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1. ABSTRAKT
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Autor: Veronika Drgorova

Vedouci prace: PharmDr. Ondrej Jandourek, Ph.D.
Konzultant: Mgr. Martin Schwarzer, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vliv vybranych probiotickych bakterii na rlist hostitele v
gnotobiotickém mysim modelu

Tato diplomova prdce rozSifuje znalosti o schopnosti bakterie Lactiplantibacillus
plantarum WJL podporovat rlst gnotobiotického hostitele v modelu chronické podvyzZivy. Bylo
zkoumadno, zda i dalsi bakterie maji podobné schopnosti a zda jsou tyto vlastnosti druhové a
kmenové specifické. Testovany byly kmeny Bifidobacterium longum ssp. longum a
Bifidobacterium adolescentis v gnotobiotickém juvenilnim mysSim modelu chronické podvyZivy
a byl sledovan jejich vliv na somatotropni osu hostitele. Soucasné bylo analyzovano, jak
podvyZiva ovliviiuje bakterie ve stfevé hostitele a Groven kolonizace streva.

Bezmikrobni mysi C57BL/6J byly monokolonizovany intragastrickou sondou testovanymi
bakteridlnimi kmeny. Po ovéreni stabilni kolonizace byly mysi pfipustény a samdéi potomci F1
byli pfevedeni 21. den po narozeni na experimentalni dietu s nizkym obsahem bilkovin a tuka.
Kazdy tyden byl sledovan jejich rlist mérenim délky téla a hmotnosti. Mysi byly utraceny po 5
tydnech a byly odebrany vzorky pro dalsi analyzu. Jako kontrola byly pouZity bezmikrobni mysi.

Vysledky naznaluji, Ze i jiné bakteridlni kmeny nez Lactiplantibacillus plantarum WIL,
vykazuji Gcinky na podporu rlstu u chronicky podvyZivenych mysi, pficemz tyto ucinky jsou
druhové i kmenové specifické.

Uroveri kolonizace viemi testovanymi kmeny bakterii se u mysi na experimentalni dieté
snizila. Byla prokdzand druhovd i kmenova specifita a to tak, Ze oba testované kmeny
Bifidobacterium longum (Bl) vykazuji u hostitele zlepseny systémovy rlist ve srovnani s obéma
kmeny Bifdobacterium adolescentis (Bad) i kontrolni bezmikrobni skupinou (GF) a zaroven
kmen Bl 372 vykazoval signifikantné vétsi podporu ristu mysi nez Bl 367. To bylo doprovazeno
zvySenymi hodnotami hladin IGF-1 v séru v Bl 372 ve srovnani s mySmi kolonizovanymi Bl 367,
Bad 368 a Bad 373. Histologickd analyza architektury tenkého stfeva ukazala nejdelsi klky u
mysi kolonizovanych kmenem Bl 372.

Klicova slova: bifidobakterie, gnotobiologie, rlist, somatotropni osa
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2. ABSTRACT

Charles University
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Author: Veronika Drgoriova

Supervisor: PharmDr. Ondrej Jandourek, Ph.D.
Consultant: Mgr. Martin Schwarzer, Ph.D.

Title of diploma: Impact of selected probiotic bacteria on juvenile host growth in gnotobiotic
mouse model

This thesis expands understanding of the ability of Lactiplantibacillus plantarum WIL
bacteria to support the growth of gnotobiotic hosts in models of chronic malnutrition. It was
investigated whether other bacteria also have similar capabilities and whether these traits are
species- and strain-specific. Strains of Bifidobacterium longum ssp. longum and
Bifidobacterium adolescentis were tested in a gnotobiotic juvenile mouse model of chronic
malnutrition and their impact on the host's somatotropic axis was monitored. Concurrently, it
was analysed how malnutrition affects the bacteria in the host's gut and the level of its
colonization.

Germ-free C57BL/6J mice were mono-colonized via intragastric gavage with the
aforementioned bacterial strains. The mice were mated after confirming stable colonization
and F1 male offspring were weaned on the 21st day after birth onto an experimental diet with
low protein and fat content. Their growth was monitored weekly by measuring body length
and weight. The mice were euthanized 5 weeks later and samples were collected for further
analysis. Germ-free mice were used as a control.

Results suggest that other bacterial strains besides Lactiplantibacillus plantarum WIL
exhibit growth-promoting effects in chronically malnourished mice, with these effects being
species- and strain-specific.

The colonization level of all tested bacterial strains decreased in mice on the
experimental diet. Species and strain specificity were demonstrated by both tested
Bifidobacterium longum (Bl) strains showing improved systemic growth compared to both
Bifidobacterium adolescentis (Bad) strains and the control germ-free (GF) group, with Bl 372
strain exhibiting significantly enhanced growth compared to Bl 367. This was accompanied by
elevated levels of IGF-1 in the serum of mice colonized with Bl 372 compared to those
colonized with Bl 367, Bad 368, and Bad 373. Histological analysis of the architecture of the
small intestine revealed the longest villi in mice colonized with Bl 372.

Keywords: bfidobacteria, gnotobiology, growth, somatotropic axis

7



3. UvoD

PodvyZiva je globalnim zdravotnim problémem, ktery ma vazné dlsledky pro miliony lidi
po celém svété. Prlzkumy ukazuji, Ze pfiblizné 2,4 miliardy jedincl, prevainé Zen a obyvatel
venkovskych oblasti, nemélo v roce 2022 konzistentni pfistup k vyZivné, bezpecné a dostatecné
potravé a jsou pfimo ohroZeni timto stavem. Détska podvyZiva je celosvétové stale
znepokojivé vysoka. V roce 2021 bylo 22,3 % (148,1 milionl) déti zakrnélych a 6,8 % (45
miliond) na podvyZivu zemrelo (1). DUsledky podvyZivy jsou rozmanité a zahrnuji oslabeni
imunitniho systému, naruseni rlstu a vyvoje, a zvySeni rizika Umrtnosti (2). Tento zavainy
problém je dlouhodoby a vyZzaduje intenzivni vyzkum a inovativni 1é¢ebné strategie. Studie
provedené v oblasti podvyZivy ukazuji, Ze jeji dlouhodoby dopad muZe ovlivnit celé generace
aohrozit globdlni zdravotni situaci. Také se prokdzalo, Ze podvyZziva u déti mlze mit
dlouhodobé duasledky na jejich rlst a vyvoj, coZz muze vést k chronickym zdravotnim
problémim v dospélosti (3).

V souvislosti s podvyZivou zaujimd stfevni mikrobiom stdle vice pozornosti jako
potencidlni terapeuticky cil. Mikrobiom, ktery predstavuje dynamicky a interaktivni mikro-
ekosystém podléhajici zméndm v Case, je propojen s makro-ekosystémy, vcetné
eukaryotickych hostitell, pro jejichz zdravi je kliCovy. Zasadni roli hraje v traveni potravy,
syntéze vitaminl ave vyvoji a celkovém nastaveni imunitniho systému. PodvyZiva mize
zpUsobit nerovnovahu v slozeni mikrobiomu, coZz mlze dale zhorsit stav jedince. Proto je
dllezité zkoumat, jak mikrobiom reaguje na podvyZivu a jakym zplsobem lze mikrobiom
ovlivnit za Ucelem zlepsSeni zdravotniho stavu jedince.

V tomto kontextu se ukazuje, Ze gnotobioticky model je idedInim nastrojem pro studium
interakci mezi mikrobiomem a hostitelskym organismem a celkové pro zkoumadani vlivu
mikrobiomu na zdravi a vyZivovy stav jedince. Jednd se o precizné kontrolovany
atechnologicky naroény model, ve kterém jsou zvifata chovana v prostiedi bez
detekovatelnych Zivych mikroorganisml a nasledné je mozné je kolonizovat vybranymi
mikroorganismy za Ucelem studia napftiklad specifickych interakci konkrétnich bakteridlnich
kmend.

V pfedchozim vyzkumu se postupovalo od bezobratlého modelu, konkrétné
gnotobiotickych larev mouchy octomilky (Drosophila melanogaster), ktery umoznil screening
avybér vhodnych bakteridlnich kmen(, az po mysi model, ktery poskytuje podrobné;si
a presnéjsi simulaci mikrobiomu lidského gastrointestinalniho traktu. Mysi model, pouzity
v této prdci, umoznuje zkoumdni i anaerobnich bakterii, které nelze testovat v modelu
octomilky, jejiz stfevni prostfedi je aerobni, coz rozsifilo moznosti vyzkumu a zlepSilo jeho
relevanci ve vztahu k lidskému mikrobiomu (4).

V praci Martina Schwarzera bylo prokdzano, Zze specifické kmeny bakterie
Lactiplantibacillus plantarum mohou podporovat rlst mladych podvyzivenych mysi (5). Bylo
vypozorovano, Ze zvifata kolonizovana dvéma rGznymi kmeny, Lactiplantibacillus plantarum
WIJL a Lactiplantibacillus plantarum NIZO2877, se lisila kinetikou rlstu a v mife aktivity
somatotropni osy. U mysi kolonizovanych kmenem Lactiplantibacillus plantarum WIL byly
prokazany pfriznivé ucinky mikrobioty na somatotropni osu a na mysi juvenilni rdst.
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Lactiplantibacillus plantarum NIZ02877 kolonizovana zvifata méla podobnou odpovéd
organismu na rdst v modelu chronické podvyZivy jako bezmikrobni mysi (GF).

Bifidobakterie jsou povazovdny za klicového clena lidského stfevniho mikrobiomu
ajejich pocet mlze byt ovlivnén stavem vyZivy jedince. Studie naznacuji, Ze pokles poctu
bifidobakterii je spojen s podvyZivou u déti, a dokonce i se stafim populace (6,7). Na rozdil od
laktobacild jsou bifidobakterie mnohem hojnéjsi ve stfevnim mikrobiomu dospélych a jejich
pfitomnost ve stfevé byva spojovana s mnoha zdravotnimi pfinosy (8). To vede k zajmu
o testovani a porovnavani rlznych kmena Bifidobacterium na mysim modelu podvyzZivy.

Pro uUcely této prace byly vybrany specifické kmeny druhl Bifidobacterium longum
a Bifidobacterium adolescentis, jejichz prorlstové vlastnosti na hostietele budou podrobné
zkoumany a porovnany. Vybrany byly z divodu prokazanych kmenové specifickych vlastnosti
v mysim modelu zanétlivych onemocnéni stfev (9). Stejné jako ve vySe zminéné praci je
predmétem zajmu potvrzeni schopnosti rodu Bifidobacterium stimulovat rlst podvyZiveného
juvenilniho mysiho modelu a potvrzeni druhové a kmenové specifity téchto bakterii.

Zakladnim predpokladem je, Ze spolu s nutri¢ni terapii mohou mikrobialni intervence
s pouzitim preklinicky testovanych a vybranych bakteridlnich kmenl predstavovat novou
a dopliikovou strategii k potlaceni nepftiznivych ucink( chronické podvyzivy na clovéka. Takovy
pfistup mlzZe pfinést nové poznatky a prispét k l1écbé podvyZivy a zlepSeni stavu trdviciho
systému u postizenych jedincU.



4. ZADANI - CiL PRACE

Cilem teoretické casti této prace je provést resersi aktudlnich poznatkd o podvyZivé a
jejim vyznamu v kontextu soucasného déni. Dale se prace zaobird detailnim studiem rodu
Bifidobacterium a jeho relevanci pro lidské wvyuZiti, jakoZz i na seznameni s oborem
gnotobiologie a zdUraznéni dlleZitosti gnotobiotického modelu v rdmci této problematiky.

V experimentalni ¢asti se prace zaméruje na in vivo testovani Ctyf rlznych kmen( rodu
Bifidobacterium: Bifidobacterium longum ssp. longum ceské sbirky mikroorganisma (CCM)
7952 (Bl 367), Bifidobacterium longum ssp. longum sbirky mlékarenskych mikroorganism
(ccbm) 372 (Bl 372), Bifidobacterium adolescentis CCDM 368 (Bad 368) a Bifidobacterium
adolescentis CCDM 373 (Bad 373), v gnotobiotickém juvenilnim mysim modelu chronické
podvyzivy. Hlavnim cilem bude zhodnotit vliv testovanych vybranych bakterii na somatotropni
osu experimentalnich mysi a posoudit, zda je tento vliv odliSny mezi jednotlivymi druhy a
kmeny bakterii. Soucasné bude hodnoceno, jak chronickd podvyziva ovliviuje samotné
bakterie, v€etné jejich urovné kolonizace a morfologickych vlastnosti. V zavéru prace budou
ziskané vysledky experimentalni ¢asti detailné vyhodnoceny a jejich vztah k plvodnim cilim
prace bude podrobné diskutovan.
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5. TEORETICKA CAST

5.1 Malnutrice — Spatny stav vyzivy

5.1.1 Definice

Malnutrici, podle definice Svétové zdravotnické organizace (WHO), rozumime
nedostatek, nadbytek nebo nerovnovahu v pfijmu Zivin, ¢i zhorSené vyuZivani Zivin. Hlavni
pilife malnutrice zahrnuji nejen podvyZivu, ale také nadvahu, obezitu a nepfenosné nemoci
spojené se stravou. PodvyZiva, jako jedna z forem malnutrice, mlzZe mit tfi hlavni projevy:
chradnuti, zakrnéni a podvahu (viz Obrazek 1) (10).

«» Chfadnuti

Chradnuti se definuje jako nizka hmotnost v poméru k vysce, ¢asto indikujici nedavnou a
velkou ztratu hmotnosti. Mlze byt spojeno s vy$sSim rizikem Umrti u déti, pokud neni
adekvatné léceno.

®

«» Zakrnéni

Zakrnéni pak znaci nizkou vysku vzhledem k véku, ovliviujici fyziologicky a kognitivni

vyvoj déti.
«+» Podvaha

Podvaha, definovana jako nizkd hmotnost vzhledem k véku, mlzZe zpUsobit zakrnéni,
ochablost nebo oboji.

Different types of
undernutrition

Normal height for age

NORMAL WASTING STUNTING UNDERWEIGHT
Low weight Low height Low weight
for height for age for age

Source: WorldVision (2015)
Obrdzek 1 - Ndzornd ukdzka jednotlivych typu podvyZivy uvedenych vyse v textu. Zleva muZzeme

pozorovat zobrazeni béiné Ziveného Cclovéka, ddle chradnuti, zakrnéni a nakonec
podvyZivu (11).
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5.1.2 Déleni podvyzivy

5.1.2.1 Akutni podvyzZiva

Kdyz se rozvijejici mlady organismus setkd s urcitymi nutricnimi vyzvami, jako je
podvyZziva, mlzZe dojit k ubytku na vaze, ubytku sily a energie vedouci k neschopnosti
vykondvat rutinni cinnosti, zakrnéni mikrobiomu aZ ksamotnym projeviim chronické
podvyZivy. Tento stav ohroZuje nejen fyzicky, ale i kognitivni vyvoj jedince. NejvétSim
problémem tohoto typu podvyzZivy je nelplné obnoveni zdravého rlstu (12).

Podle aktualniho protokolu WHO bylo prokazano, Ze poskytovani terapeutické stravy
pfipravené k pouZiti (RUTF) a profylaktické podavdani antibiotik détem zlepSilo kratkodobé
zdravotni stav a snizilo riziko jeho kratkodobého zhorseni. Nicméné, mira zotaveni byla stale
suboptimalni a pozorované rozdily nebyly udrZzeny ani do 6 mésicl po zahajeni Iécby (13,14).

Pti akutni podvyZzivé mlzZe pomoci aplikace specifickych bakteridlnich kmend, ¢imz se
dosdhne zamérné Upravy mikrobiomu. Podobné mize fungovat i poskytnuti vhodnych
substratd, které podporuji rast konkrétnich bakteridlnich skupin.

Gehrig a spol. demonstrovali, Ze vylepSeni terapeutické diety o pridatné latky, jez
podporuji  rast bakteridlnich kmenl spojenych se zdravym rlstem v mikrobiomu
podvyZivenych darc(, vedlo k podpore zdravého rlstu jak v preklinickych modelech podvyzivy
u mysi a selat, tak iv nasledném vyzkumu na lidech (15). Tyto vysledky nejen Ze potvrdily
prenositelnost poznatk( z preklinickych modeld, ale také ukazaly na potencialné novy pristup k
[é¢bé malnutrice u déti.

5.1.2.2 Chronicka podvyziva

Na rozdil od akutni podvyZivy, chronickd podvyZiva je vysledkem dlouhodobé
nedostatecéné vyZivy, coz vede k porucham linearniho rlistu a Usti v malé a hubené jedince.
Priciny této formy podvyZivy jsou stale Spatné pochopeny (16) a az do nedavna nebyla u savcl
znama zadna role mikrobioty v jejim rozvoji (5).

