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Abstrakt

Vyzkum byl zaméfen na imunomodulacni charakteristiky
vybranych kment bifidobakterii ze Sbirky mlékarskych
mikroorganismt Laktoflora® - Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, Bifidobacterium longum subsp. infantis,
Bifidobacterium longum subsp. longum, Bifidobacterium
dentium a Bifidobacterium sp.. Bylo stanovovano Siroké
ucinkem podporujicich bunécnou i protilatkovou imunitu.
Bylo zjisténo, Ze jednotlivé kmeny bifidobakterii ptisobici
na separované mononukledrni krevni bunky stimuluji
produkci cytokinii zcela individudlnim zptsobem. Tyto
vlastnosti kmenu bifidobakterii by bylo mozno vyuZzivat
v prevenci a k 1écbé nékterych onemocnéni.

Abstract

The research was focused on the immunomodulatory
characteristics selected strains of bifidobacteria from the
Collection of Dairy Microorganisms Laktoflora® - Bifido-
bacterium animalis subsp. lactis, Bifidobacterium
longum subsp. infantis, Bifidobacterium longum subsp.
longum, Bifidobacterium dentium and Bifidobacterium sp.
Wide range of cytokines with pro-inflammatory and anti-
inflammatory effects promoting cellular and humoral
immunity were determined. It was found that different
strains of bifidobacteria acted on separated mononuclear
blood cells stimulated the production of cytokines com-
pletely by individual way. These properties of bifidobacte-
ria could be used in prevention and treatment of some dis-
eases.

Uvod

Cilem nasi prace bylo zkoumat, jaké imunomodulacni
vlastnosti maji probiotické kmeny bifidobakterii ze Sbirky
mlékaiskych mikroorganismi Laktoflora®, kter4 je soucasti
narodniho genofondu mikroorganismt.

Zda kmeny reaguji s krevnimi mononuklearnimi burika-
mi v§echny shodné nebo zda jsou mezi jednotlivymi kmeny
stejného druhu rozdily ve stimulaci cytokini a tim zda
kmeny mohou mit specificky vliv v prevenci nékterych

onemocnéni a pokusit se tak odpovédét na otidzku, proc
nékterym lidem probiotické mikroorganismy pomahaji
v prevenci i v 1é¢bé nemoci a jini lidé pozitivni vliv pro-
biotik nepocituji. Pro tento vyzkum bylo vybrano
15 kment rodu Bifidobacterium (B.) ze Sbirky
mlékafskych mikroorganismii Laktoflora® B. animalis
subsp. lactis, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp.
longum, B. dentium a Bifidobacterium sp.

Bifidobacterium - vlastnosti, henefity

Bifidobacterium je rod Gram-pozitivnich, nepohyblivych
bakterii, které se bézné vyskytuji v travicim traktu savca
vcetné clovéka. Bifidobakterie jsou vesmés anaerobni, né-
které striktné, jiné mikroaerofilni ¢i tolerantni vici kysliku.
Tvofi fruktozo-6-fosfat fosfoketolazu, kterd se podili na
fermentaci sacharidd. Pfitomnost tohoto enzymu je jednim
z identifikacnich znakd rodu Bifidobacterium (Ventura
a kol., 2004).

Bakterie rodu Bifidobacterium se pouZzivaji jako
dopliikové mikroorganismy pfi pripravé fermentovanych
mlék nebo jogurtd (Kurmann, 1991). Bifidobakterie jsou
spojovany s vyznamnymi G¢inky na lidské zdravi a jsou
aplikovany jako bakterie probiotické povahy. Reguluji
stievni mikrobidlni homeostazu (Patel, Lin, 2010), modu-
luji imunologickou odpovéd (O'Flaherty, 2012), maji
schopnost inhibovat prokarcinogenni aktivitu (Feyisetan
a kol., 2012), produkuji vitaminy (Le Blance a kol.,
2011).

Cela fada vyzkumnych praci uvedenych v dalSim textu se
zaméfuje pravé na studium takovych vlastnosti (zejména
imunomodulac¢nich) bifidobakterii, které by mohly objasnit
mechanismy jejich piisobnosti v organismu a vhodnym
vybérem kmend napomoci ke stimulaci nebo inhibici tvor-
by jednotlivych cytokinii odpovédnych za urcité typy
onemocnéni.

