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Predpokladané mechanizmy imunomodula¢ného
a protizapalového posobenia probiotik

Potential immunomodulatory and antiinflammatory mechanisms of probiotics

Andrea Bilkova ¢ FrantiSek Bilka « Hana Kinova Sepova

Doslo 25. novembra 2015 / Prijato 1. aprila 2016

Sihrn

Pocet predklinickych a klinickych §tadii, ktoré potvrdzuji
ucinnost probiotik v profylaxii a terapii niektorych ocho-
reni, napr. hnaciek ro6zneho poévodu, syndromu drdzdivého
Creva, neSpecifickej zdpalovej choroby Creva, alergie,
hypercholesterolémie, bakteridlnej vaginézy, kolorektal-
neho karcindmu a i. stle rastie. Tieto zdraviu prospe$né
ucinky su Casto druhovo a kmetniovo Specifické. V praci
podavame prehlad dostupnych poznatkov
o predpokladanych mechanizmoch tcinku probiotickych
mikroorganizmoyv, pricom sa zameriavame najmi na inte-
rakciu probiotickych buniek s bunkami hostitela. Jednym
z vysledkov tejto interakcie je navodenie pro- alebo proti-
zépalovej imunitnej odpovede makroorganizmu. Detailné
poznanie signdlnych dréh, ktorymi prebieha komunikécia
medzi bakteridlnymi a ludskymi bunkami moZe n4jst
uplatnenie pri selekcii vhodnych probiotik pre cielent
lie¢bu vybranych ochoreni. DalSie moZnosti vyuZitia pro-
biotickych mikroorganizmov v klinickej praxi poskytuji
genetické manipuldcie a metédy génového inZinierstva.
Klicové slova: probiotikd e zdpal e signilne drihy e
imunomoduldcia ¢ genetickd manipuldcia

Summary

The number of preclinical and clinical studies showing
efficacy of probiotics in the treatment and prophylaxis of
certain diseases, e.g. diarrhoea of various origin,
irritable bowel syndrome, inflammatory bowel disease,
allergies, hypercholesterolemia, bacterial vaginosis, and
colorectal cancer, is increasing. These health benefits are
often species and strain specific. This article provides an
overview of available knowledge about the supposed
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mechanisms of probiotic microorganism’s action
focusing in particular on the interaction between
probiotic and host cells. One of the results of this inte-
raction is induction of pro- or anti-inflammatory
immune response in the macroorganism. Detailed
knowledge of the signalling pathways involved in the
communication between bacterial and human cells can
find application in the selection of optimal probiotics for
the targeted treatment of selected diseases. Additional
possibilities for their use in clinical practice are provided
by genetic manipulation of probiotic microorganisms.

Key words: probiotics ¢ inflammation e signalling
pathways ¢ immunomodulation ¢ genetic manipulation

Uvod

Medzi najcastejSie vyuZivané probiotické baktérie pat-
ria druhy rodov Lactobacillus a Bifidobacterium, Ktoré
radime do velkej skupiny baktérii mliecneho kvasenia
(LAB - lactic acid bacteria)”. Menej Casto sa ako probio-
tikd pouZivaju Streptococcus spp. (S. thermophilus,
S. salivarius, S. macedonicus), Enterococcus spp. (E. fae-
calis, E. faecium), Lactococcus spp. (L. lactis), Leuco-
nostoc spp. (L. mesenteroides) a Pediococcus spp. (P. aci-
dilactici, P. pentosaceus)*?. Z mikroorganizmov, ktoré
nepatria k LAB, sa probiotickymi vlastnostami vyznacu-
ju napr. Gram-pozitivne (G*) baktérie Bacillus toyonen-
sis, B. coagulans a B. subtilis, Clostridium butyricum,
Propionibacterium freudenreichii®, Gram-negativna (G")
baktéria Escherichia coli Nissle 1917+ a kvasinky Sac-
charomyces cerevisiae a S. cerevisiae subsp. boulardii
(niekedy uvadzana ako Saccharomyces boulardii)®.