V bezobratlém modelu chronické proteinové podvyzivy u gnotobiotickych larev mouchy
octomilky bylo prokazano, Ze mikrobiota obecné, a konkrétné urcité specifické symbiotické
kmeny bakterii, jako jsou Acetobacter a Lactobacillus, podporuji systémovy rist hostitele
béhem juvenilni faze (17,18).

Stejny zavér byl potvrzen i v modelu chronicky podvyZivenych juvenilnich mysi, kde
doslo ke zjisténi, ze Lactiplantibacillus plantarum ve stfevni mikrobioté udriuje aktivitu
rastového hormonu prostfednictvim signalnich drah v jatrech, ¢imZ prekondva rezistenci na
rdstovy hormon (5). Tento mechanismus podporuje postnatalni rdst juvenilnich mysi trpicich
chronickou podvyZivou tim, Ze fidi metabolické a hormonalni zmény, které se projevuji
zvy$enou hladinou inzulinu podobnému ristovému faktoru 1 (IGF-1) a inzulinu v krvi (19).

Spolecné tyto studie ukazuji, Ze specifické probiotické kmeny bakterii, jako naptiklad
Lactiplantibacillus plantarum WIL a jini agonisté intracelularniho senzoru pro malé peptidy,
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konkrétné oligomerizac¢ni domény 2 vazajici nukleotid (NOD2), ¢i od nich odvozena postbiotika,
by mohly byt potencialné vyuzity k feSeni syndromi podvyZivy (19).

5.1.3 Nova cesta v boji s podvyZivou

Stéle vice studii naznacuje, Ze kromé samotné stravy hraje stfevni mikrobiom také
zasadni roli pti vzniku nemoci spojenych s podvyzivou (5,19,20).

S rozvojem sekvenovani, vyuzZitim tradicnich bakteridlnich kultivacnich metod a
vyuzivanim gnotobiotickych modell bylo dosazeno velkého pokroku v porozuméni ulohy
mikrobiomu a konkrétnich bakteridlnich kmen( v etiologii a prevenci podvyZivy, vcetné
chradnuti, zakrnéni a podvahy.

5.2 Bakterie mlécného kvaseni

Bakterie mlé¢éného kvaseni (BMK) jsou skupinou mikroorganisml s mnoha pfiznivymi
vlastnostmi pro traveni a zdravi gastrointestinalniho traktu. Tyto bakterie maji schopnost
branit pfilnuti, mnoZeni a Siteni rlznych skodlivych patogenl ve stfevech diky svym
antimikrobialnim mechanismim. Kromé toho produkuji enzymy, které podporuji traveni
asnizuji priznaky stfevni malabsorpce. Konzumace potravin obsahujicich BMK mize
mit protinadorové ucinky, které spocivaji v potlaceni riiznych karcinogennich proces( a inhibici
rastu nadorud. Specifické slozky BMK navic aktivuji imunitni systém a mohou modulovat
imunitni odpovédi. Celkové lze fict, Ze bakterie mlécného kvaseni maji pozitivni vliv na travici
systém a mohou byt vyuZzity jako probiotika k podpore lidského zdravi (21).

BMK predstavuji heterogenni skupinu mikroorganisml, které maji schopnost
fermentovat rGzné Ziviny s naslednou produkci kyseliny mlééné a dalSich organickych kyselin
ajinych metabolitl (22). PrestoZe tyto bakterie maji rznorodé vlastnosti, spolecné sdileji
schopnost fermentace a jsou proto souhrnné oznacovany jako bakterie mlé¢ného kvaseni. Jsou
Sirokou skupinou grampozitivnich, nesporulujicich, kataldza negativnich a aerotolerantnich
bakterii, kterd zahrnuje velké mnoiZstvi rodl (23). Jsou klasifikovany na zakladé jejich
morfologie, zplsobu fermentace glukdzy, rastu pfi riznych teplotach a tolerance vici soli (24).

Jako dulezité predpoklady pro to, aby kmeny byly uGcinnymi probiotickymi
mikroorganismy, jsou uvadény napriklad odolnost vici Zaludec¢ni kyseliné a fyziologickym
koncentracim Zluci, stejné jako aktivita hydrolazy Zlucovych soli a adherence k bunkam
stfevniho epitelu. Tyto vlastnosti Ize urcit pomoci in vitro testq, které se obecné pouZivaji pro
selekci potencidlnich probiotickych bakterii (25).

Uz v roce 1908 llja Mecnikov, drZitel Nobelovy ceny v oblasti fyziologie a mediciny,
predpokladal, Ze BMK obsazené ve fermentovaném mléku mohou pfispivat k rozvoji zdravé
stfevni mikrobioty. Na zdkladé této hypotézy navrhl teorii, Ze bakterie mlééného kvaseni v
zazivacim traktu mohou prostrednictvim svého preventivniho pulsobeni prodlouZit Zivot
jedince. Mecnikovova prace pozdéji ukazala, Ze nékteré druhy BMK a grampozitivni
bifidobakterie (dale oznacdované jako BMKB) se pfirozené vyskytuji v lidskych nebo Zivocisnych
télnich dutinach, vcetné gastrointestinalniho traktu (napf. Lactobacillus acidophilus,
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Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecalis),
ustni dutiny (napf. Streptococcus mutans, Bifidobacterium longum) a vaginalni dutiny (napf.
Bifidobacterium longum, Streptococcus agalactiae, Lactobacillus crispatus).

V gastrointestinalnim traktu novorozencd tvofi BMK méné nez 1 % z celkové stfevni
mikrobioty, zatimco bifidobakterie predstavuji 60—90 % stfevniho mikrobiomu kojenych déti.
Bifidobakterie typicky osidluji stfevni trakt kojencli tésné po narozeni a béhem prvniho tydne
se stavaji dominujici bakterialni skupinou. Mnozstvi a druhové sloZzeni BMKB, které osidluji
gastrointestinalni trakt novorozence, jsou ovlivnény tim, zda je kojen, nebo zda dostava susené
mléko (26).

Vsoucasné dobé jsou do skupiny bakterii mlééného kvaseni fazeny rody
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella. Rod Bifidobacterium
patfici do vyvojové vétve aktinomycet je fazen mezi BMK diky fenotypické podobnosti (27).

5.2.1 Probiotikum

Vyvoj pojmu probiotikum zacina v roce 1989, kdy Robert Fuller poprvé definoval pojem
zivy mikrobidlni doplnék stravy, ktery pfiznivé ovliviiuje hostitelské zvire zlepSenim jeho stfevni
mikrobidlni rovnovahy. Tato definice byla pozdéji v roce 1992 rozsifena Havenaarem a Huis
in't Veldem na mono — nebo smiSenou kulturu Zivych mikroorganismu, ktera prospiva clovéku
nebo zvifatlim zlepSenim vlastnosti puvodni mikrofléry. V té dobé, konkrétné v roce 1995, byl
gastrointestindlni trakt povaZovan za nejhustéji osidlenou oblast lidského téla, coz zdlrazruje
vyznam stfevniho mikrobiomu. Nasledné vyzkumy, zejména v 90. letech 20. stoleti, ddle
rozsitily povédomi o vyhodach probiotik, véetné schopnosti ovliviiovat imunitni systém,
snizovat hladinu cholesterolu, krevni tlak a poskytovat ochranu proti rlznym stfevnim
onemocnénim. V soucasnosti je konzumace probiotickych kultur Siroce uznavana pro své
zdravotni pfinosy, ackoli nékteré konkrétni Gcinky stale zlstavaji predmétem wvyzkumu
a diskuzi (28).

V oblasti probiotik dochazi v poslednich letech k vyraznému pokroku, ktery je dan
celosvétovym narlistem poznatkl o roli lidského mikrobiomu ve vztahu ke zdravi a nemoci.
Vzhledem k této skutecCnosti je stale naléhavéjsi potfeba definovat ucinné strategie pro
formovani zdravéjSiho mikrobiomu. Dobfe kontrolované intervencni studie, systematické
prehledy a metaanalyzy nabizeji pfesvédcivé dikazy o vyhodach probiotik, které maji zasadni
vliv na verejné zdravi.

Definice konzilia Food and Agriculture Organization a World Health Organization (FAO,
WHO) uvadi, Ze probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které kdyZ jsou podavany v adekvatnim
mnozstvi, prospivaji hostiteli.

Z dokumentu vydaného Mezindrodni védeckou asociaci pro probiotika a prebiotika
z roku 2014 vyplyva, Ze pro probiotika je nezbytny dlkaz o jejich zdravotnich pfinosech, a to
bud na urovni jednotlivého kmene nebo skupiny, v zavislosti na charakteru téchto pfinosu.
Existuje rozmanitost zplsob( podavani probiotik, cilovych druh( hostitell (Clovék a zvirata),
cilovych populaci, cilovych mist (stfeva i mimo né) a konecnych bod( Ucinnosti, a to v rliznych
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regulacnich kategoriich. VSechna probiotika musi byt pro zamyslené pouziti bezpeéna. Mrtvé
mikroorganismy, mikrobidlni produkty a mikrobidlni slozky nespadaji do kategorie
probiotik (29).

5.3 Bifidobakterie

Nékteré druhy rodu Bifidobacterium se stdvaji stale Castéji pouzivanymi probiotiky v
potravinarstvi a doplnicich stravy. Tyto bakterie jsou pfirozenou soucasti lidského mikrobiomu,
kolonizuji gastrointestinalni trakt jiz od pocatku Zivota a zUstavaji klicovymi aktéry stfevniho
zdravi po cely lidsky Zivot. SloZzeni a mnoZstvi bifidobakterii se vSak v prabéhu lidského vyvoje
podstatné lisi a je ovlivnéno faktory jako je strava (kojeni versus uméla vyziva), uzivani 1ékl
(napf. antibiotika) a vék (30).

5.3.1 Taxonomie

Doména: Bacteria

Oddéleni: Firmicutes

Kmen: Actinobacteria
Trida: Actinobacteria
Podtrida: Actinobacteridae
Rad: Bifidobacteriales
Celed: Bifidobacteriaceae

Taxonomické zarazeni bifidobakterii proslo komplexnim vyvojem a nékolika
reklasifikacemi. Prvni izolace bifidobakterii se datuje pfiblizné k roku 1900, kdy Tissier poprvé
izoloval tyto mikroorganismy ze stolice plné kojenych déti a oznacil je jako "Bacillus
bifidus" (31). Tato objevna prace vzbudila zna¢ny zajem, zejména mezi odbornou verejnosti. O
24 let pozdéji uznal Orla-Jensen existenci samostatného rodu Bifidobacterium (32), pficemz
zjistil, Ze bifidni bakterie jsou heterofermentativni a hlavnim metabolitem je kyselina octov4,
s relativné vysokym podilem L(+)-mlécné kyseliny bez produkce oxidu uhli¢itého.

Presto byly jesté pred rokem 1960 oznacovany jako bakterie Lactobacillus bifidus, a to
zdlvodu rozhodnuti Weisse a Rettgera, kdy roku 1938 zaznamenali pfibuznost s rodem
Lactobacillus. Proto po dlouha Iéta byly bifidobakterie soucasti tohoto rodu. Az v roce 1963 je
Reuter vyclenil, a z plivodné jediného predstavitele Bifidobacterium bifidum se rod rozrostl o
dalsich pét rozdilnych druhd.

Od roku 1974 se zacalo rozliSovat jedenact rlznych druhl a v publikaci z roku 1986 se
autofi zminuji dokonce o 24 druzich bifidobakterii (33). V roce 2004 rod Bifidobacterium
zahrnoval 28 druht a 5 poddruhd (34).

V soucasnosti se mikrobiologické druhy identifikuji na zakladé sekvenace DNA,
metabolickych charakteristik a enzymatickych vlastnosti. Diky novy technologiim a detekénim
metodam doslo kidentifikaci mnoha dalSich druh(l. Mezi druhy tohoto rodu nalezi:
Bifidobacterium actinocoloniiforme, B. adolescentis, B. angulatum, B. animalis (2 poddruhy:
B. animalis ssp. animalis, B. animalis ssp. lactis), B. asteroides, B. bifidum, B. bohemicum,
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B. bombi, B. boum, B. breve, B. catenulatum, B. choerinum, B. coryneforme, B. cuniculi,
B. dentium, B. gallicum, B. gallinarum, B. globosum, B. indicum, B. inopinatum, B. longum
(B. longum ssp. infantis, B. longum ssp. longum, B. longum ssp. suis), B. magnum,
B. merycicum, B. minimum, B. mongoliense, B. pseudocatenulatum, B. pseudolongum
(B. pseudolongum ssp. pseudolongum, B. pseudolongum ssp. globosum), B. psychraerophilum,
B. pullorum, B. ruminale, B. ruminantium, B. saeculare, B. scardovi, B. stercoris, B. subtile,
B. thermacidophilum (B. thermacidophilum ssp. thermacidophilum, B. thermacidophilum
ssp. porcinum) B. thermophilum a B. tsurumiense (22).

5.3.2 Morfologie

Vsechny druhy rodu Bifidobacterium se vyskytuji ve formé tycinek, avsak jejich tvar je
velmi nepravidelny a miZe se liSit v zavislosti na konkrétnim druhu bakterie a na podminkach
prostiedi, ve kterém jsou kultivovény. Tyto ty&inky maji velikost v Fddu 10°® metru a mohou byt
kokovitého, kratkého nebo stfedniho tvaru se Spicatym zakoncenim. Nékteré tyCinky mohou
byt velmi dlouhé s drobnymi ohyby a rlznymi vyrustky ¢i hrboly (32).

Tyto bakterie se mohou vyskytovat jednotlivé, ve formé retézcl nebo shluk(. Nékteré z
nich mohou mit vétvenou strukturu ve tvaru Y nebo V. Mohou mit také rozsifeny konec, coz
oznacujeme jako kyjovity tvar. Nékteré z téchto typickych znak( lze vidét na nasledujicich
obrazcich, kde jsou oba druhy zachyceny pomoci elektronové mikroskopie (Obrazek 2,
Obrazek 3). Bifidobakterie nevytvareji spory a nepohybuji se, a proto jsou klasifikovany jako
nesporulujici a nepohyblivé (35). Pfi barveni s methylenovou modfi mohou byt tyto bakterie
nepravidelné zabarveny. Jejich morfologie je silné ovlivnéna Zivinami (33).

Obrdzek 2 - Bifidobacterium longum Obrazek 3 - Bifidobacterium adolescentis
zobrazené pomoci elektronové mikroskopie ~ zobrazené pomoci elektronové mikroskopie
(36) (37)

Kolonie bifidobakterii jsou hladké, rovné nebo mirné vypouklé, s ohranicenymi okraji
a smetanové bilou barvou, ktera se leskne na povrchu a ma mékkou konzistenci.

Morfologické charakteristiky bifidobakterii jsou duleZité pro jejich diagnostiku a
identifikaci jednotlivych druhl. Tyto zakladni tvary jsou obvykle zaznamenany v Bergeyové
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systematickém prehledu. Pro srovnani musi byt bakterie kultivovany za stejnych podminek
jako v pGvodnim vzorku (32).

Pevnd bunécénd sténa s vysokym obsahem peptidoglykanu, absenci vnéjsi membrany
a lipopolysacharidové vrstvy indikuje, Ze se jedna o grampozitivni bakterie. Po dokonceni
diagnostického barveni podle Grama jsou bakterie modrofialové zbarvené (38).

5.3.3 Vlastnosti

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou obecné nepatogenni, s vyjimkou téch, které byly
izolovany ze zubniho kazu, kde se podileji na jeho vzniku (39). Tyto bakterie jsou schopny
rozkladat cukry bez produkce plynu. Jsou heterofermentativni, coz znamen3, Ze produkuji vice
nez jednu hlavni latku. V pripadé bifidobakterii to konkrétné znamena, Ze glukdzu primarné
zkvasuji na kyselinu octovou a L(+)-mlécnou, obvykle v poméru 3:2. Navic vytvareji malé
mnozstvi kyseliny mravenci a jantarové, zatimco oxid uhli¢ity a kyselinu mdselnou ani
propionovou nevytvareji (33).

Bifidobakterie jsou schopny syntetizovat vitaminy — zejména thiamin a laktoflavin a dalsi
vitaminy skupiny B a K. Pro svij rlist potfebuji neutralni nebo kyselé uhlicitany a oxid uhlicity.
Mastné kyseliny a aminokyseliny pro né nejsou vhodné. Pouze cystein a cystin jsou pro né
dllezité jako zdroje dusiku. Zvlasté vyznamnou a zajimavou vlastnosti je schopnost
bifidobakterii a laktobacilll adhezivné plsobit na epitel stfevni stény, coZ podporuje jeji
obnovu (32).

| kdyZ jsou bifidobakterie casto spojovany se skupinou bakterii mlééného kvaseni, toto
oznaceni neni zcela presné kvuli vysoké produkci kyseliny octové (40).

