni médium dodava Ustav molekularni genetiky AV CR (UMG AV
CR)

Dulbecco’s Modified Eagle’s médium (DMEM) 100 ml
Tkanova voda 80 ml
Fetalni bovinni sérum* (Biochrom AG, Némecko) 20 ml
Glutamin 200 mM (Sigma, USA) 3mi
Glukéza 25 % (UMG AV CR) 3,6 ml
NaHCO 37,5 % (UMG AV CR) 2mi
ATB 10 000 U penicilin + 10 mg/ml streptomycin (Sigma, USA) 2ml
Sodium pyruat 2 mi
Bikarbonat 4 mi
Smés neesencidlnich aminokyselin 500 ul

* Fetalni bovinni sérum s inaktivovanym komplementem (komplement se

inaktivoval ohfatim séra ve vodni l4zni na teplotu 56 °C po dobu 1 h).

Médium DMEM s 10% FCS (pro linit MODE-K) (Sigma,USA)

Fetalni bovinni sérum 10% * (BiochromAG, Némecko)
Glutamin 4 mM (Sigma, USA)

ATB 10 000 U penicilin + 10 mg/ml streptomycin (Sigma, USA) 1%
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Roztoky na priitokovou cytometrii
Propidium jodid (Sigma, CR) 400 pl

HEPES pufr (20 mM HEPES; 50 mM KCI; 1 mM MgCh; 0,1% Tween-20)

Roztok HCI
70 ul koncentrované 0,1 M HCL + 50ml H,0(steril water, IKEM)

Roztok NaHCO;
NaHCO; 0, 639
Doplnit 50 ml destilované vody a upravit hodnotu pH na 7.2- 7.3.

Roztok indomethacinu

Roztok indomethacinu jsme podavali mySim v koncentraci 10 mg/kg mysi
v objemu 100ul jednou denné ve tiech po sobé jdoucich dnech. Zkracené schéma
jsme zavedli z divodu snizeni Cetnosti manipulace s mySmi v bezmikrobnich
podminkach. Mlad’atim byla podavana dévka roztoku indomethacinu v max.
objemu 50pul a to kanylou ( G24, DeltaMed, Italie).
Indomethacin byl navazen a rozpustén v 1 ml etanolu. Z tohoto zasobniho roztoku
bylo vzdy odebrano mnozstvi 100ul a doplnéno 900 pl NaHCOj; Roztok

indomethacinu byl pfipraven vzdy tésné pted aplikaci.

Bakterialni lipopolysacharid (LPS)

Izolat z bakterialniho kmene Salmonella enterica serotyp typhimurium. Po
roziedéni v PBS byl uchovéavan pii —20°C (Sigma, USA).

Roztoky pro Gramovo barveni
Krystalova violet’:
10 g krystalové violeti se rozpusti ve 100 ml 96 % ethanolu, doplni se do 0,5 litru

1% roztokem $tavelanu amonného. Roztok se zfiltruje pied pouzitim.
Lugoliv roztok:

Jod 19
Jodid draselny 20
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Destilovana voda 100 ml

Karbolfuchsin:

Fuchsin bazicky 19
Ethanol -96 % 10 ml
Fenol — 5 % vodny roztok 100 ml

Ptisady se dobie promichaji a zfiltruji.

Priprava Gliadinu
Nestépeny gliadin
priprava: gliadin se ptipravoval na zasobni koncentraci 10 mg/ml rozpuSténim v

roztoku HCI (viz. 3.1) na tiepacce pii 2000 rpm po dobu 45 minut.

Stépeny gliadin

Stépen enzymaticky pepsinem, trypsinem.

Gliadin nevateny

ptiprava: gliadin se rozpoustél v 1050ul 96 % alkoholu + 390 pl destilované H;0, z
tohoto zasobniho roztoku gliadinu se pouzilo mnozstvi 1 ml, ve kterém se rozpustilo
5 mg gliadinu. Po rozpus§téni byl roztok doplnén na 5 ml a nasledné prefiltrovan pies

protibakterialni filtr.

Vateny gliadin
viz. gliadin vafeny, byl povaten po dobu 20 minut v 100 °C

3.2.Experimentalni zvirata

V pokusech byly vyuzity mysi kmene BALB/c a B6. Mysi pochazely z chovu
Fyziologického tstavu AV CR (Praha - Kr¢) a byly umistény v konvenénim zvéfinci
s potravou a vodou ad libitum.

Bezmikrobni mysi BALB/c pochazely z detasovaného pracovisté sektoru MBU
AVCR v Novém Hradku v Orlickych hordch. Mysi byly chovany ve sterilnich
inkubatorech v gnotobiologickych podminkach az do zahdjeni pokusu. Poté byly

bezmikrobni mysi umistény do sterilniho laminarniho boxu a pfistupovalo se k nim
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Vv rukavicich s pfidanym prodlouzenim az k loktim, vSe bylo desinfikované roztokem

70% ethanolu. Kovové sondy pro intragastrické podavani byly vyautoklavované.

3.3.Bunécné linie
3.3.1. MySi bunécna linie

MODE-K je mys$i bunécnd epitelidlni linie izolovana z dvanéactniku mysi

C3H/HeJ.

3.3.2. Lidské bunécna linie

HT-29 je epitelidlni bunécna linie izolovana z kolorektalniho

adenokarcinomu stfeva. Tato bunécna linie se kultivuje v médiu DMEM (viz.4.1.).

3.3.3. Kultivace bunéénych linii

Vsechny bunécné linie se kultivuji v termostatu s teplotou 37 ° C, 5 % CO; a
v 95 % vlhkosti. K pokustim jsme pouzili kultivagni lahve velikosti 175 cm? s 20 ml

kultiva¢niho média.

3.3.3.1. Rozmrazovani bunék

Bunécna linie se uchovavala v médiu spolu s kryoprotektivni latkou (5 %
DMSOQO) v mrazaku pfi teploté -80 °C. Kryozkumavka s linii se umistila do sterilniho
laminarniho boxu Steril-Antares (Steril S.q.a, Italie) v pfedpfipravené vodni lazni cca
70°C. V laminarnim boxu byl obsah ampulky 1 ml pfenesen do centrifugacni
zkumavky (50ml Falconka) s 10 ml média. Médium bylo jiz pfedem umisténo
Vv termostatu kvlli vytemperovani a stabilizaci hodnoty pH na 7,0-7,6. Nasledné byla
bunécna linie centrifugovana 5 minut pfi 1200 rpm, 4 °C a poté promyta.

Dale se bunky nafedily na pozadovanou koncentraci a kratce
resuspendovaly. Zivotnost bunék byla ovéfena pod mikroskopem pomoci trypanové
modfi. Do kultiva¢nich l1ahvi se bunky pienesly a doplnily médiem podle velikosti
kultivacni lahve. Lahve byly pfeneseny do termostatu (Sanyo Electric CO.,
Japonsko), kde se burniky kultivovaly sterilné se stabilnimi podminkami (teplota
37 °C, 5% COo, vlhkost 95 %).
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K manipulaci s bunkami dochéazelo jedin¢ uvnitt laminarniho boxu Steril-
Antares (Steril S.q.a, Itdlie) kvili zachovéani sterilnich podminek a ochrané ptred

kontaminacemi.

