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1. Abstrakt

Germ-free (axenicka) zvifata jsou individua chovana ve specialnich podminkach neumoziujicich
kontakt s okolnimi mikroorganismy. V nékterych vlastnostech se tito jedinci lisi od pfirozené osidlenych
prot&jski. Tyto rozdily pravdépodobné odrazeji vliv ptitomnosti komplexniho stfevniho mikrobialniho
spoleenstvi, které riznymi mechanismy ovliviiuje zasadni fyziologické funkce hostitele. Charakter
téchto rozdila tedy umoznuje studium vztahu hostitele, v tomto pfipadé obratlovcu a jejich intestinalni
mikrobioty, ktery se vyvinul ve slozity systém interakci zajist'ujici relativné stabilni souziti. Pozornost
je v germ-free vyzkumu tohoto vztahu soustfedéna zejména na interakce mikrobioty s imunitnim
systémem, metabolismem, morfologii orgdnt a chovanim hostitele. Prace predklada shrnuti vysledkt

studii vySe uvedené problematiky.

Klic¢ova slova: germ-free, axenicky, mikrobiota, hostitel, obratlovci, zazivaci trakt, stfeva, imunita,

metabolismus

Abstract

Germ-free (axenic) animals are individuals reared under specific conditions preventing their contact
with surrounding microorganisms. Some of the features observed in these individuals vary from those
observed in naturally colonized counterparts. These differences probably reflect the influence of
presence of a complex intestinal microbial population in the intestine, which influences important
physiological functions of the host body by various mechanisms. Thus, nature of these differences
allows to study relationship of the host, vertebrate in this case and its microbiota, which evolved into
a complicated system of interactions providing relatively stable coexistence. Germ-free research of this
relationship is focused on interactions between microbiota and host's immune system, metabolism,
morphology of digestive tract and behavior. This thesis provides summary of research outcomes on

previously mentioned topics.

Key words: germ-free, axenic, microbiota, host, vertebrate, digestive tract, gut, immunity, metabolism



2. Uvod

Cilem této literarni reSerSe je zhodnotit dosavadni znalosti o vlivu stievni mikrobioty na fenotyp jejiho
hostitele, v tomto ptipadé obratlovet, ziskané na zakladé experimentti S germ-free zvifaty, tj. jedinci,
kteti byli po cely svij dosavadni zivot chovani ve sterilnich podminkach bez pfFitomnosti
mikroorganismi. Prace ma dale pfinést ¢tenafi predstavu 0 tom, do jaké miry a jakymi mechanismy

miize mikrobiota fenotyp hostitele ovlivnit.

2.1 Interakce mikrobioty a obratlovci
Téla obratlovcl jsou v prubéhu ontogeneze ptirozené vV kontaktu s jinymi organismy z okolniho
prostiedi. Krom¢ makroskopickych druhi maji stejné tak nezanedbatelny vyznam urité casti téla
osidlujici mikroorganismy, jimz téla obratlovcti poskytuji atraktivni podminky pro rast. K infekci
mikroorganismy dochazi v raném stadiu postnatalniho vyvoje, napt. po porodu nebo vylihnuti z vejce,
a to zejména prokaryotickymi organismy, které v hojné mii'e kolonizuji t€Ini povrchy a nékteré dutiny.
Druhové slozeni tohoto mikrobialniho spole¢enstvi v raném stadiu postnatalniho vyvoje velmi kolisa

a s prodluzujicim se staiim hostitele se do jisté miry stabilizuje (Mackie, Sghir & Gaskins 1999).

Nejvyssi koncentrace mikroorganismi zijicich v symbidze s obratlovci byla zaznamenana v dolni ¢asti
traviciho traktu (Hooper 2004). Tato oblast je charakteristicka anaerobnim prostfedim a zvySenou
teplotou, coz limituje druhové sloZeni spolecenstvi. Dal§imi limitujicimi faktory je pusobeni HCI
v zaludku a zlu¢ovych kyselin v proximalnim tenkém stievé, kterym musi nové pfichozi bakterie odolat,
a interakce s imunitnim systémem hostitele. Pocet bakterii obyvajicich stievo ¢lovéka mize nabyvat az
10% bunék (Suau et al. 1999). Druhova skladba tohoto spoleenstvi je velmi rozmanita, dle odhadii se
pohybuje mezi 500 az 1000 druhy (Xu & Gordon 2003). Populace stfevnich bakterii tvoii komplexni
ekosystém S nepfebernym mnozstvim interakci uvnité bakterialniho spoleenstvi a mezi hostitelem
a stievni mikrobiotou (Faust et al. 2012). Pomér druhti stfevnich bakterii se v prib&hu ontogeneze méni,
napfiklad u ¢lovéka je druhové slozeni mikrobioty V prvnim roce zivota charakterizovano pievazujicimi
oportunnimi mikrobialnimi kolonizatory a poméry druht se vyznamné lisi mezi jedinci, u vSech starsich
jedinct se ustanovuje pievaha bakterii kment Bacteroidetes a Firmicutes (Eckburg et al. 2005; Palmer
et al. 2007). Déle je druhové sloZeni do jisté miry zavislé na zpasobu porodu. Jedinci narozeni pomoci
cisafského fezu maji niz8i druhové zastoupeni vaginalnich bakterii, naptiklad bifidobakterii, a naopak
vyssi zastoupeni druht E. coli. VIiv na druhové slozeni stfevni mikrobioty maji samoziejmé také
genetické predispozice hostitele (Penders et al. 2006), zptisob a slozeni vyzivy a pfitomnost mikrobt
Vv prostiedi (Heavey & Rowland 1999).

Vétsina téchto stievnich bakterii nezpusobuje hostiteli zadnou Gjmu, jistd ¢ast naopak poskytuje

osidlenému jedinci vyhodu, kterou si hostitel mohl v evoluci zajistit vytvoienim vhodnych podminek



pro rist t&chto urditych skupin bakterii v lumen?® stiev. Jedna se napiiklad o degradaci hostitelem

nestravitelnych slozek potravy (Evrard et al. 1964) nebo produkci vitaminta (Sumi et al. 1977).

Dale maji stfevni bakterie mimo jiné vliv na vyvoj morfologie dolniho traviciho traktu (Meslin &
Sacquet 1984; Stappenbeck, Hooper & Gordon 2002), vyvoj imunitniho systému (Bauer & Horowitz
1963; Macpherson et al. 2001), genovou expresi bunék traviciho systému (He et al. 2003; Hooper et al.
2003; Cash et al. 2006) a celkovy metabolismus (Wostmann, Bruckner-Kardoss & Knight 1968;
Bickhed et al. 2004). Strevni mikroorganismy tedy ovliviiuji zakladni fyziologické funkce svého
hostitele a mohou tak zasadnim zpusobem ovlivnit jeho fitness. Slozitost tohoto ekosystému
znesnadnuje porozuméni vztahu hostitele a jeho mikrobioty a klade vysoké naroky na metody vyuzivané
pro jeho vyzkum. V soucasné dobé Ize pro toto studium pouzit nékolik ptistupl. Lze jednoduse studovat
zavislost fenotypu pfirozené osidleného jedince na druhovém slozeni jeho mikrobioty. Nevyhodou
tohoto ptistupu je fakt, ze pozorované korelace nevypovidaji 0 sméru kauzality a mohou byt navic
zpusobené dal§im faktorem, ktery je z hlediska pfimého vztahu mikrobiota — fenotyp hostitele
nezajimavy. Vysledky takovych studii jsou zavislé na kvalit¢ metod identifikujicich jednotlivé
bakterialni druhy. Dale se nabizi moznost umé¢lé manipulace tohoto druhového sloZeni bakterialniho
spolecenstva podavanim latek jako jsou antibiotika (Murphy et al. 2013) nebo prebiotika (Schley &
Field 2007) a naslednym studiem vlivu tohoto zasahu na fenotyp hostitele. Podavani vysokych davek
smési Sirokospektrych antibiotik mize 0 nékolik fadu redukovat pivodni mikrobiotu a navodit stav,
ktery je po fyziologické strance v mnoha ohledech podobny germ-free modelu (viz nize) (Reikvam et
al. 2011). Dal§im zptisobem manipulace je podavani samotnych bakterii, napiiklad ve formé probiotik
(Fuller 1989) nebo transplantace celého mikrobialniho spolecenstva (Turnbaugh et al. 2008). Pfednosti
tohoto typu studii je, Ze slozeni bakteridlniho Spolefenstva je cilené ovlivnéno vnéj§im zasahem
a vysledna data tudiz 1épe vypovidaji 0 smeru kauzalnich vztahli, nevyhodou mtze byt v fadé ptipadii

ponékud omezena specificita a verzatilita takovychto zasahu.

Zvlastni metodou je porovnavani fenotypu zcela sterilnich (germ-free) jedinct s fenotypem piirozené
osidlenych kontrol. Nevyhodami této metody jsou vysoké technické naroky na chov a fakt, Ze fenotyp
hostitele nemusi ovliviiovat pouze stievni bakterie, ale i mikroorganismy Zijici na jiném misté jeho téla.
Piesto je vliv stfevnich bakterii vzhledem k jejich koncentraci a moznosti kontaktu s hostitelem pies
jednovrstevny epitel logicky nejvétsi (Mackie et al. 1999), proto je tato prace zaméfena na shrnuti
vysledka pravé tohoto druhu studii. Germ-free jedince lze také inokulovat jednim nebo i vice druhy
bakterii pro studium vlivu jednotlivych bakterialnich druhd na hostitele nebo pro zjisténi, zda jsou
nékteré fenotypové znaky navozené germ-free stavem trvalé a zda existuje doba, ve které je nutné

inokulaci provést, aby znak nabyl normalni hodnoty.

1 Vnitini prostor stfev.



2.2 Definice pojmi, metodologie
Pro odvétvi experimentalni biologie zabyvajici se pokusy S axenickymi zvifaty byl zaveden termin
gnotobiologie. Terminem ,,gnotobiont se rozumi organismus (ziskany cisaiskym fezem nebo lihnutim
z vajec ve sterilnich podminkach), ktery je osidlen definovanou mikrobiotou. ,,Germ-free“ neboli
»axenicky“ organismus je pak gnotobiont prosty vyskytu veSkerych znamek Zivota prfidruzenych
organismu jako jsou bakterie, viry, prvoci, plisné a ostatni saprofytické nebo parazitické formy Zivota.
Zivotich chovany spolu se svou piirozenou mikrobiotou v podminkach umozitujicich kolonizaci je
oznacovan jako ,.konvencni®. Jako ,.konvencni kontrola“ je ozna¢ovan konvencni jedinec se stejnym
genetickym pozadim jako jeho germ-free protéjsek, krmeny stejnou definovanou sterilni stravou. Pokud
je axenickému organismu Vv prubéhu jeho zivota umoznéna zpétna kolonizace mikroorganismy,
oznaCuje se tento jedinec jako ,.ex-germ-free“. V pfipadé, ze se jedna o mikroorganismy jeho
konvenénich kontrol, uzivé se pro takového jedince termin ,.konvencionalizovany*?, (Gordon & Pesti

1971).

Prvni pokusy chovu kufat a potkanti ve sterilnich podminkach se uskutecnily v druhé polovin¢ 40. let
minulého stoleti, pfiblizné 0 deset let pozdé&ji se podatilo Gspésné rozmnozit germ-free potkany a mysi.
(Gordon & Pesti 1971). Z dostupné literatury lze usoudit, Ze soubor taxonu pouZivany
v gnotobiologickych pokusech s obratlovci zahrnuje nejcastéji klasické modelové organismy, zejména
hlodavce jako naptiklad mysi, potkany a kraliky (Yoshida & Pleasants 1968; Yi & Li 2012). Dale prasata
domaci (Smith, McCoy & Macpherson 2007) a ptaky, napiiklad kura domaciho (Lepkovsky et al. 1966;
Maisonnier, Gomez & Bree 2003).