Podle japonskych védcu jsou bifidobakterie dokonce dUlezitéjsi nez laktobacily diky své
relativni odolnosti v kyselém prostredi Zaludku, alkalickém prostfedi tenkého streva
a celkovym specifickym fyziologickym ucinkdim (32). Jejich reakce na kvalitativni zmény
v dostupnosti substratu a schopnost regulace metabolickych drah, které Setfi bunécnou
energii, pfispivaji k vysvétleni ekologické vhodnosti téchto bakterii pro Zivot ve stfevech béhem
traviciho procesu. Clovék, jako hostitel, kaidodenné ovliviiuje substraty, které stfevnim
bakteriim dodavd, a schopnost traveni odolnych sacharidi se méni v zavislosti na prijaté
potravé (40).

5.3.4 Bifidobacterium longum

Bifidobacterium longum je grampozitivni anaerobni bakterie (41), patfici do rodu
Bifidobacterium (8), ktera kolonizuje stfevni trakt lidi a zvifat. Tento mikroorganismus je
jednim z prvnich, ktery kolonizuje stfeva hostitele.

Bifidobacterium longum, jako jeden z nejhojnéjsich mikroorganismu ve stfevech kojencl
a dospélych (42,43), hraje klicovou roli v lidském stfevnim mikrobiomu a prokazalo se, Ze ma
fadu priznivych G¢inkd na imunitni systém (44—46).
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Studie na zvifatech a klinické vyzkumy potvrdily schopnost Bifidobacterium longum
snizovat priznaky stfevniho zanétu (47). Tento mikroorganismus chrdni stfevni epitelidlni
bariéru, udrzuje tkanovou strukturu a vyrovnava strevni mikrobiom, coz vede ke zmirnéni
priznaka kolitidy (48). Bifidobacterium longum také produkuji aktivni metabolity (42), které
pfispivaji k celkovému zdravi hostitele.

Regulaci rovnovahy imunitniho systému, zlepSovanim funkce stfevni bariéry a
zvySovanim produkce acetatu inhibuje Bifidobacterium longum zanétlivé procesy (50).

Tento druh bakterii je Siroce vyuZzivan jako probiotikum diky svym pfiznivym Gcéinkim na
zdravi hostitele a ziskal schvaleni Ufadem pro kontrolu potravin a lé¢iv Spojenych statd
americkych a Evropskym Uradem pro bezpecnost potravin (51).

5.3.5 Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium adolescentis je grampozitivni anaerobni bakterie nachazejici se hojné
v gastrointestinalnim traktu lidi a dalSich primatd (52). Je to jeden z nejhojnéjsich druhl rodu
Bifidobacterium detekovany v lidské populaci, zejména pak u dospélych (53).

Studie prokazaly jeho zdravotni pfinosy, véetné ochrany a zlepSeni stavu pfi rdznych
onemocnénich, jako jsou jaterni (54) a metabolické (55) choroby, alergie (56), kolitida (57),

artritida (58) a bakteridlni infekce. Bifidobacterium adolescentis vykazuje protizanétlivé (59),
anxiolytické, antidepresivni (60), antioxidacni (61) a/nebo antivirové ucinky (62).

Tato bakterie produkuje kyselinu octovou, kyselinu mléénou a mastné kyseliny s kratkym
fetézcem. Dale pfispiva k produkci kyseliny y-aminomaselné (63), neurotransmiteru snizujiciho
stres a Uzkost, a nékteré kmeny mohou syntetizovat vitaminy skupiny B, jako je kyselina listova
(64,65).

U nékterych kmenl byla prokazana schopnost zvySovat rlst vsech bifidobakterii
v gastrointestinalnim traktu, coZ zvysSuje pozitivni zdravotni pfinosy (43), dlleZité pro zdravé
starnuti (66). Existuje nékolik komeréné dostupnych kmenu, u kterych védecké studie potvrzuji
jejich zdravotni pfinosy.

Stejné jako Bifidobacterium longum i Bifidobacterium adolescentis ziskalo schvaleni
Evropskym Uradem pro bezpecnost potravin (67).

5.4 Gnotobiologie

Gnotobiologie je obor biologie, ktery se zabyva studiem Zivych organismu, které jsou od
pocatku svého Zivota udriovdny v prostiedi, ve kterém je presné znamo sloZeni jejich
mikrobiomu. Termin ,gnotobioticky” pochazi z feckého ,gndtos”, coz znamena znamy, a
,bios”, coz znamena Zivot. Hlavnim cilem gnotobiologie je zkoumani vztahl mezi Zivymi
organismy a jejich mikrobiomem, tj. souborem mikroorganismu (bakterii, archei, hub, virQ, a

ces

dalSich mikroorganism), kteti Ziji v nebo na téle hostitele.
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Gnotobiologie umoznuje kontrolu mikrobidlniho prosttfedi Zivych organism( a zkoumani
vlivu téchto mikroorganismi na rlizné aspekty hostitelské biologie, véetné imunitnich reakci,
vyvoje, metabolismu a stfevniho mikrobiomu. Timto zpUsobem muZe gnotobiologie
poskytnout hlubsi pochopeni interakci mezi hostitelem a jeho mikrobiomem a pfispét k
pozndani vyznamu mikroorganismu pro zdravi a choroby. Metody gnotobiologie zahrnuiji sterilni
chov Zivocichl, selektivni kolonizaci specifickymi mikroorganismy a manipulaci s mikrobiomem
hostitele za Ucelem studia jeho vlivu na rizné biologické procesy.

5.4.1 Experimentalni zvirata

5.4.1.1 Historie experimentdlnich zvirat v gnotobiologii

V roce 1885 pfrisel Louis Pasteur s myslenkou chovat zvifata bez mikrobu na cisté sterilni
stravé od narozeni. Podle jeho nazoru byl vzadjemny vztah a zavislost hostitele na bakteriich tak
hluboky, Ze Zivot bez mikrobl by se stal nemoinym (68). Trvalo 10 let, neZ G. Nuttal
a H. Thierfelder odchovali prvni bezmikrobni zvife (morce) (69). PrestoZe bylo sterilni
udrZovano pouze po kratkou dobu (8 dni), dokazali, Ze Zivot bez mikrobl je skutecné mozny.
Tento prakopnicky experiment pfipravil cestu k bezmikrobnimu chovu jinych Zivocisnych
druh, jako jsou mouchy, kufata nebo hlodavci (70,71).

S technologickym pokrokem se izolatory pro chov bezmikrobnich zvifat stale
vylepsovaly, a po druhé svétové vélce byly zaloZeny prvni dlouhodobé chovy mysi, které byly
kontinualné chovany v bezmikrobnich podminkach (22-25).

Hlavni vyhodou bezmikrobnich systémi je moZnost opétovné kolonizace streva
jednotlivymi druhy mikroorganisml nebo definovanymi smésnymi populacemi, ¢imz vznikaji
takzvana gnotobiotickd zvifata: monoasociovana, oligoasociovand nebo konvencéné
asociovana, podle sloZitosti pouZitych mikrobialnich konsorcii (72—75). Timto zplsobem je
mozné zkoumat vliv mikrofléry na rlzné fenotypické znaky u hostitele a testovat, zda jsou
fenotypové vlastnosti prfenosné transferem mikrobiomu (napf. obezita). DlleZité je, Ze
gnotobioticky systém umoziuje nahlizet na mikrobiotu jako na celou komunitu nebo na jeji
razné slozky jednotlivé.

5.4.1.2 Od bezobratlych modelii k obratlovcim

Bezobratly model ma sice mnoho nespornych vyhod pro vyzkum, ale pro studie hypotéz
relevantni k ¢lovéku nejsou dostate¢né. Clovék ma ve srovndni s bezobratlymi modely mimo
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rozdilné fyziologické procesy a adaptivni imunitni systém.

V tomto ohledu jsou relevantnéjsi modely obratlovc(, jako je Danio rerio, Mus musculus
nebo Sus scrofa. Diky neddvnym pokroklim v gnotobiologii je Ize zbavit mikroorganism,
pficemz kazdy modelovy organismus ma své specifické vyhody. Rozdily jsou v generacni dobé
chovu, moznostech osazeni mikrobidlnim spole¢enstvem a také v nakladech na chov (76).
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Mys$ je vsoucasné dobé nejpouzivanéjsi model nejen v klasickém biomedicinském
vyzkumu, ale také v gnotobiologii. Soucasné je nejrozSifenéjSim savéim modelovym
organismem, ktery byl chovan v izolatorech po fadu generaci ve velkém méfitku (77). Navic
existence mysich izogennich linii a wvykonné genetické ndastroje umoZnuji generovani
transgennich a knockout mysi (78). To v kombinaci s dlouhodobym gnotobiotickym chovem
umoznuje studovat Siroké aspekty vyvoje a fyziologie savcll v kontextu interakce hostitel—
mikrobiom.

5.5 Somatotropni osa
U savcl je rGst mladat regulovan jak prijmem Zivin, tak aktivitou somatotropni osy (79).

Rastovy hormon (GH) je uvolfiovan z predniho laloku hypofyzy v pulzech a plsobi
vazbou na sv(j receptor v membrané cilovych bunék v jatrech nebo perifernich organech (80).
Tato vazba spousti signalni kaskadu vedouci k fosforylaci proteinG rodiny Signal Transducer and
Activator of Transcription (STAT) a indukci transkripce genl regulovanych GH, jako je IGF-1
(81).

IGF-1 je hlavnim mediatorem ucinkd GH. Soucasné inhibuje uvolfiovani GH negativni
zpétnovazebni smyckou. V obéhu je IGF-1 spojen s proteiny vazajicimi rlstovy faktor podobny
insulinu (IGFBP) a podjednotkou labilni v kyselém (ALS) prostiedi, které prodluzuji jeho polocas
odbourdvani v cirkulaci a také reguluji jeho signalni aktivitu (82).

Inzulin je vedle IGF-1 povazovan za hlavni anabolicky hormon téla (83), regulujici
metabolismus sacharid(, tuk( a bilkovin a v disledku toho i fadu dalSich proces(l, vcetné
metabolismu, vyvoje a ristu (84). Inzulinova signaliza¢ni draha je evolu¢né spojend s inzulinu
podobnymi peptidy, které reguluji metabolismus a rlst a které se vyskytuji uz u nizsich
mnohobunécnych eukaryotnich organism( jako jsou mouchy a Cervi (85).

Inzulin je uvolfiovan z pankreatickych beta bunék v reakci na postprandialni zvyseni
hladin cirkulujici glukdzy (83) a inhibuje jaterni uvolfiovani glukdzy z glykogenu. UmozZniuje tak
periferni vychytavani glukézy do svalovych a tukovych bunék.

Zatimco somatotropni osa ma klicovy vyznam béhem ristu, je také nutna presna
regulace hlavnich metabolickych drah, aby se vSem rostoucim tkanim poskytly substraty a
energie koordinovanym zpUsobem.

Pfi proteinové podvyzivé nebo hladovéni je bunécna signalizacni draha GH inhibovana,
hladiny IGF-1 klesaji a negativni zpétna vazba na produkci GH je narusena. To vede ke zvySeni
hladin GH v obéhu a jedinci vstupuji do udrzovaciho reZzimu v ramci boje o preziti. Soucasné se
také snizuji cirkulujici hladiny inzulinu, aby se udrZely hladiny cirkulujici glukézy u
podvyZivenych jedinc( (86).

Zda se, ze stav odolnosti vici GH je adaptivni reakci na podvyZivu za Géelem udrZeni
euglykémie a zachovani energie. Mechanismy téchto ucinkl jsou vsak stale nejasné (87).
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Material

6.1.1 Bakterie

Dva druhy rodu Bifidobacterium, konkrétné kmeny Bifidobacterium longum ssp. longum
z Ceské sbirky mikroorganismd (CCM) 7952 (Bl 367), Bifidobacterium longum ssp. longum
sbirky mlékarenskych mikroorganism( (CCDM) 372 (Bl 372), Bifidobacterium adolescentis
CCDM 368 (Bad 368) a Bifidobacterium adolescentis CCDM 373 (Bad 373). Kmeny byly
izolovany ze stolic zdravych dospélych a kojenych déti a poskytnuty diky spolupraci
s profesorem Vojtéchem Radou z Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky na Ceské
zemédélské univerzité v Praze a s profesorem Jifim Nevoralem, dfive plsobicim na Interni
klinice 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Tyto kmeny byly archivovany ve Sbirce kultur mléénych mikroorganismé v Praze a Ceské
sbirce mikroorganismid v Brné. Pro experimenty byly izolaty kultivovany v De Man—Rogosa—
Sharpe (MRS) bujonu doplnéném o 0,05 % L-cystein-hydrochloridu (MRSC) pfi teploté 37 °C
v anaerobnich podminkach po dobu 48 az 72 hodin.

6.1.2 Experimentalni zvirata

Pro tento experiment byl vyuZit mysi model C57BL/6J, coz je inbredni kmen, Siroce
vyuzivany pro obecné experimenty, generovani spontannich ¢i indukovanych mutaci, a je
vhodny i pro transgenni a knockout genetické upravy (Obrazek 4).

Mysi C57BL/6J se vyznacuji dobrou reprodukéni schopnosti, dlouhou Zivotnosti a nizkou
nachylnosti k nddorovym onemocnénim. Hematopoetické kmenové bunky z mysi C57BL/6)
prokazuji vyrazné zpomalené starnuti ve srovnani s kmeny BALB/C a DBA/2)J.

Tento inbredni kmen C57BL/6J byl vytvoren Dr. CC Little z pafeni samice 57 se samcem
52 z chovu sleény Abbie Lathrop. Stejné kfiZzeni vedlo k vzniku kmend C57L a C57BR (88).

Obrdzek 4 - Mysi model inbredniho kmene C57BL/6J pouZity v experimentu (88).
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Vsechny mysi pouzité v experimentu byly samci C57BL/6J ve véku od 21. do 56. dne
véku. Byly drZeny v oddélenych klecich v izolatoru a byly vystaveny cyklim 12:12 hodin
svétlo:tma. Jejich strava se skladala z experimentdlni diety ve formé pelet a mély k dispozici

sterilni vodu ad libitum.

Vsechny experimenty byly schvdleny Etickou komisi pro pokusy na zvifatech
Mikrobiologického ustavu Akademie véd Ceské republiky a byly provedeny v souladu s
»Evropskou Uumluvou o ochrané obratlovci pouZivanych pro experimentalni a jiné védecké

uéely (CETS No. 123)“.
Pro tento experiment bylo pouZity nasledujici pocty mysi na skupinu (Tabulka 1).

Tabulka 1 - Pocet pouZitych mysi v tomto experimentu v dané skupiné.

skupina | poCet mySiv experimentu
GF 7

BL 367 9

BL372 11

Bad 368 14

Bad 373 13
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6.1.3 Dieta

Pro pokus byla pouZita experimentalni dieta s nizkym obsahem bilkovin a tukl ve formé

pelet. Dieta byla ziskana upravenim diety AIN93G (89), ve které bylo sniZzeno mnoZstvi kaseinu

(protein) z 17,7 % na 4,1 % celkové hmotnosti a séjového oleje (tuk) ze 7,2 % na 2 %. Soucasné

doslo k navySeni mnozstvi Skrobu tak, aby dieta byla izokalorickd, tj. aby méla na 1 g stejné

mnozstvi metabolizovatelné energie jako klasickd dieta AIN93G.

Pfesné zastoupeni nutrientld a ingredienci je uvedeno nize v tabulkach (Tabulka 2,

Tabulka 3). Ve spolupraci s firmou Bioster, a.s. byla dodavana dieta sterilizovana gama zarenim

(45 kGy).

Tabulka 2 - Porovndni a informace o procentudlnim zastoupeni hlavnich nutrienti v pouZité
experimentdlni dieté ve srovndni s AIN93G dietou.

Dieta AIN93G
(% celkové hmotnosti)

Experimentalni dieta
(% celkové hmotnosti)

Dieta AIN93G
(% kcalv dieté)

Experimentalni dieta
(% kcalv dieté)

Proteiny 17.7 4.1 20.3 4.7
Sacharidy |53.2 78.8 61.1 90.1
Tuky 7.2 2.0 18.6 5.3

Tabulka 3 - Informace o jednotlivém zastoupeni hlavnich ingredienci obsaZenych v AIN93G
dieté a pouZité experimentdini dieté.

Ingredience AIN93G dieta Experimentalni dieta
[8/kg] [8/kg]
kasein 200.0 46.0
L-cystein 3.0 0.7
kukufi¢ny Skrob 249.486 533.94
maltodextrin 200.0 200.0
sachardza 100.0 107.7
sOjovy olej 70.0 20.0
celuldza 130.0 50.0
mineralni mix (AIN-93G-MX) 35.0
mineralni mix (AIN-93G-VX) 10.0 10.0
cholin bitartat 2.5 2.5
antioxidant (tercialni butylhydrochinon) 0.014 0.01
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6.1.4 Média, roztoky a cinidla

+ MRS agar

MRS agar, nebo také celym nazvem De Man-Rogosa-Sharpe agar, je selektivni kultivacni
médium urcené pro bakterie mlétného kvaseni, tedy predevSim pro rody Lactobacillus
a Bifidobacterium.

