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ABSTRAKT

V teoretické Casti se pojednavd o soucCasném stavu a vyzkumu rekombinantnich probiotik,
jejich vyuzitelnosti v potravinarstvi a zdravotnictvi. Déle se zabyva jejich pfiznivymi ucinky
na zdravi jedince. Experimentdlni ¢ast je zaméfena na identifikaci urCitého bakteridlniho
kmene v probiotickych doplicich stravy. Z téchto vyrobki byla izolovana DNA pomoci
magnetickych mikrocastic a nasledné analyzovana pomoci polymerazové fetézové reakce.

ABSTRACT

Theoretical part of this thesis focuses on present state and research of recombinant probiotics
and their use in food industry and health care. It also concentrates on their beneficial effects
on the health of individuals. The experimental part focuses on the identification of specific
bacterial strain in a probiotics food supplements. The DNA was isolated from these products
by use of magnetic microparticles and obtained DNA was subsequently analysed through
polymerase chain reaction.
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UvVOoD

Zajem o probiotika v poslednich dvou desetileti roste. Je to zptsobeno jejich prospé$nymi
vlastnostmi pro zdravi ¢lovéka, piedevs§im zajisténim rovnovahy stfevni mikrofléry, ochranou
proti riznym gastrointestinalnim patogenim apod. Vedle tradi¢nich funkcénich potravin
se na trhu objevuji dopliiky stravy obsahujici probiotika. Diky vyznamnému rozvoji vyzkumu
probiotik zacala byt pozornost sméfovana i na Spojitost rekombinantni DNA technologie
s probiotiky. Rekombinantni probiotika se dostavaji do poptedi zajmu diky probihajicim
studiim a vyzkumim. Dfive nez mohou byt tyto probiotika, at’ uz v podobé¢ vakcin nebo
probiotickych doplikt stravy, dodana na trh, musi byt klinicky prokazana jejich zdravotni
nezavadnost a musi byt vylouCeny vSechny nezddouci ucinky. Je tak otazkou casu,
kdy se s rekombinantnimi probiotiky budeme bézné setkavat.

Probiotika obsazena v dopliicich stravy patii vétSinou mezi kmeny roda Lactobacillus
a Bifidobacterium. Tyto probiotické mikroorganismy mizeme identifikovat metodou
polymerazové fetézové reakce.



. TEORETICKA CAST
1 POJEM PROBIOTIKUM

Probiotikum je relativné nové slovo znamenajici "pro Zzivot", kterym byvaji oznaCovany
mikroorganismy (MO), které maji prospé$né ucinky na lidi a zvifata. Tyto MO pfispivaji
ke sttevni mikrobialni rovnovaze a hraji roli v udrzovani zdravi. Probiotické MO jsou
zatazovany pievazné do roda Lactobacillus a Bifidobacterium, ale mezi dal$i vhodné patii
také zastupci rodu Bacillus, Pediococcus, nékteré kvasinky a dalsi. [1]

Vztah mezi stfevni mikroflorou a lidskym zdravim vypozoroval jiz Hippokrates, ktery
uvedl: ,,VSechny nemoci zacinaji ve stfevech.” Zajem o studium mikrobialni flory zapocal
Theodor Escherich, ktery v roce 1886 popsal Vvliv stievnich bakterii na fyziologii traveni
u kojence. Avsak za otce probiotického konceptu je povazovan Ilja Ilji¢ Mec¢nikov, ktery
ve své praci z roku 1907 poznamenal, ze bakterie v tlustém stievé hraji roli pfi starnuti
a nepiiznivém zdravotnim stavu u dospélych. Tato teorie byla zalozena na pozorovani
bulharskych sedlakt, kterym byla pfipisovana jejich dlouhovékost diky konzumaci
fermentovanych mlé¢nych potravin. [2]

Probiotika Ize nalézt pfedeviim v mléénych vyrobeich ale i jinych produktech. Casto
se uzivaji po antibiotické terapii, ktera ni¢i mikrobialni floru pfitomnou v zazivacim traktu.
Hraji dulezitou roli pfi ochran€ organismu proti Skodlivym mikroorganismim a také
pii posileni hostitelského imunitniho systému. Pravidelna konzumace potravin, které obsahuji
probiotické mikroorganismy je doporu¢ovana k vytvotfeni pozitivni rovnovahy, prospésnych
mikroorganismu ve stievni mikroflofe. [1]



2 UCINKY PROBIOTIK

Béhem onemocnéni nastava celd fada vyznamnych ptfelomt v mikrobidlni flofe lidského
stteva. Tyto zmény nastavaji kvili imunosupresi, uzivani antibiotik, nedostatku zivin
a dalsich. V experimentalnich modelech bylo prokazano, ze zmény se mohou objevit
v pribéhu 6 az 8 hodin. Endogenni kmeny Lactobacillus jsou nahrazovany patogennimi
bakteriemi. Dosazeni rovnovahy a vyuziti prospéSnych ucinklt probiotickych bakterii
je pochopitelné oblast znaéného zajmu. Nicméné mechanismy, kterym tyto mikroorganismy
uplatiiuji své G¢inky jsou riizné. Rada z téchto udinkd je specifickych pro uréity kmen. [5]

K nékterym z funkénich ucinkG probiotik patii posileni stfevni slizni¢ni bariéry,
antimutagenni a antikarcinogenni U¢inky, stimulace imunitniho systému a snizeni hladiny
krevniho cholesterolu. Roste pocet védeckych dikazii a klinickych studii, dokazujicich
mnoho zdravotnich vyhod probiotik, véetné modulace metabolismu hostitelského organismu,
snizeni intolerance laktozy, zachovani vyvazené stfevni mikroflory, prevence kolonizace
oportunnimi patogeny a léCeni ¢i prevence alergii. Souvislost mezi stfevni mikroflérou
a alergickymi onemocnénimi byla epidemiologicky prokazana. Epidemiologické studie
ukazaly, Ze nizsi spotieba fermentovanych potravin je jednim z faktord spojenych s nariistem
alergickych onemocnéni. [3]

2.1 Mechanismy pusobeni probiotik

Existuje cela fada mechanismi ptisobeni probiotik S potencialné piiznivymi ucinky na stieva.
[2] Mnoho dostupnych informaci o mechanismu ucinku probiotik se ziskalo z testovani
na zvitatech ve studiich in vitro. Co je vSak jasné, je to, ze existuje vice mechanismi, kterymi
uplatiuji rizné probiotické bakterie své ucinky, a ty se mohou liSit u bézné populace.
Tabulka 1 shrnuje hlavni mechanismy, kterymi probiotika uplatiuji své ucinky. [5]

Tabulka €. 1: Shrnuti mechanismaui ucinku probiotik [5]

Mechanismus ucinku Konkrétni priklady probiotik
. o Lactobacillus ssp.: snizeni
Produk'ce kyseliny mlecng hodnoty pH a zabranéni ristu
) a kyseliny octové rec_lukuje patogent
Uprava pH pH, coz vede ke vzniku

nepiiznivého prostredi VSL #3: in vivo snizZeni

pro patogeny hodnoty pH u pgcien‘fﬁ
s ulcerdzni kolitidou

Bakteriociny jsou proteiny

produkované bakteriemi, Mutantni Lactobacillus

které inhibuji rist jinych MO. | salivarius bez bakteriocinového
Produkce bakteriocint Mohou mit Gizké nebo Siroké | genu neni schopny chranit mysi

spektrum ucinku (inhibice proti infekci Listeria

celé fady bakterii, kvasinek monocytogenes.

a plisni).

Autoinduktory jsou Lactobacillus acidophilus La-5
Naruée_ni interbakterialni signalnimi molekuly naruSuje bakterialni
komunikace produkované bakteriemi, komunikaci a expresi gent

které tvoii zaklad bakterialni | virulence a dalSich genti




komunikace

Escherichia coli O157: H7

Vylepseni funkce slizni¢ni
bariéry

Zvysena tvorba a sekrece
bunécného hlenu stfevnim
epitelem.

Lactobacillus plantarum 299v:
zvyseni genove exprese mucinu
in vitro a adheze na bunky
tlustého streva

Snizena adheze a invaze
do bungk stievniho epitelu
tim, Ze sniZuje translokaci.

Lactobacillus casei

a L. rhamnosus adheruje

K bunikam tlustého stfeva in
vitro

Zvysena produkce lidského -
defensinu 2 buiikami epitelu.

E. coli Nissle 1917: indukuje
zvysSeni genové exprese mucinu
a produkce lidského B-
defensinu 2 do buiiky tlusté¢ho
stieva

Regenerace bunék epitelu
a snizena apoptdza.