Mechanizmy, ktorymi probiotikd poskytujt hostitelo-
vi zdravotné benefity, zatial neboli jednoznac¢ne objasne-
né. Predpoklada sa, Ze u¢inkuji na troch arovniach, pri-
¢om hranice medzi nimi nie su striktne vymedzené:

1. antimikrébne posobenie probiotik — patria sem pro-
cesy ako kompeticia s patogénmi pri ziskavani Zivin,
produkcia antimikrébnych latok, kompetitivna exkli-
zia patogénov, medzibunkova komunikicia tzv. ,,quo-
rum sensing*‘ a iné"®
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2. posilnenie funkcie ¢revnej epitelovej bariéry, ktoré
sa uskutoctiuje prostrednictvom reguldcie signalnych
dréh v bunkéch hostitela a vedie napr. k zvySenej pro-
dukcii hlienu, defenzinov a proteinov teplotného Soku,
k posilneniu tesného spojenia medzi bunkami
a prevencii apoptdzy”

3. modulacia imunitnej odpovede hostitela na lokilnej
aj systémovej trovni — imunomodulécia zahfiia regu-
laciu expresie cytokinov, aktiviciu fagocytdzy, modu-
laciu funkcie dendritovych buniek, indukciu T, Tym-
focytov a i.7-19

Problematika antimikrébneho posobenia probiotik je
podrobne spracovand v pracach Kitiova Sepova a kol.®)
a Bilkova a kol.'.

Této praca je venovand sumarizacii zdravotnych bene-
fitov, ktoré poskytuju probiotika hostitelovi a podrobne
popisuje mechanizmy ich imunomodula¢ného a proti-
zapalového posobenia.

Zdraviu prospesné ucinky probiotickych
mikroorganizmov

Prehlad zdraviu prospeSnych ucinkov probiotickych
mikroorganizmov pre hostitela a predpokladanych mecha-
nizmoyv, ktoré ich zabezpecuju, podéava tabulka 1. Rozdelenie
do jednotlivych kategérii icinkov na antimikrébne, imuno-
modulacné, protizdpalové a iné nie je vzdy jednoznacné a je
uskuto¢nené na zdklade prevladajicej viacSiny predpoklada-
nych mechanizmov, ktoré sa na danom tcinku podielaja.

Tab. 1. Zdraviu prospesné ucinky probiotickych mikroorganizmov pre hostitela a predpokladané mechanizmy, ktoré sa na nich

podielaji (podla’> %)

Zdraviu prospesné ucinky Predpokladany mechanizmus
antimikrébne
rezistencia voci enteropatogénom — antagonistickd aktivita
— kompetitivna exklizia patogénov
— obmedzenie preZivania enteropatogénov (zniZovanie pH, defenziny,
antimikrébne pdsobiace peptidy, produkcia kyseliny mliecnej a toxickych
metabolitov kyslika)
— stimuldcia tvorby protilatok
— vplyv na systémovi imunitu
moduldcia ¢revnej mikrobioty — laktobacily ovplyviiuju aktivitu dominantnej mikrobioty a zniZuji produkciu
toxickych metabolitov
— moduldcia mikrobidlnej komunity v tenkom ¢reve
— antibakteridlne posobenie
prevencia a lie¢ba infekcii urogenitalneho traktu | — adhézia na bunky mocového a vagindlneho traktu
— kompetitivna exklazia patogénov
— zniZenie pH
— produkcia antimikrébnych latok (H,O,, biosurfaktanty)
podpora eradikicie Helicobacter pylori — inhibicia rastu H. pylori a jeho adherencie na bunky sliznice Zalidka
— adjuvantné posobenie spolu s klasickou terapiou
— zniZenie mnozstva buniek H. pylori v zaludku
imunomodulac¢né
modulécia imunitného systému — posilnenie neSpecifickej a $pecifickej imunity voci infekcidm a nadorom
— adjuvantny u¢inok na $pecificki imunitu
- regulacia pomeru T 1/T, 2 lymfocytov
— reguldcia produkcia protizapalovych cytokinov
— zniZenie produkcie toxickych metabolitov dusika
protizapalové
antialergicky — prevencia translokdcie alergénov do krvného riecista
— zabranenie prehnanej imunitnej odpovedi na zvy$ené mnoZstvo antigénu v reve
redukcia vyskytu nekrotizujicej enterokolitidy — zniZenie produkcie IL-8
redukcia vyskytu rotavirusovej gastroenteritidy — zvySenie produkcie IgA Specifickych vo¢i virusom
zmiernenie prejavov u zdpalového ochorenia — posilnenie funkcie slizni¢nej bariéry
Creva — redukcia prozdpalovych cytokinov
zmiernenie prejavov Crohnovej choroby — redukcia prozdpalovych cytokinov
— redukcia po¢tu CD4* buniek
— zniZenie expresie TNF-o intraepitelovymi lymfocytmi
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Tab. 1 — pokracovani