Chov germ-free zvitat logicky klade specifické naroky na technické zazemi laboratoti. Obvyklou
metodou je chov v pietlakovych izolatorech, kam je ptes filtraéni mechanismus ptivadén sterilni vzduch.
Manipulaci s pfedméty uvnitf izolatoru umoziuji neprody$né plastové rukavce vsazené do jedné ze stén
tvofené pruznym plastovym filmem. Transport predmétti dovnitt a ven z izolatoru probiha ptes dvojita
dvirka umoznujici aseptické spojeni S nadobami se sterilnim obsahem (Smith et al. 2007). Podstatna je
také uprava stravy, ktera je germ-free jedincim podavana. Pokud se pfed transportem do izolatoru
autoklavuje konvenéni strava, nelze vyloulit, Ze neobsahuje ¢asti mrtvych bakteridlnich bunék,
naptiklad lipopolysacharidy (dale LPS), peptidoglykan a teichoové kyseliny (Lundin et al. 2008), které
mohou stimulovat imunitu obdobnym zptisobem jako Zivé bakterialni buriky, a je tieba tento fakt vzit

v iivahu pfi interpretovani vysledka (Macpherson & Harris 2004).

2 7 anglického ,,conventionalized*.



Jak bylo uvedeno vyse, definovani germ-free statusu se odviji od kvality metody, S jakou je potencialni
germ-free jedinec testovan na pfitomnost mikroorganismi. Dfive hojné pouzivané metody zalozené
na pozorovani bakterialnich kolonii utvofenych na definovanych médiich po kultivaci vzorku podle
odhadt neodhali 40 - 80 % druht stievnich bakterii (Suau et al. 1999; Tlaskalova-Hogenova et al. 2005).
Tento jev se pfisuzuje striktnim narokiim mnohych mikroorganismt na koncentraci kysliku v okoli
a dosud neodhalenymi pozadavky na slozeni média umoznujiciho jejich rast (Macpherson & Harris
2004). V poslednich desetiletich byly vyvinuty metody nezavislé na péstovani mikrobialnich kultur,
zalozené na analyze a porovnavani genetické informace ziskané piimo ze vzorku se znamymi
sekvencemi za ucelem odkryti pravé diverzity intestinalni mikrobioty. Standardné se jedna naptiklad
0 analyzu gend malych ribozomalnich podjednotek (Frank & Pace 2008). Tyto metody umoziiuji 1épe

ovefit, zda jedinec spliiuje vyse uvedenou definici, tedy Ze ve svém téle nehosti zadné mikroorganismy.

3. Vliv mikrobioty na fenotyp hostitele

Nasledujici kapitoly obsahuji shrnuti efektti mikrobioty na fenotyp hostitele, v tomto piipadé obratlovct
zjisténych pomoci experimenta S germ-free jedinci. V uvedenych studiich byly hledany rozdily
nejcastéji mezi experimentalni skupinou germ-free jedincii a jejich konvenénich kontrol. Dale se jedna
0 komplikovanéjsi pokusy, kdy byli germ-free jedinci navic infikovani jednim nebo vice druhy bakterii
v uréité fazi ontogeneze. U vybranych témat je pro piedstavu 0 vztahu mikrobiota — hostitel rozveden

mechanismus interakce.

3.1 Uloha mikrobioty pfi traveni
Stfevni bakterie mohou diky svému rozmanitému metabolickému aparatu chemicky meénit nékteré
slozky potravy hostitele a syntetizovat latky stravitelné hostitelem. Vyhodou mize byt pfemena latek,
pro jejichz Gpravu na latky hostitelem stravitelné chybi v genomu obratlovcu piislusné geny (Hooper,
Midtvedt & Gordon 2002). Jde napiiklad o fermentaci celulézy (Evrard et al. 1964). Bakterie tak
hostiteli prispivaji jednak zvySenim mnozstvi energie, které hostitel z potravy muize ziskat (Cummings
et al. 1987), a navic mu zprostfedkovavaji dulezité molekuly, naptiklad nékteré vitaminy (Sumi et al.
1977). Tyto jevy jsou studovany napiiklad sledovanim rozdilti ve formé a koncentraci urcitych slozek
potravy pied a po jejim straveni mezi germ-free a konvenénimi jedinci (Evrard et al. 1964) nebo

porovnavanim uc¢inka podavani stravy ochuzené o urc¢itou slozku (Uchida, Nomura & Takase 1986).

Germ-free jedinci jsou zavisli na pfisunu nékterych vitamint spolu se stravou. Jestlize byly naptiklad
germ-free mysi krmeny stravou ochuzenou o vitamin B-62, jejich vaha se oproti pivodnim hodnotdm
Vv prib&hu experimentu snizovala, zato télesna hmotnost konvenénich kontrol, kterym byla podavana

stejné ochuzena strava, zistala neménna (Sumi et al. 1977).

3 Vitamin zajistujici aktivitu nékterych enzymi metabolismu sacharidd a bilkovin, chem. néazev Pyridoxylfosfat.
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Stejné tak germ-free hlodavci trpéli nedostatkem vitaminu K* oproti svym konvenénim kontrolam pfi
podavani vyzivy ochuzené o tuto slozku (Wostmann 1981; cit. dle Hooper, Midtvedt & Gordon 2002).
Mén¢ markantni rozdily byly pozorovany pfti porovnavani stavu germ-free a konvenénich potkani v jiné
studii, kde germ-free jedinci, stejné jako konvenéni kontroly, trpéli pfi podavani vyzivy ochuzené
0 vitamin K stejnymi symptomy spojenymi S nedostatkem tohoto vitaminu, zejména sniZenou
koncentraci faktoru srazlivosti krve. U germ-free jedinct doslo naptiklad k prodlouzeni procesu srazeni
krve a k poklesu podilu protrombinu® v krevni plasmé oproti kontrolam. Pfi podavani komplexni stravy
nebyl pozorovan rozdil v délce protrombinového ¢asu, ale hodnoty jiného faktoru srazlivosti (faktoru
VII) v plasmé byly nizs§i u germ-free jedincl, ktefi méli také zvySenou koncentraci proteint
indukovanych nedostatkem vitaminu K v jatrech (Uchida et al. 1986). Vitamin K je ve stfevech
syntetizovan zejména bakteriemi rodu Bacteroides, Eubacterium, Propionibacterium a Fusobacterium
(Hill 1997). Pii podavani vyzivy ochuzené 0 vitamin A® germ-free potkanim a jejich konvenénim
kontrolam umirali konvenéni potkani v praiméru po 50 dnech, oproti jejich germ-free protéjskum, ktefi
se dozivali v pruméru 272 dni. Vysoka umrtnost u kontrol mohla byt zpusobena infekénimi
onemocnénimi nebo destabilizaci procesu obnovy epitelidlnich stfevnich bunék, k niz je vitamin
A vyzadovan, a ktera probiha znatelné pomaleji u germ-free jedincti (Coates 1973). Zde se tedy jedna
0 piipad, kdy mikrobiota danou latku (vit. A) nesyntetizuje, ale jeji nedostatek vV potravé ma vliv
na hostitele skrze fyziologickou funkci, ktera je zavisla na pfitomnosti mikrobioty, tedy Ze se nedostatek
projevi V jeji pfitomnosti.

schopen sam travit. Exkrementy potkant, kterym byla ve stravé podavana urcitd davka celulozy,
obsahovaly primérné stejné mnozstvi celuldézy jako v podavané stravé. Oproti tomu u konvenénich
kontrol bylo toto mnozstvi v exkrementech o 32 % nizsi, ¢ast celuldzy tedy byla stravena (Evrard et al.
1964). Celuldza je v tlustém stieve fermentovana bakteriemi za vzniku tzv. mastnych kyselin s kratkymi
fetézci (dale SCFA), zejména formatu (kys. mravenéi), butyratu (kys. maselnd) a propionatu.
SCFA mohou byt metabolizovany za ucelem ziskani energie piimo stfevnimi epitelialnimi bunkami,
nebo v jatrech (Cummings et al. 1987). K bakterialni produkci SCFA dochazi i u ptaku, jak potvrdilo
naméfeni nesrovnatelné nizsi koncentrace SCFA ve vzorcich stievniho obsahu germ-free kutat
V porovnani S jejich konven¢nimi kontrolami (Maisonnier et al. 2003). SCFA maji také vliv na rizné

-----

koncentrace ovliviiuje stfevni motilitu’ (Wichmann et al. 2013).

4 Vitamin zajistujici aktivitu n&kterych enzymi (i¢astnicich se procesu srazeni krve.

® Enzym Ucastnici se procesu srazeni krve.

® Organicka molekula majici podil na funkci imunitniho systému, zrakovych organii a tvorby epitelu.
7 Aktivita hladkého stfevniho svalstva.



Naopak u jiného polysacharidu, $krobu, nebyl podobny rozdil patrny. Pfestoze stfevni mikroorganismy
napomahaji jeho degradaci, enzymy pro traveni §krobu jsou bézné pfitomny v genomu hostitele. Traveni
Skrobu ve stfevech hostitele tedy neni na pritomnosti mikrobioty zavislé (Larner & Gillespie 1957,
Yoshida & Pleasants 1968).

Pii sledovani poméru obsahu stravenych a nestravenych aminokyselin u germ-free a konvenénich
kontrolnich kufat byl sledovan nevyznamny rozdil v G¢innosti traveni proteind u germ-free jedincu.
U germ-free kufat byla naméfena nepatrné lepsi schopnost travit danou slozku u vSech métenych
aminokyselin (Salter & Fulford 1974). Ve studii, kde byla germ-free selatim a konven¢nim kontrolam
podéavana vyziva s izotopem dusiku N ochuzena 0 bilkoviny, se ukézalo, Ze V tkdnich konvenénich
selat se objevuje oproti germ-free jedincim signifikantni pomér lysinu s inkorporovanym izotopem °N.
Tento lysin byl velmi pravdépodobné mikrobialniho pivodu. Podafilo se tedy dokazat, Ze stfevni
bakterie mohou lysin hostiteli pti jeho nedostatku v potravé poskytovat (Torrallardona et al. 1996).
Oproti tomu vyuziti dal$i aminokyseliny, glutaminu, bylo Vv epitelidlnich bunikach tlustého stieva
potkant 0 50 % vyssi u germ-free jedinct nez U konvenc¢nich kontrol. Pfi¢inou zvySeného metabolismu
této aminokyseliny u germ-free jedinct byla zvysena aktivita enzymu fosfat-dependentni glutaminazy

zprostredkovavajici pfeménu glutaminu na glutamat (Cherbuy et al. 1995).

Tim, Ze intestinalni mikrobiota umoziiuje hostiteli ziskavat energii z sirSiho spektra latek, zvySuje také
pozadavky na ukladani této energie. Pfi porovnani celkového obsahu télesného tuku germ-free
potkanich samct a jejich konven¢nich kontrol se ukazalo, ze konven¢ni jedinci maji obsah tuku vyssi
V pruméru 0 42 % navzdory tomu, ze konzumovali 0 29 % méné stravy. Po kolonizovani germ-free
potkant mikrobiotou z céka jejich konven¢nich protéjska se u germ-free jedinct zvysil celkovy obsah
télesného tuku 0 60 % (Béackhed et al. 2004). Podobné méli v porovnani se svymi germ-free protéjsky
1épe vytvotenou tukovou tkan konvenéni selata (Waxler & Drees 1972). Mikrobiota tak mize pusobit
jako faktor prostfedi modulujici vytvareni tukovych zasob. Ne vSechny studie ale potvrzuji hypotézu,
7e mikrobiota prispiva k télesnému rustu hostitele diky vétSimu mnozstvi energie ziskané z potravy.
Opacny efekt byl pozorovan u kufat, kde byl pomér tuku na celkové vaze vyssi u germ-free jedinct,
piestoze v§echna pozorovana kufata byla krmena stravou o stejném sloZzeni (Furuse & Yokota 1984).
U germ-free kutat bylo také pozorovano zvysSené vstiebavani podavanych tuk oproti konven¢nim
kontrolam (Maisonnier et al. 2003). Dalsi studie ukazala, ze pokud se konven¢nim kufatim podavala
strava s urcitym obsahem penicilinu, jejich ristova rychlost se zvysila oproti kontrolam se stravou bez
antibiotik. Rustova rychlost germ-free kontrol nebyla pfitomnosti antibiotik v potravé ovlivnéna, ackoli
byla vyssi nez u konvenénich kontrol se stravou obsahujici antibiotika. To nabada k domnénce, ze
V pfirozeném prostiedi se vyskytuji mikroorganismy zpomalujici rast kufat a nékteré z nich jsou

rezistentni vaci penicilinu (Coates & Fuller 1963).
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Pii studii s germ-free kraliky byla pozorovana zména v priab&hu koprofagie, a to takova, ze germ-free
jedinci produkovali vétsi pomér mékkych exkrementii nez jejich konvencni kontroly. Tyto mekké
exkrementy nebyly navzdory predpokladim a hypotézam o funkci koprofagie germ-free jedinci

konzumovany. Autofi této studie nenasli zadné vysvétleni této anomalie (Yoshida & Pleasants 1968).