Lactobacillus snizuje naruseni
epitelu a adhezi patogennich
E. coli. Probioticky ptipravek
VSL # 3 brani redistribuci
epitelialnich adheznich
proteinll pii vystaveni
patogennim bakteriim.
Lactobacillus rhamnosus GG
zabraniuje apoptoze stievnich
epitelidlnich bun¢k
zprostiedkované Lactobacillus
casei a Clostridium butyricum
stimuluje stievni proliferaci
epitelu u krys.

Resistence vaci
patogenim

Probiotika soutézi s patogeny
0 ziviny a 0 adhezi.

L. casei a L. rhamnosus
adheruje k bunkam tlustého
stteva, snizuje rlist patogentl a
muze pretrvavat

V gastrointestindlnim traktu

E. coli Nissle 1917 inhibuje
rast E. coli produkujicich Shiga
toxin

Imunologické ucinky

Probiotické mikroorganismy
ovlivilyji vrozenou

a adaptivni hostitelskou
odpovéd. Specifické
receptory hraji ustfedni roli
pti zprostfedkovani tohoto
procesu.

VSL # 3 zvySuje
protizanétlivost a snizuje
¢innost prozanétlivych
cytokinu, snizuje
indukovatelnou syntézu oxidu
dusnatého a aktivitu matricni
metaloproteindzy u pacientll

s pouchitidou. L. plantarum
299v zvysuje sekreci I1L-10

z makrofagh a T bunék u
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pacientt s ulcerdzni kolitidou.
L. casei a Lactobacillus
bulgaricus vyrazn¢ snizuje
hladinu TNF uvolnéného

ze zanicené sliznice pfi
Crohnovée chorobg. E. coli
Nissle 1917 vykazuji lokalni
ucinky na mySim modelu

s indukovanou sepsi.

Zvysena produkce
imunoglobulint

L. rhamnosus GG: indukuje
zvyseni koncentraci
cirkulujicich IgA, IgG a IgM
u déti s gastroenteritidou.

Aktivace a modulace
makrofagl, T bun¢k a NK
bunék

L. casei Shirota: buné¢na sténa
indukuje produkci IL-12

a kontroluje zanétlivé
cytokinové odpovedi
makrofagl, T bunék a NK
bunék. L. casei Shirota

a Bifidobacterium breve lze
podavat pred operaci u pacientti
s rakovinou Zlu¢ovodu, protoze
vyrazng snizuji pooperaéni
hladiny IL-6, C-reaktivniho
proteinu a koncentraci bilych
krvinek. Lactobacillus
acidophilus a Bifidobacterium
longum zvysuji fagocytarni
aktivitu makrofagli v mySim
modelu.
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3 PROBIOTICKE MIKROORGANISMY V POTRAVINARSTVI

Prospésné mikroby byly vyuzivany v prabéhu staleti zejména v potravinaistvi a jsou jednou
z cest vedoucich k bezpecnosti potravin. Za dostatecné minimalni mnozstvi je povazovano
10° zivotaschopnych probiotickych bakterii na mililitr nebo gram potravin, i kdyZ pocet
bunék potifebnych k vyvolani ptiznivych ucinkii na zdravi se mtze liSit v zavislosti na vypéti
a zdravotnim stavu jedince. [3]

Probiotika, jako jsou napiiklad bakterie mlécného kvaseni (BMK) pfitomné v jogurtu, jsou
neinvazivni a nepatogenni grampozitivni bakterie, které jsou rovnéz ptitomny ve stievé. BMK
se pouzivaji pro zpracovani a konzervaci potravin, jako startovaci kultury, smésné kultury
a bioochranné kultury v potravinaiském primyslu. Bylo prokdzano, ze BMK produkuji
ve fermentujicich potravinach antimikrobialni slouceniny jako naptiklad organické kyseliny,
bakteriociny a antifungalni peptidy. Instituce Food and Drug ve Spojenych statech
kategorizovala tyto druhy BMK jako "vSeobecné povazovany za bezpetny" (GRAS). [3]
BMK mohou prodlouzit trvanlivost potravin, zvysit bezpe¢nost, zlep§it texturu potravin
a prispivaji k ptijemnému smyslovému profilu koneéného produktu. [4]

Laktobacily bézné se vyskytujici v mlécnych a probiotickych doplicich zahrnuji kmeny
druhu L. acidophilus, L. acidophilus DDS-1, L. bulgaricus, L. rhamnosus GG, L. plantarum,
L. reuteri, L. salivarius, L. casei, L. johnsonii a L. gasseri. Bifidobakterie jsou slozky
normalni stievni flory, a lze je také nalézt v pochvé a v Ustni dutiné. Bifidobakterie, které
se pouzivaji jako probiotika jsou napt. druhy B. bifidum, B. lactis, B. longum, B. breve,
B. infantis, B. thermophilum, a B. pseudolongum. Komeréné prodavané probiotika jsou
k dispozici bud’ jako jediny druh nebo v kombinaci vice druhl. Nékteré z nejbéznéji
pouzivanych probiotik jsou uvedeny v Tabulce 2. [2]
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Tabulka ¢. 2: MO nejcastéji vyuzivané jako probiotika [7], [8]

Druhy rodu Ostatni druhy
Lactobacillus Bifidobacterium Enterococcus faecalis

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecium

L. brevis B. animalis Escherichia coli Nissle

L. caseli B. breve Streptococcus cremoris

L. crispatus B. bifidum Streptococcus diacetylactis
L. curvatus B. infantis Streptococcus intermedius
L. bulgaricus B. lactis Streptococcus thermophilus
L. fermentum B. longum Streptococcus salivarius

L. gasseri B. thermophilum Propionobacterium freudenreichii
L. johnsonii B. bifidum Pediococcus lactis

L. lactis Leuconostoc mesenteroides
L. paracasei Saccharomyces cerevisiae
L. reuteri Saccharomyces boulardi

L. rhamnosus

L. helveticus

L. delbrueckii

L. plantarum

Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravy, které stimuluji rist anebo aktivitu bakterii
Vv travicim traktu zpisoby, které mohou byt prospéSné pro zdravi. K explozi zajmu
0 probiotika a jejich potencialni zdravotni ptinosy doslo od roku 2000, kde se pozornost
zaméfuje na gastrointestinalni trakt. Symbiotika jsou kombinaci probiotik a prebiotik. [5]

Probiotika jsou identifikovany na trovni rodu, druhu, a kmene. VétSina pouzivanych
probiotik jsou druhy ze tii rodu: Lactobacillus, Bifidobacterium, a Saccharomyces.
Laktobacily a bifidobakterie jsou sacharolytické bakterie, které mohou fermentovat cukry
na kyselinu mlé¢nou, kterd inhibuje rlst patogennich bakterii. Kromé& toho pyruvat vznikajici
kvaSenim muze byt vyuzit nékterymi anaerobnimi bakteriemi k produkci prospé$nych
mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA). Laktobacily se bézné vyskytuji ve stievech
zdravych jedinct i u osob konzumujicich probiotika. [2] Pro nazornost jsou na Obrazku 1
zobrazeny mikroskopické snimky probiotickych bakterii L. rhamnosus a L. brevis.

13




Obrazek ¢&. 1: Lactobacillus rhamnosus (vlevo) [9], Lactobacillus brevis (vpravo) [10]

3.1  Probiotické dopliiky stravy

V dnesni dob¢ existuje nepieberné mnozstvi potravin obsahujicich probiotika. Nej¢astéjSimi
probiotickymi vyrobky rozumime funkéni potraviny jako kysané mlééné vyrobky a napoje,
zmrzliny, ale i vyrobky neobsahujici mléko, napiiklad ceredlni probiotické vyrobky, ovocné
a zeleninové vyrobky ¢i probiotické cokolady. V této praci je pozornost zamétena
na probiotika obsazené v doplncich stravy.

v

Trh probiotik v podobé doplnki stravy je dnes mnohem rozmanitéjsi a aktivnéjsi nez trh
probiotik obsazenych v mlécnych vyrobcich. Dopliiky stravy se prodavaji v mnoha riiznych
provedenich, nejéastéji ve forme kapsli, tablet nebo kapek. Nejvice pouzivané dopliky stravy
jsou kapsle a lyofilizované prasky. [12] V Tabulce 3 jsou uvedeny tdaje o bézné pouzivanych
probiotickych ptipravcich — dopliicich stravy.
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Tabulka €. 3: Souhrn probiotickych preparatii [5]

Probioticky

vyrobek Slozka Doporucené davkovani

Mutaflor 2,5 % 10° az 25 x 10’
_—_ - bakterii na kapsli. Davka

(Ardeypharm GmbH, | Escherichia coli Nissle 1917. pro dosp&lého 1 nebo 2

Herdecke, Némecko)

kapsle denné.