iné

zlepSenie trdvenia laktozy

bakteridlna laktaza (B-galaktoziddza) hydrolyticky Stiepi laktozu v tenkom Creve

redukcia vyskytu zubnych kazov a zdpalu dasien

redukcia zdpalu po podavani L. reuteri

redukcia vyskytu Streptococcus mutans a inych patogénov periodontu po kolonizacii
povrchu zubov laktobacilmi

menej kazov po podavani Zivych laktobacilov, alebo po ordlnej vakcinacii teplom

usmrtenymi laktobacilmi

zvySenie prijmu Zivin

produkcia vitaminov (predovSetkym vitaminov B-komplexu, hlavne B, a kyseliny

listovej) a kofaktorov

ovplyvnenie obsahu lipidov v krvi,

ochorenia srdca

asimildcia cholesterolu bakteridlnymi bunkami
ovplyvnenie aktivity hydroldz Zl¢ovych soli

antioxida¢ny ucinok

antihypertenzny Gc¢inok

tvorba antihypertenznych peptidov z mlie¢nych proteinov, G¢inkom bakteridlnych
peptidaz
zloZky bunkovej steny sliZia ako ACE-inhibitory

redukcia vyskytu pecetiovej encefalopatie

kompetitivna exklizia, alebo potlacenie rastu uredzu produkujuicej ¢revnej flory

prevencia vzniku kolorektalneho karcindmu

antimutagénna aktivita (vézba nitrozaminov, mykotoxinov, azofarbiv a i.)
modulécia pro-karcinogénnej aktivity enzymov (hlavne B-glukoronidézy,
nitroreduktazy, azoreduktazy), produkovanych mikroorganizmami v hrubom ¢reve
stimuldcia imunitného systému

vplyv na koncentraciu Zl¢ovych kyselin

neutralizcia potravinovych karcinogénov produkciou kys. butyrovej

detoxikdcia toxickych mikrobidlnych metabolitov

zvySenie poctu bifidobaktérii a moduldcia zloZenia mikrobioty
z proteiny-metabolizujticej, na sacharidy-metabolizujicu
menej toxickych a nehnilobnych metabolitov

zlepSenie peceniovej encefalopatie po podavani bifidobaktérii a laktulézy

redukcia vyskytu depresivnych stavov,

zlepSenie mozgovych funkcii a spradvania

priama produkcia neurotransmiterov laktobacilmi (napr. GABA)

aktivécia nervovych drdh medzi GIT a mozgom

— nepriamy vplyv na produkciu neurotransmiterov/neuropeptidov

— prevencia stresom indukovanych zmien, navodenych ¢revnou mikrobiotou
— analgeticky uc¢inok

— redukcia zdpalovych cytokinov

— antioxida¢né vlastnosti a i.

Imunomodulaény tGcinok probiotik

Pri interakcii hostitela s enterobaktériami zohrdva
dolezita tlohu tzv. s ¢revom asociované lymfoidné tka-
nivo (GALT - gut associated lymphoid tissue). GALT je
najvacsim lymfoidnym organom v Tudskom tele. M4
dolezita ulohu v ochrane pred infekénymi agens
a udrZiavani imunitnej homeostizy organizmu. Z tohto
pohladu je dolezitd jeho schopnost rozliSit patogénny
a nepatogénny mikroorganizmus a zah4jit G¢innd imu-
nitnt odpoved voci patogénu, alebo navodit imunotole-
ranciu voc¢i komenzalu. GALT ma tlohu aj pri navodeni
tolerancie voci potravinovym antigénom'®,

Interakcia hostitelského organizmu s mikroorganiz -
mom je najCastejSie sprostredkovand molekulami
vyskytujicimi sa na ich bunkovych povrchoch. Probio-
tické baktérie rovnako ako patogény obsahuji na svo-
jom povrchu tzv. ,molekulové vzory asociované
s mikroorganizmom“ (MAMP - microbe-associated

molecular pattern). Zo strany eukaryotickej bunky st
tieto Struktdry rozpozndvané bud Sirokou Skalou $peci-
fickych molekul, alebo obmedzenym mnoZstvom mole-
kal s menSou $pecificitou. Medzi $pecifické molekuly
patria imunoglobuliny (Ig) a receptory T buniek
(TCR — T cells receptor). Oboje st sticastou adaptivne;j
imunity. K menej Specifickym molekuldm patria
,receptory rozpozndvajice vzory“ (PRR — pattern
recognition receptor)!® . Vdaka Sirokej Specificite
dokdZe obmedzené mnoZstvo PRR interagovat
s oznymi typmi MAMP, a vyvolat tak rychlu reakciu
na akykolvek mikroorganizmus”. Moduldcia imunitne;j
odpovede hostitela na bunkovej trovni sa uskutoctiuje
prostrednictvom inhibicie alebo aktivécie rdoznych sig-
nidlnych drdh (napr. drdhy nukledarneho faktora xB
(NF-xB — nuclear factor-xB), drdhy proteinkindzy akti-
vovanej mitézou (MAPK — mitogen-activated protein
kinase) alebo drihy receptora aktivujiceho peroxizo-
mélnu proliferaciu y (PPAR-y — peroxisome prolifera-
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Obr. 1. Interakcie probiotickych baktérii s roznymi typmi buniek hostitela (podla 618 19)