3.2 Efekt na metabolismus a metabolicky profil hostitele
Z vysledkt studii prezentovanych v ptedchozi kapitole 1ze usoudit, Ze mikrobiota zasadn€ ovliviiuje
hostitelsky metabolismus latek nejen pfimo, vlastnim metabolismem, ale jeji pfitomnost ma efekt i
na regulaci latkové pfemény Vv organech a buiikach hostitele (EI Aidy et al. 2013). Nasledujici kapitola
je proto zamétena na podrobné&jsi studie rozdili mezi riznymi metabolickymi vlastnostmi germ-free
a konvencnich jedinci. Ve vétSin€ studii se jednd 0 méfeni rozdild v koncentracich a aktivitach
vyznamnych biomolekul v ur€itych tkanich, stfevnim obsahu a moci v zavislosti na pfitomnosti

mikrobioty.

Pfi studiich zahrnujicich méfeni bazalniho metabolismu (dale BMR) skrze spotiebu kysliku u germ-free
a konven¢nich mysi a potkant bylo pozorovano snizeni BMR u germ-free jedincti oproti konvenénim
kontrolam (Wostmann et al. 1968; Béckhed et al. 2004). Tento rozdil se vytrati po kolonizovani
germ-free jedincti mikrobiotou konvenc¢nich kontrol po nékolika dnech (Bickhed et al. 2004). Toto
zji$téni nabada k domnénce, Ze pfitomnost mikrobioty klade zvySené naroky na metabolismus hostitele,
coz by $lo potvrdit snizenim BMR konvencnich jedinc vyoperovanim céka. Vyoperovanim céka
konvenénich potkanti se ov§em indikatory BMR (spotieba O, srde¢ni priitok) nezménily, naopak po
vyjmuti céka u germ-free jedinci se jejich BMR pfiblizil hodnotam konvenénich kontrol, i kdyZ byl
stale signifikantné nizs$i (Wostmann et al. 1968). Vysvétleni nabizi teorie, Ze v céku germ-free jedinct
je zvySena absorpce urcitych chemickych latek, které ovlivituji metabolismus hostitele (Wostmann et
al. 1973).

3.2.1 Metabolicky profil hostitele
Zvyseni BMR také pravdépodobné souvisi se zménou koncentrace nékterych molekul energetického
metabolismu v tkanich a exkretech hostitele. Pii porovnani slozeni krevniho séra germ-free
a konvencnich mysi bylo pozorovano zvySeni koncentrace pyrohroznové, fumarové a maleinové
kyseliny u konvenénich kontrol (Velagapudi & Hezaveh 2010). Porovnavanim metabolického profilu
vzorkti moci germ-free mysi s vzorky ziskanymi v riiznych casovych intervalech po konvencionalizaci
se ukazalo, ze zmény v metabolickém profilu se projevily jiz po 1 — 2 dnech po kolonizaci. Bylo
zaznamenano zvyseni koncentraci metabolitii jako kreatinu, formatu®, tryptofanu a fenylacetylglycinu

oproti germ-free mysim. Zmeény v koncentracich metabolitii ve vzorcich stény tlustého stieva se plné

8 Anion odvozeny od metanové kyseliny.
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projevily az po 8 — 16 dnech. Slo 0 zvyseni koncentraci alaninu, fumaratu, glycinu a uracilu a sniZeni

koncentraci glycerolu, glukozy a formatu u kontrol oproti germ-free jedinctim.

Zména V intenzité metabolismu v tkani byla provazena rozdilem v genové expresi jednotlivych bunék
(El Aidy et al. 2013). Pfitomnost mikrobioty ma tedy za nasledek zvySeni BMR provazené zménou

koncentrace nékterych metabolitii a regulaci genové exprese v enterocytech?® tlustého stieva.

3.2.2 Travici enzymy hostitele
Dals§im zpusobem, jak zkoumat vliv mikrobioty na metabolismus hostitele je studium koncentraci
a aktivit jednotlivych travicich enzymd. Shrnuti ranych studii srovndvajicich aktivity jednotlivych
travicich enzymt gastrointestindlniho traktu (zaludec¢nich proteaz, stfevnich lipaz a amyléz,
pankreatickych enzymi atd.) u germ-free jedinct a jejich konvenénich kontrol naznacuje, ze aktivita
a mnozstvi téchto enzymu jsou na ptitomnosti mikrobioty spise nezavislé. Absorpce produktd aktivity
travicich enzymu je obecné vy$$i u germ-free zvitat, jak bylo dokazano u aminokyselin, xylozy
a nasycenych mastnych kyselin (Corring, Juste & Simoes-Nunes 1981). Rozdily byly pozorované
v koncentracich pankreatické proteazy, niz§i hodnoty byly naméfeny ve vzorcich obsahu céka
konven¢nich jedinct oproti germ-free individuim. Tento jev byl pozorovan u kufat (Lepkovsky et al.
1966), potkant, mysi (Loesche 1968) a zajict (Malis et al. 1976). Intestinalni mikrobiota tedy snizuje
aktivitu tohoto enzymu v distalnim travicim traktu. U germ-free potkand byla dale naméfena vyssi
koncentrace katabolickych enzymu alkalické fosfatazy a adenosin trifosfatazy (ATPazy) oproti
konven¢nim jedincim (Kawai & Morotomi 1978; Meslin & Sacquet 1984). Bohuzel neexistuje mnoho
studii, které by objasnily, zda je vliv bakterii na aktivity téchto enzymut piimy (bakterie enzym

degraduje), nebo zda pfitomnost mikrobioty reguluje expresi pfislusnych gent.

Se zvySujicim se stafim se v enterocytech jejuna (stiedni ¢ast tenkého stieva) potkani zvySoval rozdil
v aktivité enzymu sukrazy®, ktera byla vzdy vyssi u germ-free jedinct pti porovnani s konvenénimi
kontrolami. U germ-free jedincti byla nezavisle na véku méfena také signifikantné vyssi aktivita enzymu
laktazy, ucastniciho se traveni slozek mléka (Kozikova & Stépankova 1998). Obrat glukdzy
Vv epitelialnich bunikach tlustého stieva byl u germ-free potkanti 0 25 % niz$i nez u konvenénich kontrol.
Tento rozdil byl pravdépodobné zptsoben snizenou aktivitou enzymu 6-Fosfofrukto-1-kinazy, jednoho
z kli¢ovych enzymu glykolyzy, v enterocytech tlustého stieva. Pokles aktivity byl provazen celkovym
snizenim genové exprese (Cherbuy et al. 1995). Vliv ptitomnosti mikrobioty na aktivitu neékterych

travicich enzymiti Ize tedy shrnout jako negativni.

® Cylindrické buiiky tvofici hlavni bunéény typ stfevniho epitelu, zajidtuji transport molekul z lumen stfeva
a sekreci nekterych latek.
10 Enzym katalyzujici hydrolyzu disacharidu sukrézy za vzniku glukézy a fruktozy.
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3.2.3 Metabolismus tuku
Zvlast intenzivné je pomoci experimentd S axenickymi jedinci studovan vliv stfevni mikrobioty
na traveni, vstiebavani, syntézu a ukladani tuka (Backhed et al. 2004). U téchto procest jsou postupné
objasfiovany i molekularni mechanismy, jako interakce bakterii se Zlu¢ovymi kyselinami (Martin et al.

2007) nebo genova exprese V organech a tkanich S metabolismem tukd souvisejicich (Béckhed et al.
2004).

Jak bylo uvedeno v kapitole 3.1, konvencionalizace germ-free potkanti vede ke zvySeni obsahu
télesného tuku. Konkrétné se tak d&e zvySenim produkce triglyceridi v jatrech syntézou
z SCFA produkovanych bakteriemi (Béckhed et al. 2007). V jatrech konvenénich potkant byla oproti
germ-free pozorovana zvySena exprese mRNA pro dva enzymy zodpovédné za de novo syntézu
mastnych kyselin, a to acetyl-CoA karboxylazy a syntetazy mastnych kyselin. Takto vzniklé mastné
kyseliny jsou poté pravdépodobné ukladiny v tukovych tkanich. Pomoci qRT-PCRM byla u
konven¢nich jedincti oproti germ-free protéjskiim naméfena nizs$i hodnota exprese mMRNA proteinu Fiaf,
coz je inhibitor enzymu lipoprotein-lipazy (dale LPL), jehoz funkci je akumulovat triglyceridy
v adipocytech. Konvenc¢ni jedinci maji tedy zvySenou aktivitu LPL v porovnani s germ-free, a tedy
I vétsi potencial pro zvyseni obsahu tuku v tukovych tkanich, kosternich a srde¢nich svalech (Béckhed

et al. 2004). Konven¢nim my$im byla dile naméfena zvysena koncentrace fosfatidylcholinii'?

V krevnim
séru a v jatrech. Konkrétné zvysena koncentrace fosfatidylcholinu (34:1)*2, agonisty jaderného receptoru
PPARGa, jenz indukuje oxidaci mastnych kyselin, transport lipidd, ketogenezi, glukoneogenezi a expresi
LPL, maze hrat vyznamnou roli ve zvySeném metabolismu triglyceridi konven¢nich jedinct
(Velagapudi & Hezaveh 2010). Hostitel tedy reaguje na mikrobialni produkci SCFA zvysenim exprese
genu pro syntézu lipida z téchto molekul, které mize byt indukovano napiiklad zvySenou koncentraci

agonistl ptislusnych jadernych receptora.

Piitomnost mikrobioty méla vliv na vyskyt derivati Zlucovych kyselin u germ-free a konven¢nich kutat.
Ve vzorcich stfevniho obsahu germ-free kutat byla naméfena vys$i koncentrace tzv. tauro-
konjugovanych zluovych kyselin nez u jejich konvencnich kontrol (Maisonnier et al. 2003). To
poukazuje na schopnost ustaleného prirozeného bakteridlniho spolecenstvi dekonjugovat zlucové
kyseliny na formy se snizenou rozpustnosti a tedy zhorSenou schopnosti emulgace a absorpce dietarniho
tuku (Martin et al. 2007). Stievni mikrobiota takto pisobi na recyklaci zlucovych kyselin a ovliviiuje
signalni kaskady regulujici metabolismus tukd, ve kterych hraji zlu¢ové kyseliny roli (Staggers, Frost
& Wells 1982). Podobné vysledky pfinesla studie zaméetujici se na vyskyt derivati zlucovych kyselin

Vv intestinalnim traktu konvenénich mysi a jejich germ-free protéjskti kolonizovanych mikrobiotou

11 Kvantitativni PCR — sekvenaéni metoda umozfiujici odhad mnozstvi ur¢itych sekvenci nukleové kyseliny
ve vzorku.

12 Druh molekul tvofici plazmatickou membranu bunék.

13 Oznageni konkrétniho typu fosfatidylcholinu, zde pomér jednoduchych a dvojnych vazeb v molekule.
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ziskanou ze zazivaciho traktu dvacetidenniho lidského novorozence (dale HBF). Analyza ukazala vyssi
pomgr tzv. tauro-konjugovanych zlucovych kyselin ku nekonjugovanym u HBF mysi nez u konvenc¢nich
kontrol (Martin et al. 2007). Tento negativni efekt normalni mikrobioty na aktivitu zluc¢ovych kyselin
je, jak se zda, hostitel schopen kompenzovat zvySenou enterohepatickou cirkulaci zlu¢ovych kyselin
(Ukai, Tomura & Ito 1976).