3.3.4. Pasazovani

Bunééné linie byly kultivovany v tkanovém médiu v tkdnovych
kultivacnich lahvich (NUNC, Némecko). Kazdé tii dny bylo médium vyménéno za
nové. Pasazovani probihalo pfiblizné jednou za tyden v zavislosti na hustoté bunck.
Z kultivacni lahve bylo nejprve odstranéno staré médium, buiiky byly oplachnuty cca
5 ml ¢istym médiem bez séra. Poté se k buitkam ptidalo cca 10 ml vytemperovaného
0, 25 % Trypsinu EDTA (Sigma, USA), ldhev se uzaviela a nechala se piiblizng 2
minuty v termostatu. Poté se buniky uvolnily ze dna kultivacni ldhve. K bunikdm se
pfidalo 10ml pfislusného kultivaéniho média se sérem. Resuspendované burnky se
centrifugovaly na 1300 otacek/min, 10minut. Supernatant se odstranil, peleta
resuspendovala v Cerstvém médiu a zopakovala se centrifugace. Poté se bunky opét
resuspendovaly v Cerstvém médiu, spocitaly v Biirkerové komiirce a roziedily pro

dalsi kultivace.

3.3.5. Zamrazovani

Bunky se zamrazovaly Vv kultivaénim médiu s 5 % DMSO (Sigma,USA).
Kryozkumavky s obsahem Iml bunék o koncentraci cca 4 x10° bungk/ml byly
ponechany po dobu 20 minut v -20 °C, nésledné byly pfeneseny do mraziciho boxu

(Sanyo, USA) s teplotou - 150°C.

3.4.Kultivace bakterii

3.4.1. Bordetella pertussis

Bordetella pertussis byla poskytnuta laboratofi Ing. Seba CSc. B. pertussis je
drobna kokoidni gram - negativni bakterie, kterd zplisobuje obavané onemocnéni
cerny kaSel. Ve vakcindch ma adjuvantni vlastnosti. Podavand davka byla 3%10°
tepelné inaktivovanych B. pertusis v objemu 100 upl na jednu mysS. Tepelna

inaktivace trvala 30 minut v 70 °C

3.4.2. Priprava bakterialniho lyzatu Lactobacillus casei
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Lactobacillus casei DN-114 001 (LC) (Danone Institut, Francie), byl
kultivovan v anaerobni komotfe v De Man, Rogosa a Sharpe (MRS) agaru (Oxoid,
Basingstoke, UK) pii 37 © C. Kultivace LC byla skon¢ena v pozdni logaritmické fazi
rustu. LC byl z kultury ziskan centrifugaci (4000x g, 30 minut) a nasledn¢ dvakrat
promyt sterilnim fosfatovym pufrem (PBS). K pfiprave bakterialniho lyzatu z kultury
byla pouzita metoda French press (pfistroj k drceni bun¢k vysokym tlakem).
Nasledné byl lyzat lyofilizovan a zfedén ve sterilnim PBS na koncentraci 30g/l. Aby
doslo k usmrceni vSech bakterii, zahtali jsme lyzat na 70 °C po dobu 30 minut.
Sterilita byla potvrzena pomoci aerobni a anaerobni kultivace. Alikvoty skladujeme

Vv lyofilizované formé pii -80 °C.

3.5.Imunofluorescence

Stanoveni  proteini  tésnych  spoji  bylo provedeno  nepifimou
imunofluorescenci.
Postup:
A) Buné¢na linie se nechala narust na sterilnich krycich sklickach pfiblizné po 2 dny
az dosahovala 80 % konfluence. VSechny sklicka s bunécnou linii byly promyty
dvakrat PBS a dvacet minut fixovany v 1 % paraformaldehydu.
B) Segmenty tlustého stieva a terminalniho ilea byly zmrazeny na -80 °C. Zmrazené
fezy byly naneseny na poly-L-Lysinova skla, osuSeny a fixovany 4%

paraformaldehydem.

Postup pro A,B) stejny. Nasledovala 5 min. permeabilizace, aby se fluorescencni
barvivo dostalo do buné¢k, pomoci 0,5 % Tritonu v PBS. Sklicka byla znova promyta
a blokovédna 1h 20 % normélnim sérem, dle sekundéarni protilatky. Poté byla opét
promyta dvakrat PBS a inkubovana s primarni protilatkou v PBS 1 hodinu, znovu
promyta. Nakonec byla skla inkubovana se sekundarni protilatkou natfedénou v PBS
na 1 hodinu ve tmé&. Déle se vzorky promyly dvakrat PBS a proplachly v destilované
vodé. Jednotliva sklicka byla lehce osusSena a na sklicka byl nakapéan roztok DAPI.
Po promyti destilovanou vodou bylo na podlozni sklicko nakapano montovaci
médium a na né byla pfiloZzena kryci. Nasledovala vizualizace a foceni na
fluorescen¢nim konfokalnim mikroskopu Olympus AX 70 (Olympus, Japonsko) za

asistence Mgr. Zanety Ruizickové a RNDr. Jana Svobody.
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3.6.ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Ke stanoveni koncentrace IL-8 a IL-6 v bunécnych supernatantech jsme pouzili
metodu enzymaticky spfazené imunochemické analyzy. ELISA kity byly pouzity
podle doporucenych protokoli vyrobce (firem PeproTech a R & D).

VSechny inkubace probihaly pii pokojové teploté. Vazebna protilatka byla
nanesena v PBS objemu 100 pl do kazdé jamky 96 jamkové desticky (NUNC,
Némecko). Desticka byla pielepend kryci folii a ponechana pies noc pii pokojové
teploté v laboratofi. Dalsi den byla navdzéna protilaitka v navazovacim pufru
odstranéna a desticka tfikrat promyta pomoci 300 pl promyvaciho pufru na
promyvacce MultiWash II (Tricontinent, USA.). Poté nasledovala blokace
blokovacim pufrem (viz. Tabulka 1) nespecifickych vazeb po dobu minimalné jedné
hodiny. Objem blokovaciho pufru byl 300 pl na jamku. Po tomto kroku byl
blokovaci pufr odstranén, desticka byla promyta tfikrat 300 pl promyvaciho roztoku.
Dale nasledovalo naneseni vzorki a standardd (viz. Tabulka 1) v mnozstvi 100 ul na
jamku na dobu dvou hodin. Za negativni kontrolu bylo povazovano ¢isté médium.
Standard byl fedén dvojkovou fadou. Poté nasledovalo znovu odstranéni roztoki
Z jamek a promyti promyvacim pufrem na promyvacce. Po uplynuti dvou hodin byla
nanesena biotinylovana detekéni protilatka (viz. Tabulka 1) v objemu 100 pl na
jamku opét na dobu dvou hodin. Nasledovalo promyti na promyvacce.
Piedposlednim krokem byla inkubace s konjugatem avidin-HRP (kfenova
peroxidaza) v koncentraci (viz. Tabulka 1) v objemu 100 pl na jamku. Desticka byla
po napipetovani uloZena na 30 minut do temna a pak znovu promyta. Kone¢ny krok
se skladal z pfidani substratového roztoku (5ml TMB + 5ml citratového pufru + 3 pl
H.,0, (viz. 3.1) na dobu 5 - 30 minut ve tmé v zavislosti na intenzité zabarveni
zplisobenou reakci enzymu se substratem. K zastaveni reakce bylo pouzito mnozstvi
50 ul 1,8N HySO4 na jamku (kit firmy PeproTech pro IL-6 pouziva na misto
substratového roztoku a kyseliny sirové pouze ABTS substrat, ktery je soucasti kitu).
Barevny produkt byl vyhodnocen na spektofotometru (Rainbow Thermo Tecan,
Schoeller Ins., Némecko) pfi vinové délce 450 nm (pro cytokin IL-8) a 650 nm (pro
cytokin IL-6). Vysledky byly vyhodnoceny v programu Ascent (Labsystems, Finsko).
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IL-8
lidsky
(R&D systems, Velka

IL-6
Cytokin/Kit mysi
(PeproTech, USA)

Britanie)
Navazovaci 200 pg/ml c.4 pg/ml
protilatka fedéno v PBS fedéno v PBS
Blokovaci Roztok Roztok
roztok 1% BSA, byl soucasti kitu 1% BSA
Pocatecni c. Pocatecni c.
Standard 4000 pg/ml 2000 pg/ml
V tedicim pufru, byl soucasti kitu v 1% BSA
Detekéni ¢.500 ng/ml .20 ng/ml
protilatka V fedicim pufru, byl soucasti kitu. v 1% BSA

Streptavidin

JHRP 5,5ul avidin —HRP pfidano do 11ml | Redéno dle navodu vyrobee v

fediciho pufru. 1% BSA

Tab. ¢. 1. Hodnoty koncentraci jednotlivych slozek ELISA kit pro stanoveni cytosini IL-8 a
IL- 6.