Probiotikd zlepSuju bariérovi funkciu IEC posilnenim tesného spojenia medzi bunkami, ako aj zvySenim produkcie hlienu. Reguldciou expresie
receptorov pre bolest a potencidlnych neurotransmiterov ovplyviiuji motilitu Criev a citlivost na bolest. Probiotikd moZu interakciou s DC modu-
lovat subpopuldcie T-lymfocytov a navodit T, 1, T 2 alebo Treg bunkovu odpoved. Interferuji s patogénmi indukciou sekrécie 3-defenzinov IEC
a IgA plazmatickymi bunkami a priamo blokuju signdlne drdhy indukované patogénmi. Moduldciou klicovych signdlnych drah (napr. drah NF-xB
a MAPK), moZu regulovat sekréciu cytokinov IEC, DC a makrofagmi. Presmerovanim signdlnych drdh moZu ovplyvnit proliferdciu a preZivanie

cielovych buniek.

APRIL - ligand indukujici prolifericiu (a proliferation-inducing ligand), DC — dendritova bunka, sIgA — sekrétovy imunoglobulin A, HSP — pro-
tein teplotného Soku, IEC — epitelové bunka ¢reva, MAPK — mit6zou aktivovand proteinkindza, NF-kB — nukedrny faktor-xB, pIgR — polymérny
imunoglobulinovy receptor (polymeric immunoglobulin receptor), STAT — prenaSac signdlu a aktivator transkripcie (signal transducer and activa-

tor of transcription)

tor-activated receptor gamma) (obr. 1). Tymto spdso-
bom je navodena tolerancia hostitela vo¢i komenzal-
nym baktéridm a zachovand imunitnd odpoved voci
patogénom. PoruSenie rovnovahy medzi toleranciou
a imunitnou reakciou moZe viest k rozvoju réznych
patologickych stavov, vratane neSpecifickej zdpalovej
choroby ¢reva (IBD - inflammatory bowel disease)
a kolorektalneho karcinému?® b,

Medzi najvyznamnejS§ie MAMP G* baktérii, ku kto-
rym radime vicSinu probiotik, patria peptidoglykan
a rozne v nom zakotvené proteiny, teichoové kyseliny
a polysacharidy*> »». Z hladiska interakcie s euka-
ryotickou bunkou je najvyznamnejSou povrchovou
Struktdrou G- baktérii lipopolysacharid tvoriaci stucast
vonkajsej membrany??. Povrchové makromolekuly roz-
nych mikrobidlnych druhov, resp. kmeniov, vratane pro-
biotik, komenzilov a patogénov maji podobnu zdkladnd
Struktiru, liSia sa vSak roznymi modifikdciami, napr.
sposobom  glykozylacie. Tato variabilita vedie
k rozdielom v interakcii s PRR a potencidlnymi korecep-
tormi. Tak makromolekula jedného druhu moze byt ago-
nistom pre konkrétny PRR, zatial ¢o podobna makromo-
lekula iného druhu mozZe byt jeho antagonistom. MAMP
jednotlivych kmeniov si vysoko konzervované, ¢o zod-
poveda u probiotik za ich kmetiovo Specifické probiotic-
ké alinky'®.