Proviva

(Skanemgjerier,
Malmo, Svédsko)

Lactobacillus plantarum 299v a ovesné
slozky.

Népoj obsahujici ovesné
vlogky, 5 x 10" CFU / ml.
Doporucena davka 500 ml.

Synbiotic 2000 Forte

(Medipharm,
Kagerod, Sweden
and Des Moines, IA,
USA)

Pediococcus pentosaceus 5-33: 3,
Leuconostoc mesenteroides 32-77: 1,
Lactobacillus paracasei ssp, paracasei
19, L. plantarum 2362, inulin, ovesné
otruby, pektin a rezistentni skrob.

Sagek obsahuje 10™
bakterii kazdého druhu

a 10 g prebiotické vlakniny.
Podavano v davkach 12 g
(1 sacek) denné po dobu
15-ti dnt.

Trevis

(Christen Hansen,
Heorsholm, Denmark)

L. acidophilus LAS5, Lactobacillus
bulgaricus, B. lactis Bb-12
a Streptococcus thermophilus.

4 x 10° CFU / kapsle. Jedna
kapsle ttikrat denné.

VSL#3

(Ferring
Pharmaceuticals,

West Drayton, UK)

Ctyii druhy rodu Lactobacillus

(L. acidophilus, L. casei, L. plantarum,
L. delbrueckii), téi druhy rodu
Bifidobacterium (B. infantis,

B. longum, B. breve) a jeden druh
Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus.

Prasek se podava s vodou
nebo pred jidlem. Jeden
sa¢ek obsahuje 4,5 x 10*
BMK. K dostani takeé jako
kapsle obsahujici 2,25 x
10" bakteri.

Davky pro dospélé jedince
od 0,5 do 8 sacki (2 az 32),
tobolky v zé&vislosti na
aktudlnim zdravotnim
stavu. 6 g jednou denné

po dobu 12 mésict.

Linex Forte

(Lek
Pharmaceuticals d.d.,
Ljubljana,
Slovinsko)

Lactobacillus acidophilus LA-5
a Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12.

Tobolka obsahuje 10°
bakterii kazdého druhu.
Doporucené davkovani

pro dospélé je jedna tobolka
tfikrat denné.

Biopron Forte
(Valosun, Brno, CR)

Kombinace probiotickych bakterii
(L. acidophilus, L. rhamnosus)

a probiotickych kvasinek
Saccharomyces boulardii dopInéné o
prebiotika inulin a
fruktooligosacharidy.

5 x 10° CFU / tobolka.
Doporucend davka pro
dospelé jedince 1 tobolka
1-2x denné.
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4 REKOMBINANTNI DNA TECHNOLOGIE A REKOMBINANTNI
PROBIOTIKA

Rekombinantni DNA technologie jsou definovany jako soubor technik umoziujicich pienos
genu z jednoho organismu do jiného organismu. Rozvoj téchto technologii vedl k obrovskym
pokroklim ve vyvoji prospésnych latek a zasahuje i do oblasti probiotik. [3]

Zatimco probiotika podavané jako jediny druh MO nebo jako smés druhi MO,
rekombinantni probiotika se stdle vice pouzivaji jako ndstroj pro expresi a cilené dodani
nativnich nebo rekombinantnich proteint v oblasti vyzivy a zdravi. To umoziuje eliminovat
ve velkém méfitku potfebu Cisténi proteini. Koncept "bioléCiv" je zalozen na oralnim
podavani zivych rekombinantnich mikroorganismi pro prevenci nebo 1é¢bu raznych
onemocnéni. [3] Jejich bezpecnost, probiotické ucinky a schopnosti piezit priuchod travicim
traktem, z mnohych déla vhodné kandidaty pro cileni terapeutickych molekul. [13]

4.1 Vyuziti rekombinantnich probiotik v potravinarstvi

Vyhledové by rekombinantni probiotika mohly vnést do potravinaiského primyslu mnoho
vyhod. Nékteré z nich jsou uvedeny nize.

4.1.1 Lactobacillus paracasei NFBC 338

Bylo hodnoceno chovani rekombinantniho probiotického kmene Lactobacillus paracasei
NFBC 338, ktery obsahuje gen glykosyltransferazy Pediococcus parvulus (zodpovédny
za produkci beta-glukanu), pii vyrobé jogurtu. V prub&hu vyroby a skladovani jogurtu byly
vyznamné vylepSeny jogurtové texturni vlastnosti v disledku dvojnasobného zvySeni
viskozity. Nebyl nalezen zadny vliv na rdst a Zzivotaschopnost jogurtovych kultur
(Streptococcus thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus). Rekombinantni
probioticky kmen si zachovava vysokou Zivotaschopnost (>10° CFU ml™) b&hem skladovani.
Pti vyrob¢ in situ beta-glukanu nebyly ovlivnény pH, titra¢ni kyselost nebo proteolyticka
aktivita kultur. Tyto vysledky ukazuji vyhodné funk¢ni vlastnosti mikrobialné produkovaného
beta-glukanu v jogurtu. [16]

4.1.2 Rekombinantni Bacillus subtilis

Rekombinantni probioticky Bacillus subtilis s povrchovou expresi Ara h2 pomaha snizit
anafylaxe u mysi vyvolané arasidy. Potravinové alergie jsou zavazné a n¢kdy az fatalni stavy.
Nejcastéjsi pticinou smrtelnych reakei s potravinovou alergii jSou pravé alergie na arasidy.
Rekombinantni B. subtilis sporuluje. Spory Bacillus subtilis jsou povazovany za nepatogenni.
Vzhledem k jejich bezpeCnosti a stabilité se pouzivaji pro dodani heterolognich antigeni
do gastrointestinalniho traktu. [21]

4.1.3 Escherichia coli Nissle 1917

Omega-3 mastné kyseliny, vcetné kyseliny eikosapentaenové (EPA) a dokosahexaenové
kyselina (DHA), maji ptiznivy vliv na lidské zdravi. Probiotické bakterie Escherichia coli
Nissle nejsou schopné produkovat EPA nebo DHA. Escherichia coli Nissle byl transformovan
plazmidem nesoucim shluk gentit EPA/DHA, ktery byl dfive izolovan z motské bakterie.
Rekombinantni probiotické bakterie E. coli Nissle produkujici EPA/DHA mohou byt pouzity
jako bezpecny, alternativni a ekonomicky zdroj ptfi primyslové a farmaceutické vyrobé EPA
a DHA. [19]
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4.2 Vyuziti rekombinantnich probiotik ve zdravotnictvi

Béhem poslednich nékolika let bylo prokazano velké mnozstvi zdravotnich vyhod
rekombinantnich BMK zejména laktokokli a laktobacili. Nedavny vyzkum se zabyva
rekombinantni laktokoky a laktobacily jako vektory. Zamétuje se zejména na prevenci a 1écbu
zanétlivych onemocnéni stiev (IBD) rekombinantnimi laktokoky a laktobacily schopnymi
syntetizovat a produkovat antiproteazy a antioxidacni enzymy. Dals§i vyzkum se zabyva
1é¢bou autoimunitnich onemocnéni s vyuzitim rekombinantni L. lactis produkujicich
autoantigenni peptidy. [13]

Rekombinantni probiotika mohou byt Gispé$né vyuzita pro pfipravu riznych 1é¢iv jako jsou
antimikrobialni latky. Mohou byt vyuzita jako vektory pro genovou terapii. Pro budouci vyvoj
maji geneticky modifikovana probiotika, kterym se stanovi kritéria bezpecCnosti, velky
vyznam. Jejich potencial tkvi v feSeni novych ptistupt k prevenci a 1é¢bé riznych lidskych
a zvifecich patologickych stavu. [17]

4.2.1 Vakciny

V prubéhu poslednich 25 let bylo studovano pouziti potravinaiskych mikroorganismu
pfi piipravé rekombinantnich vakcin pro expresi cizorodych gent v hostiteli a jako vektord
pro doruceni proteinu, které oteviraji nové cesty vakcinologii. Vzhledem k tomu, Ze oralni
imunizace je prospéSnd z hlediska nékladii, pohodli pacienta a ochrany sliznic tkani,
pouzivani potravinaiskych organismi muze vést k pfipravé velmi vhodnych vakein.
Organismy v soucasné dob¢ pouZzivané pro tento Gcel jsou bakterie (Lactobacillus a Bacillus),
kvasinky, fasy, rostliny a druhy hmyzu. [11]

Escherichia coli se vyznacuje velmi vysokou produktivitou pii syntéze cizorodych
proteind, ale antigeny musi byt ¢istény z divodu eliminace endotoxinu pted bezpeénym
pouzitim u lidi. V téchto buiikach se Casto vytvari nerozpustné, nespravné slozené, nefunkcni
proteiny. U bun¢k rodu Lactobacillus tomu tak neni. [11]