3.7.Barveni bunék podle Grama :

Piiprava roztoku viz 3.1.
Postup:

Skli¢ko s natérem bylo na 30 s ponofeno do roztoku krystalové violeti, nasledné
bylo barvivo slito a preparat byl kratce promyt vodou. Poté byl preparat pievrstven
Lugolovych roztokem 30 s, promyt vodou a odbarvovan ethanolem (20 s).

Po dalSim promyti vodou byl preparat dobarven karbolfuchsinem (30-60 s), opét
oplachnut vodou, ususen a pozorovan pod olejovou imerzi na mikroskopu (se

zvétSenim 100x).

3.8.Prutokova cytometrie

Pritokova cytofluorometrie je metoda pro charakterizaci povrchovych nebo
intracelularnich znaka bun¢k v populaci. Pouzivaji se monoklonalni protilatky, které
se vazi na povrchové nebo intracelularni antigeny charakteristické pro urcité

populace bunék, nebo se vazi na znaky charakterizujici vyvojové stadium.
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Klasifikace téchto znakl (antigentl) zahrnuje mezindrodni nomenklaturu CD
(clusters of differentiation) obsahujicich ptes 350 CD znakl. V mém piipadé byla
tato metoda pouzita k zjisténi viability kultivovanych bun¢k meéfenim proteinu
Annexinu V.

Buiiky byly pfeneseny do 96 jamkové desticky s plochym dnem (Nunc,
Némecko). Desticka s nanesenymi buiikami byla centrifugovana po dobu 5 minut pfi
1200rpm a pfi teploté 4°C. Poté bunky promyty 2x ve 200ul HEPES pufru. Posléze
jsme bunky inkubovali v 10ul Annexinu a po 15 minutach doplnili HEPES pufrem
celkovy objem 20 pl. Nasledné bylo k buiikdm ptidano 10ul propidium jodidu na
jamku. Zivotnost bundk se méfila pritokovym cytometrem. Zpracovani a méfeni na
FACS bylo provedeno Mgr. Zanetou Ruzi¢kovou. Vysledky byly vyhodnoceny
programem FlowJo v4.5 (Tree Star, USA)

3.9.Stanoveni stievni propustnosti pomoci FITC-DEXTRAN

Miru propustnosti stievni bariéry jsme méfili z krve detekci fluorescence
isothiokyanatu konjugovaného s dextransulfatem sodnym (FITC-dextran, MW 4400,
Sigma-Aldrich). 440 mg FITC-dextran na 1 kg mysi vahy jsme rozpustili ve
fyziologickém roztoku a pomoci gavaze ho podali mySim kmene BALB/c. Po péti
hodinach jsme odebrali krev, kterou jsme po vysrazeni 30 minut centrifugovali (3000
rpm pii 4 °C). 50 pl séra a standardu jsme v parech napipetovali na 96 jamkovou
desticku a vzorky zméfili na spektrofotofluorescenénim pftistroji Safire (Tecan group

Ltd., Svycarsko) s excitaéni délkou 483 nm a emisni délkou 525 nm.

3.10. Navozeni septického Soku intraperitonealnim podavanim LPS

Navozeni septického Soku bylo provedeno intraperitonedlnim podanim LPS
izolovaného z Salmonella enterica v davce 10mg/kg u samic mySi BALB/c (n=4).
Kontrolni skupiné¢ byl podan intraperitonedlné¢ fyziologicky roztok (n=4).

Koncentrace FITC- dextranu byla zmétfena z krve po 15 hodindch od podani.

3.11. ADJUVANS

Roztok adjuvans Dimethyldioctadecylammonium bromide (DDA) o koncentraci
10 mg/ml byl pfipraven zahiatim na teplotu 62°C.v PBS. Pfi schlazeni vysledného
roztoku se vytvorily se lipozomalni formy DDA (micely). Kompletni Freudovo

adjuvans bylo pouze resuspendovano. LPS izolovany ze Salmonella enterica byl
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rozpustén v PBS o0 koncentraci 10mg/kg. Bordetella pertussis byla podavana v davce

3*10° tepelnd inaktivovanych B. pertusis v objemu 100 pl/mys.

3.12. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Z odebranych vzorki stfevni tkané tlustého stfeva byla stanovena exprese
mRNA vybranych proteint (IL-6, iINOS, okludin, klaudin, ZO-1 a vnitini kontrola f3-
aktin). Vzorky o hmotnosti 10-30mg byly ihned umistény do RNA stabilizujiciho
¢inidla (Qiagen GmbH, Hilden Némecko). RNeasy Mini isolacni kit (Qiagen GmbH)
byl pouzit k izolaci celkové mRNA. Cistota RNA byla ovéfena zméfenim poméru
absorbanci vinovych délek 260 a 280 nm. Zmétené hodnoty byly v rozmezi 2.06 —
2.11. Koncentrace RNA jsme zméfily na detekénim pftistroji nanodropu ( Nanodrop
2000, GMP dodavatel Zlin). Vyizolovand RNA byla zamrazena v - 20 °C. Po
rozmrazeni byla RNA ptepsana na cDNA reverzni transkripci pomoci kitu (High
capacity cDNA reverse tr. kit, Applied Biosystems, USA). PCR smés v objemu 35
ul byla podle nasledujici tabulky amplifikovana v termocykleru (Gradient cycler
BioTech, Peltier Thermal Cycler PTC 200):

Slozeni PCR smési v objemu 35pl:

PCR voda 11,2 ul
10x RT pufr 7l
25x dNTP (MIX) 2,8 ul
10x RT Random primery 7 ul
20 x Multi Reverse Transkription 3,5 ul
Inhibitor RNazy 3,5 ul

Ziskana cDNA se ulozila do mrazédku — 20°C.
Dalsi den byla reakéni smés ,,Premix* pro PCR namichdna (mnoZzstvi na 1 jamicku

S nutnou rezervou):

PCR vody (vodabez RNAZ).........ccviiiiiiiiiiii e 7,03 ul
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K detekci mRNA jednotlivych proteini byly pouzity nasledujici sondy od firmy
Applied Biosystems:

MmO00607939_s1 Actb

MmO0046191_m1 IL-6

Mm00516703_s1 Cldn2

Mm00500912_m1 Ocln

Mm00493699_m1 T3pl (ZO-1)

MmO01309898_m1 Nos 2

Do kazdé jamky bylo napipetovano 5 ul cDNA a 20 pl reakéni smési a desticka se
zalepila folii. Dale byla desticka vortextovana a ptenesena do PCR 7300 Real Time
PCR systém AB Applera CR.

Parametry amplifikace v 7300 Real Time PCR systém (AB, Applera CR, 7300)
Systém SDS Software byly nasledujici:

Tepolota | ¢as cyklus
Pocatecni
denaturace |50 °C 2 minut 1
Denaturace |95 °C 10 minut
Annealing |95°C 15 sekund 40
Elongace |60 °C 1 minuta

Vyhodnocovani probihalo v programu Genex software (verze 4.3.8).