Pii zkoumani vlivu mikrobioty na metabolismus cholesterolu bylo zjisténo, Ze pfi podavani definované
vyZzivy obsahujici 0 — 0,5 % cholesterolu potkanim je jeho koncentrace v jatrech tiikrat vyssi u germ-free
nez U konvenénich potkant (Mirand & Back 1969). To mizZe byt nasledek sniZzené enterohepatické
cirkulace zlucovych kyselin, a tedy i snizeného katabolismu cholesterolu u germ-free jedinct

souvisejiciho s poklesem celkového metabolismu u germ-free zvirat (Ukai et al. 1976).

Z uvedenych studii vyplyva, Ze pritomnost mikrobioty ovliviiuje energeticky metabolismus hostitele
mnoha zpusoby, z nichZ nékteré maji negativni vliv, napfiklad dekonjugace Zlu¢ovych kyselin (Martin
et al. 2007) nebo sniZeni absorpce latek z lumen stieva, jiné maji naopak pozitivni efekt, zejména
produkce SCFA, ze kterych jsou Vv jatrech hostitele syntetizovany lipidy (Backhed et al. 2004).
Vysledkem je pievaha pozitivnich efektt, které se pravdépodobné podili na zvyseni BMR a vyssi
koncentraci nékterych molekul energetického metabolismu ve vzorcich z tkani a exkretd konvenénich

jedinct (Wostmann et al. 1968; Bickhed et al. 2004).

3.2.4 Metabolismus minerala
Germ-free stav ovlivituje také metabolismus nékterych mineralt a ionti. Germ-free kralici krmeni
stravou obsahujici zelezo ve formé mineralu méli niz§i koncentraci hemoglobinu a zeleza v krevni
plazmé nez konvenéni jedinci krmeni stejnou stravou. Pii zméné formy Zeleza v potravé z mineralni
na organickou se koncentrace hemoglobinu a zeleza u germ-free kralikd po ¢tyfech tydnech nelisila od
téch u konvenénich jedinct (Reddy et al. 1965). Germ-free kralici tedy nebyli schopni dostate¢né
vstiebavat zelezo v organické forme, coz miize poukazovat na schopnost stievnich bakterii ménit formu

zeleza z mineralni na organickou.

U germ-free potkanti byla naméfena vyssi absorpce hotéiku a vapniku oproti konvenénim kontrolam,
konkrétné v praméru 0 20 % u vapniku a 30 % u hoiciku. Stejné byla u germ-free jedincti zvySena
exkrece vapniku a hoi¢iku, u fosforu byl pozorovan opa¢ny jev, jeho exkrece byla u germ-free niz$i nez
u konvencnich kontrol. Retence vSech tii prvki byla vyssi u germ-free jedinci, a to 0 31 — 59 %. Tyto
prvky se hojné ukladaly v kostnich tkanich germ-free potkand, jak potvrdila analyza sloZeni stehenni
kosti. Mnozstvi téchto prvkua vyjadiené na jednotky télesné hmotnosti bylo vyssi u germ-free jedinct,
a to 0 25 — 40 % (Reddy, Pleasants & Wostmann 1969). Dale bylo zjisténo, ze absorpce sodikovych
iontd pres sténu céka je u germ-free zvirat oproti konvenénimu stavu zvySena a probiha proti vy$s$imu

koncentra¢nimu gradientu (Résel & Engelhardt 1996).
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Zvyseny transport sodiku u germ-free jedinct je pravdépodobné zpusoben hormonalni stimulaci
aldosteronem!*, ktery je v krevni plasm& germ-free jedincli ve vy$si koncentraci nez u konvencnich
kontrol (Résel & Engelhardt 1996). Vysledky uvedenych studii jsou v souladu s jinymi studiemi, které

poukazuji na negativni vliv pfitomnosti mikrobioty na vstiebavani latek z lumen stiev, viz kap. 3.2.2.

3.2.5 Metabolismus moc¢oviny
Intestinalni mikrobiota ovliviiuje také metabolismus dusikatych latek hostitele, konkrétné mocoviny
skrze regulaci ornitinového cyklu (Saheki & Atsuko 1980). Ve studii metabolismu této molekuly byl
pozorovan dramaticky rozdil v mnoZstvi exspirovaného C'*O, po subkutanni injekci mocoviny

s inkorporovanym izotopem uhliku C** mezi germ-free a konven&nimi potkany.

Po 6 hodinach se mnozstvi exspirovaného C**O, u konvenénich kontrol rovnalo piiblizné 2 % podaného
C, u germ-free jedincti se jednalo pouze 0 0,05 %. Mozné vysvétleni ptinasi hypotéza, Ze mocovina je
ve stievech konvenénich jedincti degradovana bakterialnimi ureazami (Levenson & Crowley 1959).
Ve vzorku jater germ-free mysi byla namétena niz§i koncentrace ornitinu (349 nmol/g) nez u
konvenénich kontrol (700 nmol/g). Vyssi koncentrace ornitinu vede ke zvySeni produkce mocoviny,
které je u konvencnich jedinci syntetizovano 0 20 — 30 % vice. Mocovina je ve stievech degradovana
za vzniku amoniaku, ze kterého je v jatrech v ornitinovém cyklu zpétné syntetizovana mocovina (Saheki
& Atsuko 1980). Intenzivnéjsi recyklace mocoviny znamena zvysené energetické naroky na jeji syntézu,

coz muze prispivat zvysenému BMR konvencnich jedinct.

3.2.6 Metabolismus xenobiotik
Rozdily mezi germ-free a konven¢nimi mySmi byly pozorovany Vv efektivité odbouravani xenobiotik a v
uéinku nékterych omamnych latek. Bylo zjisténo, ze germ-free mysi maji pozménénou expresi 112 gent
podilejicich se vétsinou na degradaci xenobiotik v jatrech. Blizsi analyza ukazala, ze velka ¢ast téchto
gentl je regulovana jedinym proteinem, tzv. CAR jadernym receptorem, jehoz exprese byla naméfena
1,6krat nizsi u specific pathogen-free®® (dale SPF) mysi nez u germ-free jedincd. Stejn& byla u
konvené¢nich jedincli sniZzena exprese gent regulovanych timto receptorem. Podobné byla u SPF
pozorovana nizsi exprese cytochromu P450, ktery se na metabolismu xenobiotik také podili. Tento
rozdil se projevil zménou délky ucinku anestezie indukovanou podanim barbituratu'® pentobarbitalu.
U germ-free mysi se tzv. vyrovnavaci reflex!’ pti podrazdéni navratil priméré za 53 minut po podani
pentobarbitalu, u konvencnich SPF mysi se tak délo az po 81 minutach. Pfi testovani délky anestezie u
konvencionalizované mysi nedoslo ani po Sesti tydnech ke zméné, jeji délka se pohybovala stale okolo

48 — 50 minut (Bjorkholm et al. 2009).

14 Steroidni hormon pozitivné regulujici retenci vody a iontii Na*, zdroven snizuje koncentraci K* v plazmé.

15 Termin uzivany pro jedince prostych ur¢itych patogent.

16 Skupina latek odvozenych od kyseliny barbiturové, tlumici pfenos nervového signalu v mozku, uzivana pii
anestezii.

17 Reflex udrzujici télo v normalni vzpfimené poloze.
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U konvencionalizovanych mysi byl naméfen nejvyssi pomér hmotnosti jater ku celkové hmotnosti
(4,5 - 4,6 %) oproti konvencnim (4,1 %) a germ-free jedinciim (3,7 %). | ptes abnormalni zvétseni jater
po konvencionalizaci se metabolismus xenobiotika, konkrétné pentobarbitalu, piekvapivé nezménil
(Bjorkholm et al. 2009). Tedy i pies nizsi hladinu BMR a nizsi energeticky metabolismus odbouravaji
germ-free jedinci xenobiotika rychleji. Pfitomnost mikrobioty v ur¢ité senzitivni periodé ontogeneze

hostitele ma pravdépodobné negativni vliv na odbouravani xenobiotik po zbytek jeho Zivota.

3.3 Regulace motility dolniho traviciho traktu

Porovnavanim vlastnosti germ-free a konvencénich jedinct riznych druhti byl dokazan pozitivni vliv
ptitomnosti komplexniho mikrobidlniho spolecenstva na aktivitu hladkého stfevniho svalstva
(Bruckner, Husebye & Trappen 2003). Nicméné kolonizace germ-free jedinct ¢istymi kulturami
urCitych bakterialnich druhti odhalila fakt, ze regulace je druhové specificka a muze byt i negativni
(Husebye et al. 2001). Mechanismus regulace pravdépodobné zahrnuje interakci produktti bakterialniho
metabolismu s hormony ovliviiujicimi nervovy systém hladkého stfevniho svalstva (Wichmann et al.
2013).

Pomoci sledovani radioaktivné oznacenych slozek potravy byl pozorovan delsi ¢as prichodu traveniny
travicim traktem germ-free mysi nez konvenénich kontrol (Abrams & Bishop 1966, 1967). Castecné lze
tento jev vysvétlit efektem nadmérné zvétSeného slepého stieva germ-free jedinci a stimulaci
jednotlivych bunék hladkého stievniho svalstva latkami podminénymi pfitomnosti bakterii, nicméné
existuji studie poukazujici na fakt, ze zpomaleni stfevni motility takto zcela vysvétlit nelze a Ze tento
jev zpusobuje stfevni mikrobiota ovliviiujici motorickou aktivitu dolniho traviciho traktu (Abrams &
Bishop 1967; Husebye, Hellstrom & Midtvedt 1994).

Pfitomnost normalni mikroflory v tenkém stievé ma pozitivni vliv na frekvenci vyskytu migrujiciho
myoelektrického komplexu®® (dile MMC), tedy na vykonnost peristaltiky (Bruckner et al. 2003).
Detailnéj§i studie porovnavajici periodu mezi jednotlivymi MMC u germ-free a kolonizovanych
gnotobiologickych jedinci odhalila, ze stimulace nebo inhibice vzniku MMC zavisi na druhu
kolonizujici bakterie. Naptiklad u germ-free potkanti kolonizovanych bakterii Clostridium tabificum vp
04 se perioda mezi MMC zkratila z 30,5 minut pti germ-free stavu na 21,2 minut po 7 — 10 dnech po
kolonizaci. Naopak kolonizace bakterii Micrococcus luteus méla inhibiéni efekt, perioda mezi MMC se
po kolonizaci prodlouzila z 27,7 minut pfi germ-free stavu na 35,9 minut po kolonizaci. Mechanismus
modulace periody neni dopodrobna vysvétlen, piesto bylo dokazano, ze se na ném podileji produkty
bakterialniho anaerobniho metabolismu jako SCFA a produkty degradace slizni¢éniho mukusu (Husebye
et al. 2001).

18 Viny svalové aktivity zodpovédné za posun stievniho obsahu.
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Snizeny obsah SCFA v tlustém stieve zifejme souvisi se zvySenim koncentrace hormonu GLP-1 v krevni
plasmé, ktery stimuluje sekreci insulinu a timto zptisobem zpomaluje stfevni motilitu (Wichmann et al.
2013).

3.4 Vliv na morfologii a cytologii dolniho traviciho traktu
Pfitomnost stfevni mikrobioty ma na zakladé¢ experimentd S axenickymi organismy zasadni vliv
na nékteré¢ morfologické a histologické vlastnosti dolniho traviciho traktu obratlovci. Jde o dimenze
organll zazivaciho traktu hostitele a jejich segmentti, morfologicky charakter stfevniho epitelu
a fyziologii jeho bunék. Prokazatelné pozitivni vliv ma pfitomnost mikrobioty na podobu vaskularni sité

stievni stény (Smith et al. 2007).