Dosud bylo vyvinuto nékolik ordlnich vakcin, které vSak jsou sloZeny z oslabenych forem
choroboplodnych patogeni a tedy existuje riziko reverze do patogennich forem. Kromé toho
vyroba téchto ockovacich latek obvykle vyZaduje vysokou uroveil biologické bezpecnosti
zafizeni, které nejsou potiebné pro vyrobu podjednotkové vakciny s vyuzitim BMK. Proto
je nezbytné piekonat vySe uvedena omezeni a vyvinout nové pristupy pro r1ozvoj
podjednotkovych vakein. [11]

Refeni se nabizi pouzitim neSkodného organismu jako expresniho hostitele
pro rekombinantni vakciny. Potravinaiské organismy mohou slouzit zaroven jako biologické
tovarny a jako prostfedek pro oralni podani podjednotkové vakciny. Tim by se mohlo ptede;jit
nakladnym C¢isticim procestim. Tento postup nazyvame food-grade vakciny (FGVS), tedy
rekombinantni podjednotkové vakciny produkované v bezpecném organismu, ktery rovnéz
muze slouzit pro dodani vakciny. FGVs ptedstavuji vynikajici prostiedek pro piipravu
nizkonakladovych a snadno aplikovatelnych ockovacich latek s potencidlem univerzalniho
pokryti. Bylo vypracovano nékolik systémi pro vyrobu potravinovych vakcin. Kazdy systém
ma specifické vlastnosti a omezeni, které musi byt hodnoceny pfi vybéru nejvhodnéjsi formy
pro vyvoj vakciny. [11] Dale jsou uvedeny nékteré z druhti potravinovych vakcin (FGVS).

4.2.1.1 Vakciny s vyuzitim bakterii mlééného kvaseni

Mnoho BMK bylo v pribéhu poslednich dvou desetileti studovano jako nosice a producenti
rekombinantnich protein. VétSina probiotickych BMK pro vyrobu vakcin a jejich dodani
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patii do rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, protoze jsou obecné povazovany za bezpecné.
[11], [4] Dalsim duvodem jsou jejich vhodné adjuvantni vlastnosti, mukoadhezivni schopnost,
snadna genetickd manipulace a dostupnost prumyslovych vyrobnich procesti. Hlavni druh
BMK pouzity pro vyvoj potravinovych vakcin (FGVS) pfedstavuje Lactococcus lactis. S jeho
vyuzitim byly pfipraveny vakciny vic¢i nékolika virovym a bakterialnim patogenim
napf. vakcina namifena proti lidskému papilomaviru E7. Po dokonceni klinickych studii
by se mohla stat prvni schvalenou vakcinou pro terapii zaloZzenou na bazi BMK, které umozni
ptipravu dalSich aplikaci véetné jinych vakcin. [11]

4.2.1.2 Vakciny s vyuzitim Bacillus subtilis

Bacillus subtilis je gram-pozitivni bakterie se statusem GRAS. Je pouzivany jako probiotikum
pro lidskou a zvifeci spotiebu. Jedine¢nou charakteristikou téchto bakteridlnich druht
je tvorba endospor, kdy nepfijima ziviny. Je zajimavé, Ze zrala spora pieziva v metabolicky
spici fazi za extrémnich teplot, vysychdni, vystaveni rozpoustédel a jinych Skodlivych
chemickych latek. Diky témto vlastnostem je spora atraktivni pro ptipravu nosicli pro oralni
vakcinaci, protoZe spory pusobi jako tepelné stabilni nosi¢e a lze je vyrabét pii nizkych
nakladech prostfednictvim zavedenych primyslovych procest. [11]

Studie rekombinantnich B. subtilis na bazi vakciny ukazaly, Ze indukuji G¢innou
imunoprotektivni odpovéd proti nékolika patogentim bez nutnosti pouzivani pomocnych
latek. Celkové lze fici, ze schopnost vakcin na bazi B. subtilis vyvolat silnou odezvu
imunoprotektivity je dobte prokazana. [11]

4.2.1.3 Vakciny s vyuZitim bunék kvasinek

Druhy kvasinek jsou pouzivany pii expresi biofarmaceutik pro primyslové ucely.
Piislusné atributy téchto expresnich hostitelti zahrnuji status GRAS. Maji schopnost provadét
rizné posttranslacni modifikace heterolognich proteini. Nevyhodou je hyperglykosylace
rekombinantnich proteintl, nicméné tento aspekt je ¢asteCné feSen vytvorenim kmeni, které
jsou defektni pro N-glykosylaci. Pouziti bunék Saccharomyces cerevisiae exprimujicich
antigen (vakcinu) pro provadéni inovacénich piistupi imunizace vede kK nizkonakladovym
vakcinam bez potieby ¢isténi. Vakciny zaloZzené na bunkach kvasinek byly pripraveny proti
nepienosnym chorobam. Co se tyce vakcin proti infekénim onemocnénim, bylo pfipraveno
deset prototypt kvasinkovych vakcin vic¢i riznym patogendam, z nichz byla vétsina virovych
patogenu a pouze jeden byl parazit Plasmodium. Pozitivni se také jevi studie vakciny proti
viru hepatitidy C. Krom¢& bézného S. cerevisiae se vyuziva nékolik dal§ich druhti kvasinek.
Vakciny proti viru hepatitidy B a Plasmodium byly ptipraveny v Pichia pastoris. Pozitivni
vysledky ziskané s témito vakcinami jsou spojeny s adjuvantni aktivitou kvasinek, protoze
Uzce interaguji s imunitnim systémem. [11]

4.2.1.4 Vyhledy do budoucna

Ackoli bakteridlni systémy vyuzivajich genovych manipulaci nabizeji rychly vyvoj a kratké
vyrobni Casy, syntéza komplexnich antigend, které vyZzaduji posttranslacni modifikace
je obtizny ukol, a v nékterych ptipadech neni schidny. V ptipadé bakterii na bazi zivé
vektorové vakciny, je dalsi nevyhodou riziko uvoliovani geneticky modifikovanych
organismi do zivotniho prostfedi z hostitele po imunizaci. Kvasinky jsou povazovany
za atraktivni systétm s ohledem na rychly rist, vysoky vynos biomasy, jednoduchou
manipulaci a znalosti pramyslové vyroby. Nicmén€, hyperglykosylace (piebytek
mannoézovych zbytkll) je faktor, ktery musi byt hodnocen piipad od piipadu, protoze muize
vést k nezadoucim imunogennim G¢inkiim. Obecné plati, Ze potravinové vakciny (FGVS) maji
tu vyhodu, Ze maji pfijatelnou stabilitu v lyofilizovanych preparatech, které vyvolavaji
imunitni odpovédi pii peroralnim podani. [11]
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Uz vice spole¢nosti zacalo investovat do realizace potravinovych vakcin. Jedna spole¢nost
vyrabi vakciny na bazi B. subtilis (SporeGen®), a alespon jedna spole¢nost zavedla vyrobu
vakcin na bazi kvasinek a nabizi tak nové terapie v kratkodobém horizontu (GlobeImmune).
Ptredpoklada se, ze zatfazeni novych druhii kvasinek pro vyrobu tohoto typu vakcin, jakoz
i pro rozsifeni nabidky cilovych nemoci bude mit pozitivni dopad na moznosti rozvoje
nizkonakladovych vakcin. [11]

Technologie na bazi BMK pro vyrobu biologickych farmaceutik byl vyvinut firmou
Bioneer. Podobn¢, ActoGeniX vyvinuty ActoBiotics TM, ktery poskytuje technologii na bazi
L. lactis pro vyrobu a dodavku biofarmaceutik jako protizanétlivych interleukint
(pro zanétlivé sttevni onemocnéni a celiakie), protilatek neutralizujicich toxin (Clostridium
difficile), antigeny (pro celiakii a diabet 1. typu), alergeny (pro alergické astma) a protilatky

a konjugaty peptid-toxinu (cilena modulace mikrobiomy). [11]

Ackoli n€kolik potravinovych vakcin (FGVS) je v soucasné dobé v klinickych studiich
se slibnymi perspektivami, je tfeba nékteré problémy jesté piekonat s ohledem na globalni
zdravi. Patii mezi n¢ napfiiklad rozsifeni dostupnosti postupiti genetického inzenyrstvi
pro optimalizaci exprese imunogend, optimalizace pro peroralni podani vakciny (napt. vyuZiti
novych pomocnych latek), provadéni strategii k udrZeni zivotaschopnosti/ bioaktivity
pti skladovani pii pokojové teploté nebo podrobna charakteristika adjuvantni aktivity
potravinatskych expresnich hostitelt. [11]