Do 1000 ml destilované vody bylo pfidano 62 g MRS agaru (Oxoid, Hampshire, Velka
Britanie), pH odpovida hodnoté 6,2 + 0,2 pfi 25 °C. Agar byl vysterilizovan autoklavovanim pfi
121 °C po dobu 15 min.

®

+* MRS bujén

MRS bujon je tekuté médium a je stejné jako vysSe uvedeny MRS agar selektivni, tekutou,
Zivnou pudou pro bakterie mlécného kvaseni.

Do 1000 ml destilované vody bylo pfidano 52 g MRS bujénu (Oxoid, Hampshire, Velka
Britanie), pH odpovida hodnoté 6,2 + 0,2 pri 25 °C. Bujén byl vysterilizovan autoklavovanim pfi
121 °C po dobu 15 min.

% L-cystein

L-cystein je neesencidlni aminokyselina charakteristickd svou thiolovou skupinou — SH,
kterd nejen, Ze se vyznamné podili na tvorbé bilkovin, ale pro nase ucely je zasadni pro
stabilizaci pfiméreného oxida¢né-redukéniho potencialu.

Do vlainého MRS agaru i MRS bujonu bylo pred kultivaci asepticky pfidano 0,05 %
L-cysteinu (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA).

% AERRANE 100 %

V experimentu byl vyuzit AERRANE (Baxter BioScience s.r.o., Jevany, CR), tekutina k
inhalaci obsahuijici isofluran, coz je celkové anestetikum spadajici do kategorie halogenovanych
etherl. Toto anestetikum je bézné pouzivano pro celkovou inhala¢ni anestezii ¢i analgezii.
AERRANE byl v této praci vyuzit k uspani mysi pred méfenim a vazenim v izolatoru, stejné jako
k uspani pred vykrvenim a naslednou cervikalni dislokaci.

«* Roztoky pro Gramovo barveni:

o Krystalova violet (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA)
o Lugoldv roztok (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA)
o Odbarvujici roztok (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA)

o Safranin (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA)
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komponenty pro histologii:
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4 % roztok paraformaldehydu ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku

(4 % PFA/PBS)

Histoalkohol 99,99 % (Bamed, Litvinovice, CR)
Neoclear-histovax, 50:50

Histowax (Bamed, Litvinovice, CR)

Neoclear (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)
Uhlicitan vapenaty (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA)
Butanol (VWR, Fontenay-sous-Bois, Francie)
Destilovana voda

Kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, CR)
Hematoxylin Gill (Bamed, Litvinovice, CR)

Eosin (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA)

Jadrova Cerven (DIAPATH, S.p.A., Martinengo, Italie)

Neomount-Mount (Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA)

Tissue-Tec O.C.T Compound (Sakura, Finetek, USA)

Imerzni olej pro mikroskopii typ-F OLYMPUS (Edmund Optics, York, Velka Britanie)

PBS (,phosphate buffered saline”, fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, Sigma-

Aldrich, Co., St. Louis, USA)

PERSTERIL (OQEMA, Senov, CR)

Pomucky

7
0.0

Spicky na poloatotomatické pipety Diamond for PIPETMAN (Merck KGaA, Darmstadt,

Némecko)

Diagnostické prouzky do glukometru FreeStyle Lite (Abbott, Maidenhead, Velka

Britanie)

Polypropylenové zkumavky (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

Eppendorfky (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Cryo vialky CryoKING (Biotech a.s., Praha, CR)

25



7
0‘0

7
0’0

0
0.0

7
0’0

7
0.0

/
0.0

0
0.0

7
0.0

J
0.0

O
0‘0

0
0’0

Mikrotitracni desticky (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Folie na prekryti ELISA desticky (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Nitrilové rukavice TITAN, X-GEN PLUS (Schoeller Pharma Praha, Praha, CR)
Anaerostat (Oxoid, Hampshire, Velka Britanie)

Sklenéné ampule (P-LAB, Praha, CR)

PodloZni skli¢ka (P-LAB, Praha, CR)

AnaeroGen 2,5L (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Sklenéné kuli¢ky (P-LAB, Praha, CR)

Bakteriologicka kli¢ka (P-LAB, Praha, CR)

Petriho misky 90 mm (GAMA GROUP a.s., Ceské Budé&jovice, CR)

Stojanky (P-LAB, Praha, CR)

Pristroje

Vahy KERN EW2200-2NM (Kern&Sohn, Balingen, Némecko)

Vahy Precisa 40SM-200A (LABO - MS, spol. s r.o0., Praha, CR)

Vahy BBI_32 (BOECO, Hamburk, Némecko)

Vahy CB 501 (ADAM EQUIPMENT, Oxford, Velka Britanie)

Poloautomatické pipety FINNPIPETTE F1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Casova¢ DUAL-TIMER C5080 (TFA Dostmann, Wertheim, Némecko)

Glukometr FreeStyle Lite (Abott, Maidenhead, Velka Britanie)

Digitalniho posuvné méfitko FESTA 150/0,01 mm (Levior s.r.o., Pferov, CR)
Pipetus (HIRSCHMANN LABORGERATE, Eberstadt, Némecko)

Chlazena centrifuga Biofuge stratos, Heraeus instruments (Galileo, Nalén, Spanélsko)
Mrazici zaFizeni -21 °C (LIEBHERR, Bulle, Svycarsko)

Mrazici zaFizeni -23 °C (LIEBHERR, Bulle, Svycarsko)

Mrazici zafizeni -80 °C (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Mrazici zafizeni -80 °C MDF-U73V (SANYO, Osaka, Japonsko)

Chladici zafizeni +8 °C (CALEX, Zlaté Moravce, Slovensko)
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Zatizeni pro mikrovinny ohfev (DAEWOO, Bupyeong, Jizni Korea)

Termostat 37 °C (MEMMERT GmbH, Schwabach, Némecko)

Vortex (VELP SCIENTIFICA, Usmate Velate, Itdlie)

Mikroskop Leica DM6000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Némecko)
Mikroskop OLYMPUS BX40 (Microscope central, Bustleton Pike, USA)
Kamera OLYMPUS Camedia DP 70 (Microscope central, Bustleton Pike, USA)
Mikrotom RM2245 (BARIA, Praha, CR)

Vodni lazert W20 (VWR International, Radnor, USA)

Mikroskop OLYMPUS CX21 (Microscope central, Bustleton Pike, USA)

Kahan (P-LAB, Praha, CR)

ELISA reader Labsystems Multiskan RC 351 (Labsystems Diagnostics Oy, Vantaa, Finsko)
Lamindarni box AURA 2000 (BIOAIR, Siziano, Italie)

Autoklav 3850ELCPV-D (TUTTNAUER, New York, USA)

Vyrobnik ledové tristé (BREMA Group SpA, Milan, Italie)

Potitacka kolonii (CSAV MU)

Izolator

Software Olympus Quick Photo Micro 2,3

Software GraphPad Prism 10.2.2

Software Genesis 3.04

Software LAS X

Software Fiji 2.0.0
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6.2 Pracovni postup

++» Oziveni bakterii a jejich kultivace

Nepatogenni kmeny bakterii Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952 (Bl 367),
Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 (Bl 372), Bifidobacterium adolescentis CCDM
368 (Bad 368) a Bifidobacterium adolescentis CCDM 373 (Bad 373) byly zamraZeny
v kryozkumavkach a uchovavany pfi teploté -80 °C.

Pfed samotnou praci byl laminarni box sterilizovan UV zafenim a radné vydezinfikovan.
Z kryovialky s konkrétnim kmenem bakterie byl sterilni klickou v blizkosti plamene pfenesen
jeji obsah do sterilniho MRSC bujénu tak, aby nedoslo ke kontaminaci. Zkumavka s danym
kmenem, fadné popsana, byla uzaviena sterilni bunicinou a ve stojanku pfendana do sterilniho
anaerostatu s AnaeroGene 2,5L sackem, ¢imzZ byly zajistény anaerobni podminky pro rist.
Bakterie byla kultivovana pfi teploté 37 °C v termostatu po dobu 48 hodin do zakaleni média.
Takto ozivena kultura byla jesté dvakrat preockovana do sterilniho MRSC bujénu a za vyse
zminénych podminek kultivovana.

Narostlda kultura kazdého bakteridlniho kmene byla vlaminarnim boxu sterilné
prenesena do predem vyzihané, jiz vychladlé, sklenéné ampule. Natavenim a vytazenim hrdla
ampule byla kultura sterilné zatavena. Ze zbytku narostlé kultury, nafredéné pomoci desitkové
fedici Fady, byl ze zkumavek s fedénim 10°® a 107 odebran dvakrat 1 ml do dvou oznacenych
Petriho misek, jenz byl prelit teplym (ne horkym) MRSC agarem. Po zatuhnuti agaru byly plotny
kultivovany za anaerobnich podminek v termostatu po dobu 48 az 72 hodin.

Po 48 az 72 hodindach byly plotny vyjmuty z anaerostatu z termostatu a byly spocitany
narostlé kolonie, ¢imZ bylo zjisténo i mnoZstvi bakterii, jimZ byly pokusné mysi v izolatorech
intragastrickou gavazi kolonizovany.

Takto bylo nakladano s kazdym kmenem bakterie zvlast. Mezi praci s riznymi kmeny byl

vrve

vzorkd. Ve fazi ziskani findlni podoby bakteridlni suspenze pro osazeni mysi byl pfipraven
preparat kultury pro vizualizaci, jak konkrétni kultura pfi osazovani vypada.

®

+* Osazeni mysi v izolatoru

Okamtzité po vytvoreni zatavené ampule s vykultivovanym bakteridlnim kmenem byla
ampule spolu se sterilni gavazovaci sadou prolozena do bubnu izolatoru, tento prostor byl
postfikem vydezinfikovan PERSTERILEM (=vyvaZeny roztok kyseliny peroxyoctové, peroxidu
vodiku, kyseliny octové, stabilizatoru a vody), ktery se nechal 2 hodiny plsobit. Po uplynulych
2 hodinadch bylo moZné bezpetné a sterilné prenést ampuli s bakteridlnim kmenem a
gavaZovaci sadu do Cistého prostoru izolatoru k mysim.

Kazda mys v izolatoru (konkrétné dva dospéli samci a Ctyfi dospélé samice) byla uspana
kratkou inhalaci isofluranu. V dobé plsobeni isofluranu byla mysSim zavedena intragastricka
sonda, pomoci niz bylo kazdé mysi aplikovano 0,2 mililitru (Bl 367, Bl 372) nebo 0,1 mililitru
(Bad 368 a Bad 373) bakterialni suspenze. Vypoctem byla zpétné zjisténa koncentrace jednotek
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tvofici kolonie z anglického ,,Colony Forming Units“ (CFU), kterou byly jednotlivé skupiny mysi
osazeny. Konkrétné skupina Bl 367 byla osazena koncentraci 5,8x10’ CFU/davku, Bl 372
1,32x107 CFU/davku, Bad 368 8,50x10° CFU/davku a Bad 373 8,50x10° CFU/d&vku.

Po tfech, sedmi a deseti dnech byly odebrany gnotobiotické mysi vykaly pro kontrolu,
zda jsou dané bakteridlni kmeny schopné mysi kolonizovat a v jakém mnozstvi. Jakmile bylo
patrné, Ze je velikost osazeni stabilni, tedy nijak vyznamné nekolisd, bylo moziné zacit
s pripousténim mysi.

®

«* Navrh a schéma experimentu

Schéma experimentu je nasledujici. Nejprve se zavedou sterilni izolatory s
bezmikrobnimi mysmi, které se pozdéji osadi konkrétnim kmenem bakterie. Béhem celého
experimentu probiha pravidelna kontrola kolonizace. Jakmile je potvrzeno dlouhodobé osidleni
mysi, samice jsou pripoustény (Obrazek 5).

Obrazek 5 - Schéma osazeni bezmikrobniho chovu mysi v izoldtoru intragastrickou sondou
danym kmenem bakterii. Pfi stabilni kolonizaci se zacind s pfipousténim samic. Kontrolni
skupina mysi GF nebyla kolonizovdna Zddnym kmenem. Obrdzek byl vytvoren programem
BioRender.

Narozena mladata zlstavaji s matkou na chovné dieté az do 21. dne véku, kdy jsou
samci odstaveni na experimentalni dietu. Od 21. dne jsou mysi pravidelné méreny a vazeny
v tydennich intervalech. V 56. dni stari experimentalnich mysi probiha posledni méreni
a vazeni mysi, nasleduje jejich usmrceni a ziskavani vzorkd pro dalsi experimenty. Pro snazsi
orientaci je schéma experimentu nazorné zobrazeno na nasledujicim obrazku (Obrazek 6).
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Chovna dieta Experimentalni dieta

Obrdzek 6 - Experimentdini design prdce. Ode dne narozeni mysich mlddat jsou s matkou do
21. dne na chovné dieté. Od 21. dne véku jsou mladi samci odstaveni na experimentdlini dietu,
kdy zacing samotny experiment s pravidelnym tydennim mérenim a vdZenim. Posledni méreni
a vdZeni probihd v 56. dni., po némz jsou mysi usmrceny a z mysi jsou ziskavany vzorky pro dalsi
laboratorni stanoveni. Obrdzek byl vytvofen pomoci programu BioRender.

Pribéh méreni a vazeni experimentalnich mysi byl systematicky a standardizovany.
Méreni avaZeni probihalo v tydennich intervalech od 21. do 56. dne véku mysi. VSechny
procedury byly provadény za peclivé stanovenych podminek a postupul. Pred vstupem do
izolatoru byly rukavice radné dezinfikovany, aby se minimalizovalo riziko kontaminace. Postup
méreni a vazeni zahrnoval nésledujici kroky:

o Identifikace konkrétni mysi podle znacek na ocasu.

o Mirné uspani mysi inhalaci par isofluranu pro dosazeni Uplného uvolnéni téla.
o Zméreni délky téla mysi (od kofene ocasu po cenich).

o Zméreni délky ocasu (od $picky po korfen ocasu).

o Zvazeni mysi na vytarovanych vahach v kadince (tfi opakovani).

o Vraceni mysi zpét do boxu spolec¢né s ostatnimi pokusnymi mySmi stejného data
narozeni.

Timto postupem bylo zajiSténo konzistentni a spolehlivé sbérové méreni pro vSechny
zkoumané mysi. Data z méfeni a vadZeni byla okamzité a peclivé zaznamendna a zaevidovana v
souladu s pfesnymi postupy a standardy.
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+* Ukonceni experimentu

Pelety a podestylka byly odstranény v 8 hodin rano. Mysi byly zvazeny a byla jim
zmérena glykémie na lacno pomoci glukometru FreeStyle Lite (Abott, Maidenhead) z kapky
krve ziskané ndstfihem ocasu. Po 5 hodinach hladovéni byly mysi uspany inhalaci isofluranu,
vykrveny ndstfihem kréni tepny a usmrceny cervikalni dislokaci. VSechna zvifata byla utracena
béhem jedné hodiny mezi 13. a 14. hodinou. Srdce, slezina, jatra, ledviny, slepé stfevo,
epididymalni tuk a musculus gastrocnemius byly zvazeny. Z toho epididymalni tuk, musculus
gastrocnemius a séra mysi byly zmrazeny v tekutém dusiku a skladovany pfi teploté -80 °C pro
pfipadné dalsi experimenty. Vzorky tenkého stfeva byly zafixovany pryskyfici a po zatuhnuti
pUsobenim par tekutého dusiku byly zmraZzeny a skladovany stejnym zplsobem jako prfedchozi
vzorky pfi teploté -80 °C. Cast odebranych vzorkd tenkého stfeva byla fixovana 10% roztokem
pufrovaného formalinu po dobu 24 hodin a nasledné uskladnény v 80% EtOH pfi 4 °C. Na konci
experimentu byla provedena také méreni délky holenni a stehenni kosti posuvnym digitalnim
méfitkem.

% Meéreni délky kosti

Po ukonceni experimentu, v den 56, po odbéru a zvazeni vsech vzork( uréenych k
dal$imu zkoumani, byly mysim odebrany holenni a stehenni kosti. Ty byly zbaveny svall,
uponl a kolenniho kloubu, a nasledné byly zméreny pomoci digitdlniho posuvného méfitka
FESTA 150/0,01 mm. Kosti byly uchovavany v chladu v 80% ethanolu.