3.13. Pouzité chemikalie

3,37,5,5'- tetra methylbenzidine (TMB, Sigma, USA)
Bovinni sérovy albumin (BSA, Sigma, USA)
Dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma, St. Louis, USA)
Ethanol (MERCK, Némecko)

Gliadin (Sigma, St. Louis, USA)

Kyselina chlorovodikova (LACHEMA, Neratovice, CR)
Kyselina sirovd (LACHEMA, Neratovice, CR)

Peroxid vodiku( CHEMAPOL, CR)
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Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (SERVA, Némecko)

Tween 20 (Sigma, St. Louis, USA)

Lipopolysacharid ze Salmonella enterica serotyp typhimurium( Sigma, USA)
Indomethacin (Sigma, USA)

Freudovo adjuvans (Difco Laboratories,USA)

DDA bromide (Dimethyldioctadecylammonium bromide) (Sigma, USA)
Ethanol Absolute M = 46,7 g/mol (Merck, Némecko)

TRIZMA Base (Tris(hydroxymethyl)aminomethane) Sigma, Gliadin crude from
Wheat gluten (Sigma)

FITC- dextran (Fluorescein isothiocyanate—dextran, MW 4000, Sigma)

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, Sigma Aldrich)

3.14. Pouzité programy a pristroje

Vahy ADAM AQT 1500 (Adam Equipment comp., Velka Britanie).
Analytické vahy GR-202 (A&D, Japonsko)

Spektrofotofluormetr (Safire, Tecan Group Ltd., Svycarsko)

Termostat CO, Incubator (SANYO Electric CO., Japonsko)

Kyvacka WS-10 (Edmund Biihler, Némecko)

Centrifuga Universal 32R (Hettichlab zentrifugen, Némecko)

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

French press (SLM-AMINCO Spectronic Instruments, USA)

pH metr Jenway 3505 (Baroworld Scientific Ltd., Essex, Anglie)

Promyvacka MultiWash II (Tricontinent, USA)

Mrazici box -150 °C (Sanyo, USA)

Spektrofotometr Titertek Multiscan MCC/340 ELISA Reader ( Helsinky, Finsko)
Tkanovy box Steril-Antares 72 (Foester Wheeler divison Steril Factory, Italie)
FACS Sort, FACS Vantage SE (Becton Dickinson, USA)

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus AX 70 (Olympus, Tokyo, Japan)

Gradient cycler BioTech, Peltier Thermal Cycler PTC 200

PCR systém (AB, Applera CR, 7300)
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4. VYSLEDKY

4.1. Méreni stievni bariérové funkce u mysi

4.1.1. Zavedeni metody pro méreni stievni propustnosti pomoci
podani FITC-dextranu u mysi

V nasi laboratofi se zabyvame bariérovou funkci stfeva, kterd hraje
vyznamnou roli u mnoha zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni. Zavedeni metod
pro méfeni bariérové funkce stieva u mysi ndm umoznilo sledovat zmény ve stfevni
propustnosti. S pouzitim metody oralniho podavani FITC-dextran (uvedenou
Vv kapitole 4. Materialy a metody) byly méfeny hodnoty stfevni propustnosti u mysi,
jimz byly podavany latky, o kterych je znamo, Ze poSkozuji stfevni bariéru tj.
indomethacin a alkohol. Zjistili jsme, ze uzivani indomethacinu v tfidennim

schématu znacné poskozuje sttevni sliznici a signifikantné zvysuje jeji propustnost.

NSAID (nesteroidni antiflogistika, 1éky proti bolesti), kam patii i indomethacin,
zpusobuji poskozeni GIT u mysi (davka 10 mg/kg po 3dny) Ukazka viz. fotografie

¢.1 a fotografie ¢.2:

Fotografie ¢. 1. PoSkozena travici soustava u mysi BALB/c po podani

indomethacinu.
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Fotografie ¢. 2. PoSkozené tlusté stfevo u mySi BALB/c po podani

indomethacinu.

Vysledky v obr €. 1. dokumentuji hodnoty zmétfené stievni propustnosti u ¢tyt skupin

mys$i po podani indomethacinu.
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Obr. €. 1. Stirevni propustnost pro FITC-dextran po podani indomethacinu.
Indomethacin byl podavan v koncentraci 10 mg/kg ve tiech po sobé jdoucich
dnech. BALB/c mysi (n = 3/skupina) byly pred podavanim roztoku
indomethacinu v NaHCO; vyhladovélé po dobu nejméné péti hodin. Ctvrty den
byl podan FITC-dextran. Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouzit test
ANOVA (P=0,0001).

**% statisticky vyznamny rozdil skupiny s indomethacinem oproti kontrolni

skupiné (NaHCOs) (P<0,001).
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Chronické konzumace alkoholu vede k naruseni stievni bariéry, proto jsme
se rozhodli stanovit zmény v jeji propustnosti. Hodnoty naméfené po podani
ethanolu neukazaly statisticky signifikantni zvySeni ve stfevni propustnosti oproti

kontrolni skupiné.

Vysledky vobr ¢ 2. dokumentuji hodnoty vlivu ethanolu na stievni

propustnost.

FITC-dextran [pg/ml]

S O
Obr. ¢. 2. Stievni propustnost pro FITC-dextran po podani ethanolu.

Mysim BALB/c byla intragastricky podana davka ethanolu 3 g/kg jejich vahy.
Roztok obsahoval 50% w/v mnoZstvi ethanolu. Vliv ethanolu byl méien 24
hodin po podani. Skupina mysi s ethanolem (EtOH) (n = 8/skupina), kontrolni
skupina (KO) s (n = 4/skupina). Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl
pouzit Mann Whitney test.

Statisticky vyznamny rozdil skupiny s podanym ethanolem oproti kontrolni

skupiné s PBS nebyl prokazan.

4.1.2. Srovnani metody FITC-dextranu s expresi mRNA pro IL- 6
(prozanétlivy cytokin) a proteint tésnych spoji pro méreni
stievni propustnosti

V navaznosti na nasSe experimenty s FITC-dextranem jsme hodnotili stfevni
propustnost dal$imi metodami. Pro stanoveni zmén v expresi genll proteinii tésnych
spojii, jez jsou umistény mezi epitelidlnimi buiikami ve stfeveé a jsou odpovédné za

paracelularni permeabilitu, jsme mySim odebrali tkan tlustého stfeva. Z téchto
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vzorkl jsme izolovali celkovou mRNA, kterou jsme ptevedli reverzni transkripci na
cDNA. Kvantitativni polymerdzovou fetézovou reakci jsme ziskali informace o
molekuldrnich zménach ve stievé souvisejicich se zménou stfevni propustnosti.
NejcCastéji pouzivanym modelem ovlivilujicim stievni propustnost je podani
lipopolysacharidu, ktery vyvolava septicky Sok. Tkan stfeva odebrana z téchto mysi
slouzila jako reprezentativni vzorek pro PCR. Stanovovali jsme expresi mRNA péti
vybranych genti. Dal$i metodou k prikazu bariérové funkce stieva byla

imunofluorescence na histologickych fezech streva.

4.1.2.1. Stievni propustnost u mysi s vyvolanym septickym
Sokem

Vysledky jasné€ ukazuji, Ze indukovany septicky Sok (pomoci LPS) statisticky
signifikantn¢ zvysuje stfevni propustnost méfenou metodou FITC-dextranu.
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Obr. ¢&. 3. ZvySena stievni propustnost u septického Soku po intraperitonealnim
podani LPS ze Salmonella enterica v davce 10 mg/kg u samic mysi kmene
BALB/c (n=4). Kontrolni skupiné byl podan intraperitonealné sterilni
fyziologicky roztok (n=4). Bylo méfeno mnozstvi FITC-dextranu v séru po 15
hodinach po podani LPS.

Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouzit Mann Whitney test. (P=0,0286)

* statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (P<0,05).
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41.2.2. Stanoveni exprese mRNA IL-6, INOS, ZO-1, klaudinu a
okludinu pomoci RT-PCR ve stirevni tkani mysi se septickym
Sokem a mysi kontrolnich
Vysledky jasné wukazuji na statisticky vyznamné zvySeni exprese

prozanétlivého cytokinu IL-6 u mysSi, kterym byl navozen septicky Sok.

Lipopolysacharid ze Salmonella enterica byl témto mys$im podan v davce 10 mg/kg,

kontrolni skupin€é mysi byl podan pouze PBS. Mnozstvi mRNA konkrétniho genu je

uvedeno jako hodnota relativni kvantifikace (RQ) vyjadiujici relativni pomér RNA

daného genu k mnozstvi RNA vnitini kontroly (B-aktinu).
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Obr. ¢. 4. Relativni kvantifikace (RQ) genové exprese mMRNA genu pro cytokin
IL- 6 ve stievni sliznici mySi po podani LPS a mySi kontrolnich. Hodnoty byly u
mysi (n=4) se septickym Sokem (SS) zvySeny oproti kontrolnim my3$im (K) (n=4).
Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouZzit t—test (P = 0,0286).
*statisticky vyznamny rozdil skupiny septického Soku oproti kontrolni skupiné
(P<0,05).

Z namétenych hodnot vyplyva, ze cytokin IL-6 je ve zvySené mife piitomny
ve sttevni tkdni a neni vylouceno, Ze ma vliv na zvysSenou sttevni propustnost.

DalSim genem u kterého byla méfena exprese mRNA ve vzorcich stfevni

tkan¢ byl gen pro inducibilni syntdzu oxidu dusnatého (iNOS).
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Obr. ¢&. 5. Relativni kvantifikace (RQ) genové exprese MRNA genu pro iNOS ve
stfevni sliznici mySi po podani LPS a mysi kontrolnich. Hodnoty byly u BALB/c
mysi (n=4) se septickym Sokem (SS) vyrazné zvySeny oproti hodnotim
kontrolnich mysi (K) (n=4).

Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouzit t—test (P = 0,001).

*** statisticky vyznamny rozdil skupiny septického Soku oproti kontrolni
skupiné (P<0,001).

Me¢étenim kvantifikace genové exprese iNOS se prokazal statisticky vyrazny nartst
oproti zdravé kontrolni skupiné mysi. ZvySena hodnota iNOS je znamkou zanétu

ovlivitujici propustnost.
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Obr. ¢. 6. Relativni kvantifikace (RQ) genové exprese MRNA genu pro klaudin

(claudin) ve stfevni sliznici mySi po podani LPS a mysi kontrolnich. Hodnoty
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byly u my$i (n=4) se septickym Sokem (SS) lehce sniZeny oproti hodnotim
kontrolnich mysi (K) (n=4).

Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouzit t—test (P = 0,2).

Statisticky vyznamny rozdil skupiny septického Soku oproti kontrolni skupiné

nebyl prokazan.
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Obr. ¢. 7. Hodnoty relativni kvantifikace (RQ) genové exprese mMRNA genu pro
okludin (occludin) ve stievni sliznici mySi po podani LPS a mysi kontrolnich.
Hodnoty byly u mysi (n=4) se septickym Sokem (SS) lehce sniZeny oproti
hodnotam kontrolnich mysi (K) (n=4).

Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouZzit t—test (P = 0,0986).

Statisticky vyznamny rozdil skupiny septického Soku oproti kontrolni skupiné

nebyl prokazan.
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Obr. ¢. 8. Relativni kvantifikace (RQ) genové exprese mMRNA genu pro ZO-1 ve
stfevni sliznici mySi po podani LPS a mySi kontrolnich. Hodnoty byly u mysi
(n=4) se septickym $okem (SS) lehce sniZeny oproti hodnotam kontrolnich mysi
(K) (n=4).

Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouZzit t—test (P = 0,06857).

Statisticky vyznamny rozdil skupiny septického Soku oproti kontrolni skupiné

nebyl prokazan.

Z méteni vyplyva, Ze patogeneze sepse zahrnuje poSkozeni bariérové funkce
stiteva. Pasobeni velkého mnozstvi bakterialnich slozek, predevsim endotoxint, na
imunitni systém téla a indukce prozanétlivych mediatort rozviji a zesiluje septickou

reakci.

Provedeni a zpracovani RT-PCR probéhlo na pracovisti Ustavu imunologie a
mikrobiologie 1. lékatské fakulty UK v Praze, kde mi bylo umoznéno uskutecnit tuto

metodiku za spoluprace RNDr. Jitiho Hrdého.

4.1.3. Vliv probiotickych bakterialnich komponent na stievni
bariérovou funkci
Zesileni funkce stfevni bariéry pomoci probiotickych bakterii nebo jejich
slozek naznacuje mozné ochranné mechanismy jejich podavani. Hledani pro zdravi
prospésnych bakterii a jejich slozek je naplni souc¢asného vyzkumu. Proto i my jsme

se rozhodli ovéfit pusobeni probiotik na slizniéni bariéru ve stfevé, jako jednoho
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z hlavnich mechanismt jejich ucinku. Probiotické bakterie mohou dale tlumit

prozanétlivou reakci ¢i kompetovat s ostatnimi bakteriemi o zivotni prostor a ziviny.

Abychom stanovili vliv nékterych komponent probiotickych bakterii na
stievni propustnost, aplikovali jsme metodu FITC-dextranu v modelu experimentalni

DSS kolitidy s preventivnim podavanim bakterialnich komponent.
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Obr. ¢. 9. Zvysena sti‘evni propustnost pro FITC-dextran po peroralnim podani
bakterialnich lyzata z L .casei. Stievni paracelularni propustnost byla vyrazné
sniZena u myS$i léenych bakterialnim lyzatem L.casei (n=5) ve srovnani
s kontrolni skupinou (mysi, které dostavaly PBS) v den ukondeni experimentu
(35. den preventivniho podavani L.casei pii DSS kolitidé).

Pro stanoveni statistické vyznamnosti byly pouzity ANOVA s Dunnettovym
testem.

** statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (kontrolni-mysi, které
dostavaly gavazi fyziologicky roztok a 28. den jim byl na 7 dni podan DSS)
(p<0,01).

Jednou z hlavnich funkci stfeva je jeho schopnost vytvafet bariéru mezi
vnitinim a zevnim prostfedim. K objeveni vyznamu bariérové funkce stieva ve
vztahu K idiopatickym stfevnim zanétim pfispély studie, které naSly zvySenou
stfevni propustnost u pacientll jak s témito zanéty tak i u jejich ptibuznych. Podpora
funkce stfevni bariéry pomoci lyzatl probiotik by mohla znamenat bezpecny zptsob

prevence ¢i 1éCby téchto zancth. Nami zavedenou metodu na testovani stievni
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propustnosti jsme aplikovali v preventivnim 1ééebném podani bakterialnich lyzath
z L. casei na modelu DSS kolitidy.

U mysi 1éCenych bakterialnim lyzatem z L. casei byla stievni paracelularni
propustnost proteini signifikantné snizena ve srovnani s kontrolni skupinou viz. obr.
¢. 9. Pomoci fluorescencni analyzy tésnych spoji: ZO-1 a okludinu, jsme zjistili, ze
jejich produkce a lokalizace v kolon a ileu je po podani lyzatu zachovana ve stejné

mife, jakou miizeme pozorovat u zdravych mysi.

B ZO-1 c OCCLUDIN
ILEUM COLON ILEUM COLON

Obr. ¢. 10. Imunofluorescence tésnych spoji proteini ZO-1 a okludini

DSS/Lc DSS/PBS

HEALTHY

v tkanovych iezech tlustého stieva a terminalniho ilea u mysi lé¢enych L. casei a
u kontrol. ZO-1 nebo okludin (¢ervené znaceni), DAPI pro nabarveni jader

(modré znaceni).