Obecné maji germ-free jedinci oproti konvenénim kontrolam niz§i hmotnost tenkého stieva v porovnani
s celkovou teélesnou hmotnosti. Tato skutecnost byla prokazana u kutat a selat (Palmer & Rolls 1983).
Opa¢nym a ¢asto pozorovanym jevem je mnohonasobné zvétieni céka®® germ-free hlodavci, a to az
na desetinasobek objemu pozorovaného u konvencénich jedinct (Coates 1968; cit. dle Thompson &
Trexler 1971). Pti zpétném osidleni traviciho traktu vzorkem mikrobioty ziskanym z konvenc¢nich
kontrol nebo i jednotlivymi druhy bakterii se velikost céka po né€kolika tydnech zmensi na hodnotu
pozorovanou u konvenénich jedinct (Martin et al. 2007). Tato anomalie mize byt vysledkem zmény
osmotickych podminek cékalniho obsahu germ-free jedincti. Ten je znatelné Fidsi a obsahuje vyssi podil
nestraveného slizni¢niho mukusu, jehoz slozkou jsou zaporné nabité mukopolysacharidy, které v lumen
céka zadrzuji osmoticky aktivni kationty, napiiklad sodik. To ma za nasledek snizeni vstiebavani vody
z lumen céka a tim i jeho distenzi (Rosel & Engelhardt 1996). Pti vyméné obsahu céka germ-free jedinct
za roztok NaCl injekci in vivo se absorpce vody z lumen céka pfiblizila normalnim hodnotam
konven¢nich kontrol (Donowitz & Binder 1979). Zvétseni céka germ-free jedinci nebylo ovSem
pozorovano U jinych druhi zvifat, napiiklad u kufat se velikost céka u germ-free jedinct nelisila od
konven¢nich kontrol (Furuse & Yokota 1984).

Rozdily v morfologii byly pozorovany také na trovni epitelu. Pii porovnavani morfologie duodena
(proximalni ¢ast tenkého stieva) a ilea (distalni ¢ast tenkého stéeva) germ-free a konvenénich selat bylo
pozorovano zmenseni hloubky krypt a extrémni prodlouzeni klka (viz obr. 1) u germ-free jedinct oproti
konvenénim (Shirkey et al. 2006). V jejunu byly klky naopak delsi u konvencnich selat (Shurson et al.
1990). U germ-free potkani byly klky vyssi a krypty podobné hluboké v porovnani s jejich konvencnimi
prot&jsky (Uribe et al. 1991). Klky v ileu germ-free mysi byly signifikantné mensi, stejné jako melci
krypty oproti vyrazné delsim klktim a hlubsim kryptam konvenénich jedincti (Abrams, Bauer & Sprinz
1963).

19 Slepa ¢ast tlustého stieva, ktera spojuje posledni oddil tenkého stieva ileum se vzestupnym traénikem.
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Tyto znaéné regionalni a mezidruhové rozdily jsou zpisobeny pravdépodobné druhovou specifitou
bakterialnich spolecenstvi osidlujicich urcité casti tenkého stieva (Ishikawa et al. 1986) nebo
nemikrobialnimi faktory, jako je ptisobeni zZlucovych kyselin, pankreatickych sekrett a riznych slozek
potravy (Shirkey et al. 2006). Jednotnym jevem je zmenS$eni tloustky vazivové stény lamina propria u
germ-free zvirat oproti konvencnim (Abrams et al. 1963; Thompson & Trexler 1971). Rozdil byl také
pozorovan V délce mikroklkd v riznych segmentech tenkého stfeva mezi germ-free a konvenénimi
potkany. V duodenu byly mikroklky pozorovany v praiméru 0 5 % delsi u germ-free jedincd oproti
konven¢nim kontrolam, 0 9 % v jejunu a az 0 18 % v ileu. Tloustka mikroklku se signifikantné nelisila
(Meslin & Sacquet 1984).

Obr. 1. Pfi¢ny fez ileem germ-free selete 12 dni e
po inokulaci bakterii Lactobacillus fermentum. I e oS
(Shirkey et al. 2006). K — klk, KR — krypta, S —

SR o
stfevni sténa, L — lumen stieva.
. K= ¥

;:;, :

Pfirozena mikrobiota navozuje také zmény v glykosilaci bunék epitelu tenkého stieva. U konvenc¢nich
mys$i je pozorovana zména terminalni molekuly glykani, a to pfechod ze salicylové kyseliny na fukozu
u vSech typt bunék po ukonceni kojeni (Hooper 2004). U germ-free mysi tato zména prob&hla pouze u
jednoho bunééného typu tenkého stfeva, a to u tzv. Panethovych bunék. V tlustém stfeveé prob&hla zména
ve slozeni glykand stejné u germ-free jedinci jako u konvenénich kontrol. Mechanismus zahrnuje
zvySenou expresi enzymu glykosil-transferazy v buikach tenkého stieva, ktera provadi zménu
terminalni molekuly. Zména glykosilace mize byt zpétné navozena kolonizaci germ-free jedinct
mikrobiotou konvenénich kontrol. Ke zméné dochazi i po inokulaci germ-free mysi jedinym druhem
bakterie, a to Bacteroides thetaiotaomicron (Bry et al. 1996). Tento druh vyuziva sirokou paletu
polysacharida jako zdroj uhliku, v¢etné fukozy. Pomoci bakterialnich transpozonti Ize vytvotit kmen
mutanti postradajici schopnost fukézu vyuzivat (Salyers & Pajeau 1989). Po inokulaci germ-free mysi
¢istou kulturou takovéhoto mutantniho kmene zména glykosilace neprobéhla (Bry et al. 1996). To muze
byt ptikladem mechanismu, ktery prizptisobenim vlastnosti hostitele pomaha stabilizovat jeho stfevni

mikrobiotu oboustranné prospé$nym vztahem s ur¢itym bakterialnim druhem (Hooper 2004).

Germ-free stav u mysi navozuje snizeni proliferace enterocyti v kryptach tenkého stfeva oproti

konvenénim kontrolam, coz bylo dokdzano pocitanim jednotlivych délicich se bun€k oznacenych
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radioaktivnim tymidinem inkorporujicim se do nové syntetizované DNA V prib&hu mitozy?® (Abrams
et al. 1963). Podobné byla u konvenénich kufat pozorovana vyssi mitoticka aktivita enterocyti oproti
germ-free jedincim (Palmer & Rolls 1983). Stejné tak u potkand byl ¢as bunééného cyklu kratsi u
konven¢nich kontrol (13,9 hod.) nez u germ-free jedinct (15 hod.) (Uribe et al. 1991).

Sttevni bakterie ovliviiuji expresi faktort diferenciace buné€k epitelu, coz bylo dokazano jak in vitro
kultivaci tkanovych kultur v pfitomnosti bakterii, tak in vivo porovnanim vysledki exprese
MRNA téchto faktort ve stievech germ-free mysi a konvenénich kontrol. Pfitomnost stievnich bakterii

zpusobila zménu exprese nékterych prolifera¢nich faktora (Becker et al. 2013).

U germ-free mysi byl také prodlouzen ¢as migrace enterocyti z krypt na vrchol klkt (Abrams et al.
1963). Prodlouzeny ¢as migrace byl pozdéji dokazan piesnéjsi metodou zahrnujici vypocet oznacenych
bunék pomoci tzv. kapalné scintilace?, ktera umoznila zanedbat statistickou chybu vzniklou pfimym
pocitanim a vybérem souboru krypt. U germ-free mysi trvala migrace enterocyti proximalniho regionu
tenkého stfeva pramérné 115 hodin, u konvenénich kontrol 53 hodin. Po inokulaci germ-free mysi
bakterii Lactobacillus nebo kvasinkou Torulopsis pintolopesii nebyla pozorovana v ¢ase migrace
zména, coZ podle autorii znamen4, ze k ovlivnéni ¢asu migrace nestaci kolonizace germ-free jedince
jednotlivymi druhy, ale je zapotiebi souhra neznamych faktorti komplexniho mikrobialniho spoleéenstvi

(Savage et al. 1981).

Piitomnost mikrobialniho spole¢enstvi ma také nezanedbatelny vliv na podobu vaskularni sité epitelu
tenkého stieva studovanych obratlovct. Hustota a provazanost cévniho systému epitelu se v pribéhu
ontogeneze vyvinula ve vyrazné vys$si mife U konven¢nich mySi nez u germ-free jedincu.
Konvencionalizace germ-free jedince vyustila ve vyvinuti kapilarni sit€ v mife pozorované u
konvenc¢nich jedinct, a to v pramérné dobé& deseti dni. Stejného efektu bylo dosazeno kolonizaci
germ-free jedince Cistou kulturou bakterie Bacteroides thetaiotaomicron (Stappenbeck et al. 2002).
V téze studii byl pozorovan vliv Panethovych bunék na angiogenezi® v zavislosti na pfitomnosti
mikrobioty pomoci transgenicky modifikovanych mysi postradajicich pravé tento bunéény typ. Tyto
transgenické germ-free mysi mély vaskularni sit’ vyvinutou Vv jesté mensi mife nez germ-free jedinci
s Panethovymi bunikami, coz prokazalo pozitivni vliv Panethovych bunék na angiogenezi klku tenkého
stieva i bez ptitomnosti mikrobioty. Kolonizace transgenickych germ-free mys$i bakterii Bacteroides
thetaiotaomicron neméla na miru angiogeneze vliv, mira hustoty a provazanosti cév byla podobna jako
u nekolonizovanych germ-free transgenickych jedincti. Mikrobiota tedy pozitivné ovliviiuje prokrveni

stén tenkého stieva skrze faktory produkované Panethovymi bunikami (Stappenbeck et al. 2002).

20 Somatické bunééné déleni.
2! T aboratorni metoda zalozena na detekci radioaktivniho zafeni v oznadeném vzorku.
22 Proces vétveni a roz§ifovani jiz existujicich cév.
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Analyza exprese jadernych receptorti (dale NR) regulujicich transkripci DNA bungk stény tlustého
stieva odhalila rozdily v mirach exprese péti NR mezi souborem germ-free a konvencnich mysi.
Germ-free jedinci méli oproti konvenénim kontrolam zvysenou expresi receptortt LXRa, RORy a CAR
a snizenou expresi Nur77 a GCNF. Tyto receptory reguluji klicové biologické funkce, jako je pravé
proliferace enterocytll, angiogeneze stievni stény, vyvoj lymfatickych organti a metabolismus riznych
latek, napiiklad glukozy a cholesterolu. Aktivita nekterych téchto NR je regulovana Signalnimi
kaskadami zahrnujicimi specialni typ transmembranovych proteint, tzv. Toll-like receptorti (dale TLR),
aktivovanych specifickymi bakteridlnimi molekulami, naptiklad LPS. Pfitomnost stievnich bakterii také
ovlivituje expresi TLR, konkrétné bunky stfevni stény germ-free jedincti exprimovaly méné TLR-2
a TLR-5 neZ buriky konvenénich kontrol (Lundin et al. 2008).

Zvysena proliferace a rychlejsi migrace enterocytti konvenénich jedinct oproti germ-free protéjskim
kladou vyssi energetické naroky na metabolismus hostitele, coz miize také ptispivat pozitivnimu efektu

ptitomnosti mikrobioty na BMR.