®

+» Méfeni sérovych faktora

Krev odebrana na konci experimentu byla ponechana po dobu dvou hodin pfi pokojové
teploté, aby doslo k jejimu vysrazeni. Poté byla séra oddélena centrifugaci pti 2 000 g po dobu
5 minut pfi teploté 4 °C. Oddélené sérum bylo nasledné zmrazeno a skladovano pfi teploté
-80 °C aZ do poutziti pro analyzu hladiny IGF-1 a IGFBP3. Koncentrace IGF-1 byla stanovena
pomoci mysiho/krysiho kitu IGF-1 Quantikine ELISA od spolecnosti (Bio-Techne R&D Systems
s.r.o, Praha, CR), IGFBP3 byla méfena pomoci kitu Mouse IGFBP-3 ELISA (Bio-Techne R&D
Systems s.r.o, Praha, CR). Viechna stanoveni byla provedena podle pokynd vyrobce kitg.

®

+» Kontrola osazeni z gnotobiotického mysiho vykalu

Mysim byly odebrany vykaly do zkumavek (sterilnich, predem pfipravenych v izolatoru),
které byly co nejsetrnéjSim zplsobem preneseny pres buben tak, aby za Zadnou cenu nedoslo
ke kontaminaci izolatoru a vzorka.

Takto ziskané vzorky byly zvdzeny a dle vypoctu k nim bylo napipetovdno Uumérné
mnozstvi PBS + 0,05 % L-cysteinu, v némz se pomoci sterilnich sklenénych kuli¢ek a vortexu
mysi vykaly rozsuspendovaly.

Po ziskani suspenze byla za peclivého ménéni Spicek vytvorena desitkova fedici rada,
pricemz pdvodni suspenze je povaZovana za rfedéni 10%. Redicim roztokem tady je opét PBS +
0,05 % L-cystein.
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edek CFU/g wvykalu, byl
napipetovan do oznacené Petriho misky jeden mililitr bakteridlni suspenze a prelit teplym (ne

Ze zkumavek, ve kterych byl ocekavan pocitatelny vys

horkym) MRSC agarem. Prace od zvaZzeni mysich vykall po zaliti agarem probiha v predem
vysviceném a vydezinfikovaném laminarnim boxu za dodrzovani zasad aseptické prace.

Po zatuhnuti agaru byly plotny kultivovany za anaerobnich podminek v termostatu po
dobu 48 az 72 hodin. VSechna predpoklddana fedéni byla vysévana v duplikatu.

Po 48 az 72 hodinach byly plotny z anaerostatu vyjmuty a pomoci pocitacky kolonii
spocitany CFU na gram vykalu. Ziskana data se zanesla do evidence kontrol osazeni.

Kontrola osazeni byla provadéna pravidelné ve dvou az tfitydennich intervalech, aby byl
prehled o dlouhodobém stavu osazeni mysi v izolatoru. Stejné tak probihala kontrola osazeni

pokusnych mysiv den 21 a 56. K témto kontrolam se délal i kontrolni preparat natérem vykalu.

«+» Tvorba preparatu z mysSiho gnotobiotického vykalu

Stejné jako v predchozim bodu byl odebran vykal do sterilni zkumavky a v ni bezpecné
vyjmut z izolatoru. Zkumavka s nasim vzorkem byla pfenesena do sterilniho laminarniho boxu
s pfipravenym nacinim. Mysi vykal byl vyndan ze zkumavky a pomoci sterilni Spicky rozetren
v tenké a pokud moZno rovnomérné vrstvé na sterilni popsané podlozni skli¢ko. Po zaschnuti
natéru byl preparat zafixovan ozehnutim nad kahanem a nasledné obarven dle Grama pro
naslednou svételnou mikroskopii.

Fotografie preparatl v experimentdlni casti této prace se mohou porovnat
s nasledujicim obrazkem (Obrazek 7), kdy je nalevo zobrazeno, jak vypada natér z vykalu
bezmikrobni mysi (GF) a napravo, jak vypada preparat z vykalu konvencéni mysi (CV), tedy
béZné osazené.

W um

Obrdzek 7 - Fotografie prepardti natéru gnotobiotickych mysich vykalt pro porovndni s natéry
vykali monokolonizovanych mysi ve vysledkové Cdsti (Obrdzek 11-14). Vievo vidime prepardt
bezmikrobni mysi (GF) a vpravo konvencni, tedy bézné kolonizované mysi (CV), kde je patrné
osazeni smési rliznych bakterii riiznych rodu, rizného mnoZstvi.
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<+ Gramovo barveni

Barveni dle Grama je jedno ze zdkladnich diagnostickych barveni v mikrobiologii, diky
némuZ se da urcit, zda se jednd o G+ Ci G- bakterii. Proces barveni je takovy, Ze se na
zafixované podlozni sklicko postupné nanasi barvici/odbarvovaci roztoky v nasledovném
poradi:

o krystalova violet (30 s)

o Lugollv roztok (30 s)

o alkohol (tim opatrné smyvame, dokud odchazi barva)
o opatrné oplachneme vodou

o safraninovy roztok (1 minuta)

Po zaschnuti jsou preparaty s kapkou imerzniho oleje pozorovany pfi 1000x zvétseni svételnou
mikroskopii. Preparaty byly pfipravovany nahodile v pribéhu chovu osazenych mysi a v den 21
a 56 stari mysi v experimentu.

% Hodnoceni preparatu

Obarvené preparaty byly hodnoceny mikroskopem Olympus BX 40 s kamerou Olympus
Camedia DP 70 a nasledné byly zpracovany v programech Olympus Quick Photo Micro 2.3.

+» Histologie a morfometricka analyza

Byly odebrany 1 cm dlouhé fezy jejuna experimentalnich mysi, fixovany ve 4% PFA/PBS
pfi 4 °C. Nasledné byly zality do parafinu. Tkané zalité v parafinu byly narezany na 5 um rezy,
zbaveny vosku v xylenové ldzni a pfed barvenim rehydratovany v roztocich se sniZujicim se
obsahem alkoholu. Dale byly obarveny kombinaci barev hematoxylin a eosin za pouziti
standardnich technik.

Tkané barvené hematoxilin-eosinem byly vizualizovany pod svételnym mikroskopem
Leica DM6000 (Leica) a snimky byly potizeny pomoci software LAS X (Leica). Plocha klkG (P),
vyska klkG (V), $itka kikd (S) a hloubky krypt (H) byly méfeny pomoci Fiji 2.0.0 softwaru.
Obarvené preparaty byly pozorovany mikroskopem Olympus BX 40. Fotky se snimaly kamerou

Olympus Camedia DP 70 a nasledné byly zpracovany v programech Olympus Quick Photo
Micro 2.3. Metodika méreni je znazornéna nasledujicim obrazkem (Obrazek 8).

13

Obrazek 8 - Zplisob méreni parametri uvedenych v grafech ve vysledkové Cdsti zndzorfiujici
rozmezi, v jakém byly parametry plocha kiki (°), vyska kika (V), $itka kikG (S) a hloubky krypt
(H) byly méreny softwarem Fiji 2.0.0 (Graf 19-22).



Principem zalévani tkdné do parafinu je prosyceni odvodnéné tkané rozehfatym parafinem pfi
teploté 57 °C. Parafin vyplni vS8echny mikroskopické Stérbinky ve tkdni, takZe se pak tkan da
krajet v tenkych fezech, silnych 5 um.

o Zaliti vzorku do parafinu

e Odvodnéni tkané
100% ethanol I. 30 min 22 °C
100% ethanol II. 30 min 22 °C
100% ethanol Ill. 30 min 22°C

e Prosyceni tkané latkou rozpoustéjici parafin

Histoalkohol-Neoclear (50:50) 30 min 22 °C
Neoclear I. 30 min 22 °C
Neoclear II. 30 min 22 °C
Neoclear lll. 30 min 22°C

® Prosyceni tkané parafinem

Histowax-Neoclear (50:50) 45 min 57 °C
Histovax I. 2 hod 57 °C
Histowax II. 4 hod 57 °C
Histowax Ill. 8 hod 57 °C

Vlastni zaliti do parafinu

K vlastnimu zaliti byly pouZity papirové zalévaci komurky, do kterych se nalil parafin
zahraty na 57 °C. Do komdurky byla pinzetou prenesena tkan. Tkan byla podle potifeby
orientovana nahratou pinzetou. Komurka byla vloZzena do studené vody, aby parafin se
vzorkem tkané ztvrdnul.

e Krajeni tkanovych bloku

KdyZ byl parafin dostatecné ztuhly, zalévaci komUrka se odstranila (papirova krabicka
se snadno sloupla). Parafinovy blocek se pfifizl do tvaru obdélniku okolo tkané. Takto
pfipravena tkan byla pfipevnéna roztavenym parafinem k difevénému Spalicku. Poté byly na
mikrotomu Fezany pfi¢né fezy o tloustce 5 pm. Rezy se pokladaly na hladinu destilované
vody, kterd byla prohfatd na 45 °C. Nakonec se $tétcem umistovaly na podlozni sklicka.
Preparaty se nechaly dva dny pfi pokojové teploté zaschnout a poté se barvily
hematoxylinem-eosinem.

34



o Barveni preparatl hematoxilin-eosinem

K barveni se pouzivaji vodné roztoky barviv, a proto se musi fezy nejprve zbavit
lipofilniho parafinu. K odparafinovani se pouZivaji dvé lazné Neoclearu (Merck KGaA,
Darmstadt, Némecko) a dale sestupna koncentracni fada ethanolu, kterd slouZi k prevedeni
fez( do vody. Po vyprani fezll ve vodé se pristupuje k vlastnimu barveni. Obarvené fezy se
dale odvodnuji vzestupnou fadou vhodné koncentrovaného ethanolu a nasledné butanolem.
Pokracuje se projasnénim ve dvou laznich Neoclearu, a nakonec se fezy uzaviou (montuji) do
uzaviraciho média.

e Odparafinovani

Neoclear I. 5 min
Neoclear II. 5 min
ethanol 100% 5 min
ethanol 96% 5 min
voda 5 min

e Vlastni barveni

hematoxylin Gill 10 min
diferenciace v 80% ethanolu oplachnuti
voda oplachnuti
diferenciace v kyselém ethanolu

(3-5 kapek HCl do 100 ml 96% ethanolu) oplachnuti

prani v tekouci vodé s 1 g uhli¢itanu vapenatého v kyveté

kontrola pod mikroskopem

eosin 3-5 min
destilovand voda oplachnuti
kontrola pod mikroskopem

e Odvodnéni

ethanol 96% oplachnuti
ethanol 100% oplachnuti
butanol 5 min

e Projasnéni

Neoclear I. 5 min
Neoclear Il. 5 min

e Uzavirani obarvenych fez

Obarvené ftezy se uzaviely mezi podlozni a kryci sklicko do uzavirajictho média
Neomount-Mount.

e Vysledek barveni hematoxylin — eosinem

Jadra bunék se barvi modre, kolagenni vazivo rliZové a svalstvo Cervené.
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% ELISA

ELISA z anglického enzyme-linked immunosorbent assay je imunoanalytickd metoda
pouzivand k méfeni koncentrace rlznych analytl (antigend, hormond, cytokinl apod.).
Existuje nékolik variant této metody, vcetné sendviCové ELISA, ktera byla pouzita v
experimentu k uréeni hladiny IGF-1, IGFBP3 a inzulinu v séru mysi. Princip této metody spociva
v ndsledujicich krocich:

o Navazani protilatky na dno mikrotitracni desticky

e navazani protildtky probiha pasivni adsorpci na zakladé hydrofobnich
interakci mezi nepolarnimi strukturami protein(i a povrchem desticky.

e tento krok nékdy byva jiZ pfipraven vyrobcem
o Blokovani volnych vazebnych mist roztokem PBS-Tween80-BSA
o Ptidani vzorku a inkubace, béhem které vznika vazba mezi antigenem a protildtkou
o Promyvani

e odstranéni nenavazaného antigenu

o Pridani druhé protilatky, kterad vaze stejny antigen, a zaroven je na ni kovalentné
vazany enzym

o Inkubace, promyti a tim odstranéni nadbytecné protilatky s enzymem
o Pridani substratu a sledovani enzymatické reakce

e nejcastéji uZivanym enzymem je kienova peroxidaza, jejiz substratem byva
peroxid vodiku

- pfijejich reakci se peroxid vodiku rozklada na kyslik, ktery nasledné
oxiduje bezbarvy chromogen, ¢imz vznika barevny produkt

o Zastaveni reakce a spektrofotometrické méreni pfi vinovych délkach urcenych
protokolem

e zastavovacim roztokem byva zpravidla silna kyselina
- zpUsobi rychlou denaturaci enzymi
- méni absorpc¢ni spektrum produktu

- intenzita zbarveni produktu je pfimo iumérnd koncentraci antigenu
ve vzorku

Sandwichovy/Sendvi¢ovy komplex tedy vznika tak, Ze se antigen navaze na specifickou
protilatku zakotvenou na sténach jamek mikrodesti¢ky. Na antigen se v dalSim kroku navaze
konjugat, coz je sekundarni specificka protilatka znacena enzymem. Konjugat pak v dalsim
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kroku reaguje s pfislusnym substratem za vzniku barevného produktu. Mira zabarveni byla pfi
vinovych délkach dle vyrobce kitu spektrofotometricky zmérena pomoci ELISA Readeru
Labsystems Multiskan RC 351 (Labsystems Diagnostics Oy, Vantaa, Finsko).

Vysledky byly vyhodnoceny pocitadovym programem Genesis. Pro kazdé méreni bylo
nutné ovéfit kalibraéni kfivku vytvorenou programem a jeji linearitu v rozmezi koncentraci, ve
kterém byly testovdny neznamé vzorky.

6.3 Statisticka analyza

Pro srovnani mezi skupinami byla pouZita metoda Analyza rozptylu jednoduchého
tfidéni (one way anylysis of variance — ANOVA) spolecné s Tukey srovnavacim post-hoc testem.
Analyza byla provedena pomoci softwarového programu GraphPad Prism 10.2.2. VSechna data
jsou uvedena jako primér * standardni chyba prliméru (SEM). Hodnota p <0,05 byla pfijata
jako statisticky vyznamna a jeji pfibliznd hodnota byla v grafech zndzornéna pomoci poctu
hvézdicek *.

* p <0,05

*k p <0,01
Hkk p <0,001.
ok p <0,0001.
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7. VYSLEDKY

Procentualni narust hmotnosti v pribéhu experimentu v tydennich intervalech méreni je
zaznamenan v Grafu 1A. Ve srovnani s kontrolni skupinou vykazovaly mysi monokolonizované
bakterii Bl 372 signifikantni zvySeni hmotnosti od 35. dne véku do dne ukonceni experimentu.
Ve 28. dni prokazala skupina Bad 368 signifikantni hmotnostni spurt ve srovnani s GF
(p=0,0065), od té doby jiz dale neprospivala a drZela se nizkych hodnot kontrolni skupiny. V 35.
dni je patrny signifikantni narust hmotnosti Bl 372 oproti kontrolni skupiné GF a Bad 373
(p=0,0022; p=0,0297), zatimco v dalSich tydnech je vidy signifikantné tézsi neZ kontrolni
skupina GF a obé skupiny osazené druhem Bifidobacterium adolescentis. Konkrétné 42. den
véku u GF, Bad 368 a Bad 373 (p <0,0001; p=0,0008; p=0,0040) a 49. den ve stejném poradi
(p<0,0001; p <0,0001; p=0,0003). V poslednim dni experimentu nejen Ze kmen Bl 372 prokazal
zvySeni hmotnosti oproti kontrolni skupiné (p <0,0001), oproti obéma kmenim druhu
Bifidobacterium adolescentis 368 a 373 (p <0,0001; p <0,0001), ale také oproti skupiné
stejného druhu, ale rozdilného kmene, a to skupinou Bl 367 (p=0,0007). Pfi méreni v 49. dni
véku kromé vyse uvedenych rozdilli je patrny i signifikantni narust hmotnosti u kmene Bl 367
ve srovnani s GF a Bad 368 (p=0,0282; p=0,0034) av poslednim dni experimentu stoji za
367

zminku vyjma vySe zminéného i vyznamny rozdil zvySeni hmotnosti kmene BI

oproti kontrolni skupiné (p=0,0125), a Bad 368 a 373 (p=0,0006; p=0,0030).

Pokud bychom hodnotili primérné denni hmotnostni pfirGstky v pribéhu celého
experimentu (Graf 1B), odpovida stejnému trendu jako graf nalevo a mlieme pozorovat
vyznamny statisticky narust hmotnosti kmene Bl 372 vici vSem ostatnim skupindm vcetné
kontrolni skupiny GF (p <0,0001). Stejné tak vidime, Ze skupina Bl 367 opét vykazuje vyssi
hodnoty nez GF (p=0,0243), Bad 368 a 373 (p=0,0014; p=0,0039) a opét vidime kmenovou
specifitu v ramci druhu Bifidobacterium longum, ktera je statisticky vyznamna (p=0,0062).