Perdigon a kol., (2003) testovali podani homologovaného
kmene B. animalis na imunomodula¢ni odpovéd organis-
mu mysi. V experimentu byl pouzit homologovany kmen
B. animalis se schopnosti adheze ke sliznici stfeva. Autofi
studie zminuji blahodarny efekt kment bifidobakterii
v prevenci stfevnich infekci. ProspéSné vlastnosti bifi-
dobakterii jsou vyznamné spojeny s dal$imi mechanismy
jako kompetitivni inhibice, produkce organickych kyselin
apod. Imunomodulacni vlastnosti bifidobakterii studovali
Lopez a kol. (2010), ktefi otestovali celkem 12 kment bifi-
dobakterii ndleZejicich ke ctyfem rdznym druhdm
B. longum, B. breve, B. bifidum a B. animalis. Imuno-
modulacni vlastnosti sledovali na monocytech odvozenych
z dendritickych bunék a zamérili se na jejich schopnost
produkovat cytokiny po expozici bakteridlnimi kmeny.
Vsechny kmeny bifidobakterii vykazovaly schopnost ptiso-
bit na plné dozrani dendritickych bunék, ale vykazovaly
ruznou uroveni v produkci cytokinti, zejména IL-10 a IL-12,
TNF alfa a IL-1 beta. Specifické poméry cytokini Ize
vyuzit k predikci Th imunitni odpovédi, kterou mohou pod-
porovat. Analyza produkce cytokinii mononukledrnimi
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bunikami z periferni krve ukazuje, zZe vétSina kment B. ani-
malis a B. longum navodila sekreci velkého mnoZstvi
IFN gama a TNF alfa, coz odpovida Thl profilu. Prace
ukézala druhové i kmenové specificky imunologicky efekt
bifidobakterii a popsala vyznamnou metodu pro screening
imunomodulacnich vlastnosti. Dulezité je zjisténi, Ze né-
které kmeny B. bifidum vykazuji polarizaci Th17 a tim
mohou byt uZite¢né pro dalsi probiotické aplikace.

Konzumace bakterii mlécného kvaseni je povaZovana za
pfinosnou v rozsdhlém spektru imunitnich reakci.
Soucasné se predpoklada, Ze miize u konzumentii zvySovat
rezistenci k infekénim nemocem a zhoubnym nadortim.
Kmeny Lactobacillus rhamnosus (HNOO1, DR20),
Lactobacillus acidophilus (HNO17) a B. lactis (HNO19,
DR10) byly testovany z hlediska imunitni odpovédi
u zdravych mysi (Gill et al., 2000). Suplementace kmeny
L. rhamnosus, L. acidophilus a B. lactis vyustily v signifi-
kantnim vzrastu fagocytové aktivity leukocyti z periferni
krve a peritonealnich makrofagii v porovnani s kontrolni
skupinou. Slezinné bunky mysi po podani kment L. rham-
nosus, L. acidophilus a B. lactis produkovaly vyssi
mnoZstvi interferonu- gama, zatimco vliv na interleukin-4,
produkovany slezinnymi bufikami, nebyl pfi konzumaci
kment bakterii mlécného kvaseni zaznamenan. Na zdkladé
téchto vysledkd autofi studie konstatovali, Ze podavani
vySe zminénych kmend L. rhamnosus, L. acidophilus
a B. lactis zdravym mySim umoZiiuje navysit nékteré
ukazatele pfirozené i ziskané imunity.

Starnuti je proces, kdy dochazi ke snizovani bunécné
imunity. Proto starSi lidé mohou profitovat z bezpecného
a efektivniho zasahu, ktery pomiiZze obnovit bunééné imu-
nitni funkce. Gill a kol. (2001) zjistili, Ze dieta obsahujici
probioticky kmen B. lactis HNO19 zvySovala bunécnou
imunitu star§ich lidi. 30 star§ich dobrovolnikil (pramérny
vék 69 let) se zucastnilo dietniho suplementacniho pokusu
v trvani 9 tydnt. Béhem pokusu byly sledoviny zmény
v pomérech leukocytl, jejich fagocytézni a dalsi aktivity
testovanim vzorkt periferni krve. Bylo konstatovdno, Ze
velké zmény byly zaznamendny u subjektd, které mély
slabou ptedchozi imunitni odpovéd.