3.5 Interakce mikrobioty s imunitnim systémem
Pritomnost velkého mnozstvi cizorodych bakterialnich buné¢k ve stievech nutné indukuje odezvu
imunitniho systému hostitele. Oproti jinym mistim na téle, napiiklad kuzi, kde je vnitini prostiedi
izolovano bariérou vicevrstevné pokozky nebo jinymi ochrannymi strukturami, stoji mezi miliardami
bakterii a vnitinim prostiedi hostitele ve sttevé jednovrstevny epitel. Stimulace imunitniho systému je
tedy v téchto mistech velmi intenzivni (Tlaskalova-Hogenova et al. 2005). SniZeni intenzity této
stimulace zptisobené neptitomnosti mikrobioty pak vede k nedokonalému vyvoji nékterych komponent
imunitniho systému, napiiklad redukované velikosti lymfatickych uzlin (Bauer & Horowitz 1963),
snizené aktivité urcitych typt bunék imunitniho systému (Macpherson et al. 2001) a niz§i produkci
mikrobicidnich latek epitelialnimi bunkami (He et al. 2003; Hooper et al. 2003; Cash et al. 2006).
Porovnavani vlastnosti axenickych a konvencnich jedinci umoznuje studium efektu intestinalni
mikrobioty pravé v téchto oblastech. ProtoZe se jedna 0 zasadni téma souvisejici i s lidskymi nemocemi,

jsou podrobngji prostudovany i nékteré molekularni mechanismy.

3.5.1 Genova exprese epitelialnich bunék
Na urovni epitelu reaguje hostitel na ptitomnost mikrobioty zejména zvysenim exprese genti pro rizné
mikrobicidni proteiny Vv epitelidlnich bunkach stfev. Mechanismus, jakym hostitel s mikrobiotou

komunikuje, tj. zjist'uje jeji pfitomnost, neni zatim podrobnéji vysvétlen.

Germ-free mysi mely oproti konvenénim kontrolam napiiklad dramaticky snizenou expresi
MRNA proteinu RELMB, ktery je v konven¢nich mysich bézné produkovan poharkovymi buikami
epitelu tlustého stieva. Po zpétné kolonizaci germ-free mysi ptirozenou mikrobiotou se exprese RELMf

po ¢tyfech dnech zvysila na normalni hodnotu (He et al. 2003). Protein RELMp hraje mimo negativni
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regulace mikrobioty roli v obrané hostitelského organismu proti nékterym parazitickym helmintim
(Herbert et al. 2009).

V dobé¢ po ukonéeni kojeni (odstaveni) se U konvenénich mysi v reakci na zménu druhového slozeni
stievni mikrobioty zvySuje v Panethovych burikach epitelu tenkého stieva exprese proteinu ze skupiny
angiogenini®, Ang4. Ve stejné studii byly prokazany mikrobicidni u¢inky Ang4 vii¢i nékolika druhtim
stievnich patogenu, jako naptiklad Enterococcus faecalis nebo Listeria monocytogenes (Hooper et al.
2003). Ve vzorcich epitelu tenkého stieva ziskanych z germ-free jedincti v dobé po odstaveni byla
nameétena nesrovnatelné nizsi hladina exprese Ang4 nez U konvencnich kontrol stejného véku. Zvyseni
exprese bylo navozeno zpétnou kolonizaci germ-free mysi ¢istou kulturou bakterii druhu Bacteroides
thetaiotaomicron (Hooper et al. 2003). Podobna situace byla pozorovana u proteinu REGIIIy, patiiciho
mezi lektiny?*. REGIIly je sekretovan Panethovymi butikami do lumen tenkého stfeva, kde se vaze
na peptidoglykan, coz mu umoznuje charakteristickd C-koncova sekvence. REGIIly je G¢inny proti
gram-pozitivnim bakteriim, jejichz peptidoglykan tvoii svrchni vrstvu bunécného obalu a je tak
vystaven okolnimu prostiedi, tedy i pfimému kontaktu s REGIIIy. Po navazani REGIIIy buné¢nou sténu
perforuje. Relativni exprese REGIIly v Panethovych bunkach se u konvenénich kontrol po odstaveni
(17 — 22 dnt po narozeni) zvysila na hodnotu ptiblizné 31krat vyssi v porovnani s jejich stejné starymi
germ-free prot&jsky. Zpétna kolonizace germ-free jedinci komplexni mikrobiotou konvenénich kontrol
zpusobila zvySeni exprese REGIIly 20krat. Podobného zvysSeni exprese se nepodafilo dosdhnout
kolonizaci germ-free jedince Cistou kulturou Listeria innocua a Bacteroides thetaiotaomicron (Cash et
al. 2006). Proteiny rodiny REGIII také pusobi jako rustové faktory pozitivné regulujici rast
Schwannovych bunék obalujicich axony neurond, takze mohou souviset se zvySenou proliferaci bunék
stievniho epitelu v ptitomnosti bakterii (Fukushima et al. 2003). Hostitel tedy reaguje na piitomnost
mikrobioty zvySenou expresi a sekreci baktericidnich latek v buiikach epitelu, coz mu do jisté miry
umoziuje negativné regulovat populaci mikrobioty. Po konvencionalizaci germ-free jedinct se exprese
téchto proteint piiblizi k hodnotam zjisténych u konvenénich kontrol (He et al. 2003; Hooper et al.
2003; Cash et al. 2006).

3.5.2 Lymfatické organy zazivaciho traktu
Pfitomnost mikrobialni populace ve stfevech hostitele stimuluje proliferaci bunék imunitniho systému
v lymfatickych organech v blizkosti stiev. Jedna se 0 n€které lymfatické uzliny a Peyerovy plaky, jejichz
velikost je pozitivné regulovana ptitomnosti mikrobioty (Bauer & Horowitz 1963; Savidge & Smith
1991).

Peyerovy plaky germ-free mysi jsou v porovnani s jejich konvenénimi kontrolami signifikantné mensi

a jejich mikroskopickd struktura je mnohem jednodussi. Rozdily byly pozorovany také v poctu

2 Proteiny hostitelskych bunék degradujici tRNA, podileji se také na angiogenezi.
24 Bunééné proteiny vazici sacharidové zbytky.
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imunokompetentnich bun€k osidlujicich lymfatické uzliny u germ-free a konvenénich mysi.
Mezenterické a submaxilarni lymfatické uzliny germ-free jedinci obsahovaly Vv porovnani
s konvenénimi kontrolami jen zlomek imunokompetentnich bunék. Pfi porovnani uzlin nenachazejicich
se ve funkénim kontaktu s organy osidlenymi bakteriemi podobné rozdily nebyly pozorovany (Bauer &
Horowitz 1963).

Slezina germ-free mys$i obsahovala méné plazmatickych a imunoglobuliny obsahujicich bunék
v porovnani s konvenénimi kontrolami (Bauer & Horowitz 1963). Po injekci roztoku kofiského proteinu
feritinu byla po 14 dni od injekce u germ-free mysi pozorovana vys$i hmotnost branchialnich
lymfatickych uzlin v porovnani s konvenénimi kontrolami (Bauer & Paronetto 1966). Ptitomnost
mikrobioty tedy méla za nasledek mirngjsi reakci na nebakterialni stimulaci, zde injekci konského

feritinu.

Peyerovy plaky (dale PP) komunikuji s lumen tenkého stieva pies specialni typ epitelu, tzv. follicle-
associated epithelium (dale FAE) piekryvajici jednotlivé folikuly PP. FAE obsahuje kromé béznych
enterocytu tzv. M-buriky, jejichz funkci je transportovat ¢astice obsahujici antigeny z lumen na jejich
basolateralni stranu, kde jsou prezentovany asociovanym imunitnim buiikam (Yamanaka & Helgeland
2003). Po peroralni inokulaci osm tydnu starych germ-free mysi bakterii Salmonella typhimurium se po
sedmi dnech populace M-bunék v FAE jednotlivych folikuli PP zvysila z 1,6 % (po¢et M-bunék na 100
enterocytt) na 5,4 % na vrcholu folikulu a z 10,9 % na 21 % na periferii FAE. ZvétSeni populace M-
bunék (az 0 3,4 %) bylo pozorovano také po podavani vody obsahujici mrtvé buiky S. typhimurium
v koncentraci 10%/ml (Savidge & Smith 1991).

3.5.3 Lymfocyty a protilatky
Lymfocyty jsou bufiky imunitniho systému zajiStujici specifickou imunitni reakci, tzv. adaptivni
imunitu. Pfitomnosti mikrobioty jsou ovlivnény zvlasté T-lymfocyty, zprostfedkovavajici rozpoznavani
a eliminaci patogent (Bandeira et al. 1990; Williams et al. 2006), a B-lymfocyty, produkujici specifické
protilatky indukujici imunitni reakci (Cukrowska et al. 2001; Macpherson & Uhr 2004; Lanning, Rhee
& Knight 2005). Nasledujici kapitola shrnuje vliv intestinalni mikrobioty pravé na tyto typy bunék.

Stievni mikrobiota indukuje aktivitu intra-epitelialnich lymfocyti (dale 1EL), tj. T-bunék imunitniho
systému schopnych migrovat stfevnim epitelem a zprosttedkovavat obranné reakce hostitele. Napiiklad
u dvoumési¢nich germ-free selat byl v epitelu tenkého stieva pomér 5,75 IEL na 100 enterocyti oproti
30 IEL na 100 enterocytt U Stejné starych konvenc¢nich selat (Rothkétter, Mollhoff & Pabst 1999). Pii
porovnavani germ-free a konvenénich mysi byly po porodu pozorovany podobné nizké populace IEL u
obou skupin. Populace IEL v tenkém stfevé zacala u konven¢nich jedincti rist po odstaveni (16. den), u
germ-free jedinct byl rist pozorovan az po 31 dnech. Podobné zvySovani poétu IEL bylo pozorovano
po odstaveni V tlustém stfevé konvenénich jedinct, u germ-free se pocet IEL v zavislosti na véku

nezménil (Williams et al. 2006).

22



Germ-free stav také ovlivituje zastoupeni jednotlivych typt IEL. U konvenénich mysi se ve fragmentech
epitelu tenkého stieva vyskytuje az 20krat vice CD4?® nebo CD82 pozitivnich a/f T-lymfocytii nez u
germ-free jedinct. Rozdil v zastoupeni nebyl pozorovan u typu v/8. Tento jev poukazuje na zavislost
urcitych typa lymfocytt na ti¢inku bakterialnich antigent, které ovliviuji jak jejich pocet, tak i misto
vyskytu (Bandeira et al. 1990). Stejny trend byl pozorovan pfi porovnani zastoupeni typt lymfocytt u
germ-free a konvencnich selat (Pabst & Rothkotter 1999).

Po intraperitonealni inokulaci germ-free a konvenénich SPF mysi bakterii Listeria monocytogenes byla
pozorovana podobna mira proliferace T-lymfocytd s protilatkami proti Listeria v perifernich
lymfatickych uzlinach u obou skupin. Nicméné u germ-free jedincti byl v peritonealni dutiné
zaznamenan snizeny vyskyt téchto specifickych T-lymfocytd oproti konvenénim jedincim. Germ-free
stav tedy navozuje vyssi nachylnost k projeviim infekce L. monocytogenes skrze snizeny vyskyt antigen-
specifickych T-lymfocyt v misté infekce (Inagaki et al. 1996).

Piitomnost intestinalni mikrobioty ma podle vySe uvedenych studii negativni dopad na populaci
T-lymfocytu hostitele, coZ ma za nasledek neadekvatni imunitni odpoveéd’. Jde zejména 0 sniZeni poctu
IEL a zménu poméru a vyskytu jednotlivych typt téchto bunék piizpisobenych ke zprostiedkovani

imunitni reakce hostitele vic¢i bakteridlni stimulaci.