A B

Hmotnost %

Hmotnostni prirustek

GF

160+ Bl 367
GF || BI 372
Bl 367 *% Bad 368
= Bl 372 Bad 373
-+ Bad 368 0.15 * =
140 -+ Bad 373 ‘ :I
0.10 s
©
’5 I.
0.05 -
£ 120 T B e
R T 0.00 2
°®
100 0.05 * v
v
-0.10 .
ol —— — 0.15
21 28 35 42 49 56
den od narozeni
Graf 1 - Relativni zména vdhy (A) a priumérny denni hmotnostni pfirtstek (B)

u experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlini dieté.
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% zména

Procentualni narust délky téla v prlibéhu experimentu v tydennich intervalech méfeni je
znazornén v Grafu 2A. Na rozdil od procentudlniho prirlistku na vaze znazornéného v Grafu 1A
se zde projevil vyznamny rozdil az v 42. den véku pokusnych mysi, a to konkrétné rlst Bl 372
ve srovnani s GF (p=0,0278). O tyden pozdéji byl signifikantni rozdil mezi Bl 372 a Bad 368
(p=0,0192) a na konci experimentu, v den 56, maji mysi skupiny Bl 372 signifikantné vzrostlejsi
télo jak ve srovnani s bezmikrobni skupinou GF (p=0,0021), tak ve srovnani s obéma kmeny
druhu Bifidobacterium adolescentis Bad 368 a 373 (p=0,0025; p=0,0067).

Pfi hodnoceni primérného denniho pfirGstku délky téla (viz Graf 2B) dospéjeme
k stejnému vysledku jako v den 56 predchoziho grafu a to, Ze jak skupina Bl 372 prokazuje
signifikantné vyssi rlist téla jak ve srovnani s bezmikrobni skupinou GF (p=0,0016), tak ve
srovnani sobéma kmeny druhu Bifidobacterium adolescentis Bad 368 a 373
(p=0,0011; p=0,0056). Statisticky vyznamny rozdil vramci jednoho druhu tentokrat nebyl

pozorovan.
Délka téla % Délkovy prirustek
GF o
BI 367
120 = BI372 0.051 " S: g%
- Bad 368 e Bad 368
115 -~ Bad 373 0.04- v Bad 373
— 0.03
c
110 g
B ? = 0.02-
105/ W S,
0.014
[~ |
1001 o.oo-J— | ,
L ] v
95— - - -0.01

21 28 42 56

den od narozeni

Graf 2 - Relativni zména délky téla a primérny denni délkovy pfirtistek u experimentdlnich
gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlni dieté.
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Z vazeni mysi v den 56 (viz Graf 3) vyplyva, Ze vyssi télesnou hmotnost ma ve srovnani
s kontrolni skupinou GF pouze skupina mysi Bl 372 (p=0,0022), tyZ efekt je pozorovatelny i ve
srovnani s Bad 368 a 373 (p <0,0001; p=0,0010). Rozdil je i mezi skupinami mysi Bl 367 a Bad
368 (p=0,0034). Zaroven muiZeme pozorovat statisticky vyznamnou diverzitu na udrovni
kmenové specifity u obou druhd, konkrétné mezi Bl 367 a 372 (p=0,0414) a také mezi Bad 368
a 373 (p=0,0232).

Z vysledkl zobrazenych v Grafu 3 lze vyvodit, Ze dochazime k velmi podobnym zavérim,
jako nam ukazuji predchozi grafy vénujici se ndrustu délky téla experimentalnich
gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni dieté v den 56.

Hmotnost
* % % %k % GF
20, k BI 367
*H = BI372
N rr " e Bad 368
15 L v Bad 373
[
u
— \A/
2 104 SRk .
| | :_ —I °® fad
L v
5.
0

Graf 3 - Hmotnost experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentdini dieté
v den 56.

Z méreni délky téla mysi v den 56 vyplyva, Ze delsi télo ve srovnani s kontrolni skupinou
GF vykazuje pouze skupina mysi Bl 372 (p=0,0500). Skupina Bl 372 jevi tyz efekt i ve srovnani s
Bad 368 a 373 (p <0,0001; p=0,0362) (viz Graf 4). Patrny rozdil je i mezi skupinami mysi Bl 367
a Bad 368 (p=0,0427). Zarovenn mizeme opét pozorovat statisticky vyznamnou diverzitu na
urovni kmenové specifity mezi skupinami Bad 368 a 373 (p=0,0153).

Délka téla
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* GF
8.0 * ok Kok * BI 367
1 = BI372
. e Bad 368
v Bad 373
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Graf 4 - Délka téla experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlni dieté
v den 56.
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Hladiny glykémie nejevi jakékoliv vyznamné rozdily mezi jednotlivymi skupinami
experimentalnich gnotobiotickych mysi, jak je patrné z Grafu 5.

Glykémie
GF
15 = B| 372
o BI367
v e Bad 368
1 . v Bad 373
= 10 .
o - v
E am °e°
éé e III
5 (~) v
o o
i v
v
L] vy
0

Graf 5 - Hladina glykémie u experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentdini
dieté v den 56.

V Grafu 6 je moino pozorovat druhové i kmenové specificky vliv na hmotnost jater
experimentalnich mysi vden 56. Nejen, Ze pozorujeme druhovou specifitu mezi nejvyssi
hmotnosti jater Bl 372 sobéma kmeny B. adolescentis (p <0,0001), ale opét mlieme
pozorovat signifikantni kmenovou specifitu mezi jednotlivymi kmeny Bifidobacterium longum
367 a 372 (p=0,0008). Tentokrat pozorujeme vyssi hodnoty u Bl 367 ve srovnani s Bad 368
(p=0,0333). Ve srovnani s bezmikrobni kontrolni skupinou GF vykazuji signifikantné wvyssi
hmotnost pouze jatra experimentalni skupiny osazené Bl 372 (p=0,0003).

Jatra
% %k % %k %k %k
|| GF
0.8, * BI 367
* k% ok kK BI 372
Bad 368
0.6 . v Bad 373
| |
E ] % v
2 04 ; g
- -y .
v
0.21 v
0.0

Graf 6 - Hmotnost odebranych jater v den 56 z experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi

na experimentdlni dieté.
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Na tomto grafu (Graf 7) je mozné vidét vyznamné vyssi hmotnost ledvin skupiny Bl 372
ve srovnani s Bad 368 (p=0,0027).
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Graf 7 - Hmotnost odebranych ledvin v den 56 z experimentdinich gnotobiotickych skupin mysi
na experimentdlni dieté.

Jak je patrné v Grafu 8, ve srovnani s bezmikrobni kontrolni skupinou GF mlzZeme
pozorovat vyssi hmotnost slezin u Bl 367 i 372 (p=0,0026; p=0,0003). Dale pozorujeme
vyznamné vyssi hodnoty u Bl 367 v porovnani s Bad 368 a 373 (p <0,0001; p=0,0004), stejné
tak jako BI 372 (p <0,0001).
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Graf 8 - Hmotnost odebranych slezin v den 56 z experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi
na experimentdlni dieté.
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V pfipadé mérenych hmotnosti odebranych srdci (viz Graf 9) pozorujeme v porovnani
s kontrolni bezmikrobni skupinou GF experimentalnich mysi signifikantné vyssi hodnoty u
skupin Bl 367, 372 a Bad 373 (p=0,0011; p=0,0003; p=0,0337). Dile miZeme tvrdit, Ze oba
kmeny osazené Bifidobacterium longum, tedy Bl 367 a 372, maji tézsi srdce nez Bad 368
(p=0,0463; p=0,0148).
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Graf 9 - Hmotnost odebranych srdci v den 56 z experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi
na experimentdlni dieté.

Hmotnosti odebraného epididymalniho tuku byly vSeobecné velmi nizké a je tak velmi tézké
objektivné posoudit statistickou vyznamnost, nicméné i pfesto ji pozorujeme u Bl 372
v porovnani s bezmikrobni skupinou GF (p=0,0010), obéma kmeny Bad 368 a 373 (p <0,0001)
a dokonce s Bl 367 (p=0,0428), kde mGzeme odkazovat na kmenovou specifitu (viz Graf 10).
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Graf 10 - Hmotnost odebraného epididymdlniho tuku v den 56 z experimentdlnich
gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlini dieté.
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Hmotnost méreného svalu skupiny Bl 372 je signifikantné vyssi v porovnani
s bezmikrobni skupinou GF (p=0,0010) i s obéma skupinami osazenymi kmeny Bifidobacterium
adolescentis, tedy skupiny Bad 368 a 373 (p <0,0001). Vyznamny rozdil mezi hmotnostmi
vazeného svalu spatfujeme i mezi skupinou Bl 367 a Bad 368 (p=0,0006) (viz Graf 11).
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Graf 11 - Hmotnost odebraného svalu, konkrétné svalu musculus gastrocnemicus, v den 56
z experimentdlInich gnotobiotickych skupin mysi na experimentdini dieté.

Nejvyssi hodnoty délky stehenni kosti, jak je patrné z Grafu 12, opét prokazala skupina
gnotobiotickych mysi monokolonizovanych kmenem Bifidobacterium longum ssp. longum
CCDM 372 (Bl 372). Signifikantni rozdil byl pozorovdn ve srovnani se skupinou Bl 367
(p=0,0278) a Bad 368 (p=0,0003).
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Graf 12 - Délka stehenni kosti v den 56 u experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi
na experimentdlni dieté.
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Stejné jako u délek stehennich kosti, i u holennich kosti dosahla nejvétsich hodnot
gnotobioticka skupina mysi Bl 372 (viz Graf 13), konkrétné ve srovnani se skupinou Bl 367 se
statistickou vyznamnosti (p=0,0026). Vyznamny rozdil byl pozorovan i mezi skupinami Bl 367
a Bad 373 (p=0,0019).
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Graf 13 - Délka holenni kosti v den 56 u experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi
na experimentdlini dieté.

V Grafu 14 mlZeme pozorovat signifikantné vyssi hmotnost slepého streva kontrolni
bezmikrobni skupiny GF ve srovnani s obéma skupinami monokolonizovanymi Bifidobacterium
longum, tedy Bl 367 a 372 (p=0,0005; p=0,0014), a také ve srovnani s Bad 368 (p=0,0005).
Zaroven skupina Bad 373 prokdzala zvétSené slepé strevo oproti skupiné kolonizované
kmenem Bad 368 (p=0,0014), ale také oproti Bl 367 a 372 (p=0,0014; p=0,0047).
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Graf 14 - Hmotnost odebraného slepého stieva v den 56 z experimentdlnich gnotobiotickych
skupin mysi na experimentdlni dieté.
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Méreni délky tenkého stfeva nevykazalo Zadnou zasadni odliSnost mezi jednotlivymi
skupinami gnotobiotickych skupin mysi, jak je také patrné z Grafu 15.
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Graf 15 - Délka tenkého stfeva v den 56 u experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi
na experimentdlni dieté.

Cirkulujici hladiny hormonu IGF-1, ktery je hlavnim markerem aktivity somatotropni osy,
nam ukazuji, Ze skupina gnotobiotickych mysi Bl 372 dosahla nejlepsich vysledkl, a to jak
v porovnani se skupinou mysi Bl 367 (p=0,0010), tak s obéma skupinami monokolonizovanymi
Bifidobacterium adolescentis, skupinami Bad 368 a 373 (p <0,0001) (viz Graf 16). Pfi sledovani
odlisnosti mezi kontrolni skupinou GF a skupinou Bl 372 sice signifikantni rozdil nevidime, ale
velmi se mu pfiblizuje (p=0,0784) — na grafu je toto porovnani vyobrazeno Useckou oznacenou
ns (not significant). Dalsim vyznamnym prvkem jsou i vyssi hladiny IGF-1 u kontrolni skupiny GF
v porovnani se skupinou Bad 373 (p=0,0280). Stanoveni bylo provedeno u 8 mysi/skupinu, GF u
7 mysi.
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Graf 16 - Hladina IGF-1 v séru gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlni dieté.

[ng/mil]
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Pfi srovnavani hladin IGFBP3 pozorujeme vyznamné vyssi hladiny u bezmikrobni skupiny
GF neZ u BI 367 (p=0,0026) a Bad 368, Bad 373 (p=0,0261; p=0,0229) (Graf 17).
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Graf 17 - Hladina IGFBP3 v séru gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlini dieté.
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Jak je patrné z Grafu 18, pomér IGF-1/IGFBP3 ziskany vypoétem z hodnot IGF-1 a IGFBP3
jednoznacné ukazuje, Ze skupina mysi Bl 372 prokdazala nejvétSi pozitivni vliv na rist
podvyziveného jedince i na Urovni somatotropni osy, kdy ma signifikantné vyssi hodnoty nez
kontrolni skupina GF a skupiny Bad 368, Bad 373 (p <0,0001). Dokonce i pfi srovnavani se
skupinou Bl 367 se velmi pfiblizuje statisticky vyznamnému rozdilu (p=0,0515). Kmen
Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952 (Bl 367) také projevuje svij pfiznivy vliv na rdst
i vtomto parametru. Nedosahuje sice tak vysokych hodnot jako Bl 372, ale vykazuje vyznamné
vy$si hodnoty neZz kontrolni skupina GF (p=0,0224) a skupiny Bad 368 a 373
(p=0,0126; p=0,0008). V porovnani s bezmikrobni skupinou mysi GF tedy dosahuji vyznamné
vys$sich hodnot oba kmeny druhu BI, konkréné Bl 367 a Bl 372 (p=0,0224; p <0,0001).
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Graf 18 - Pomér hladin IGF-1 a IGFBP3 ze séra gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlni
dieté.

47



Pfi méreni histologickych preparatQ byla ziskana data zobrazend v Grafu 19, z nichz
vyplyva, Ze ve srovnani s bezmikrobni kontrolni skupinou GF jsou signifikantné vétsi plochy klk
u Bl 367, Bl 372 (p <0,0001) a Bad 373 (p=0,0285). Nejvétsi plochu klku najdeme u skupiny Bl
372, uniz midZzeme tvrdit, Ze ma vyznamné vétsi plochu klk(i nez GF i Bad 368 a 373
(p <0,0001). Stejny jev vykazuje i skupina Bl 367 v porovnani s Bad 368 a 373 i GF (p <0,0001).
Statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi kmeny v rdmci jednoho druhu nepozorujeme.
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Graf 19 - Histologicko-morfometrickd analyza plochy klki tenkého stfeva v oblasti jejuna
gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlini dieté.
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Graf 20 urcujici vysku klk( experimentalnich gnotobiotickych skupin mysi ukazuje, Ze ve
srovnani s bezmikrobni kontrolni skupinou GF pozorujeme vyssi klky u Bl 367, 372 (p <0,0001)
a Bad 373 (p=0,0174). Patrné jsou vyssi klky skupiny Bl 372 v porovndni nejen s GF, ale i s Bad
368 a 373 (p <0,0001). Skupina Bad 373 ma tentokrat vyssi hodnoty pouze oproti GF. Skupina
mysi kolonizovana Bl 367 tentokrat vykazuje signifikantné vyssi hodnoty pouze ve srovnani
s Bad 368 (p=0,0013). OdliSnost na urovni kmenové specifity opét nepozorujeme.
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Graf 20 - Histologicko-morfometrickd analyza vysky klki tenkého stfeva v oblasti jejuna
experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlni dieté.
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Z Grafu 21 je patrné, Ze ve srovnani s bezmikrobni kontrolni skupinou GF vykazuji Sirsi
klky stfeva pouze skupiny Bl 367 a 372 (p=0,0005; p <0,0001). Patrny rozdil pozorujeme i ve
srovnani Bl 372 oproti Bad 368 a 373 (p=0,0004; p=0,0296). Vyznamné sirsi klky mizeme
spatfiti u Bl 367 v porovnani s Bad 368 (p=0,0039).
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Graf 21 - Histologicko-morfometrickd analyza sitky klkiG tenkého stfeva v oblasti jejuna
experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlni dieté.
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P¥i méreni histologickych preparatl byla ziskana data zobrazena v Grafu 22, z nichz
vyplyva, Ze ve srovnani s bezmikrobni kontrolni skupinou GF jsou signifikantné hlubsi krypty
u skupin Bl 367, Bl 372 (p <0,0001) a Bad 368 (p=0,0005). Nejhlubsi krypty nalezneme
u skupiny Bl 372, u niZ kromé rozdilu s GF nalezneme odliSnou hloubku krypt i obou skupin
osazenych Bifidobacterium adolescentis, Bad 368 a 373 (p <0,0001). Stejny efekt vykazuje

i skupina Bl 367, pouze s jinou mirou signifikance (p=0,0007, p <0,0001). Kmenovou specifitu
ani zde nepozorujeme.
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Graf 22 - Histologicko-morfometrickd analyza hloubky krypty tenkého stfeva v oblasti jejuna
experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlni dieté.
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Na nasledujicich fotografiich histologickych preparatl tenkého stfeva, oblasti jejuna,
mUZeme pozorovat rozdily (viz Obrazek 9) mezi jednotlivymi skupinami experimentalnich mysi.
Vzhledem k tomu, Ze byly mysi vystaveny chronické podvyZivé, nejsou klky tak ukazkové jako
by byly u konvencnich mysi na chovné dieté, ale i pfesto mizeme pozorovat vySe porovnavané

parametry jako jsou plocha klku, vyska klku, Sitka klku a hloubka krypt (uvedené v Grafech
19-22).