Zo strany hostitela prichddzaji najcastejSie do kontak-
tu s enteromikroorganizmami epitelové bunky ¢reva (IEC
— intestinal epithelial cell) umiestnené pod vrstvou hlienu
a dendritové bunky (DC), nachadzajtce sa v lamina pro-
pria (obr. 1). IEC predstavuji prva obranni liniu voci
enteropatogénom, DC hraju doleZitd tlohu pri vrodene;j
a ziskanej imunite. PRR sa nachddzaji na oboch z nich.
Najlepsie preStudovanymi PRR su receptory podobné
Toll (TLR — Toll-like receptor). TLRs predstavuji velkd
rodinu transmembranovych proteinov, ktoré su lokalizo-
vané na povrchu bunky alebo v membrane vnutrobunko-
vych organel®: %9, Po naviazani ligandu na ich extracelu-
larnu doménu, bohatt na leucinové zvysky, dochadza ku
konformacnej zmene, na zéklade ktorej intraceluldrna
Toll/IL-1R (TIR - Toll/interleukin-1 receptor) domé-
na iniciuje prenos signilu vo vnitri bunky. Vysledkom
signilnej kaskady vyvolanej interakciou MAMP a PRR je
odpoved na detegovany mikroorganizmus na molekulo-
vej arovni. Tato odpoved moZe zahifiat ,,up® alebo
,»down* reguldciu produkcie imunomodula¢nych cytoki-
nov, chemokinov, antimikrobnych alebo cytoprotektiv-
nych faktorov a ko-stimula¢nych molekul (obr. 1). Kon-
krétna forma odpovede zavisi od typu mikroorganizmu
a reaktivity interagujiicej bunky hostitela's- 7.

Medzi TLR exprimované na povrchu epitelovych
buniek ¢reva a dendritovych buniek, u ktorych bola
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potvrdend interakcia s molekulovymi vzormi asociova-
nymi s mikroorganizmom patria TLR2, TLR4, TLRS
a TLR9?". TLR2 je zakomponovany do bunkovej signa-
lizacie po interakcii bunky s molekulami na povrchu
G* baktérii, ako su lipoteichoové kyseliny a peptido-
glykan® ¥, TLR4 sa podiela na detekcii povrchovych
Struktar G- baktérii, napr. lipopolysacharidu. TLRS viaZe
flagelin, ktory je stavebnou jednotkou bakteridlnych
bi¢ikov a zdroven faktorom virulencie. Aktivicia TLRS
mobilizuje NF-xB a stimuluje produkciu TNF-¢? 2,
Nemetylovany motiv CpG bakteridlnej DNA interaguje
s TLR9.

Okrem TLR sa na prenose signdlu po kontakte
s bakteridlnou bunkou mozu podielat aj extracelularne
lektinové receptory typu C (CLR — C-type lectin recep-
tor), napr. DC-SIGN (dendric cell-specific intracellular
adhesion molecule  3-grabbing non-integrin)*®
a receptory NLR (nucleotide-binding oligomerization
domain-containing protein (NOD)-like receptor).
S NOD1 a NOD?2 interagujii muropeptidy pochéadzajice
z peptidoglykanu3.

Mikrobidlne antigény ovplyviiuji aj aktivitu makrofa-
gov, plazmatickych a nervovych buniek (obr. 1)'®.

Viaceré Studie potvrdili schopnost probiotickych bak-
térii, vratane niektorych laktobacilov, alebo bezbunko-
vych rastovych médii, ziskanych po ich kultivicii, sti-
mulovat expresiu proteinov teplotného Soku HSP25/27
a HSP72 (heat shock protein) epitelovymi bunkami Cre-
va. Tieto proteiny pomdhaji udrZiavat tesné spojenie
medzi bunkami ¢reva, zlepSuji funk¢nt bariéru epitelu
a chréania epitelové bunky pred apoptdézou. HSP25/27
stabilizuje aktin a HSP72 chrani bunkové proteiny pred
denaturaciou’?.

Povrchové Struktury Specifické pre patogénne mikro-
organizmy vo vieobecnosti indukuji v makroorganizme
prozapalové reakcie, ktorych cielom je deStrukcia pato-
génu. Aktivuji napr. T- a B-lymfocyty, fagocyty
a produkciu prozdpalovych cytokinov (TNF-o, IL-1,
IL-6, IL-8, IL-12 a IL-18). V pripade akéhokolvek
neadekvatneho zdsahu do regulicie tohto procesu mozu
efektorové bunky, indukované antigénmi enteropatogé-
nu, zahgjit chronicky zapalovy proces!® 3.

Regulacia zapalovych signalnych drah probioticky-
mi mikroorganizmami

Regulaciou zapalovych signalnych drah v epitelovych
bunkich creva, dendritovych bunkidch a makrofagoch
hostitela dokdZu probiotikd navodit homeostdzu imunit-
ného systému makroorganizmu® '®.