Kromé vyskytu bunék imunitniho systému ve stfevnim epitelu a perifernich lymfatickych uzlinach
ovlivitluje pfitomnost mikrobioty také centralni vyvoj B-lymfocyti a produkci protilatek
(imunoglobulint). Vzorky Lamina propria obsahuji u germ-free mysi nizs$i pocet IgA produkujicich
plazmatickych bunék (Macpherson et al. 2001). U druht jako jsou naptiklad ovce, prasata a kralici
probiha ve stfeviim piidruZzenych lymfatickych organech, tj. v Peyerovych placich a slepém streve,
somaticka diversifikace geni antigenovych receptori B-lymfocytd. Vznik repertoaru protilatek
B-lymfocyt u téchto druhti tedy probiha v blizkém kontaktu s obsahem stiev a tedy i s mikrobialni
populaci (Lanning et al. 2005). U germ-free kraliki byly pozorovany abnormality ve struktufe stény
slepého stieva, které u germ-free jedinci obsahovalo mnohem mensi pocet lymfocyti v porovnani
s konvenénimi kontrolami a postradalo zarodeéna centra PP i po 3,5 mésicich po narozeni (Lanning et
al. 2000). Germ-free kralici si ani po 16 tydnech véku nedokazali vytvofit pfirozené mikrobicidni
protilatky, a to ani v piipadé¢ intravendzni imunizace suspenzi tepelné inaktivované kultury E. coli 086.
Konvencni jedinci tyto protilatky tvofili, stejné tak reagovali na intravendézni imunizaci zvySenim

koncentrace protilatek v organech (Tlaskalova-Hogenova & Stepankova 1980).

%5 CD4 pozitivni (CD4+) T-lymfocyty nesou na vnéjsi strané plazmatické membrany CD4 protein rozeznavajici
antigen, ktery prezentujici buiika vystavuje pomoci proteinu MHC II. tridy.

% CD8 pozitivni (CD8+) T-lymfocyty nesou na vnéjsi strané plazmatické membrany CD8 protein rozeznavajici
antigen, ktery prezentujici buiika vystavuje pomoci proteinu MHC I. tiidy.
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Nutno podotknout, Ze konvenéni jedinci byli pti tomto experimentu pfirozené kojeni, ¢imz mohli ziskat
nékteré protilatky navic. Oproti tomu germ-free kralici byli po sterilnim vyjmuti z délohy matky krmeni

umélou sterilizovanou stravou.

Koncentrace imunoglobulini vSech typt v krevnim séru studovana u germ-free selat se v prab&hu
ontogeneze nezvysila, coz bylo do Sestého tydne po porodu pozorovano U jedinct kolonizovanych
komenzalni bakterii Escherichia coli G58-1 (Butler, Weber & Sinkora 2002). Kolonizace germ-free
selat bakterii E. coli O86 kratce po porodu vyustila v signifikantni zvySeni poétu B-lymfocytt
produkujicich imunoglobuliny vSech typt v mezenterickych lymfatickych uzlinach a ve slezing jiz po 4
dnech, v PP §lo ve stejné dob& pouze 0 zvyseni U IgA a IgG?. V kontrastu s témito hodnotami se
produkce imunoglobulinii v brzliku germ-free jedinci nelisila od té v brzliku konvenénich jedinct
(Cukrowska et al. 2001). Vyse uvedena zjisténi dokazuji, Ze intestinalni mikrobiota pozitivné ovliviiuje

imunitni systém skrze stimulaci vyvoje B-lymfocytu a repertoaru protilatek.

3.5.4 Makrofagy
Makrofagy jsou tkanové formy bun€k imunitniho systému nazyvanych monocyty. Jejich hlavni funkci
je fagocytéza cizorodého materialu a poSkozenych télnich bunc¢k. Dale pomoci prezentace
fagocytovanych peptidi na vnéjsi strané plazmatické membrany T-lymfocytim indukuji specifickou
imunitni reakci, maji tedy vyznamnou roli pfi interakcich stfevni mikrobioty S homeostazou hostitele.
Stejné jako U lymfocytd je jejich aktivita u germ-free a konvenénich jedinct odlisna (Bauer & Paronetto
1966).

U konvenénich mysi bylo pozorovéano piiblizné trojndsobné zvyseni poétu peritonealnich?® makrofagi
po intraperitonealni injekci davky mineralniho oleje. U germ-free jedincti se po stejné stimulaci pocet
peritonealnich makrofagt zvysil pouze 1,16krat (Morland & Midtvedt 1984). V jiné studii vykazovaly
makrofagy v lymfatickych uzlinach germ-free mysi snizenou aktivitu pfi degradaci antigenu v porovnani
s jejich konvenénimi kontrolami. Fluorescen¢né znaceny konsky feritin injekéné podany germ-free
a konvenénim mySim piestal byt detekovatelny v lymfatickych uzlinach konvenénich jedinc po 4
dnech, u germ-free jedinci byla fluorescence patrna po celou dobu studie ve vSech lymfatickych
uzlinach. Velikost makrofagti v lymfatickych uzlinach nebyla pii porovnani germ-free a konvencnich
jedinct signifikantné odli§na, stejné jako se piili§ nelisil jejich pocet. Rozdil v aktivité makrofagi
germ-free a konvencnich jedinci je tedy zpisoben jinym mechanismem (Bauer & Paronetto 1966). Pri
enzymatické studii peritonealnich makrofagti mysi bylo zjisténo signifikantni zvySeni aktivity dvou

lysozomalnich enzym, a to kyselé fosfatazy a -glukoronidazy u germ-free mysi oproti konven¢nim

27 Imunoglobuliny ur¢itého typu.
28 Vyskytujicich se v biisni duting.

24



kontrolam. Ctyfi tydny po konvencionalizaci germ-free mysi doslo ke sniZeni aktivit téchto enzymi

na normalni hodnotu.

U germ-free jedinci bylo také pozorovano snizeni fagocytézy makrofagl zprostfedkované skrze
receptor C3b v porovnani s mirou fagocytozy zprostiedkované receptorem Fc. Po ¢tyfech tydnech po
konvencionalizaci byl pomér fagocytézy zprostiedkované témito receptory podobny poméru u
konvencnich jedinct (Merland & Midtvedt 1984).

Peritonealni makrofagy mysi infikovanych bakterii E. coli vykazovaly po 3 tydnech vyssi produkci
interleukin®i® IL-1 a IL-6 po in vitro stimulaci bakterialnim LPS*® nez makrofagy germ-free jedinct.
Podobné zvySeni produkce IL-1 a IL-6 bylo pozorovano u makrofagh ziskanych z kostni dfené
konvencionalizovanych mysi oproti germ-free (Nicaise et al. 1995). Pii opakovani stejného experimentu
s bakterii Bifidobacterium bifidum nebyl rozdil v produkci IL-1 a IL-6 pozorovan u zadného typu
makrofagi. Systémova imunitni reakce hostitele proti bakteriim je tedy pravdépodobné zprostiedkovana
IL-1 a IL-6, pficemz jeji realizace vV tomto piipadé zavisi na druhu asociované bakterie. V pfipadé gram-
negativniho druhu (E. coli) doslo po stimulaci makrofagi LPS ke zvySeni produkce cytokint, v pfipadé
gram-pozitivniho druhu (B. bifidum) nikoli (Vieira et al. 1998).

Imunohistochemicka studie makrofagi ve vnéj§im hladkém svalstvu tenkého stieva germ-free
a konvenénich mysi v riznych stadiich vyvoje odhalila rozdily v zastoupeni proteinti major
histocompatibility complex (dale MHC) tiidy II. Makrofagy nesouci MHC II, prezentujici na povrchu
membrany bunék extracelularni peptidy T-lymfocytam, nebyly ve svalovych tkanich germ-free jedincti
detekovany v zadné fazi vyvoje. Makrofagy hladkého svalstva konvenénich kontrol byly oproti tomu
MHC Il pozitivni (Mikkelsen et al. 2004).

Stievni mikrobiota ma podle vySe uvedenych tvrzeni obecné pozitivni vliv na pocet a aktivitu
makrofagli, stimuluje naptiklad jejich schopnost fagocytovat cizorodé castice nejen bakteridlniho
puvodu. Dale maji makrofagy germ-free jedinci zfejmé snizenou schopnost zprostfedkovavat

sekundarni imunitni reakci.

3.6 Vliv germ-free stavu na interakci hostitele s patogennimi organismy
Nizsi aktivita slozek imunitniho systému vede K ptedpokladu, ze germ-free jedinci jsou nachylnéjsi
k chorobam zplisobenym patogennimi organismy a ze stimulace imunitniho systému mikrobiotou
zaruCuje vySsi rezistenci. Tento predpoklad lze ovéfit jednoduse porovnavanim nasledki vystaveni

germ-free jedincti a konvenénich kontrol ur¢itym patogennim organismim (Fuller 1989).

29 Skupina cytokint — signalnich molekul bunék imunitniho systému oznac¢ovanych IL.
30 Molekuly vné&jsich povrchovych struktur bakterialni membrany.
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SniZzena odolnost vici bakterialni infekci byla u germ-free jedincti pozorovana pfi jejich inokulaci
nékterymi druhy bakterii. U germ-free morcat se po oralni inokulaci bakterii Shigella flexneri objevil
zanét céka, kterému vSechna zvifata podlehla do 48 hodin. U konvenénich jedincti nenastal po inokulaci

timto bakterialnim druhem zadny patologicky stav (Sprinz et al. 1961).

Hodnota LD10¢* subkutanné podanych spor bakterie Bacillus anthracis odpovidala u 5 tydnd starych
germ free potkanii 1x107 LDso* U stejné starych konvenénich jedincil. Piestoze konvenéni jedinci byli
jiného genetického ptivodu, autofi studie se nedomnivaji, Ze tato skute¢nost méla na zvysenou mortalitu
germ-free potkand vyznamny vliv (Taylor, Rooney & Blundell 1961). Po intraperitonealni inokulaci
germ-free a konvenénich mysi bakterii Listeria monocytogenes po deseti dnech podlehli infekci 3
germ-free jedinci z deseti inokulovanych. VSech deset konvenénich kontrol ptezivalo jesté po 24 dnech
od inokulace. (Inagaki et al. 1996) Oralni inokulaci komenzalni E. coli HS piezilo bez vyznamnéjsich
nasledkii deset z jedenacti germ-free morcat (Formal et al. 1961). Tyto vysledky odpovidaji
predpokladu, Ze germ-free jedinci jsou obecné nachylnéjsi k onemocnénim zpisobenym patogennimi

druhy bakterii a 1épe se vypotfadavaji s infekci nepatogennimi bakteriemi.

Dale byly pfi porovnavani infikovanych germ-free a konvenénich kontrol prokazany rozdily v citlivosti
vuci nékterym eukaryotnim parazitim. U germ-free mysi se napiiklad neobjevil patogenni projev
infekce prvokem Girdia Lamblia. Naopak u konvenénich kontrol byly po infekci pozorovany typické
projevy nakazy. Germ-free stav hostitele mél také pozitivni vliv na reprodukci tohoto prvoka,
ve vzorcich exkrementli byla pozorovana 10krat vyssi koncentrace cyst nez U konvenc¢nich jedincl
(Torres et al. 1992). Patogenita Entamoeba histolytica se také projevila pouze u konvenénich mor¢at.
Dalsim rodem protozoi, jehoz patogenita se u germ-free jedinct neprojevila, je rod Eimeria (Torres et
al. 2000). U prvoka Plasmodium berghei se patogenita projevila u germ-free i konvenénich mysi, ale
Vv niz§i mife nez U konvenénich jedinca (Finerty, Evans & Hyde 1973). Intraperitonealni inokulace Sesti
germ-free a ¢ty konvencnich mysi davkou piiblizngé 8x10* trypomastigoti®® Trypanosoma cruzi
zpusobila smrt v§ech konvenénich zvifat do 12 dnu. Dvé germ-free mysi se dozily 15. dne od injekce,
prestoze ostatni germ-free jedinci zacali v porovnani S konven¢nimi kontrolami umirat diive. Pri
opakovani pokusu se soubory germ-free a konvenénich potkanti byla po intraperitonealni inokulaci
6x10° trypomastigoti T. cruzi mortalita germ-free jedinct vyssi jiz od osmého dne po injekci. 21. den
byla mortalita germ-free jedincti 100%. Oproti tomu se jeden konven¢ni jedinec dozil az 47. dne, kdy
byl utracen. Germ-free stav tedy navozuje obecné vyssi nachylnost k Chagasové chorobé zptisobené
prvokem T. cruzi (Silva et al. 1987). Subkutanni inokulace germ-free mysi davkou 10° promastigoti®

Leishmania mexicana amazonensis vyustila v mirné projevy leishmaniézy, konkrétné byly u germ-free

31 Mnozstvi davky ur¢ité latky/patogenu zpiisobujici smrt 100 % jedinci.
32 Minozstvi davky ur¢ité latky/patogenu zpiisobujici smrt 50 % jedinci.
3 Vyvojové stadium vyskytujici se v krvi hostitele.