Dalsi pozitivni reakce vlivem pusobeni bifidobakterii
byly zaznamenany v dalsi studii - podavani kmene B. lac-
tis HNO19 skupiné padesati dobrovolnikti ve véku 41-81 let
(pramér 60 let) po dobu 9 tydnd. Zatimco konzumace
nizkotuéného mléka neméla vyznamny vliv na imunitni
odpovéd, konzumace kmene B. lactis vyznamné zvysila
fagocytézu PMN bunék a NK bunék (Chiang a kol. 2000).

Gastrointestinalni trakt je komplexni, dynamicky ekosys-
tém. Komensalni mikroorganismy (C), které se pomnoZzi
v travicim traktu po narozeni, jsou rozhodujici pro home-
ostazu stfev, zatimco nekomensédlni mikroorganismy (NC)
jsou pritomny pfechodné, do organismu vstupuji z vnéjsiho
prostfedi a potravy. Dogi a Perdigon (2006) porovnavali
vliv astniho podéani C a NC na stfevo a s tim spojenou lym-
fatickou tkan (GALT) u mysi. Aby bylo moZno zjistit vliv
probiotik na hostitele, byla sledovana jejich interakce se
sttevem pomoci elektronového mikroskopu a fluores-

cencné znacenych bakterii. Porovnavali imunomodulacni
kapacitu C a NC kment na zdkladé cytokinového profilu
a poctu Ig A+. V poctu bunék IgA+ nebyly zjistény rozdi-
ly, ackoliv cytokinové odpovédi C a NC bakteriim byly
rozdilné. Pokud se autofi zaméfili na cytokiny (IFN gama
a TNF alfa) bylo zjisténo, ze TNF alfa byl zejména pro-
dukovan NC bakteriemi, zatimco C bakterie byly schopny
vyvolat produkci IFN gama. Regulacni cytokiny IL-10
a IL-4 byly produkovany jak skupinami kment C, tak NC.
Cytokinovy profil ukédzal, Ze C bakterie ptisobi v regulaci
homeostazy vyraznéji nez bakterie NC.

Crohnova nemoc je chronické onemocnéni strev, které
ma vzdy obdobi klidu a obdobi vzplanuti. Crohnova nemoc
muze napadnout kteroukoliv ¢ast traviciho traktu od st az
po konecnik. Obecnymi symptomy byva abdomindlni
bolest a prijjem. Probiotika maji schopnost ménit sloZeni
sttevni mikrofléry a tim redukovat zanéty stfev
(Butterworh a kol. 2008). Probiotika jsou velmi dobie
tolerovana a nejsou znamy Zadné vedlejsi ucinky.

V 1écbé Crohnovy choroby jsou efektivni kortikoidy, pfi-
blizné 20% pacientii opétovné onemocni po vysazeni této
1écby. Pacienti se tak stavaji na kortikoidech zavisli a pfit-
om kortikoidy maji celou fadu vedlejSich tcinki. Vysoka
uroveii TNF alfa je spojena s rozvojem onemocnéni
Crohnovou chorobou. Léky, které by blokovaly TNF alfa,
by mohly poskytnout alternativu pro pacienty (Akobeng,
2004).

Behm a Bickston (2008) se zabyvali studiem blokétort
TNF alfa. TNF alfa je medidtor sekretovany bilymi
krvinkami a zvySuje zanét. Blokatory TNF alfa se spoji
s molekulou TNF alfa a tim neutralizuji jeji biologickou
aktivitu a vysledkem je hojeni sttevniho zanétu.

Prozanétlivy cytokin TNF alfa je spojovén i s rozvojem
patogenezi dalSich onemocnéni jako jsou revmatoidni artri-
tida, psoridza a ulcerativni kolitida. Zablokovanim cyto-
kinu TNF alfa dochézi k remisi onemocnéni a k obnové
stfevni sliznice (Lawson a kol. 2006).

Probiotika jsou vyuZivana i pro remisi ulcerativni koli-
tidy (UC). Pro 1éébu UC se stile hleda alternativni 1écba.
Soucasné studie spojené s uzivanim probiotik neposkytuji
dostatek dukazi prokazujici vyrazné jejich pozitivni efekt
(Mallon 2007). Z tohoto diivodu je nutné, aby probiotika
byla nadéle testovana a pouZita ve velké, dobfe navrzené
studii, kterd by benefity probiotik v 1é¢bé UC i dalSich
onemocnéni mohla prokazat.