Obrdzek 9- Reprezentativni obrdzky histologickych prepardtt pricného rezu tenkého streva v
oblasti jejuna gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlni dieté. Uprostred, tedy prepardt C,
oznacuje bezmikrobni skupinu GF, se kterou je moZné porovndvat prepardty A, B, D a E.
Prepardt vlevo nahore (A) je ukdzkou skupiny mysi osazenych Bl 367, vpravo nahore (B) skupiny
kolonizované kmenem Bl 372, vlevo dole (D) skupiny osazené Bad 368 a vpravo dole (E) mysi
osazenych kmenem Bad 373. Prepardty jsou barvené hematoxilin-eosinem a c¢ernd usecka na
obrdzcich znaci méritko 100 um.
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Na nasledujicich obrazcich (viz Obrazky 10-14) je moiné porovnat, jak jednotlivé kmeny
bifidobakterii vypadaly pfi odebrani z kultury, nasledné jak vypadaly bakterie ve vykalu
dospélého mysiho hostitele na chovné dieté ve srovnani s tim, jak vypadaly po vystaveni
chronické podvyzivé ve vykalech mysi na experimentalni dieté v den 56 véku.

]
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Obrdazek 10 - Kultury jednotlivych kmenG bakterii, jimiZz byly plvodné bezmikrobni mysi
vizoldtorech osazeny. Prepardty byly pro lepsi viditelnost obarveny pomoci barveni dle Grama.
Pozorovdny byly pomoci imerze pri 1000x zvétseni objektivu.

(A) Kultura bakterie Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952 (Bl 367)
(B) Kultura bakterie Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 (Bl 372)
(C) Kultura bakterie Bifidobacterium adolescentis CCDM 368 (Bad 368)
(D) Kultura bakterie Bifidobacterium adolescentis CCOM 373 (Bad 373)
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Obrdazek 11 - Prepardty ndtéru z gnotobiotického mysiho vykalu skupiny Bl 367, osazené
Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952 (Bl 367), obarvené dle Grama zobrazené pri
1000x zvétseni pomoci imerze. Na obrdzcich miZeme pozorovat patrny rozdil ve zméné tvaru
i mnoZstvi bakterii mezi ndtéry zvykalu dospélé mysi na chovné dieté (A) a mysi na
experimentdini dieté v 56. den véku (B).

Obrdazek 12 - Prepardty ndtéru z gnotobiotického mysiho vykalu skupiny osazené
Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 (Bl 372). Jsou obarvené gramovym barvenim
zobrazené pri 1000x zvétseni pomoci imerze. Na obrdzcich je viditelny rozdil ve zméné tvaru
i mnoZstvi bakterii mezi ndtéry zvykalu dospélé mysi na chovné dieté (A) a mysi na
experimentdini dieté v 56. den véku (B).
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Obrazek 13 - Prepardty ndtéru z gnotobiotického mysiho vykalu skupiny Bad 368, osazené
bakterii Bifidobacterium adolescentis CCOM 368 (Bad 368). Jsou obarvené gramovym barvenim
zobrazené pfi 1000x zvétSeni pomoci imerze. Na obrdzcich je zfejmy rozdil v deformaci tvaru
i ubytku bakterii mezi ndtéry zvykalu dospélé mysi na chovné dieté (A) a mysi na
experimentdini dieté v 56. den véku (B).

L

Obrdzek 14 - Prepardty ndtéru z gnotobiotického mysiho vykalu skupiny Bad 373, osazené
bakterii Bifidobacterium adolescentis CCDM 373 (Bad 373). Jsou obarvené gramovym barvenim
zobrazené pri 1000x zvétseni pomoci imerze. Na obrdzcich miuZeme i tentokrdt pozorovat
zretelny rozdil v deformaci tvaru i ubytku bakterii mezi natéry z vykalu dospélé mysi na chovné
dieté (A) a mysi na experimentdlini dieté v 56. den véku (B).
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P¥i pozorovani nasledujicich grafl A, B, C, D (Graf 23) mlzZeme sledovat Ubytek CFU na
gram vykalu u mysi vystavenych chronické podvyzivé, tedy F1 generaci v den 56 véku,
v porovnani s mnozstvim CFU na gram vykalu u rodi¢ovské generace P na chovné dieté i F1

generaci v den odstavu, tedy F1 (21).
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Graf 23 - Pocet CFU na gram gnotobiotického mysiho vykalu. Zde je moZné pozorovat zfetelné
sniZeni koncentrace bakterii ve vykalu experimentdlnich mysi v den 56 po chronické podvyZivé
(F1 (56)) ve srovndni s koncentraci osazeni experimentdlnich mysi v den odstavu (F1(21)) a

rodic¢ovskou generaci na chovné dieté (P).
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8. DISKUSE

Globalni zatéz détskou podvyZivou je alarmujici. Souvisi s témér polovinu viech amrti u
déti do 5 let (90). Podvyziva nejen, Ze vystavuje déti vétSimu riziku Umrti na bézné infekce, ale
zvySuje také jejich Cetnost a zavaZnost a oddaluje jejich zotaveni. Vice nez 18 milion( déti ve
vySe uvedeném vékovém rozmezi je postizeno tézkou akutni podvyZivou, nejextrémnéjsi
formou podvyZivy. Predpoklada se, Ze je zplsobena fadou faktor(, vcetné velmi nizkého
pfijmu energie ve stravé Ci ztraty Zivin v disledku infekce (91). PodvyZiva je kromé akutniho
ohrozeni Zivota spojena také s dlouhodobym narusenim ristu a kognitivniho vyvoje (92).

Soucasné pfristupy k |écbé zahrnuji 1é¢bu Sirokospektrymi antibiotiky a nutricni
suplementaci energeticky bohatymi terapeutickymi potravinami (14,93). Zatimco tyto pfistupy
snizuji imrtnost (94), mnoho déti se potyka s pretrvavajici stfedné tézkou akutni podvyZivou
a zGstavaji tak v riziku relapsu tézké akutni podvyZivy.

Soucasné studie zkoumaji roli bifidobakterii, zejména pak Bifidobacterium
longum ssp. infantis, v patogenezi tézké akutni podvyzivy jako mozné formy probiotické IéCby.
Studie dosly k zavéru, Ze akutni podvyZiva u kojencl a déti je spojena s narusenym vyvojem
stfevniho mikrobiomu (12,95) a preklinické a klinické studie naznacuji, Ze tento narusSeny
spoleény vyvoj stfevniho mikrobiomu a hostitele je jednou z pficin, nikoli pouze dlisledkem
akutni podvyzivy (15,96).

V pfedchozich studiich na zvifecich modelech byl popsan podplrny vliv laktobacilli na
rdst gnotobiotické mouchy octomilky (Drosophila melanogaster) (97) a dale vliv specifickych
kmen( bakterie mlééného kvaseni Lactiplantibacillus plantarum WIL a NIZ02877, a na
somatotropni osu v gnotobiotickém mysim modelu chronické podvyZivy (5). U mysi, stejné jako
u larev octomilky, byla popsana kmenova specifita Lactiplantibacillus plantarum.

Primarnim cilem této prace bylo zjistit, zda maji i jiné bakterie mlééného kvaseni, nez je
Lactiplantibacillus plantarum WIJL, podplrny vliv na somatotropni osu pti chronické podvyzivé.
Dalsim hlediskem, které bylo v ramci prace zkoumano bylo, zda je mozné pozorovat i kmenové
¢i druhové specifické vlastnosti jednotlivych bifidobakterii. Vzhledem k tomu, Ze bifidobakterie
jsou anaerobnim mikroorganismem a nelze je tedy testovat v aerobnim modelu mouchy
octomilky, byli zvoleni gnotobioticti juvenilni samci mysi v modelu experimentdlné navozené
chronické podvyzivy. Kromé vlivu bakterii na rlst podvyZivenych mysi v pribéhu experimentu
bylo zkoumano i dalsi hledisko a to, jaky vliv ma podvyziva na bakterie samotné.

V experimentalni ¢asti diplomové préace byly testovany prorlstové vlastnosti ¢tyt kmend
rodu Bifidobacterium v gnotobiotickém mysim modelu za podminek experimentalné navozené
chronické podvyZivy. Kontrolou byla bezmikrobni skupina mysi chovana za stejnych podminek.

Konkrétné byly testovdny tyto Ctyfi kmeny: Bifidobacterium longum ssp. longum CCM
7952 (Bl 367), Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 (Bl 372), Bifidobacterium
adolescentis CCDM 368 (Bad 368) a Bifidobacterium adolescentis CCDM 373 (Bad 373). Tyto
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kmeny byly izolovany ze stolic zdravych dospélych jedincl a kojenych déti a byly poskytnuty na
zakladé spoluprace s profesorem Vojtéchem Radou z Katedry mikrobiologie, vyzZivy a dietetiky
na Ceské zemédé&lské univerzité v Praze, a s profesorem Jitim Nevoralem dfive plisobicim na
Interni klinice 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy.

Ve vSech zdsadnich zkoumanych aspektech prokazal druh Bifidobacterium longum
priznivy vliv na rlst podvyZivenych mysi. Tento efekt byl ¢asto pozorovan nejen v porovnani
s kontrolni bezmikrobni skupinou GF, ale také v porovnani s obéma testovanymi skupinami
kolonizovanymi kmeny druhu Bifidobacterium adolescentis. Dale bylo potvrzeno, Ze v podpore
narustu hmotnosti podvyZivenych mysi pozorujeme kmenovou specifitu, kdy kmen
Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 (Bl 372) byl signifikantné prospésnéjsi nez
Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952 (Bl 367). V dalSich sledovanych parametrech
jsme pozorovali stejny trend. Kmeny Bifidobacterium longum byly v ptedchozi praci Sriitkova a
kol. (9) testovany na schopnost zmirnit zanét v mysim modelu kolitidy. Potvrzena byla specifita
mezi témito kmeny, avsak jejich uc¢inek v tomto modelu byl odlisSny. Podavani kmene Bl 367
branilo rozvoji experimentalni kolitidy, naopak kmen Bl 372 neprokazal zadny efekt ve srovnani
s kontrolni skupinou. Tyto vysledky podtrhuji nezbytnost testovat probiotika na kmenové
urovni a peclivé zvaZovat jejich pouziti pro dané ucely. Kazdy kmen probiotika je specificky a
vhodnost jeho pouZiti zaleZi na konkrétni aplikaci (98).

Aby bylo mozZné ovéfit, Ze zlepseny rlst neni podminén jen vétsSim mnoZstvim bakterii ve
stfevech, byly porovnany grafy ziskané z kontrol osazeni a byl formulovan zavér, Zze mira
kolonizace bakterii nesouvisi s jejim vlivem na podporu rlistu hostitele.

Jak uZ bylo zminéno wvyse, v hlavnich sledovanych parametrech, tedy v podpofre
hmotnosti a délky téla, prokazal kmen Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 (Bl 372)
nejvétsi efekt nejen ve srovnani s kontrolni bezmikrobni skupinou GF, ale i obéma skupinami
osazenymi kmeny Bifidobacterium adolescentis CCDM 368 (Bad 368) a Bifidobacterium
adolescentis CCDM 373 (Bad 373). Dokonce ve sméru schopnosti zvySeni hmotnosti potvrdil i
kmenovou specifitu.

Dalsimi pozorovanymi parametry byly hmotnosti jednotlivych organ(i odebranych v den
56 véku mysi. Sledovany byly hmotnosti jater, obou ledvin, slezin a srdce. Pfi sledovani
hmotnosti jater a slezin byl pozorovan opét vyznamny efekt kmene Bl 372, a to jak ve srovnani
s kontrolni skupinou GF, tak i s obéma kmeny druhu Bifidobacterium adolescentis. U jater
i slezin tedy pozorujeme signifikantni druhovou specifitu, u jater dokonce i kmenovou.
Pfi srovndvani hmotnosti ledvin prokazal kmen Bl 372 wvysS§i hmotnost pouze pfi
srovnani s mySmi kolonizovanymi Bad 368 a ve srovnavani hmotnosti srdce s bezmikrobni
kontrolni skupinou GF i monokolonizovanou skupinou mysi Bad 368.

Sledovanym faktorem byla i hmotnost epididymalniho tuku mysi. V tomto parametru je
opét mozné tvrdit, Ze mysSi osazené kmenem Bl 372 maji signifikantné vétSi zasobu
epididimalniho tuku nez bezmikrobni skupina GF i vSechny ostatni monokolonizované skupiny
mysi. | protento parametr je tedy moZné deklarovat, Ze je pozorovana druhova i kmenova
specifita, a¢ jsou hmotnosti epididymalnich tuk( u vSech skupin velmi nizké.
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Pti vazeni svalu musculus gastrocnemius byla prokazana pouze druhova specifita, kdy
byla pozorovana vy$si hmotnost svall u skupiny Bl 372 nez u bezmikrobni kontrolni skupiny GF
a skupin Bad 368 a Bad 373.

Délka stehennich a holennich kosti vykazovala pouze stejny trend, nicméné i zde je
naprosto zrejmé, Ze bakterie Bl 372 pomdaha svému hostiteli v ristu nejvice ze vsech
testovanych kmenu bifidobakterii. Vysledky méreni stehennich i holennich kosti naznacuji
kmenovou specifitu mezi skupinami Bl 367 a Bl 372.

Dalsim zasadnim sledovanym aspektem této prace je vliv probiotickych kmen
bifidobakterii na somatotropni osu chronicky podvyziveného hostitele. Na zakladé hodnot
ziskanych ze sér experimentdlnich mysi je mozno tvrdit, Ze Bifidobacterium longum ssp.
longum CCDM 372 (Bl 372) jednoznacné podporuje rdst ve srovnani s ostatnimi kmeny
bifidobakterii i na Urovni somatotropni osy. Skupina gnotobiotickych mysi Bl 372 méla nejvyssi
hodnoty IGF-1 v séru, coz je hlavni ukazatel ristu, na jiz vySe zminéné Urovni somatotropni osy.
Tento kmen nejen Ze prokazal druhovou specifitu, ale prdvé i tu kmenovou. To, Ze
Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 podporuje rast je z grafl ve vysledkové casti
naprosto zfejmé, nicméné v sledovaném parametru IGF-1 nebyl po srovndni statistickou
analyzou s bezmikrobni skupinou GF oznacen za vyznamny, ale signifikantnim hodnotdam se
velmi pfiblizuje.

Sledovanou hodnotou v mysim séru byla i hladina proteinu IGFBP3, ktery vaze IGF-1
a zabranuje vazbé IGF-1 na jeho receptor a sniZzuje tak jeho biologickou dostupnost (99).
Na zakladé toho bylo rozhodnuto, Ze bude vypoctem ziskdn pomér hodnot IGF-1 a IGFBP3
a ziska se tak nejrelevantnéjsi vysledek podpory rlstu mysi v pfitomnosti jednotlivych kmenl
bifidobakterii na uUrovni somatotropni osy. Bylo dosaZeno zajimavého vysledku, Ze oba
testované kmeny Bifidobacterium longum (Bl 367 a Bl 372) vykazuji vy$si pomér IGF1/IGFBP3
jak v porovndni s bezmikrobni skupinou GF, tak s obéma kmeny Bifidobacterium adolescentis
(Bad 368 a Bad 373). Rozhodné tak muize byt na zakladé vysledk( této prace tvrzeno, Ze na
urovni somatotropni osy kmen Bl 372 vykazuje pozitivni vliv na rist a tento efekt je druhové
specificky. Kmenova specifita opét nebyla po srovndani statistickou analyzou oznacena za
signifikantni, nicméné velmi tésné se ji priblizovala.

Tenké stfevo je mistem, kde dochazi ke vstfebavani Zivin z potravy. DalSim bodem zajmu
tedy logicky bylo, zda bakterie mohou ovlivnit morfologii stfeva a tim i proces vstiebavani, coz
by mohl byt jeden z moZnych mechanisml, jak podporuji rist. Pomoci histologicko-
morfometrické analyzy tenkého stfeva, konkrétné oblasti jejuna, bylo zjiSténo, Ze nejvyssi
hodnoty ve vSech mérenych parametrech prokazuje bakteridlni druh Bifidobacterium longum.
Tento jev je vysvétlovan tak, Ze Bifidobacterium longum pomaha svému hostiteli i pres
vystaveni chronické podvyZivé udriet dostateénou velikost klkl pro zajisténi co nejvétsi
absorpcni plochy pro vstfebdvani zZivin. Jestli je tato domnénka pravdiva, to zatim zlstava
pouze dohadem. Co tvrdit Ize je, Ze podvyZiva ma souvislost s posSkozenim stievni sliznice
(100). V této préci byly ukazany vysledky, Ze obé skupiny osazené testovanymi kmeny druhu
Bifidobacterium longum prokdazaly ve srovnani s kontrolni skupinou GF lepsi schopnost
zachovat si lepsi parametry stfevni sliznice pfi vystaveni chronické podvyzivé. Mysi skupiny
Bl 372 prokazaly vyznamné lepsi hodnoty ve velikosti plochy, vysce i Sitce klkd a hloubce krypt
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nez skupiny GF, Bad 368 a Bad 373. Skupina Bl 367 dosahla taktéz velmi dobrych vysledkd — ma
vétsi plochu klkd a hloubku krypt nez GF, Bad 368 i 373 a vysku i Sitku krypt vétsi nez GF a Bad
368.