34 Vyvojové stadium vyskytujici se ve stievech vektort.
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jedinct po 114 dnech pozorovany jen velmi nepatrné kozni 1éze. Symptomy leishmaniozy konvenénich

24

kontrol inokulované davkou 5x10° promastigotli po stejné dob& byly mnohem zavazné&jsi.

Jednalo se 0 mnohé rozsahlé zanéty kuze zasahujici az do kosterniho svalstva (Vieira & Nicoli 1987).
Naopak pii porovnani projevii leishmanidézy po subkutanni inokulaci germ-free a konvenénich mysi
davkou 10° promastigott Leishmania Major byly u konvenénich kontrol pozorovany mensi kozni 1éze

nez U germ-free jedinca.

Dale bylo mozné po 13 dnech od infekce kultivovat L. Major ze vzorkd sleziny a jater germ-free jedincd,
nikoliv tak ze vzorki vnitinosti konvenénich kontrol (Oliveira et al. 2005). Germ-free jedinci jsou podle
uvedenych dat odolnéjsi vici protozoarnim stfevnim onemocnénim, U nemoci zptisobenych prvoky
mnoZzicimi se mimo intestinalni systém zavisi rozdil v mortalité ziejmé na druhu parazita. Pfedpoklad,
ze jedinci postradajici mikrobialni stimulaci jsou nachylngjsi k chorobam zptsobenym patogennimi

organismy, tedy neni prokdzan u vSech ptipada.

3.7 Efekt na chovani hostitele
V sérii behavioralnich testi projevily germ-free mysi vyss$i lokomoc¢ni aktivitu a frekvenci
pecovatelskych aktivit nez jejich konvenc¢ni protéjsky. Stejné tak se germ-free mysi signifikantné déle
nez jejich konven¢ni kontroly zdrzovaly v osvétlené Easti testovaciho boxu (tzv. light-box test).
Germ-free mysi obecné projevovaly vyssi motorickou aktivitu a redukované tizkostlivé chovani oproti
konven¢nim myS$im. Konvencionalizace dospélych mysi zménu V jejich chovani nezptisobila. Potomci
konvencionalizovanych rodi¢t vykazovali pecCovatelské aktivity s podobnou frekvenci a byli
V behavioralnich testech srovnatelné aktivni jako konvenéni jedinci. Vysledky téchto jedinct v light-
box testu se podobaly spise germ-free mysim. Vyssi motoricka aktivita pravdépodobné souvisi s vy$Simi
koncentracemi neurotransmiterti noradrenalinu a dopaminu naméfenymi v Zihaném jadru koncového
mozku germ-free jedinct. Redukcei tizkostlivého chovani odrazi snizena exprese gentt BDNF a NGFI-A
v hippokampu a amygdale mozku germ-free jedinct. Exprese téchto genti pravdépodobné piimo souvisi
s vyvojem uzkostlivého chovani (Heijtz, Wang & Anuar 2011). Absence mikrobioty ma tedy piekvapivé
pozitivni vliv na motorickou aktivitu hostitele, v tomto ptipadé mysi, a ¢ini jej méné uzkostlivym. Efekt

konvencionalizace se projevil az v nasledujici generaci, a to netplnou normalizaci chovani.

3.8 Vliv mikrobioty na obéhovy systém hostitele
Obecné¢ pozorovanym jevem je také snizeni celkového objemu krve germ-free jedincti oproti
konven¢nim, stejné€ jako sniZeni srdecniho pritoku, krevniho tlaku a zdsobovani organt jako naptiklad
pokozky, jater, stiev a plic krvi. Na druhou stranu maji napiiklad konvencni potkani oproti germ-free
niz$i pocet cervenych krvinek (Gordon, Wostmann & Bruckner-Kardoss 1963). Pti porovnavani ucinku
stimula¢nich latek na hladkou svalovinu prekapilarnich arteriol mezenterii byl pozorovan rozdil

ve vasomotorické aktivité¢ mikrovaskulatury (Baez & Gordon 1971).
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Cévy germ-free potkant vykazovaly hyporeaktivitu vii¢i katecholaminiim® adrenalinu, noradrenalinu
a vasopresinu oproti normalnim reakcim konvenénich kontrol (Baez & Gordon 1971). Pfi hledani
mechanismu pficiny tohoto rozdilu byla z obsahu céka germ-free mysi a potkani izolovana latka
nazvana ,,alfa pigment“. Tato latka dokazala redukovat senzitivitu hladkého svalstva vaci epinefrinu.
Alfa pigment byl izolovan také ze stievniho obsahu konvenénich mysi, nicméné byl biologicky inaktivni

(Gordon & Kokas 1968; cit. dle Gordon & Pesti 1971).

4. Vyuziti gnotobiologie v lidské mediciné

Studium zvifecich modeli chovanych v definovanych gnotobiologickych podminkach mutze byt
pfinosnym zptisobem pti odhalovani piivodu a vlivu mikrobioty u nékterych lidskych onemocnéni.
Jedna se zejména o poruchy funkci imunitniho systému, zahrnujici idiopatické zanéty stiev (Crohnova
choroba, ulcerozni kolitida), revmatickou artritidu, aterosklerézu a alergie. Dale gnotobiologie miize
piinést prohloubeni nasich znalosti o rakoviné tlustého stfeva a cukrovky (Tlaskalova-Hogenova et al.
2004; Yi & Li 2012). Jde zejména o porovnavani pribéhu téchto chorob mezi germ-free a konvenénimi
jedinci, u nichz je rozvoj ur¢ité nemoci geneticky determinovan (Rivera-Nieves et al. 2003; Wen et al.
2008) nebo indukovan chemicky (Maslowski et al. 2009). Neptitomnost mikrobioty ma naptiklad
U mysi za nasledek horsi priabéh chemicky indukovaného zanétu tlustého stieva (ulcerdzni kolitidy)
(Maslowski et al. 2009). Naopak u germ-free mysi s geneticky determinovanym rozvojem zanétu ilea
S podobnymi ptiznaky jako Crohnova choroba popsana u lidskych pacientl byl priibéh nemoci mirngjsi

nez u konvenénich kontrol (Bamias & Okazawa 2007).

5. Zavér

Vyvinutim metod chovu nékterych druhti obratloved v podminkach zamezujicich kontaktu
s mikroorganismy z okoli byla kladné zodpovézena otazka, zda jsou takové podminky slucitelné se
zivotem. Tito germ-free jedinci vykazuji v porovnani S jejich konvenénimi kontrolami mnoho
rozdilnych znaki. Jde zejména 0 snizenou aktivitu sloZzek imunitniho systému (Macpherson et al. 2001),
zmen$eni nékterych lymfatickych organt (Bauer & Horowitz 1963), méné intenzivni prokrveni
stievnich stén (Stappenbeck et al. 2002), snizeni metabolismu nékterych dietarnich latek (EI Aidy et al.

2013), nizsi miru proliferace bunék stievniho epitelu (Abrams et al. 1963) a dalsi.

Jiné vlastnosti, jako je odbouravani nékterych xenobiotik (Bjorkholm et al. 2009), motoricka aktivita
(Abrams & Bishop 1967) a nachylnost k nékterym chorobam zpiisobenym stfevnimi parazitickymi
prvoky (Torres et al. 1992) jsou absenci mikrobioty pozitivné ovlivnény. Germ-free jedinci jsou pfi

normalnich podminkach, jak se zda, stejné Zivotaschopni jako jejich konven¢ni kontroly. Pfitomnost

vvvvv

3 Molekuly zajistujici pfenos nervového signalu.
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al. 2006), dale mohou bakterie svymi metabolickymi schopnostmi ovliviiovat aktivitu nékterych
travicich enzymu hostitele (Corring et al. 1981).

Vétsinu téchto rozdild 1ze eliminovat vystavenim germ-free jedinct piisobeni mikrobu z okoli nebo
infikovanim stfevni mikrobiotou jejich konvenénich kontrol (Smith et al. 2007). N¢které Ize eliminovat
inokulaci jedinym bakterialnim druhem, napfiklad proces angiogeneze (Stappenbeck et al. 2002) nebo
genova exprese enterocytu, ostatni pretrvavaji i po vystaveni germ-free jedinct otevienym podminkam,

jako napiiklad pozménény metabolismus xenobiotika pentobarbitalu (Bjérkholm et al. 2009).

Zmény ve fyziologii hostitele jsou tedy zpisobeny bud'to jeho interakci s jedingm druhem, nebo je
k jejich indukci zapotiebi souhry vice druhti bakterii nebo jinych neznamych faktoru. Zalezi také na véku

jedince, ktery mnohdy ovliviiuje nasledky inokulace.

Sttevni mikrobiota tedy piedstavuje pro hostitele urcitou fyziologickou zatéz, na kterou je do jisté miry
ptizptisoben kompenza¢nimi mechanismy, jako je zvySeni prokrveni stfevni stény, prizpuisobeni
morfologie zazivaciho traktu nebo zpétnovazebna regulace tvorby zluCovych kyselin. Nékteré
vlastnosti, jako je zvétsené cékum germ-free hlodavct, poukazuji na evoluéni pfizptisobeni hostitele,
ktery potiebuje stfevni mikrobiotu pro sviij normalni vyvoj. Dal§imi nespornymi benefity
zprostiedkovanymi stievnimi bakteriemi jsou schopnost metabolizovat hostitelem nestravitelné slozky
potravy na stravitelné latky a stimulace imunitniho systému Vv obrané nejen proti bakterialnim
patogentim. Tyto vlastnosti vztahu hostitel — mikrobiota jsou vysledkem vzajemného pfizptsobeni, které
se v evoluci obratlovetl vyvinulo v nesmirné slozity systém, jehoz podstatu lze diky diverzité
bakterialniho spolecenstvi jen stézi uchopit a popsat. Diky novym metodam genetické analyzy Ize dnes
identifikovat jednotlivé druhy bakterii a blize zkoumat jejich vliv napiiklad na genovou expresi
v buiikach hostitele. Lze tak pomalu odhalovat jednotlivé prvky tohoto vztahu a ziskat Sir$i pohled

na celou problematiku.
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6. Seznam pouzitych zkratek

BMR: hodnota basalniho metabolismu jedince (z angl. basal metabolic rate)

FAE: typ epitelu piekryvajici Peyerovy plaky (z angl. follicle-associated epithelium)

HBF: mikrobiota 20 dni starého lidského novorozence (z angl. human-baby flora)

IEL: intra-epitelialni lymfocyty

LD100: mnozstvi davky urcité latky/patogenu zpisobujici smrt 100 % jedinct (z angl. lethal dose)
LDso: mnozstvi davky urcité latky/patogenu zpusobujici smrt 50 % jedinci (z angl. lethal dose)
LPL: enzym lipoprotein lipaza

LPS: lipopolysacharidy

MHC: hlavni histokompatibilni komplex (z angl. main histocompatibility complex)

MMC: migrujici myoelektricky komplex

mRNA: ribonukleova kyselina, translatovana do proteinu (z angl. messenger RNA)

NR: jaderné receptory (z angl. nuclear receptors)

PP: Peyerovy plaky

SCFA: mastné kyseliny s kratkymi fetézci (z angl. short-chained fatty acids)

SPF: termin uZivany pro jedince prostych urcitych patogent (z angl. specific pathogen free)
T1D: diabetes typu 1

TLR: Toll-like receptory

tRNA: ribonukleova kyselina ucastnici se translace mMRNA do proteinu (z angl. transfer RNA)
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