Material a metody

Kmeny byly dodany ze Sbirky mlékatskych mikroorga-
nismi v lyofilizované formé, nasledné byly obnoveny do
MRS bujénu s pifidavkem cysteinu. Kmeny byly 3x
preockovany, kultivovany za optimalnich kultivacnich pod-
minek 37 °C 48 hodin v anaerobnim prostredi.

Takto obnovené kmeny byly po kontrole aktivni
kyselosti, mikroskopického obrazu a stanoveni poctu
mikroorganismtii pouzity po dalSi pripravu vzorku ke
stanoveni cytokinové exprese.

XIv
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Tab. 1 Testované kmeny bifidobakterii ze Sbirky
mlékarskych mikroorganismi Laktoflora®

Poradové ¢islo Shirkovy kmen

1 Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 241
2 Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCOM 93

3 Bifidobacterium longum subsp. longum CCDM 372
4 Bifidobacterium longum subsp. infantis CCDM 367
5 Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCOM 107
6 Bifidobacterium sp. CCDM 879

7 Bifidobacterium sp. CCDM 775

8 Bifidobacterium sp. CCDM 492

9 Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCDM 239
10 Bifidobacterium sp. CCDM 370

11 Bifidobacterium longum subsp. infantis CCDM 369
12 Bifidobacterium dentium CCDM 318

13 Bifidobacterium animalis subsp. lactis CCOM 366
14 Bifidobacterium sp. CCDM 486

15 Bifidobacterium longum subsp. longum CCDM 219

X- Vivo 10 (Cambrex)

Periferni krev zdravych darci ( transfizni stanice Praha)
Histopague 1077 (Sigma-Aldrich)

Pokewed mitogen (PWM) (Sigma-Aldrich)
Concanavalin A (ConA) (Sigma-Aldrich)

Priprava vzorki

Nakultivované kmeny byly 3x odstfedény a promyty
fyziologickym roztokem a doplnény na 5 ml tkafiovym
Zivnym roztokem X - Vivo. Timto zpiisobem byla pfiprave-
na skupina vzorkut s vys$si denzitou. Po zfedénim 100x byla
pripravena skupina vzorku s nizsi denzitou.

Promyté a zchlazené kmeny byly déle pouZity ke smésné
kultivaci s mononuklearnimi bunkami. Pfedtim byly odebrany
vzorky ke stanoveni poctti mikroorganismu a mikroskopie.

Tab. 3 Vliv kmend bifidobakterii na produkci cytokind (pg/mi)

Tab. 2 Stanoveni aktivni kyselosti a poctu bifidobakterii
v pfipravenych vzorcich

Poradi Aktivni KTJ KTJ
testovaného kyselost (vyssi denzita) (nizSi denzita)
pH
1 432 1,1.10° 3,2.10°
2 4,32 4,4.10° 1,8.107
3 4,30 3,8.10° 2,410
4 4,27 4,1.10° 3,3.107
5 4,31 3,1.10° 1,0.107
6 4,32 6,4.10° 6,2.10°
7 4,29 1,6.10° 9,6.10°
8 4,28 51.10° 3,3.107
9 432 2,5.10° 1,8.107
10 4,31 8,0.10° 5,7.107
1 4,28 3,1.10° 2,6.10°
12 4,27 7,4.10° 4,510
13 4,24 2,0.10° 9,4.10°
14 4,23 3,4.10° 2,2.107
15 4,23 4,0.10° 1,8.107

Mikroskopicky obraz: kratké granulované tycinky

Nasledné byly ze dvou riiznych buffy coatli dobrovol-
nych zdravych darci separovany mononukledrni buriky.
Buffy coat byl izolovan z plné nesrazlivé krve zdravych
darct centrifugaci pfi 200 g. Sediment obsahujici bunécnou
frakci krve jsme ziskali z UHKT. Takto ziskany buffy coat
jsme naredili ana partes tkanovym médiem X-Vivo
(Cambrex), a opatrné navrstvili na roztok Histopague 1077
(Sigma- Aldrich). Gradientovou centrifugaci pii 600 g
(Boyum, 1968) jsme ziskali vrstvu bilého prstence, ktery
obsahoval mononuklearni burky.