4.2.2 Produkce kyseliny gama-aminomaselné (GABA) BMK

Kyselina gama-aminomaselna (GABA) je neproteinova aminokyselina, ktera je v pfirodé
velmi rozsifena u MO, rostlin a zvitat, a to i v hydrotermalnich systémech. Je dobfe znamo,
ze GABA plsobi u zvifat jako hlavni inhibi¢ni neurotransmiter. Kromé toho GABA
ma nékolik dobie charakterizovanych fyziologickych funkci jako je indukce hypotenze,
diuretické ucinky, a uklidiiujici u€inky. Vzhledem k tomu, ze GABA ma velky potencial
jako bioaktivni slozka v potravinach a 1é¢ivech, zapocal vyvoj funkénich potravin
obsahujicich GABA a tento vyvoj stale pokracuje. Pouziti GABA produkujicich kment BMK
jako startovacich kultur ve fermentacnich procesech muze pfispet k dosaZeni biosyntetické
produkce GABA. [4]

Spotfeba potravin obohacenych 0 GABA napomaha snizeni vysokého systolického
krevniho tlaku u spontanné hypertenznich potkanii a mirn€ hypertenznich lidi. Dekarboxylazy
glutamové kyseliny (GAD) katalyzuji nevratnou a-dekarboxylaci kyseliny glutamové
za vzniku GABA. GAD muze byt produkovan mnoha MO, vcetné bakterii, hub a kvasinek.

[4]
V poslednich letech se mnoho studii zaméiuje na vyrobu GABA pomoci BMK. Studie

je zamétena na druhy BMK produkujicich GABA, izola¢ni metody, zpUsoby, jak zlepsit
produkci GABA a potencialni aplikace GABA produkované pomoci BMK. [4]

4.2.3 Rekombinantni laktokoky

Rekombinantni laktokoky produkujici antiproteazy by mohly byt vyuzity k prevenci a boji
se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi (IBD) jako jsou ulcerativni kolitida a Crohnova
nemoc. [13]

Stievni tkané u pacientd vykazuji zvySenou proteolytickou aktivitu, coz je zptisobeno bud’
vysokou expresi proteaz nebo snizenou ucinnosti nebo expresi endogennich inhibitort
protedz. Elafin je endogenni inhibitor protedazy v lidském stfev€ a byl studovan pro jeho
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jsou chranény proti kolitidé u riznych mysSich modeld IBD. Tato zjisténi naznacuji,
ze endogenni antiproteazy, jako je naptiklad elafin, mohou piirozené¢ chranit proti stfevnim
zanétim. Probiotické bakterie, L. lactis a L. casei, byly manipulovany genetickym
inzenyrstvim pro produkci a sekreci elafinu a mohou byt podavany oralné. V tlustém stievé
brani zanétu, urychluji hojeni sliznice tlustého stieva a obnovuji homeostazu u mysi. Kultury
lidskych sttevnich epitelidlnich bun¢k kultivovany s témito BMK schopnymi produkovat
elafin jsou chranény proti zanétlivym poskozenim. [13]

4.2.4 Rekombinantni Lactobacillus paracasei

Rekombinantni probioticky L. paracasei snizuje adhezi, invazi a transepitalni translokaci
patogenni Listeria monocytogenes do Caco-2 bun¢k. L. monocytogenes, vyznamny patogen
potravinaiského fetézce, je pfenaSen prostiednictvim kontaminovanych potravin. Strategie
k zabranéni pienosu L. monocytogenes mize potencialné minimalizovat infekci u vysoce
rizikovych populaci. Probiotické bakterie divokého typu byly schopny zabranit infekci
L. monocytogenes in vitro. Na rozdil od toho probioticky L. paracasei zablokuje adhezi,
invazi a translokaci L. monocytogenes pii interakci s hostitelskou buiikou pomoci receptoru
a tim chrani bunky pted infekci. [18]

4.3 Genetické aplikace v potravinaistvi

Genetické aplikace se uz diive pouzivaly k zuSlechténi potravin a potravinaiskych vyrobkd.
Pomoci Slechténi nebo spontanni mutace bylo vyrobeno velké mnozstvi odrud rostlin, plemen
zvitat a mikrobialnich kmend. Nejnovéjsi techniky rekombinantni DNA byly pouzity
Vv potravinaiské technologii k vytvafeni tzv. "geneticky modifikovanych potravin”
(GM potraviny). Jako piiklady lze uvést transgenni brambory schopny pusobit jako peroralni
vakcina proti cholefe, rekombinantni vinné kvasinky, které produkuji vino s ovocnou vini
nebo transgenni kravy a ovce, jejichz mléko obsahuje vysoky podil farmaceutickych proteint.
Pro budoucnost potravinaiské biotechnologie byl zasadni rok 2001, kdy byla publikovana
prvni verze lidského genomu. To umoziuje hledani genti, které se aktivuji nebo deaktivuji
v reakci na specifické ziviny. Kazdy den pfibyva kompletné sekvencovanych genomi
zivodichu, rostlin nebo mikroorganismu, jako jsou kvasinky a probiotické bakterie véetné
Bifidobacterium bifidum. Biotechnologické aplikace v potravinach a vyzivé jsou ¢im dal
vyspélejsi. [15]

4.3.1 Rekombinantni Lactobacillus plantarum

Rekombinantni Lactobacillus plantarum napomaha pii zvysené produkci kyseliny D-mlé¢né
z obnovitelnych zdroji. D-mlécna kyselina se pouziva jako monomer pfi vyrobé polymeru
poly-D-mlééné kyseliny, ktery se pouziva pro vytvofeni tepelné odolného stereokomplexu.
Byl pfipraven rekombinantni kmen L. plantarum NCIMB 8826 schopny produkovat kyselinu
D-mlé¢nou. Nynéjsi pfistupy jsou zaméfeny na dosazeni vysoké produkce kyseliny D-mlécné
z biomasy obsahujici cukry, pfedev§im z kukuficné pice a z extraktu ze sdjové mouky,
s cilem vyrabét cenove efektivni, vysoce teplotné stabilni biologicky rozlozitelné plasty. [14]

20



5 BEZPECNOST NATIVNICH A REKOMBINANTNICH PROBIOTIK

Teoreticky mohou byt probiotika zodpovédné za ¢tyfi typy nezadoucich G¢inkl u nachylnych
jedinci: systémovych infekei, skodlivych metabolickych aktivit, nadmérné imunitni stimulace
a prenosu geni. Nicméné v praxi existuji jen vzacné pripady infekci u lidi zpisobené
laktobacily a bifidobakteriemi. Tento nedostatek saha napfi¢ vSemi vékovymi skupinami
a tyka se také jedincii s naruSenym imunitnim systémem. [1] U nékolika kment probiotickych
bakterii byly provedeny tradi¢ni studie toxicity s negativnim vysledkem. Nové druhy a dalsi
specifické kmeny probiotickych bakterii jsou neustale testovany. Nelze totiz predpokladat,
Ze tyto nové probiotické organismy sdileji diive prokazanou bezpec¢nost testovanych nebo
tradi¢né pouzivanych kment. Pfed jejich zaclenénim do vyrobkl jsou nové kmeny peclivé
posuzovany a testovany na bezpecnost a ucinnost. Pokud funk¢ni potraviny maji byt ve stale
vétsim mnozstvi k dispozici na celosvétovém trhu s potravinami, je nutné zajistit,
aby spottebitel obdrzel piesné informace a jasna sdéleni o zdravotnich vyhodach. [20]

K posouzeni bezpecnosti probiotickych kmenli mohou byt pouzity tii piistupy: studie
vlastnosti kmene, studie farmakokinetiky kmene (pteziti, aktivita ve stfevé, zavislost
odpovédi na davce, fekalni a slizni¢ni obnova) a studie interakci mezi kmenem a hostitelem.
Pieziti probiotik v zazivacim traktu, jejich translokace, koloniza¢ni vlastnosti a osud jejich
aktivnich slozek musi byt znam z davodu piedpovézeni nejen pozitivnich uc¢inkd,
ale i vedlejsich uc¢inkt. Prezivani probiotik na riznych trovnich gastrointestinalniho traktu,
se 1isi mezi kmeny. [20]

BMK jako jsou enterokoky, které jsou dulezité pro dozravani a vyvoj aroma nékterych
syri a uzenin, obzvlasté téch, které se vyrabi v oblasti Stfedozemniho mote, mohou zkazit
zpracované maso a pak se mohou chovat jako nozokomialni patogeny zpisobujici bakteremie,
endokarditidy a dalsi infekce u lidi. Nékteré kmeny enterokokt jako je Enterococcus faecalis
a Enterococcus faecium mohou nést plasmidy s geny kodujicimi virulentni faktory, odolnost
vici antibiotikim, adhesinim, invasinim a haemolysinim. Ztohoto divodu je nutné,
aby kazdy kmen mél peclivé vyhodnocenu pritomnost determinantt virulence a citlivost vici
klinicky pouzivanym antibiotikim a to jesté piedtim, nez je viibec povazovan za vhodny jako
probiotikum. [3]
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6 CIL PRACE
Cilem teoretické cCasti bakalaiské prace bylo pojednat o probioticich s durazem
na rekombinantni probiotika a jejich vyuziti.