Hlavnym , konverzaénym uzlom* medzi probiotickou
bunkou a epitelovou bunkou creva je pravdepodobne
draha transkripéného nuklearneho faktora NF-xB, ktora
predstavuje jeden z kltcovych signdlnych kandlov pre
aktivaciu imunitnej odpovede. Bez pritomnosti stimulu
je NF-xB v cytoplazme pritomny v inaktivnej forme,
viazany na molekulu inhibitora IxB. Po spusteni signal-
nej drahy vhodnym prozapalovym stimulom (napr. inte-
rakcia medzi Specifickym MAMP patogénu a prisluSnym
PRR a nislednd aktivicia cytoplazmatického adaptéra
MyD88) dojde k fosforylacii IkB pomocou IkB-kinazy.
Fosforylovany IkB je ubikvitinovany prostrednictvom

ubikvitinligdzy E3-SCF*™" a nisledne degradovany
v 26S proteazome. Uvolneny NF-xB migruje do jadra,
viaZe sa na cielové promoétory a aktivuje transkripciu
efektorovych génov?* 3. Vysledkom je ,,up-regulacia“
expresie prozapalovych cytokinov (TNF-o., IL-1p3, IL-6,
IL-8) a B-defenzinov. Aktivacia NF-xB ma tlohu v pato-
genéze zapalovych ochoreni vritane artritidy a IBD**.
Viaceré kroky uvedenej drahy predstavuju klticové regu-
latné body, do ktorych moZu probiotikd zasiahnut
a ovplyvnit bunkovi signaliziciu, zabranit aktivicii
NF-xB a ,,downregulovat* expresiu prozdpalovych cyto-
kinov. Deje sa to inhibiciou funkcie proteazoému, inhibi-
ciou fosforylacie alebo ubikvitindcie o-podjednotky IkB
a exportom p65 podjednotky NF-kB z jadra prostrednic-
tvom drdhy zavislej od PPAR-y" 3%, Ale st zname aj
probiotické kmene, ktoré naopak ulahcuji prechod pod-
jednotiek NF-xB do jadra a aktivuji transkripciu pro-
zdpalovych génov'?.

PPAR-y patri do superrodiny jadrovych horménovych
receptorov a podiela sa na reguldcii intestinilneho zapa-
lu a homeostizy. Predstavuje dalsi potencidlny ciel pre
probiotickii modulaciu. V epitelovych bunkich creva
pacientov s ulceréznou kolitidou bola pozorovand reduk-
cia PPAR-y mRNA a zniZenie expresie proteinu
v porovnani so zdravymi jedincami*”. Niektoré probio-
tické laktobacily (L. casei, L. crispatus M247) dokazu
zvySenim expresie PPAR-y inhibovat na TLR4 zavisla
prozapalova signalnu drahu'®. Tieto pozorovania nazna-
cuju, Ze probiotickd terapia moOZe zvySenim expresie
PPAR-y pomoct eliminovat zdpal asociovany s ulce -
réznou Kolitidou!?.

Probiotikd moZu ovplyvnit aj signdlnu kaskadu
MAPK, ktord je nezdvisld od drahy NF-xB. Po ovplyv-
neni probiotickym pripravkom VSL#3 (obsahuje Bifido-
bacterium longum, B. breve, B. infantis, Lactobacillus
acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. paraca-
sei, L. plantarum, Streptococcus thermophilus) bola
pozorovand supresia fosforylicie MAPK p38
v epitelovych bunkédch Creva, ktord viedla k inhibicii
sekrécie IL-8 bez ovplyvnenia transkripcie IL-8 mRNA
alebo aktivacie NF-xB3®. Naopak, L. acidophilus ATCC
4356 aktivoval MAPK signaliziciu a indukoval fosfory-
laciu p38*.

Na protizdpalovych mechanizmoch sprostredkova-
nych probiotikami sa podielaju aj indukcia expresie fak-
tora transformujuceho rast B a nervového rastového fak-
tora epitelovymi bunkami c¢reva*®. Jijon a kol.?®
pozorovali, Ze cytokinmi indukovany zdpal v epi-
telovych bunkiach dokdZe potlacit dokonca aj samotna
DNA izolovana z probiotik. Dalsi z mechanizmov, kto-
rym mozu probiotikd modulovat zépalovy proces, pred-
stavuje reguldcia expresie TLR Crevnymi epitelovymi
bunkami*V.

Vybrané laktobacily dokdZu modulovat vnutrobunko-
vi signalizéciu prostrednictvom drah NF-xB a MAPK aj
v makrofdgoch a ovplyvnit tak sekréciu nimi produkova-
nych cytokinov. Okrem toho moZu inhibovat signaliza-
ciu sprostredkovanu agonistami eukaryotickych bunko-
vych povrchovych receptorov. AP-1 (activator
protein-1), STAT (signal transducer and activator of tran-
scription) a SOCS (suppressor of cytokine signaling)
predstavuju dalSie intracelularne ciele probiotickej akti-
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vécie $pecifické pre makrofagy!'”. Predpoklada sa, Ze
interakcia medzi vybranymi laktobacilmi a makrofagmi
sa realizuje, aspoii iasto¢ne, prostrednictvom receptora
pre mandzu (CD 206)*2.