IFN  IL-17 IL-1 IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 MCP-1 Rantes TNF VEGF Eotaxin IL-12 IL-13 IP-10 Leptin
gama heta alfa
Stimulace
g\lmg 618,08 | 50,59 | 224 |493,71| 9,2 | 455,73 |>3600|118,27| >2100 | >2400 |2470,72| 15,44| 541 | 8,08 | 66,77 |118,53| 0
Stimulace
P\/\tl)ltlllnfl;-\“’ 165,88 | 65,59 | 88,4 |397,62| 4,33 | 275,47 | 615,43 | 30,85 | 525,37 | >2400 | 507,29 | 11,56 | 29,42 | 62,09 |2218,82 339,3 | 174,22
1 11,83 | 054 | 49,6 | 292,93 | 1,55 0 [1544,44] 10,65 | 584,79 | 751,38 | 16,04 | 33,84 0 0 3,01 0 16,56
2 458 | 0,54 | 29,75 172,53 | 1,55 0 [1932,06| 10,51 | 727,12 |1142,49 | 11,42 | 29,67 | 541 | 8,08 | 2,06 | 1,76 0
3 2,58 | 0,48 | 32,73 | 46,02 | 1,55 0 |344,36| 4,41 |1281,59/1496,96 | 8,95 | 13,19 0 8,08 0 0 16,56
4 3,68 0,9 | 63,05(107,51| 2,01 0 [1090,29 10,57 | 276,53 | 695,73 | 99,56 | 9,18 0 8,08 0 0 0
5 1,72 0,8 | 9252(597,73| 1,88 | 0,37 [2519,68| 23,34 | 198,31 | 1541,15| 718,58 | 12,7 0 8,08 | 723 | 1,76 0
6 0,65 | 0,48 | 37,77 | 246,63 | 2,21 0 [1986,74|28,016| 893,15 | 373,91 | 816,21 | 11,16 0 0 0 1,76 0
7 2,82 0 |1831|7109| 0 0 |841,33| 5,03 | 74,54 |1241,24 | 117,19 | 12,08 0 8,08 0 1,76 0
8 16,94 0 | 2541|4869 | 1,55 0 [3617,96| 13,71 | >2100 | 713,33 | 22,62 | 23,96 | 541 | 8,08 | 505 | 1,76 | 16,56
9 2247 | 08 |3759|6832| 0 0 |>3600| 20,17 | >2100| 960,3 | 28,26 | 28,55 0 0 0 0 0
10 22,96 | 0,54 | 64,12 | 108,89 | 1,55 0 |>3600| 27,68 | >2100 | >2400 | 52,15 | 45,28 0 0 0 0 0
11 6,49 0 |5812| 2319 | 1,55 0 [2132,84] 6,3 |>2100| 776,38 | 39,31 | 40,41 0 421 0 1,76 0
12 9,01 0 |2216|4309| 0 0 [3205,86| 8,35 |>2100| 556,82 | 36 21 5,41 0 0 0 0
13 10,07 0 |1275|2226| 0 0 [1764,82| 4,15 |>2100| 336,2 | 18,09 | 1592 | 16,19 | 37,16 | 16,91 | 16,67 | 130,04
14 0 0 0 1,81 0 0 3,62 0 [168,52 | 581,69 | 0,21 | 18,82 0 8,08 0 0 16,56
15 151,11 | 2,28 | 51,14 | 446,03| 0 3,44 |1351,48| 4,29 |827,41|1221,62| 20,92 | 27,7 0 8,08 0 0 0
Nestimulo-
vané1b6uﬁky 18,90 | 0,28 | 39,19 28331 0 0,37 (759,29 | 1,36 |189,33 | 796,67 | 14,97 | 15,68 0 0 0 0 0

n=2; " Pokewed mitogen; ) Pokewed mitogen a Concanavalin A
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Takto ziskané mononuklearni buriky byly pro dalsi praci
nafedény na koncentraci 10° bunék/ml kultivaénim X -
Vivo médiem.

Mononuklearni buiikky separované z buffy coatu
(10° bun&k/ml) byly stimulovény mitogeny (Pokewed mito-
gen, Concanavalin A) a bakteriemi pfi 37 °C a 5% CO;
v atmosféie po dobu 3 dny.

Vyssi koncentrace bakterii reagovala s krevnimi buiikami
velmi intenzivng, fedici X - Vivo médium bylo vzapéti po
aplikaci odbarvovano, a proto nasledné testy byly provede-
ny s nizsi koncentraci bakteridlnich bunéek.