Cilem experimentalni ¢asti bakalaiské prace bylo provést izolaci DNA v kvalit¢ vhodné
pro polymerazovou fetézovou reakci ze dvou probiotickych dopliiki stravy. Nasledné pomoci
PCR prokazat ptitomnost bakterialni DNA.
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II. EXPERIMENTALNI CAST
7 MATERIAL A METODY
7.1 Pouzité probiotické dopliiky stravy

e Linex"” Forte

Doplnék stravy

Vyrobce: Lek Pharmaceuticals d.d.
1526 Ljubljana, Slovinsko
Email: info@lek.si

Dovozce: Sandoz s.r.o., Praha
Email: office.cz@sandoz.com

Datum spotieby: 03/2017

Slozeni (1 tobolka): 1x10° kolonii bakterii Lactobacillus acidophilus (LA-5) jako

lyofilizat a 1x10° kolonii bakterii Bifidobacterium animalis
subsp. lactis (BB-12).

e Linex® Baby

Doplngk stravy

Vyrobee: Lek Pharmaceuticals d.d.
1526 Ljubljana, Slovinsko
Email: info@lek.si

Dovozce: Sandoz s.r.o., Praha
Email: office.cz@sandoz.com

Datum spotieby: 06/2012

Slozeni (1 sacek): 1x10° kolonii zivych mléénych bakterii druhu Bifidobacterium
animalis jako lyofilizat a maltodextrin.

7.2 DNA bakterialniho kmene pro pozitivni kontroly

e Lactobacillus acidophilus CCDM 476

Bakterialni DNA byla poskytnuta vedouci prace doc. RNDr. Alenou Spanovou, CSc. DNA
byla izolovana pomoci fenolové extrakce a nasledné vyfedéna na koncentraci 10 ng - pl .

7.3 Pristroje a pomicky

Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New Jersey, USA)

Centrifuga miniSpin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Inkubaéni box UVC/T-AR, DNA/RNA, UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)
Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)
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Mikrovinna trouba PROLINE SM117

Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)
NanoPhotometer (Implen, Miinchen, Némecko)

Thermal cycler DNA Engine (BIO-RAD Lab., USA)

Thermocycler Minicycler™ (BIO-RAD Lab., USA)

Transilluminator TVR- 3121 (Spectroline, Albany, USA)

Zatizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, UK)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300V (Labnet International,

Woodbridge, USA)

Dalsi laboratorni pomucky (laboratorni sklo, $picky zumélé hmoty, Eppendorfovy

zkumavky, um¢lohmotny material, atd.)

7.4 Chemikalie

Agar6za pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Ethidium bromid (5 mg - ml™*) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fenol (Serva, Heidelberg, SRN)

Fluorescenc¢ni barvivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)
Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

Chlorid sodny (Brno, CR)

Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Isoamylalkohol (Brno, CR)

Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina chlorovodikova (Brno, CR)

Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Nanéaseci pufr Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

Proteindza K (Serva, Heidelberg, SRN)

Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Serva, Heidelberg, SRN)

7.5 Roztoky

Nasledujici roztoky byly piipraveny podle upravenych postupt ze skript Spanové a Ritticha
(2010). [22]

7.5.1 Roztoky pro lyzi bakteridlnich bunék

0,5 M EDTA (186,1 g EDTA, 800 ml destilované vody, NaOH pro tpravu pH na 8,0)

1 M Tris-HCI (Tris-baze 121 g, 80 ml destilované vody, koncentrovana HCI pro upravu pH

na7,8)

Lyzac¢ni roztok A (10 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0), destilovana

voda do objemu 100 ml)
Lyzaéni roztok B (lyzaéni roztok A s piidavkem lyzozymu, 3 mg/ml)
20% SDS (20 g SDS, sterilni destilovana voda do objemu 100 ml)
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e Proteindza K (100 pg/ml, 1 mg proteinazy K, 10 ml destilované vody)
7.5.2 Magnetické mikrocastice
Pro izolaci DNA z hrubych lyzatd bunék byly pouzity magnetické mikrocastice

Fkol B 100 ox (Ing. D. Horak, CSc., Akademie véd, Praha, CR), které jsou zobrazeny
na Obrazku 2. Vlastnosti téchto ¢astic jsou uvedeny v Tabulce 4.

Obrazek ¢&. 2: Magnetické mikrocastice P(HEMA-co-GMA) [24]

Tabulka &. 4: Viastnosti magnetického polymerniho nosice Fkol B 100 ox

Polymer Fe [% hm] | Pramér nosic¢e [um] | PDI -COOH [mM-g™]

P(HEMA-co-GMA) 6,6 1,0 1,05 |261

P(HEMA-co-GMA) — poly(2-hydroxyethyl methakryldt-co-glycidyl methakrylat), PDI — index
polydisperzity (pomér hmotnosti a poctu nosicii o priumeérné velikosti)

7.5.3 Komponenty pro PCR

e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

e 10X PCR Blue Buffer (PCR reakéni pufr kompletni, obsahujici MgCl,) (Top-Bio, Praha,
CR)

e Smés dNTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

e Primery F eub a R eub (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

e Taq DNA polymeréaza 1.1 (1U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)

7.5.4 Roztoky pro gelovou elektroforézu

e 5XTBE pufr (54 g Tris-baze, 27,5 g kyseliny borité, 600 ml destilované vody, 20 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0)). Pfed pouzitim byl 10 X nafedén

e Barvici lazen (100 ul roztoku ethidiumbromidu 5 mg/ml, 500 ml destilované vody)

e DNA standard (100 bp Zebiicek), obsahuje fragmenty DNA o velikosti 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 1 200, 1 500 bp)

e Nanaseci pufr Yellow load (6 X koncentrovany) (Top-Bio, Praha, CR)

e Fluorescenéni barvivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)
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7.6 Metody
7.6.1 Priprava hrubych lyzati bunék z vyrobki

e Z probiotického doplitku stravy Linex® Forte byla sterilng odebréna tobolka, ktera byla
otfena ethanolem. Jeji obsah byl dikladné rozpustén v 5Sml lyza¢niho roztoku B
s lysozymem a poté inkubovan pii laboratorni teploté asi 1 hodinu.

Z doplitku stravy Linex® Baby byl obsah sadku rozpu§tén v 5 ml lyza¢niho roztoku B
s lysozymem a inkubovén pfi laboratorni teploté asi 1 hodinu.

Smési byly zcentrifugovany a k 500 ul sedimentu bylo pfidano 25 ul 20% SDS a 5 ul
proteinazy K (100 pg/ml).

Po promichani byly vzorky inkubovany 1 hodinu v inkubatoru pfti 55 °C.

Hrubé lyzaty bun€k byly uchovany pii —20 °C a poté byly pouzity pro izolaci DNA
magnetickymi mikrocasticemi.

7.6.2 Izolace DNA magnetickymi mikrocéasticemi

e Izolace celkové DNA z hrubého lyzatu byla provedena pomoci magnetickych mikrocastic
F-kol B 100 ox.
e SloZeni separa¢ni smési a potadi pridavani slozek je uvedeno v nasledujici Tabulce 5.

Tabulka €. 5: Separacni smés pro izolaci DNA

Krok Slozka Objem [pI]
1 NaCl (5 M) 200
2 Hruby lyzat bunék 150
3 PEG 6000 (40 %) 100
4 Magnetické castice (2 mg/ml) 50
Celkem 500

e Vysledna koncentrace slozek PEG 6 000 je 8 % [hm], NaCl 2,0 M.

e Smés vSech slozek byla inkubovéana 15 minut pfi laboratorni teploté.

e Poté byla smés umisténa do magnetického separatoru. Magnetické Castice S navdzanou
DNA byly separovany 10 minut pfi laboratorni teploté.

e Po uplynuti uvedené¢ doby byl opatrné odebran supernatant a do zkumavky bylo ptidano
500 pl 70% ethanolu.

e Smés byla promichdna a castice byly separovany pomoci magnetického separatoru.
Po dvou minutach byl opatrné odebran ethanol a DNA navdzand na magnetické nosice
byla znova promyta ethanolem stejnym zptisobem (70%, 250 pl).

e Zbyly ethanol byl odpafen a DNA absorbovana na magnetickych ¢asticich byla eluovéna
do 100 pl TE pufru pfi laboratorni teploté.

e Po 30 minutach byly castice odseparovany pomoci magnetického separatoru a eluat
obsahujici DNA byl odebran do ¢istych mikrozkumavek.