NaSe vysledky z histologie jsme ovéfili pomoci RT-PCR 1D. Stanoveni
exprese MRNA pro ZO-1 ukazala jeho stabilni hladinu, kterd se signifikantné 1i$i od
hladiny u PBS/DSS skupiny mysi.
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Obr. ¢&. 11. Stanoveni exprese MRNA ZO-1 u mysi lé¢enych L. casei a u kontrol.
Pro stanoveni statistické vyznamnosti byly pouzity ANOVA s Dunnettovym
testem.

* statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (kontroni mysi,
dostavaly gavaZi fyziologicky roztok a 28. den jim byl na 7 dni podan DSS)
(p<0,05)

** statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (kontrolni-mysi, které
dostavaly gavazi fyziologicky roztok a 28. den jim byl na 7 dni podan DSS)
(p<0,01).
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Obr. ¢. 12. Stanoveni exprese mRNA okludinu u mysi lééenych L. casei a
kontrol.

Pro stanoveni statistické vyznamnosti byly pouzity ANOVA s Dunnettovym
testem.

***% statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (kontrolni-mysi, které
dostavaly gavazi fyziologicky roztok a 28. den jim byl na 7 dni podan DSS)
(p<0,0001).

4.1.4. Vliv adjuvans na stievni propustnost

Cilem bylo studium potencialni lohy stfevni bariéry u experimentalnich
modelll nemoci indukovanych podanim autoantigenii spolu s adjuvans. Poskozeni
sttevni bariéry by mohlo podpofit vznik imunopatologickych nésledkid podani
autoantigent. Ke studiu byla pouzita tato adjuvancia: kompletni Freudovo adjuvans

(CFA), dimethyldioctadecylammonium bromide (DDA), Bordetella pertussis a LPS.
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Obr. ¢. 13. Namérena stirevni propustnost po podani nékterych druhii adjuvans.
Méieno po 24 hodinach pomoci metody FITC-dextranu.

CFA je Freudovo adjuvans, DDA je Dimethyldioctadecylammonium bromide,
LPS je lipopolysacharid ze Salmonella enterica o koncentraci 20mg/kg.
Kontrolni skupina (KO) dostavala fyziologicky roztok. I. derm. znaci

intradermalni podani do ocasku, in.p. je zkratka pro intraperitonealni podani.
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KaZzda skupina zahrnovala tfi samice mySi BALB/c. Pro stanoveni statistické
vyznamnosti byla pouzita jednosmérna ANOVA s Dunnetovym testem.
(P=0,0119)

* statisticky vyznamny rozdil skupiny s LPS oproti kontrolni skupiné (P<0,05).

3-

FITC-dextran [ug/ml]

Obr. ¢. 14. Namérena stievni propustnost po podani nékterych druht adjuvans.
Méieno po 7 dnech pomoci metody FITC-dextranu (n= 3 mysi/ skupinu).

CFA je kompletni Freudovo adjuvans, DDA je Dimethyldioctadecylammonium
bromide, i.derm. znac¢i intradermailni podani do kiiZze na ocasku, i.pert. je
zkratka pro intraperitonealni podani. Kontrolni skupina (KO) dostavala
fyziologicky roztok. Skupina mysi s i. p. aplikovanym LPS nepiezZila do dalSiho
méieni. Pro stanoveni statistické vyznamnosti byla pouZzita jednosmérna
ANOVA test s Dunnetovym testem. Statisticky vyznamny rozdil jednotlivych

skupin adjuvans oproti kontrolni skupiné nebyl prokazan.
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Obr. €. 15. Namérena stievni propustnost po podani nékterych druhii adjuvans.
Méieno po 14 dnech po podani pomoci metody FITC-dextran (n= 3 mysi na
skupinu).

CFA je kompletni Freudovo adjuvans, DDA je Dimethyldioctadecylammonium
bromide. I. derm. zna¢i intradermalni podani do kiize na ocasku, i.pert. je
zkratka pro intraperitonedlni podani. Kontrolni skupina (KO) dostavala
fyziologicky roztok. Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouzit
jednosmérny ANOVA test s Dunnetovym testem Statisticky vyznamny rozdil

jednotlivych skupin adjuvans oproti kontrolni skupiné nebyl prokazan.

Vliv B. pertussis jako adjuvans na stievni propustnost
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Obr. ¢. 16. Stievni propustnost pro FITC- dextran po podani Bordetala pertussis.
B. pertussis byla podavana mySim BALB/c intraven6zné (i.v.) (n= 8/ skupina),
intraperitonealné(i.p.) (n= 2) a intragastricky (i.g.)(n=2), stfevni propustnost
byla méFena po 24 hodinach. Kontrolam (KO) byl podan fyziologicky roztok.
Pro stanoveni statistické vyznamnosti byla pouzita jednosmérna ANOVA test s
Dunettovym srovnavacim testem (P=0,0084).

** statisticky vyznamny rozdil skupiny s intraven6znim podanim B. pertussis

oproti kontrolni skupiné (P<0,01)

V porovnani s podanim LPS, ktery statisticky signifikantné zvySoval stievni
propustnost, vliv podani raznych druhd adjuvans, svyjimkou B. pertusis,

neukézalpodstatny statisticky vyznamny rozdil ve zméné stfevni propustnosti.

4.1.5. Méreni stievni propustnosti u bezmikrobnich a konven¢nich
mySi.
Cilem bylo zjistit, zda kolonizace mikroflérou ovlivni stfevni bariérovou

funkeci.
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Obr. €. 17. Méreni stievni propustnosti u dospélych bezmikrobnich (GF) a
konvenc¢nich mysi.

Mysim BALB/c (n = 8 na skupinu GF_indomethacin; n = 3 na skupinu
konven¢ni_indomethacin) byl podan intragastricky indomethacin v koncentraci
15 mg/kg stievni propustnost byla méiena po 24 hodinach, kontrolnim my$im
byl podan pouze roztok NaHCOj3; (n =3 konven¢ni skupina; n = 6 GF skupina).
Mysi byly vyhladovélé pred podavanim roztoku indomethacinu v NaHCO; po
dobu péti hodin. Minimalné 4 hodiny pred odebiranim vzorki byl podan FITC-
dextran. Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouzity neparovy t—test
testem (P=0,0001).

*** statisticky vyznamny rozdil skupiny s indomethacinem oproti kontrolni

skuping (P<0,001)

Piekvapivé jsme nenasli rozdil v propustnosti mezi dosp€lymi mySmi
chovanymi v konvenc¢nich a bezmikrobnich podminkach. Tento vysledek 1ze
vysvétlit pisobenim antigent obsazenych v krmnych peletach, které tak podporuji
celistvost stfevni bariéry i u bezmikrobnich mysi. Tyto pelety mohou obsahovat
slozky bakterii 1 jiné antigeny ovliviiyjici integritu stfevni bariéry bezmikrobnich

mysi . Proto jsme dale v experimentu pokracovali na kojenych mlad’atech.
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Obr. ¢. 18. Méreni stievni propustnosti u kojenych bezmikrobnich (GF) a
konvencnich mySich mlad’at. 19 dni starym bezmikrobnim mlad’atim (GF)
mysi BALB/c obou pohlavi byl intragastricky poedavan indomethacin o
koncentraci 15 mg na kg jejich vahy na dobu 24 hodin. Skupina GF mysi
dostavajicich indomethacin (n=5), GF kontroly (n= 4). Mlad’atiim mysi B6 obou
pohlavi 18 dni starym byl podavan indomethacin intragastricky o koncentraci
15 mg/kg jejich vahy na 24 hodin. Skupina mySi dostavajicich indomethacin
(n= 8), kontroly (n=2). Pro stanoveni statistické vyznamnosti byl pouZity test
neparovy t-test (P=0,0265).