Stanoveni cytokinii:

Stanoveni cytokinid bylo provedeno multiplexovou
metodou LUMINEX, kterou byly kvantifikovany cytokiny
ve vzorcich supernatantd.

Princip metody:

Kvantitativni multiplexovd analyza pomoci znacenych
mikropartikuli.

Kazda mikropartikule je barevné oznacena pouzitim
specifickych pomérii dvou fluorescencnich barev.

Na kazdé mikropartikuli je navazéna specificka protilat-
ka proti cytokinu.

Znacené a navazané mikropartikule jsou analyzovany
v Luminex 100 analyzétoru.

Ziskané vysledky jsou v pg/ml.

Vysledky

Vysledky vlivu kment bifidobakterii na produkci cyto-
kint (pg/ml) jsou uvedeny v tabulce 3.
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Diskuze vysledkii

z hlediska fyziologické funkce jednotlivych cytokini
a jejich tvorby po stimulaci vybranymi bakteriemi

Cytokiny jsou specificky puasobici regulitory s pozi-
tivnim nebo negativnim dc¢inkem na fadu fyziologickych
procest (Horejsi, Barttiikova, 2005).

Tvorbu cytokinti stimulovanou jednotlivymi kmeny jsme
porovnavali s tvorbou cytokinl pouze krevnimi mononuk-
learnimi buiikami samotnymi a dale pak se stimulaci cyto-
kinti indukovanou samotnymi mitogeny ke stimulaci lym-
focytd - pokeweed mitogenu (PWM) a concanavalinu A.

Interferon gama (IFNgama) je nazyvany téZ imunitni.
[FNgama je typickym predstavitelem TH1 klona lymfo-
cyti. I kdyz v nestimulované kultufe (graf ¢. 1) byly
vysledky tvorby IFN gama vysoké, podivime-li se na graf
IFN gama a IL- 4 (graf ¢.5), je vidét, jak se dopliuji ve
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funkci. Z kment nami sledovanych vykazal nejvyssi hod-
notu kmen ¢. 15. Dosahl hodnoty 151,11 pg/ml, tj.
0 132,21 pg/ml vice nez mononuklearni buiiky bez stimu-
lace.

Interleukin-17 (IL-17) je cytokin, ktery pusobici jako
mediator opozdéné reakce zvySovanim produkce chemo-
kinti v riznych tkdnich posunem monocytli a neutrofild
smérem k zanétu. Vzhledem ke své tcasti v autoimunitnich
onemocnénich, blokatory IL-17 jsou testovany jako mozny
zpusob 1éc¢by napf. revmatoidni artritida a zanétliva
onemocnéni stiev. Patfi do skupiny prozanétlivych cyto-
kint a synergicky ptsobi s TNF a IL-1. Hodnota nesti-
mulovanych bunék vykéazala hodnotu 0,28 pg/ml, nejvyssi
dosazena hodnota byla naméfena u kmenu ¢. 15
2,28 pg/ml, tj. 0 48,31 pg /ml nizsi nez byly zjisténa hod-
nota u bunék stimulovanych PWM.

Interleukin -1 (IL-1) je funkéné fazen mezi prozanétlivé
cytokiny. Interleukin-1 alfa (IL-1o) je cytokin se Sirokym

spektrem metabolickych, fyziologickych, krvetvornych
aktivit a hraje duleZitou roli v regulaci imunitnich
odpovédi. IL-lo je aktivovan makrofagy a neutrofily,
epitelidlnimi a endotelidlnimi buiikkami. Je odpovédny za
zanét a podporuje horecku. Testované kmeny vykazovaly
hodnoty v rozmezi produkce nestimulovanych bunék
a indukované stimulace s reguldtorem. Pouze u kmene ¢. 14
byla zaznamenéana hodnota 0.

Interleukin-1 beta (IL-10t) je znam jako catabolin. Cela
fada studii spojuje jeho vyskyt se schizofrenii, soucasné ale
hraje tlohu v rozvoji celé fady autoimunitnich onemoc-
néni, je vyznamnym aktivatorem resorpce kosti. Hodnoty
produkce tohoto interleukinu nedosahuji vyse nestimulo-
vanych bunék, s vyjimkou kmenu ¢. 5.