7.6.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

e Koncentrace izolované DNA byla zjiSténa spektrofotometricky pomoci pfistroje
NanoPhotometer, kde byla méfena absorbance proti TE puftru.
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Absorpce byla prométena v rozmezi vinovych délek 230— 320 nm.
Z hodnoty absorbance pro 260 nm byla zjisténa koncentrace DNA. Z poméru hodnot
A, /ALg, byla posouzena Cistota vzorku DNA.

7.6.4 Polymerazova ietézova reakce pro doménu Bacteria

Byla pouzita PCR s primery F eub a R eub. Sekvence primeri jsou uvedeny v Tabulce 6.

Vsechny komponenty pro PCR byly pied pouzitim rozmrazeny, promichany
a zcentrifugovany.

Byla pripravena smés pro PCR o objemu 25 pl.

Komponenty byly smichany v potfadi uvedeném v Tabulce 7.

Negativni kontrola byla pfipravena analogickym zptisobem, matrice DNA byla nahrazena
stejnym mnozstvim PCR vody.

Obdobnym zpusobem byla pfipravena pozitivni kontrola, ktera obsahovala 1 ul DNA
bakterialniho kmene Lactobacillus acidophilus CCDM 476 (10 pg/ul)

Vzorky se vSemi slozkami PCR smési byly po promichani umistény do thermocycleru
s nastavenym specifickym programem podle Tabulky 8 a amplifikovany.

Tabulka ¢&. 6: Specifické primery pro doménu Bacteria [23]

Primery Sekvence primeru (5" - 3") Velikost produktu PCR
F eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 166 b
Reub | GGACTACCAGGG TATCTAATCCTGTT P

Tabulka €. 7: Smés pro PCR

Objem pro PCR [pl]
Poiadi Komponenta i
Bacteria

1. Voda pro PCR 19,0

2. 10 x reakéni pufr kompletni 2,5

3. Smés dNTP (10 mM) 0,5

4. Primer F eub (10 pmol/pul) 0,5

5. Primer R eub (10 pmol/ul) 0,5

6. Taq DNA- polymeraza (1 U/pl) 1,0

7. Matrice DNA 1,0
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Tabulka €. 8: Amplifikacni program

Krok Doména Bacteria (Program EUBACTER)
1 95 °C 5 min
2 95 °C 30s
3 55°C 30s 30x krok 2— 4
4 72 °C 30s
5 72 °C 5 min

7.6.5 Gelova elektroforéza produktii PCR

Po dokonceni PCR byly produkty PCR detegovany gelovou elektroforézou na 1,2 %
agar6zovém gelu.

Byl piipraven 1,2 % agar6zovy gel z 0,84 g agarozy a 70 ml 0,5« TBE pufru.

Suspenze byla rozvafena v mikrovinné troubé a po vychladnuti cca na 60 °C bylo
ke smési ptidano fluorescencni barvivo GoldView (0,5 pl barviva/100 ml).

Smés byla vylita do pfedem pfipravené vanicky s hiebinkem a ponechana 45 min ztuhnout.
Nésledné byl odstranén hiebinek.

K promichanym produktiim PCR bylo pfidano 5 pl nanaseciho pufru.

Do vzniklych komurek gelu byly postupné nanaSeny smési produktii PCR a nanaseciho
pufru (30 pl). Do jedné z komirek byl nanesen DNA standard (100 bp zebfic¢ek) o0 objemu
5l

Gel byl vloZen do elektroforetické vany a prevrstven 0,5x TBE pufrem do vysky asi 3—
5 mm nad gel. Elektroforéza probihala pfi napéti 80 V asi 1,5 hod.

Po skonceni elektroforézy byl gel prenesen na transilluminator, byl pozorovan v UV svétle
o vlnoveé délce 305 nm.

Gel byl fotograficky zdokumentovan.
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8 VYSLEDKY

8.1 Zpracovani vzorki dopliikii stravy pro analyzu

Pro piipravu hrubych lyzati bun¢k z probiotickych vyrobkt bylo postupovano podle kapitoly
7.6.1. Pridavkem SDS doslo k lyzi bakterialnich bun¢k a piidavkem proteinazy K k degradaci
proteint.

8.1.1 Linex® Forte

Z doplitku stravy Linex® Forte byly pouzity 2 tobolky kazdid o hmotnosti asi 0,4 g
pro piipravu dvou paralelnich stanoveni a byly oznaceny jako tobolka ¢. 1 atobolka ¢. 2.
Steriln¢ odebrané tobolky byly otfeny ethanolem a jejich obsah byl rozpustén v 5 ml roztoku
B s lysozymem a inkubovan asi 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byl ptidan SDS
a proteinaza K podle postupu uvedeném v kapitole 7.6.1.

8.1.2 Linex® Baby

Z vyrobku Linex® Baby byl na piipravu hrubého lyzatu pouzit 1 sacek. Obsah sacku
0 hmotnosti 1,5 g byl rozpustén v 5 ml roztoku B s lysozymem a inkubovan asi 1 hodinu pfi
laboratorni teploté. Dale byl piidan SDS a proteinaza K podle postupu uvedeném v kapitole
7.6.1.

VSechny takto pfichystané hrubé lyzaty bunék byly uchovany pii —20 °C, aby se piedeslo
degradaci DNA.
— Byly pipraveny hrubé lyzaty bungk z probiotickych vyrobka Linex® Forte (tobolka ¢. 1
a tobolka ¢&. 2) a Linex”™ Baby.

8.2 lzolace DNA pomoci magnetického nosice

Izolace DNA z hrubych lyzatd bunc¢k (150 ul) byla provedena pomoci magnetickych
mikrocastic Fkol B 100 ox. Izolace byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 7.6.2.
DNA byla eluovana do 100 ul TE pufru.

— DNA byla eluovana do TE pufru (100 pl) a magnetické mikrocastice byly odseparovany.
8.3 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace a Cistota DNA. Absorbance byla zméfena
pomoci pfistroje NanoPhotometer v rozmezi vinovych délek 230-320 nm dle postupu
v kapitole 7.6.3. Koncentrace DNA byla stanovena z hodnoty Azeonm. Z hrubych lyzati bunék
vyrobkil Linex” Baby a Linex® Forte (tobolka &. 1) byla izolovana DNA o neméfitelné
koncentraci. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 9.
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Tabulka €. 9: Spektrofotometrické stanoveni DNA izolované

, c DNA
Vyrobek Aozonm | Azgonm | Azgonm | Aszonm | Azsonm/Azgonm [ng/ul] | [ng]
—

Linex " Forte | 4107 | 0015 | 0012 | 0,001 1,273 35 | 350
(tobolka ¢. 2)

Linex® Forte s

(tobolka ¢. 1) Neméfitelné

—®

L|ne>,<v Baby Nemg¢ftitelné

(sacek)

v

— Z vyrobku Linex® Forte (tobolka & 2) byla izolovans DNA o koncentraci 3,5 ng/ul,
z vyrobki  Linex® Forte (tobolka & 1) a Linex® Baby nebyla koncentrace DNA
stanovena.

8.4 Amplifikace DNA a detekce produkti PCR

Smési pro PCR s primery pro doménu Bacteria byly namichany podle postupu uvedeném
v kapitole 7.6.4. Po dokonceni amplifika¢niho programu byly produkty PCR detegovany
pomoci gelové elektroforézy.

Diikaz ptitomnosti produkti PCR byl proveden pomoci agarézové gelové elektroforézy.
Velikost specifickych produkti PCR byla 466 bp. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
bakterialniho kmene Lactobacillus acidophilus CCDM 476. Agarozova gelova elektroforéza
produkti PCR je uvedena na Obrazku 3.

DNA izolovana ze vSech analyzovanych vzorkti byla pomoci PCR amplifikovana.
Produkty PCR riizné intenzity byly detegovany po amplifikaci DNA izolované z Linex® Forte
(tobolka &. 1), Linex™ Forte (tobolka & 2) a Linex” Baby. Intenzita produkti PCR odrazi
mnozstvi DNA matrice ptidané ke smési pro PCR.