Rozne kmene Lactobacillus spp. mdzu stimulovat
dendritové bunky k usmerneniu diferenciicie
a proliferacie T, 1, T,2 alebo T3 bunkovej odpovede.
K zah4jeniu signalizacnej kaskddy v dendritovej bunke
dojde po naviazani vhodného ligandu na DC-SIGN
receptor, ktory je zavisly od Ca?*#®. Zatial nie je zname,
akym sposobom interaguju laktobacily s DC-SIGN.
Vysledny ucinok je skor imunoregulatny a nespociva
v navodeni agresivnej imunitnej odpovede. Indukcia T
lymfocytov po ordlnej administrécii laktobacilov moZe
byt vyuZitd nielen pri zmierfiovani lokélneho (slizni¢né-
ho), ale aj systémového zapalu®.

Z uvedeného vyplyva, Ze probiotické mikroorganizmy
(alebo do budicnosti len efektorové molekuly ich buniek)
mozu modulovat zapalové reakcie makroorganizmu a to
pozitivnym aj negativnym smerom. Protizdpalovy uc¢inok
je vysledkom inhibicie signdlnych drah NF-xB a MAPK,
aktivicie drahy PPAR-y a zniZenia expresie TLR na imu-
nokompetentnych bunkédch. Prozépalovy efekt ma aktiva-
cia signdlnych drah NF-xB a MAPK a aktivacia expresie
TLR. Kmene s protizdpalovym podsobenim moZu néjst
uplatnenie v praxi napr. pri terapii IBD, alergii, artritidy
a zmierfiovani prejavov syndromu drazdivého creva.
Chronicky zépal je sprievodnym javom aj mnohych ocho-
reni spadajucich pod oznacenie metabolicky syndrom.
Naopak, systémova indukcia mierneho zépalu probiotika-
mi je uZitocnd v terapii atopickej dermatitidy, prevencii
cestovatelskej hnacky a gastroenteritidy!s 19414449,

Medzi probiotické mikroorganizmy inhibujiice zapa-
lové reakcie patria napr. L. rhamnosus GG*, L. casei
DN-114 00147 a L. fermentum DSMZ 20052*®. Naopak
Bifidobacterium lactis BB12 dokaze aktivovat NF-«B,
a tym zvysit sekréciu prozdpalového IL-6%.

Imunomodula¢ny efekt probiotickych organizmov sa
1i8i nielen v zdvislosti od pouZitého kmena a jeho davky,
ale je zavisly aj od stavu imunitného systému hostitela®”.
Rozdiely boli pozorované pri modulécii fagocytozy
u zdravych a alergickych jedincov. Kym u zdravych bol
pozorovany imunostimulacny uc¢inok, u alergickych
jedincov prevladal imunosupresivny efekt’”. Nakolko
vykonnost imunitného systému sa so zvySujucim vekom
zhorSuje, konzumdcia probiotik predstavuje zaujimavi
alternativu imunostimulacnej terapie u seniorov>?.

Schopnost modulovat imunitnti odpoved hostitela
majd nielen Zivé, ale aj usmrtené probiotické baktérie.
Niektoré Stidie dokladuju, Ze teplom usmrtené baktérie
maji na hostitelsky organizmus skor prozdpalovy ako
protizapalovy uc¢inok (indukcia IL-6 alebo produkcia
TNF-00)°%.

Ovplyvnenie aktivity imunitného systému bolo pozo-
rované aj u fragmentov buniek L. rhamnosus GG pozo-
stavajucich z peptidoglykdnu alebo teichoovych kyse-
lin®¥. Tliev a kol.*® zistili, Ze aj sekvencia TTTCGTTT
genémovej DNA L. rhamnosus GG stimuluje mysSie
a Tudské imunitné bunky.

Pokusy na ,.germ-free” zvieratich pomohli lepSie
pochopit vyznam Crevnej mikrobioty pre Iudsky organiz-
mus. Porovndvacie Stadie ,,germ-free* a kolonizovanych

zvierat ukazali, Ze ,,germ-free zvieratd si nachylnejSie
na infekcie a maju redukovant siet ciev, aktivitu travia-
cich enzymov, hribku membran svalovych buniek, pro-
dukciu cytokinov a hladinu sérovych imunoglobulinov,
mensie Peyerove plaky, menej intraepitelovych lymfocy-
tov a zvySeny podiel enterochromatinu v bunkach® 37,
Po kolonizécii ,,germ-free* mySi Crevnou mikroflérou
doslo k aplnému obnoveniu funk¢nosti trdviaceho traktu,
slizni¢cného imunitného systému a rozvoja crevného
nervového systému’®.