Interleukin-4 (IL-4) je cytokin indukujici diferenciaci
T bunék na Th2 burky. Zjisténé hodnoty sledovanych
kment nebyly vyrazné odlisSné od nestimulovanych
bunék.
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Interleukin 5 (IL-5) je cytokin produkovany Th2 butikami
a tukovymi burikami. Jeho funkce stimuluje B buriky v rstu
a zvySuje sekreci imunoglobulinu. Vys$si hodnota oproti
nestimulovanym burikdm byla zjiSténa pouze kmenu ¢. 15.
ucinkem. Je sekretovan T bunkami a makrofagy, stimuluje
imunitni odpovéd v pribéhu infekci a po traumatech jako
jsou popaleniny nebo poskozeni tkdné zanétem. U kmenti
¢. 9,10 byly zjistény vyssi hodnoty na drovni PWM, ostat-
ni kmeny vykazovaly hodnoty niZzsi.
inhibujici sekreci IL-1, IL-2, [L-12 a INF gama. Inhibuje
Thl lymfocyty, aktivuje B lymfocyty a TH2. Naméfené
hodnoty pro IL-10 byly mimo kmen ¢. 14 vyssi nezZ nes-
timulované buiiky. Nejvyssi zjisténa hodnota byla u kmene
¢. 6 - 28,16 pg/ml.

MCP1 je nachazen u lidi s revmatoidni artritidou, kde
muZe byt na prfi¢iné zanéth kloubti aktivaci makrofagu.
MCP1 byl nalezen ve zvySené mife v moci lidi se sklonem
k zanétlivému onemocnéni ledvin. Kmeny ¢. 7, 14 dosahly
nizSich hodnot nez nestimulované buriky, ostatni kmeny
vykazaly hodnoty vyS$si nez nestimulované mononuklearni
buriky nebo i rovné indukované stimulaci.

RANTES - zkr. druh chemokinti. Produkovan T lymfo-
cyty, destiCkami, nékterymi epitelidlnimi a nadorovymi
bunikami. Patii k CC chemokiniim, ma prozanétlivé icinky.
Kmeny bifidobakterii ¢. 1, 4, 6, 8, 11, 12, 13, 14 vykazaly
nizsi hodnoty nez buiiky nestimulované. Zbyvajici kmeny
mimo ¢. 10 vykazaly hodnoty niz§i nez stimulované PWM
a PWM +conA.

TNF je cytokin rozvijejici zanét a patii do skupiny cyto-
kint, které stimuluji akutni fazi reakce. Je produkovén
makrofagy, ale i jinymi typy bunék. Podporuje zanétlivou
odpovéd a je spojovan s autoimunitnimi onemocnénimi,
jako je revmatoidni artritida, zanét stfev, psoridza a astma.
Kmeny bifidobakterii stimulovaly produkci TNF ve velké
vétsin€ pouze nepatrné, kmen €. 14 dosahl hodnoty pouze
0,21 pg/ml to je o 3,19 pg/ml nizsi nez je hodnota nesti-
mulovanych krevnich bunék. Kmen s nejvyssi hodnotou
816,21 pg/ml, vykazal tuto hodnotu, ktera je o 1654,51 pg/ml
niz§i nez hodnota naméfena u krevnich bunék stimulo-
vanych PWM.

VEGF (vaskularni endotelialni rastovy faktor) In vitro je
VEGF endotelidlnim bunécnym mitogenem. In vivo
navozuje angiogenezi a zvySuje mikrocévni permeabilitu.
Podporuje extravazaci plazmového fibrinogenu, vedouci-
mu k ukladani fibrinu. Na zédklad€ in vitro a in vivo vlast-
nosti se predpokladd, ze VEGF hraje vyznamnou roli
v zanétu a béhem normalni i patologické abiogeneze. Vliv
sledovanych kmenti na VEGF nebyl zaznamenan.
Namérené hodnoty jsou u vSech kment vyrovnané s hod-
notami bunék bez stimulace, ale i se stimulaci.

Eotaxin- ptsobi na Th2 lymfocyty, tukové butiky i na
buriky kostni dfené, a na riznych trovnich se tak zasadnim
zpusobem podili na rozvoji alergickych reakci. Eotaxin
prispiva k migraci antigen-specifickych T lymfocytt do
ohniska zanétu a k jejich udrZeni v ném. VSeobecné se

predpoklada, Ze pravé T lymfocyty prostfednictvim cyto-
kint, které uvoliiuji do okoli (IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF),
fidi rozvoj zanétu. Spektrum cytokini ukazuje, Ze jde
prevazné o Th2 lymfocyty. IL-4 ma fadu biologickych
aktivit, vyznamnych pro alergickou reakci: patii mezi né
predevs§im tvorba IgE a (spolu s komplexem IgE+alergen)
nasledna aktivace zirnych bunék. Eotaxin, pusobici kom-
plementarné a synergicky s IL-5, je povazovan za klicovy
reguldtor alergickych reakci, a z hlediska jejich 1é¢by za
mimotadné perspektivni. Kmen bifidobakterii ¢. 13 mél
vyznamné vysS§i hodnotu nez nestimulované buiiky.