30




1500 bp —>

1000bp —>|

500 bp — e €«— 466 bp

100 bp —>

. Detekce produktu Mnozstvi DNA [ng]
Béh DNA PCR pro PCR smés

1 DNA standard 100 pb

2 Linex® Forte (tobolka &. 1) + nem¢titelné

Pozitivni kontrola (Lactobacillus

3 acidophilus CCDM 476) 10 ng/ul A 10

4 Linex® Baby ++ nem¢titelné

5 Negativni kontrola —

6 | Linex® Forte (tobolka &. 2) ++ 3,5

— produkt PCR nedetegovan

+, ++, +++ detegovan produkt PCR rtizné intenzity

Obrazek 3: Agardsova gelova elektroforéza produktit PCR (466 bp) pro doménu Bacteria
—Byly detekovany produkty PCR (466 bp) specifické pro doménu Bacteria po amplifikaci

DNA ze vSech vyrobk.
— Ve vSech vyrobcich byla prokézana ptitomnost bakteridlni DNA.

31




9 DISKUZE
9.1 Izolace DNA z probiotickych vyrobki

DNA byla izolovana ze dvou probiotickych vyrobki (Linex® Forte a Linex® Baby) pomoci
magnetickych mikrocastic. Bakterialni DNA byla izolovana metodou reverzibilni imobilizace
na pevné fazi za pouziti magnetickych ¢astic nesoucich na povrchu karboxylové skupiny.
Magnetické castice mohou reversibiln¢ vazat DNA v pfitomnosti polyethylenglykolu (PEG)
a chloridu sodného. Magnetické mikrocastice nesouci karboxylové skupiny byly pouzity
pro izolaci DNA z riznych typt vyrobku. [24] Proto byly pouzity iV této praci. Vyhodou
pouziti magnetickych castic je i moznost zakoncentrovani analytu. V této praci bylo
pro izolaci DNA pouzito 150 pl hrubého lyzatu bunék, zatimco DNA byla eluovana do 100 pl
TE pufru. [24]

Magnetické castice maji superparamagnetické vlastnosti, tzn. zZe vykazuji magnetické
vlastnosti pouze vV pfitomnosti vnéjsiho magnetického pole. Bez piitomnosti vnéjsiho
magnetického pole se neshlukuji a vytvareji homogenni suspenzi. [22] Pomoci magnetického
separatoru byly odseparovany castice s navdzanou DNA. Po promyti byla DNA eluovana
do TE pufru, castice byly odseparovany a DNA byla pouzita pro amplifikaci. Tim
se prokazalo, ze DNA byla izolovana v kvalité vhodné pro PCR.

Kli¢ovym aspektem této metody je uspora ¢asu, snadna manipulace, moznost automatizace
a miniaturizace procesu izolace DNA. [24] Pfitomnost magnetickych Castic v separacni smési
vS8ak miZze snizit citlivost PCR nebo muiZe vést k faleSné¢ negativnim vysledkim PCR.
To muize byt zptisobeno piitomnosti nékterych slozek z roztoku nebo tnikem kovovych iontt,
stabilizatorti a zbytkt &inidel pouzivanych pii jejich piipravé. [26] Castice Fkol B 100 ox
pouzité v této praci interferenci v PCR neprojevovaly. [27]

9.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Je znamo, ze koncentraci i kvalitu DNA lze ovéfit spektrofotometricky. [25] Koncentrace
a cistota DNA byla stanovena pomoci pfistroje NanoPhotometr, kde byla zmétena absorbance
v rozmezi vlnovych délek 230-320 nm. Cistota DNA byla zjiiténa z poméru absorbanci
Aggonm/Azgonm. U probiotického vyrobku Linex® Forte byl tento pomér 1,273, hodnoty
adsorbanci byly vSak velmi nizké. Hodnota Azgonm/Azgonm< 1,8 znali znecisténi DNA
bilkovinami. Jestlize plati podminka Azzonm< Azsonm, Znamena to, ze izolovand DNA nebyla
zneciSténa fenolem. ZneciSténi vzorkli také mulZe byt zplsobeno pomocnymi latkami
obsazenymi v tobolkach a je nesnadné je odstranit. Spektrofotometricky byla cDNA méfitelna
jen u jednoho vzorku (3,5 ng/ul) a u ostatnich zméfena nebyla.

U probiotického vyrobku Linex®™ Forte (tobolka ¢. 2) byla koncentrace DNA stanovena na
3,5 ng/ul. Pfi¢ina malého mnoZstvi izolované DNA byla pravdépodobné zpiisobena nutnosti
rozpustit tobolku v relativné velkém objemu (5 ml roztoku B). Dal§i pfi¢inou mize byt
nedostate¢né naruseni a lyze bun€k (1 hod. pii 55 °C). V dalsi praci je tfeba optimalizovat
postup lyze bun&k tj. piipravu hrubych lyzatd bungk. U vyrobka Linex® Baby a Linex®™ Forte
(tobolka ¢.1) byla koncentrace DNA tak nizka, ze nebyla na pfistroji NanoPhotometr
méfitelna. Pro amplifikaci DNA s primery specifickymi pro doménu Bacteria vSak staci velmi
malé mnozstvi DNA, i DNA z nékolika bakterialnich bun€k. [25] Z divodu vyssi citlivosti
metody, byly DNA izolované z obou vyrobkd podrobeny amplifikaci v PCR a detekci
produktii PCR na agar6zovém gelu.
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9.3 Amplifikace bakterialni DNA pomoci PCR pro doménu Bacteria

Identifikace bakterii za pouziti PCR je rychla a pfesnd metoda zalozena na specifickych
sekvencich primerd, které¢ hybridizuji s komplementarnimi sekvencemi DNA matrice. [26]
DNA izolovanad zvyrobki Linex® Forte a Linex® Baby byla amplifikovana v PCR
pro doménu Bacteria pomoci specifickych primeria F-eub a R-eub podle programu
EUBACTER. Primery byly ptevzaty z literatury. [23] Amplifikace probihala v 30 cyklech.
Amplifikacim pfedchazi krok denaturace 95 °C/5 min, Vv poslednim cyklu se syntéza
komplementarniho fetézce prodlouZzi na 5 min. [22]

Produkty PCR byly detekovany na pfedem piipraveném 1,2% agar6zovém gelu. [25] Byly
na n¢j naneseny se standardem (100 bp Zebficek), pozitivni i negativni kontrolou.
Jako negativni kontrola byla pouzita PCR sm¢s, kdy misto DNA matrice byla ptidana PCR
voda. Tato kontrola slouzi k odhaleni pfipadné kontaminace slozek PCR. Pozitivni kontrola
DNA Lactobacillus acidophilus CCDM 476 byla pouzita pro kontrolu specifity PCR. Byla
pfipravena smichanim PCR smési s DNA matrici izolovanou pomoci metody fenolové
extrakce (obvykle 1-10 ng/ PCR smgs).

Po skonéeni elektroforézy byl gel obarven ethidium bromidem (0,5 pg/ml) po dobu 0,5
1 hod. Gel byl oplachnut v destilované vodé a umistén na transiluminator a vyhodnocen v UV
svétle pti vinové délce 2= 305 nm.

Pomoci agar6zové gelové elektroforézy byly podle ocekavani [23] detekovany specifické
produkty PCR o velikosti 466 bp. Ruznou intenzitu produkti PCR lze vysvétlit odlisnym
mnozstvim DNA ve smésich pro PCR.
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ZAVER

Teoreticka ¢ast bakalaiské prace se zabyva probiotickymi bakteriemi a jejich vlastnostmi
s diirazem na rekombinantni probiotika. Pozornost se hlavné zaméfuje na jejich mozné pouziti
Vv praxi.

V experimentéalni C¢asti bakaldiské prace byla z hrubych lyzati bunék probiotickych
doplitkt1 stravy Linex® Forte a Linex® Baby izolovana DNA v kvalité vhodné pro PCR. DNA
byla izolovana pomoci magnetickych mikro¢astic. Pomoci metody PCR bylo dokazano,
e v analyzovanych vzorcich probiotickych vyrobkii Linex® Forte a Linex® Baby byly
ptitomny bakterie. Ziskané vysledky jsou v souladu s tdaji deklarovanymi vyrobcem.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BMK bakterie mlééného kvaSeni

bp par bazi (base pair)

CCDM Sbirka mlékaiskych mikroorganismti v Taboie (Culture Collection of Dairy
Microorganisms Laktoflora)

CFU kolonie tvofici jednotku (colony forming unit)

DHA kyselina dokosahexaenova

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxynukleotidtrifostat

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina

EPA kyselina eikosapentaenova

FGVs potravinové vakciny

GABA kyselina gama-aminomaselna

GAD dekarboxylaza kyseliny glutamové

GM geneticky modifikované

GRAS vSeobecné povazované za bezpecné

IBD zanétlivé onemocnéni stiev

MO mikroorganismy

PCR polymerazova fetézova reakce

PEG polyethylenglykol

SCFA mastné kyseliny s kratkym fetézcem

SDS dodecylsulfat sodny

TBE Tris-borat-EDTA

TE Tris-EDTA
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