Sledované parametry jako délka tenkého stfeva a glykémie na lacno nedosahly zadnych
rozdild v zavislosti na osazeni.

Dalsi otazkou je, zda ma podvyZiva vliv i na bakterie jako takové. Pfi pozorovani
preparatl, ziskanych roztérem vykalG experimentéalnich skupin mysi, byl pozorovan ubytek
mnozstvi bakterii u chronicky podvyZivenych mysi. Z téchto preparatl je také patrné, Ze
dochazi k deformaci tvaru bakterii. Predchozi prace ukazala, Zze zména tvaru u grampozitivni
bakterie Lactobacillus plantarum v protdhlé vlaknité bunky je odpovédi bakterie na stresové
podminky (101). Vypada to tedy, Ze experimentalni dieta s nizkym obsahem bilkovin a tuku
kromé zakrslosti u hostitele vyvolava také stres u stfevnich bakterii. Jako dikaz o Gbytku poctu
bakterii samoziejmé nelze povaZovat pouhy preparat, proto byl sledovan ubytek bakterii u
mysi na chovné dieté versus experimentalni mysi v den odstavu (den 21) a po vystaveni
chronické podvyZivé (vden 56) pomoci vysevu na plotny z gnotobiotického mysiho vykalu.
Vysledky jednoznacné ukazuji, Ze vden 56 doslo k dbytku CFU na gram mysiho vykalu.
Domnénkou tedy je, Ze jako je dokazano, Ze dochazi k ubytku bifidobakterii pti rlznych
onemocnénich jako napfiklad atopickd dermatitida a astma (102) nebo i zanétlivych
onemocnénich stfev (103), mohla by i podvyZiva jako takovd mit pfimy vliv na udbytek
bifidobakterii ve stfevé.

V této praci bylo prokazano, Ze i jiné bakterie mlééného kvaseni, nez Lactiplantibacillus
plantarum WIL (5), ma pfiznivy vliv na vyvoj hostitele v podminkach chronické podvyzZivy. Bylo
zjisténo, Ze z vybranych kmenl ma v tomto ohledu nejlepsi vlastnosti kmen Bifidobacterium
longum ssp. longum CCDM 372 (Bl 372) a také je moZné tvrdit, Ze kromé toho, Ze je jeho vliv
druhové specificky, je v nékterych sledovanych parametrech i kmenové specificky. DalSim
vyznamnym zjiSténim je i to, Ze v pribéhu podvyZivy doslo k deformaci bakterii a k jejich
Ubytku ve stfevé. Pro upresnéni, jak bifidobakterie zlepsuji rist podvyZivenych mysi, by bylo
zajimavé vénovat se mechanismu, jakym tento stav zprostfedkovdvaji a samoziejmé je tieba
mit na paméti, Ze kmeny testované v této praci nejsou jediné a bylo by tfeba otestovat
v souvislosti se schopnosti podporovat rist podvyZivenych gnotobiotickych mysi mnohem S$irsi
spektrum kmen( bifidobakterii.
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9. ZAVER

V této diplomové praci byly v rdmci teoretické ¢asti prehledné shrnuty informace o
podvyZivé jakoZto globalnim zdravotnim problému, probiotickych bakteriich a jejich vyznamu
v souvislosti se zdravim, vyznamnosti gnotobiologického modelu pro védu i tuto praci
a fungovani somatotropni osy.

V préci byly otestovany ctyfi kmeny bifidobakterii v gnotobiotickém mysim modelu
s cilem objasnit, zda maji vliv na rast hostitele v modelu chronické podvyZivy. Tyto bakterialni
kmeny byly izolovany ze stolic zdravych dospélych jedincl a kojenych déti a poskytnuty diky
spoluprdci s profesorem Vojtéchem Radou a profesorem Jifim Nevoralem.

Jako testované kmeny byly pouzity Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952 (BI
367), Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 (Bl 372) a Bifidobacterium adolescentis
CCDM 368 (Bad 368), Bifidobacterium adolescentis CCDM 373 (Bad 373). U obou testovanych
kmenl druhu Bifidobacterium longum byl patrny pfiznivy vliv na rdst hostitele, nejlepsich
vysledkl vsak dosahoval kmen Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 (Bl 372).

Vysledky této diplomové prace prokazaly schopnost nékterych kmeni bifidobakterii
podporovat rist mladych jedincl v gnotobiotickém mysim modelu chronické podvyZivy. Zda
se, ze je tento Ucinek druhové specificky a v nékterych parametrech i kmenové specificky,
avsak je nutné jejich dalsi testovani a detailni popsani mechanismu tohoto ucinku.
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10. POUZITE ZKRATKY

ssp. subspecies

Bl Bifidobacterium longum

Bad Bifidobacterium adolescentis

Bl 367 kmen Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952

BI 372 kmen Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372

Bad 368 kmen Bifidobacterium adolescentis CCDM 368

Bad 373 kmen Bifidobacterium adolescentis CCDM 373

GF skupina bezmikrobnich mysi

cv konvenéni mys (tedy mys s béZnym osazenim)

BMK bakterie mléc¢ného kvaseni

BMKB bakterie mlééného kvaseni a grampozitivni bifidobakterie

CcCM oznaceni Ceské sbirky mikroorganisma

CcCDM oznaceni sbirky mlékarenskych mikroorganismu

C57BL/6) oznaceni kmene mysiho modelu pouZitého v experimentu

WHO World Health Organization

FAO Food and Agriculture Organization

RUTF terapeuticka strava pripravena k pouZiti

IGF-1 inzulinu podobny rlistovy faktor-1

IGFBP proteiny vazajici ristovy faktor podobny insulinu IGF-1

NOD2 oligomerizaéni doména 2 vazajici nukleotid; intracelularni senzor pro malé
peptidy

AIN93G oznaceni diety z niZ Upravou vznikla nase experimentalni dieta

AIN-93G-MX oznaceni mineralniho mixu v dieté AIN93G
AIN-93G-VX  oznaceni mineralniho mixu v dieté AIN93G

GH rastovy hormon

STAT proteiny rodiny STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription)
ALS acidolabilni podjednotka ternarniho komplexu IGF-1/IGFBP-3/ALS
MRS selektivni kultivacni médium (Man Rogosa Sharpe)

MRSC MRS médium doplnéné o 0,05 % L-cystein-hydrochloridu

PFA paraformaldehyd

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

ELISA imunoanalytickd metoda (enzyme-linked immunosorbent assay)
ANOVA statistickd metoda (one way anylysis of variance)

SEM standartni chyba prdméru (standard error of the mean)

GACR Grantova agentura Ceské republiky

uv ultrafialové zareni (ultraviolet light)

p statisticky ukazatel

V grafech a obrazcich ve vysledkové ¢asti prace jsou pro jednoduchost monokolonizované
skupiny mysi oznacené v legendé stejnou zkratkou jako bakterie, jimiZ jsou osazené, a to:

GF skupina bezmikrobnich mysi
skupina gnotobiotickych mysi kolonizovana kmenem Bifidobacterium longum
Bl 367 ssp. longum CCM 7952
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skupina gnotobiotickych mysi kolonizovana kmenem Bifidobacterium longum
Bl 372 ssp. longum CCDM 372

skupina gnotobiotickych mysi kolonizovana kmenem Bifidobacterium
Bad 368 adolescentis CCDM 368

skupina gnotobiotickych mysi kolonizovana kmenem Bifidobacterium
Bad 373 adolescentis CCDM 373
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12. SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1

Obrazek 2
Obrazek 3
Obrazek 4
Obrazek 5

Obrazek 6

Obrazek 7

Obrazek 8

Obrazek 9

Obrazek 10

Obrazek 11

Nazorna ukdzka jednotlivych typl podvyzivy uvedenych vyse v textu.
Zleva miZzeme pozorovat zobrazeni bézné ziveného ¢lovéka, dale
chfadnuti, zakrnéni a nakonec podvyzivy (11).

Bifidobacterium longum v elektronové mikroskopii (36).
Bifidobacterium adolescentis v elektronové mikroskopii (37).

Mysi model inbredniho kmene C57BL/6J pouZity v experimentu (88).
Schéma osazeni bezmikrobniho chovu mysi v izoldtoru intragastrickou
sondou danym kmenem bakterii. Pfi stabilni kolonizaci se zacina

s pfipousténim samic. Kontrolni skupina mysi GF nebyla kolonizovana
zadnym kmenem. Obrazek byl vytvorfen programem BioRender.
Experimentalni design prace. Ode dne narozeni mysich mladat jsou

s matkou do 21. dne na chovné dieté. Od 21. dne véku jsou mladi samci
odstaveni na experimentalni dietu, kdy za¢ind samotny experiment

s pravidelnym tydennim méfenim a vazenim. Posledni méreni a vazeni
probiha v 56. dni., po némz jsou mysi usmrceny a z mysi jsou ziskavany
vzorky pro dalsi laboratorni stanoveni. Obrazek byl vytvoren pomoci
programu BioRender.

Fotografie preparatd natéru gnotobiotickych mysich vykall pro
porovnani s natéry vykalli monokolonizovanych mysi ve vysledkové ¢asti
(Obrazek 11-14). Vlevo vidime preparat bezmikrobni mysi (GF) a vpravo
konvencni, tedy bézné kolonizované mysi (CV), kde je patrné osazeni
smési riznych bakterii riznych rod(, rlzného mnozstvi.

ZplGsob méreni parametrl uvedenych v grafech ve vysledkové ¢asti
zndazorfujici rozmezi, v jakém byly parametry plocha klk( (), vyska klk(
(V), $itka klka (S) a hloubky krypt (H) byly méfeny softwarem Fiji 2.0.0
(Graf 19-22).

Reprezentativni obrazky histologickych preparatid pficného fezu tenkého
stfeva v oblasti jejuna gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni
dieté. Uprostied, tedy prepardt C, oznacuje bezmikrobni skupinu GF, se
kterou je mozné porovndvat preparaty A, B, D a E. Preparat vlevo nahore
(A) je ukazkou skupiny mysi osazenych Bl 367, vpravo nahofe (B) skupiny
kolonizované kmenem Bl 372, vlevo dole (D) skupiny osazené Bad 368 a
vpravo dole (E) mysi osazenych kmenem Bad 373. Preparaty jsou
barvené hematoxilin-eosinem a ¢ernd Usecka na obrazcich znaci méfitko
100 um.

Kultury jednotlivych kmen( bakterii, jimiz byly pdvodné bezmikrobni
mysi v izolatorech osazeny. Preparaty byly pro lepsi viditelnost obarveny
pomoci barveni dle Grama. Pozorovany byly pomoci imerze pii 1000x
zvétseni objektivu.

Preparaty natéru z gnotobiotického mysiho vykalu skupiny Bl 367,
osazené Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952 (Bl 367),
obarvené dle Grama zobrazené pri 1000x zvétSeni pomoci imerze. Na
obrazcich miZeme pozorovat patrny rozdil ve zméné tvaru i mnozstvi
bakterii mezi natéry z vykalu dospélé mysi na chovné dieté (A) a mysi na
experimentalni dieté v 56. den véku (B).
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Obrazek 12

Obrazek 13

Obrazek 14

Preparaty natéru z gnotobiotického mysiho vykalu skupiny osazené
Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 (Bl 372). Jsou obarvené
gramovym barvenim zobrazené pfi 1000x zvétSeni pomoci imerze. Na
obrazcich je viditelny rozdil ve zméné tvaru i mnozstvi bakterii mezi

natéry z vykalu dospélé mysi na chovné dieté (A) a mysi na

experimentalni dieté v 56. den véku (B). 56
Preparaty natéru z gnotobiotického mysiho vykalu skupiny Bad 368,

osazené bakterii Bifidobacterium adolescentis CCDM 368 (Bad 368). Jsou
obarvené gramovym barvenim zobrazené pfi 1000x zvétSeni pomoci

imerze. Na obrazcich je zfejmy rozdil v deformaci tvaru i Ubytku bakterii

mezi natéry z vykalu dospélé mysi na chovné dieté (A) a mysi na
experimentalni dieté v 56. den véku (B). 56
Prepardty natéru z gnotobiotického mysiho vykalu skupiny Bad 373,

osazené bakterii Bifidobacterium adolescentis CCOM 373 (Bad 373). Jsou
obarvené gramovym barvenim zobrazené pfi 1000x zvétSeni pomoci

imerze. Na obrdzcich mizZzeme i tentokrat pozorovat zfetelny rozdil

v deformaci tvaru i Ubytku bakterii mezi natéry z vykalu dospélé mysi na

chovné dieté (A) a mysi na experimentalni dieté v 56. den véku (B).
56
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Graf 1

Graf 2
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Relativni zména vahy a prlimérny denni hmotnostni pfirlstek u
experimentalnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni dieté.
Relativni zména délky téla a pradmérny denni délkovy pfirlistek u
experimentalnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni dieté.
Hmotnost experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi na
experimentalni dieté v den 56.

Délka téla experimentalnich gnotobiotickych skupin mysi na
experimentalni dieté v den 56.

Hladina glykémie u experimentalnich gnotobiotickych skupin mysi na
experimentalni dieté v den 56.

Hmotnost odebranych jater v den 56 z experimentalnich gnotobiotickych
skupin mysi na experimentadlni dieté.

Hmotnost odebranych ledvin v den 56 z experimentalnich gnotobiotickych
skupin mysi na experimentalni dieté.

Hmotnost odebranych slezin v den 56 z experimentdlnich gnotobiotickych
skupin mysi na experimentalni dieté.

Hmotnost odebranych srdci v den 56 z experimentalnich gnotobiotickych
skupin mysi na experimentalni dieté.

Hmotnost odebraného epididymalniho tuku v den 56 z experimentalnich
gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni dieté.

Hmotnost odebraného svalu, konkrétné svalu musculus gastrocnemicus, v
den 56 z experimentdlnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni
dieté.

Délka stehenni kosti v den 56 u experimentalnich gnotobiotickych skupin
mysi na experimentdlni dieté.

Délka holenni kosti v den 56 u experimentalnich gnotobiotickych skupin
mysi na experimentalni dieté.

Hmotnost odebraného slepého stfeva v den 56 z experimentalnich
gnotobiotickych skupin mysi na experimentdlini dieté.

Délka tenkého stfeva v den 56 u experimentalnich gnotobiotickych skupin
mysi na experimentdlni dieté.

Hladina IGF-1 v séru gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni dieté.
Hladina IGFBP3 v séru gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni
dieté.

Pomér hladin IGF-1 a IGFBP3 ze séra gnotobiotickych skupin mysi na
experimentalni dieté.

Histologicko-morfometrickd analyza plochy klk( tenkého stfeva v oblasti
jejuna gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni dieté.
Histologicko-morfometricka analyza vysky klk( tenkého stfeva v oblasti
jejuna experimentalnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni
dieté.

Histologicko-morfometricka analyza sirky klk( tenkého stfeva v oblasti
jejuna experimentalnich gnotobiotickych skupin mysi na experimentalni
dieté.

66

38

39

40

40

41

41

42

42

43

43

44

44

45

45

46
46

47

47

48

49

50


file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841163
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841163
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841164
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841165
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841166
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841166
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841167
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841167
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841168
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841168
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841169
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841169
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841170
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841170
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841171
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841171
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841172
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841172
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841173
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841173
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841174
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841174
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841175
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841175
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841176
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841176
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841177
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841177
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841178
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841178
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841179
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841179
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841180
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841181
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841182
file:///D:/Tabulky%20pro%20DP.xlsx%23RANGE!_Toc166841183

Graf 22

Graf 23

Histologicko-morfometrickd analyza hloubky krypty tenkého stfeva v
oblasti jejuna experimentalnich gnotobiotickych skupin mysi na
experimentalni dieté.

Pocet CFU na gram gnotobiotického mysiho vykalu. Zde je mozné
pozorovat zietelné snizeni koncentrace bakterii ve vykalu
experimentalnich mysi v den 56 po chronické podvyZivé (F1 (56)) ve
srovnani s koncentraci osazeni experimentalnich mysi v den odstavu
(F1 (21)) a rodicovskou generaci na chovné dieté (P).
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