Interleukin 12 (IL-12) je interleukin, ktery je pfirozené
produkovéan dendritickymi butikami, makrofagy a lidskymi
B-lymfoblastovymi burikami (NC-37) jako odpovéd na
antigenni podnét. IL-12 je zapojen do diferenciace T bunék
v buiiky Th 0, které se dale vyvijeji do bun¢k Thl nebo
Th2.

IP-10 je chemokin indukovany v riznych burikach jako
odpovéd na IFN gama a lipopolysacharidy.

IL-13 je interleukin sekretovany celou fadou bunék
zejména Th 2, které jsou medidtory alergickych zanéth
a onemocnéni. Ddle ma vliv na imunitni buiiky stejné jako
spfiznény cytokin IL-4.

Nami testované kmeny nestimulovaly produkci IL-12,
IL-13, IP-10, hodnoty byly nizké nebo 0.

Leptin plni v organismu pocetné funkce. Podili se na
udrzovani energetické homeostazy. Podili se také na regu-
laci kardiovaskularnich (aktivace sympatiku, zvySovani
krevniho tlaku, indukce angiogeneze) a imunitnich funket,
na fizeni ontogeneze. Testované kmeny neprojevily vliv na
produkci leptinu, vyznamné vyssi hodnotu jsme zazname-
nali pouze u kmene ¢. 13.

Zaver

V této praci bylo otestovano 15 kment bifidobakterii
z hlediska jejich imunomodulacnich charakteristik. Byla
sledovana jejich schopnost stimulovat cytokiny s pro i pro-
a buné¢nou imunitu.

Kmeny bifidobakterii ptisobi na krevni mononuklearni
buniky a stimuluji jednotlivé cytokiny zcela specifickym
zpusobem, ktery se vyznamné liSi kmen od kmenu.
Specifické poméry cytokinid lze vyuzit k predikci Th imu-
nitni odpovédi, které mohou podporovat. Na zaklade této
znalosti je moZno vybirat kmeny dle jejich specifik a cilené
je nasazovat v prevenci nékterych onemocnéni popf.
i v lécbé. Vyzkum tohoto druhu je zatim na pocatku
a ziskané vysledky jsou pfispévkem v této méné prozkou-
mané oblasti.

Tato prdce vznikla za podpory Rozhodnuti RO511.
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V kvétnu 2012 se objevila na kniznim trhu novéa kniha
Procesy a zarizeni potravinarskych a biotechnologic-
kych vyrob, kterou vydalo nakladatelstvi KEY Publishing
pro Fakultu potravinaiské a biochemické technologie
Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze. Kniha je
uréena vSem zdjemcim o odborné znalosti souvisejici
s inZenyrskymi procesy pfi vyrobé potravin a méla by
slouzit nejen jako ucebnice pro studenty potravinaiského
a pribuzného zaméfeni vSech stupiit, ale také jako zdroj
zakladnich informaci pro odbornou vetejnost a pracovniky
V potravinarstvi.

V tvodu knihy se uvadi:

Cilem kazdé primyslové i dilenské vyroby je vyrobit za
minimdlnich investicnich a provoznich ndkladu Siroky sor-
timent kvalitnich a dobre prodejnych vyrobkii, vyproduko-
vat maximdlni zisk a minimalizovat negativni dopad na
Zivotni prostredi. Pri vyrobé potravin je prioritni zajistit,
vedle vySe uvedenych obecnych zdsad, zdravotni nezdvad-
nost potravin s prodlouZenou trvanlivosti a s minimdlnimi
zménami senzorickych a nutricnich vlastnosti. Nabidka
vyrdbéného sortimentu potravin se musi vyznacovat atrak-
tivni chuti, barvou, viini, texturou i ldkavym a funkcnim
obalem. Pro tadu potravin je diileZité prodlouZit obdobi,
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