* statisticky vyznamny rozdil skupiny sindomethacinem oproti kontrolni
skupiné (P<0,05)

* statisticky vyznamny rozdil skupiny GF s indomethacinem oproti skupiné

konven¢ni s indomethacinem (P=0,0295) (P<0,05)

U bezmikrobnich mlad’at po podéni indomethacinu byly hodnoty stievni
propustnosti statisticky signifikantné zvySeny oproti konvenénim mlad’atim. Tento
vysledek ukazuje, Ze kolonizace stfevniho traktu ovliviiuje stievni propustnost jiz

brzy po narozeni.
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Sterilitu bezmikrobnich mysi jsme ovéfovali barvenim natéru stolice podle

Grama.

4.2 Vyuziti mySi epitelové linie pro studium efektu LPS a gliadinu

Dale jsme sledovali ptisobeni LPS na mysi epitelovou linii MODE-K. Je
obecné znamo, ze gliadin méni stievni propustnost a proto jsme otestovali gliadin po
riznych upravach.

V nas$i laboratofi mame nové€ k dispozici tuto mysi linii MODE-K, kterou
jsme jiz stacili pouzit na predb&ézné pokusy k sledovani bariérové funkce. V téchto
nasich pfedbéznych experimentech jsme popsali chovani tésnych spoju, kterd jesté
nejsou V literatuie u této linie popsana.

Predbézna ukazka z in vitro experimentii:

Obr. ¢. 19. Fluorescenéni znaceni tésnch spoju u linie MODE-K.

Zivotnost linie MODE-K

100

95
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85 - M gliadin vareny

80 -
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nestépeny gliadin

70 - H stépeny gliadin

1000
100
Zive

o o
o o
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o o
o —
—

gliadin [ng/ml]

Obr. €. 20 Ovéfeni zZivotnosti bunécné linie MODE-K pomoci pritokové cytometrie.
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Obr. ¢.21 Ovéteni zivotnosti bunécné linie MODE-K v ptitomnosti LPS 100ng/ml

pomoci prutokové cytometrie.
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Obr. ¢. 22 Spojnicovy graf zmény produkce IL-6 bunécéné linie MODE-K v
pritomnosti riznych druhii gliadini a riznych koncentraci téchto gliadint
V hodnotédch koncentrace od 1 ng/ml az po 100 pg/ml a také ptitomnosti LPS
v koncentraci 100 ng/ml. Hodnoty jsou vyneseny jako procenta produkce IL-6

vztazend ke koncentraci MODE-K bunék v pfitomnosti pouze LPS. Kultivace trvala
24 hodin.
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Obr. ¢. 23 Spojnicovy graf zmény produkce IL-6 bunétné linie MODE-K

V pfitomnosti riznych druhti gliadini a riznych koncentraci téchto gliadint

V hodnotach koncentrace od 1 ng/ml az po 100 pg/ml. Hodnoty jsou vyneseny jako

procenta produkce IL-6 vztazena ke koncentraci MODE-K bunék samotnych.

Kultivace trvala 24 hodin.
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5.DISKUZE

V poslednich letech se zvySuje povédomi o =znalostech stievni bariéry a
vyznamnosti jeji integrity. Ztrata celistvosti stievni bariéry pfedchdazi mnoha
nemocem, jako jsou napt. nespecifické stievni zanéty a celiakie. K naruseni integrity
sttevniho epitelu taktéz dochdzi u pacientl, ktefi se nachazeji v kritického stavu, tj.
jsou po naro¢né operaci, prodé€lali vétsi zranéni, traumata, a jsou v riziku rozvoje
sepse ¢i multiorganového selhani. Pochopeni funkce stievni bariéry a piipadnych
patofyziologickych mechanismii nam muze pomoci ve vylepSeni prevence i
zvyseni GspéSnosti 1é¢by.[46]

Zptsobl provedeni méteni stfevni propustnosti je mnoho, obzvlasté pro 1ékatska
vyuZiti se jich pouziva znaéné mnozstvi.

Latky ze stfevniho lumen se mohou vstiebavat dvéma rozdilnymi zptsoby, bud’
prostupuji transcelularné pies membranu a cytoplasmu enterocytu, nebo se buiice
vyhnou a prochazeji paracelularné skrze mezibunécny prostor mezi piilehlymi
buiikami. Lipofilni latky vétSinou vyuzivaji transcelularni cestu pomoci endocytdzy.
Hydrofilni latky zejména aminokyseliny a jednoduché cukry jdou pasazi vodnich
pora. Makromolekularni substance a antigeny vyuzivaji paracelularni cestu
transportu. Transcelularné prochdzi manitol a L- rhamoza. Paracelularné pronika
laktuloza, rafindza, cellobioza, PEG (polyethylenglykol), EDTA
(ethylendiamintetraoctova kyselina). U stfevnich poskozeni, ktera vedou k atrofii
sttevniho epitelu a zvySeni stfevni permeability, dochdzi k sniZeni resorbce latek
transcelularné a na druhé strané se zvysuje prachod latek paracelularni cestou.[47]

V soucasnosti se vyuzivaji dva hlavni pfistupy v hodnoceni poSkozeni stfevni
bariéry. Bud’ se miizeme zaméfit na celkové poskozeni stfevniho epitelu nebo zeji
na poSkozeni &1 ztratu tésnych spojeni. Pro prvni uvedeny ptiklad 1ze hodnotit
poskozeni stievniho epitelu méfenim proteinu I-FABP. Jednd se o maly ve vodé
rozpustny protein o velikosti 14-15 kDa, ktery se uvoliiuje z enterocytl v tenkém a
tlustém stieveé. Jeho normaélni fyziologickd funkce je transport mastnych kyselin
z apikalni strany membrany enterocytu do endoplasmatického retikula, kde probiha
biosyntéza komplexnich lipidi. V ptipadé, kdy dojde k poruseni membranové
integrity enterocytu, I- FABP je uvolnén do cirkulace. Diky tomu se nartst hladiny I-

FABP mize méfit v plazmé nebo moc¢i.[48]

58



Konkrétni poskozeni stfevniho epitelu zjistime stanovenim ztrat proteint
tvoricich tésnd spojeni. Klaudiny jsou transmembranové proteiny, které jsou hlavné
zodpovédné za integritu epitelu a paracelularni bariérovou funkci. Pokud jsou tyto
proteiny fyziologicky nefunk¢ni, nasledkem jsou patologické zmény ve stieve.
Zeissig a spol. [48] ukézali na poSkozenou bariérovou funkci stieva, kterd byla
doprovazena snizenou expresi hned nékolika klaudinti (klaudini 1,3 a 5,7 a 8
Vv biopsiich stievni sliznice pacientli s Crohnovou nemoci. Na druhé strané exprese
claudinu 2 (proteinu tvoficiho pér) byla zvysena.[49]

My jsme se zaméfili na metodu stievni propustnosti, ktera spociva v per-oralnim
podavani 4,4 kDa FITC-dextranu, ktery je velmi casto pouzivan ve zvifecich
modelech. Timto pfistupem jsme stanovili stftevni propustnost a tedy stav bariérové
funkce po podani indomethacinu, ethanolu a LPS. Ve vSech téchto piipadech byla
sttevni propustnost zvySena. Pouze méfeni propustnosti stieva po podani ethanolu
nebyla statisticky signifikantni. AvSak z literatury se vi, ze konzumace alkoholu
napomahd ristu Gram negativnich bakterii ve stfevé, které zpisobuji zvySenou
akumulaci endotoxinl ve stfev€. Navic metabolismus alkoholu Gram negativnimi
bakteriemi a stfevnimi epitelidlnimi buikami mize ve vysledku podpofit
nahromadéni acetaldehydu. Acetaldehyd mlze zvySovat stfevni propustnost tim, ze
zesiluje tyrosinovou fosforylaci proteini tésnych spojeni a adherentnich spojeni.[54]

Vliv mikrobialnich sloZzek na epitelidlni tésna spojeni je také vyrazny.
Komenzalni mikrofléra a jeji slozky mohou vyvolat produkci mnoha mediatord,
které se podileji na poSkozovani tkani, imunitni dysregulaci, vzniku zénétlivych
onemocnéni a v tézkych klinickych ptipadech i smrti hostitele. V pfipadech infekci
zpiisobenych Gram negativnimi bakteriemi jsou tyto patologické stavy vyvolané
endotoxiny. Pfedev§im bakterialni endotoxin - lipopolysacharid (LPS) je povazovan
za hlavni komponentu, jez je zodpovédna za vznik septického Soku.[50]

Sepse je spojena se zménami ve stfevni bariérové funkci, ta se stava vice propustna
pro slozky, které se za normadlnich fyziologickych podminek nedostdvaji mimo
lumen stfeva. Jde predev§im o rizné antigeny ze stravy a bakterie.[51]

Cilem této prace bylo zjistit, co nejvice o funkci stfevni bariéry a pfedevsim o
mechanismech podporujicich integritu stfevniho epitelu, ktery za normalnich
podminek, mechanicky brani translokaci bakterii mimo lumen stfeva. Zasadni jsou
tésna spojeni mezi bunikami epitelu, kterd maji urcujici roli pro charakter bariéry.

Téesna spojeni musi selektivné umoznit paracellularni absorbci skrze proteiny tésnych
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spoji a na druhé stran¢ zabranit prachodu bakterii a toxinl témito spoji. Stfevni
bariéra je tedy nezbytnad pro udrzeni fyziologického prostiedi organismu a jeho
ochranu pfed nemocemi. Nicméné¢ mechanismus vzniku poSkozenych tésnych
spojeni stale neni pln¢ objasnén. V naSem experimentu jsme sledovali expresi
proteini tésnych spojeni u mys$i s vyvolanym septickym Sokem. Pro zjisténi
poskozeni paracelularni cesty toku latek ve sttevé mysi s podanym LPS a navozenym
septickym Sokem jsme stanovovali expresi mRNA genu pro IL-6, INOS, ZO-1,
klaudin a okludin. Signifikantné zvySeny byl pouze prozanétlivy cytokin IL-6, ktery
je pro septicky Sok typicky. Prace Suzuki (20011)[52] uvadi, ze IL-6 zvySuje
permeabilitu TJs stimulaci exprese klaudint-2, ktefi vytvari porovité struktury. My
jsme ho vSak potvrdili pfimo i Vvtkani stfeva. Dale jsme stanovili statisticky
vyznamné zvySenou genovou expresi iNOS. U ostatnich stanovovanych gend jsme
zjistili jen mirné zmény. Domnivame se, ze bariérova funkce stfeva jiz byla tak
znaén¢ poskozena, ze genova exprese MRNA a produkce téchto proteini byla
znemoznéna vaznym poskozenim epitelidlnich bunék.

Bakterie osidlujici gastrointestinalni trakt ptedstavuji nesmirné komplexni
ekosystém. Zmény ve slozeni stievni mikroflory mohou onemocnéni na jedné strané
zpusobit, ale na stran¢ druhé mohou zabranit jeho vzniku. U lidi s nespecifickymi
sttevnimi zanéty jsou tyto zmény pfedmétem intenzivniho vyzkumu. Manipulace se
sttevni mikroflérou pomoci probiotickych bakterii (Zivé bakterie, jez maji pozitivni
vliv na lidské zdravi) se ukazuje jako bezpecnd a efektivni 1éCba nespecifickych
sttevnich zanétd. V predeslych experimentech nasi laboratofe se ukazalo, Ze
podavani 3%DSS vyvolava akutni kolitidu u BALB/c myS$i a zaroveil meéni
zastoupeni bakterialnich populaci ve stfevnim obsahu. U zvifat s kolitidou veskera
stabilita mizi a slozeni mikrofléry neodpovidd druhiim pfitomnym u zdravych
zvirat.[53]

Podavani zivych bakterii vSak neni vzdy optimalni. U oslabenych jedinct,
star§i populace, pacientll s mnoha ¢etnymi komorbiditami, novorozenych déti nejsou
takovéto zivé bakterie vhodné. Zavedenim bakteridlnich lyzatl probiotik umoznuje
vyuzivat jejich pozitivni G¢inky na lidsky organismus bez toho, aby jej zbytecné
zatézovaly. ZlepSeni bariérové funkce stfeva pomoci takovych to lyzath by bylo
velice snadnou prevenci a velmi bezpe¢nou pro vétsinu populace. Z téchto divodu

jsme studovali lyzat bakterie L. casei.
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Testovali jsme permeabilitu stieva u mysi na DSS kolitidé pomoci FITC-
dextranu. U mysi na kolitidé 1éCenych bakterialnim lyzatem z L.casei byla stfevni
paracelularni propustnost statisticky signifikantné snizena ve srovnani s kontrolami.
Dale jsme imunohistologii tésnych spoji zjistili, Ze exprese ZO-1 v kolon a ileu je
zachovana ve stejné mife, jakou muZeme pozorovat u zdravych mysi. Tento
protektivni vliv lyzatu L. casei hraje nepfimou roli v ovlivnéni intestinalniho zanétu.
Jeho role spociva v ovlivnéni imunitniho systému a ostatnich mikrobiot ve stfevé.

V dalsich experimentech jsme se zabyvali bezmikrobnimi my$mi. EXistuje jen
velmi mélo studii na takovych to mysich. Mé&fili jsme stievni propustnost u téchto
bezmikrobnich mysi po podani indomethacinu pomoci FITC-dextranu.

Ptekvapivé jsme nenasli rozdil mezi mySmi chovanymi v konvencnich a
bezmikrobnich podminkach. Tento vysledek lze vysvétlit pisobenim antigent
obsazenych v krmnych peletach, které tak podporuji celistvost stfevni bariéry i u
bezmikrobnich mysi a také to, Ze i tyto mysi pfichdzi v bezmikrobnich podminkach
do styku s bakteridlnimi antigeny mrtvych bakterii naptiklad ve vySe zminénych
krmnych peletach. Znamena to, Ze i bezmikrobni mysi jsou vystaveny antigentim.
Proto jsme déle v experimentu pokracovali na kojenych mlad’atech.

U bezmikrobnich mlad’at po podani indomethacinu byly hodnoty stfevni
propustnosti statisticky signifikantné zvySeny oproti konvenénim mlad’atim. Tento
vysledek ukazuje, Ze kolonizace stfevniho traktu ovliviluje stievni propustnost jiz

brzy po narozeni.
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6.ZAVER

e Stanovili jsme miru poSkozeni stfevni propustnosti pomoci 4,4 kDa FITC-

dextranu zptisobenou indomethacinem, alkoholem a bakteridlnim LPS.

e Zhodnotili jsme zavedené metody pro meéfeni stfevni propustnosti
s kvantitativni genovou expresi proteint tésnych spojui ve stievni tkani mysi.
Prokazal se statisticky vyrazny nartst kvantifikace genové exprese mRNA

genu pro iNOS a IL-6 ve stfevni tkani oproti zdravym kontrolam.

e Prokazali jsme pozitivni vliv probiotickych bakteridlnich komponent na

stfevni bariérovou funkci.

e ZvySeni stfevni propustnosti pusobenim riznych druht adjuvans se

nepotvrdila. Pouze jen u B. pertussis byla stfevni propustnost zvysena.

e Nasli jsme rozdil ve stfevni propustnosti kojenych mlad’at bezmikrobnich

mysi oproti mlad’atim mysi konvencnich
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