Ovplyvnenie mechanizmu ic¢inku probiotik
genetickymi manipulaciami

MoZznost pripravit geneticky modifikované probiotické
mikroorganizmy poskytuje nové perspektivy ich profylak-
tického a terapeutického vyuZitia. Genetickou manipulaci-
ou je mozné vylepsit existujice probiotické vlastnosti
konkrétneho kmena, ako aj pripravit nové probiotické
organizmy so Specifickymi vlastnostami, umoZziiujicimi
cielene ovplyvnit rozvoj a priebeh konkrétneho ochore-
nia® %, Transgénne probiotika predstavuju idealne vekto-
rové systémy pre transport proteinovych bioaktivnych
molekul (napr. antigénov, enzymov, cytokinov, peptidov)
priamo na povrch ¢revnej sliznice’”. V porovnani so sys-
témovym poddvanim pri tomto spdsobe aplikédcie nehrozi
riziko neZiaducich vedlajSich tc¢inkov. Naviac, rekombi-
nantnou technikou je moZné mikroorganizmy upravit tak,
aby nepredstavovali hrozbu pre Zivotné prostredie®.

Jednym z najcastejSie geneticky modifikovanych dru-
hov je Lactococcus lactis”¥. Na zvieracich modeloch
(mysi, potkany) ako aj v klinickych skuiSkach boli testo-
vané protizapalové Uc¢inky rekombinantych kmeniov L.
lactis, exprimujicich napr. Tudsky IL-10%Y, nanoprotilat-
ky proti TNF®?, hemoxidazu®® a Tudsky TFF-1 (trefoil
factor family)®®.

Z laktobacilov boli geneticky modifikované napr. dru-
hy L. plantarum, L. gasseri a L. casei. Rekombinantny L.
casei, produkujuci Tudsky elafin, by mohol byt a¢inny
pri zmierfiovani zdpalu, urychlovani hojenia sliznice
a navodeni Crevnej homeostizy u pacientov, trpiacich
IBD%-67. Elafin je endogénny inhibitor protedz, ktory sa
vyskytuje v Tudskom ¢reve, a md protizdpalovy G¢inok
na jeho sliznicu®. Genetickymi manipuldciami boli
do L. casei, L. gasseri a L. plantarum vloZené gény pre
antioxidacné enzymy, napr. kataldzu, superoxiddizmuta-
zu a glutationperoxidazu, ktoré sa zucastiiuji na detoxi-
kacii reaktivnych foriem kyslika. Rekombinantné kmene
boli nésledne testované v pokusoch na IL-10 deficient-
nych mySiach a potkanoch s chemicky vyvolanou koliti-
dou. Vysledky experimentov ukdzali, Ze intragastricka
administracia rekombinantnych laktobacilov signifikant-
ne zmiertiovala zapal a skracovala diZku trvania kolitidy
u testovanych zvierat®-’",

Detailné pochopenie mechanizmu kompeticie medzi
komenzalmi a patogénmi a objasnenie schopnosti pato-
génov (napr. Salmonella enterica ser. Typhimurium, Clo-
stridium difficile a enteropatogénne kmene Escherichia
coli) kolonizovat ¢revnu sliznicu postihnutd zdpalom
umozni pravdepodobne izolovat také kmene, alebo gene-
ticky upravit probiotické baktérie tak, aby boli schopné
vytesnit patogény z miesta zapalu®.
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V budicnosti budu probiotické pripravky obsahovat
pravdepodobne zmes viacerych kmenov, ktorych zdraviu
prospesné t¢inky sa budii vzajomne dopliiaf a budi ,.8ité
na mieru pre rdzne typy ochoreni gastrointestindlneho
traktu (napr. cestovatelskd a postantibiotickd hnacka,
IBD, syndrém drazdivého ¢reva, prevencia kolorektalne-
ho karcindmu a i.), bakteridlne vagindézy a modulaciu
aktivity imunitného systému’> ",

Perspektivne je mozné pocitat s vyuZzitim LAB aj ako
vektorov pre proteinové a DNA vakciny. Vyhodou LAB
v tejto aplikdcii je, Ze maju potencidl elicitovat tak anti-
gén-Specifickd imunitnd odpoved na povrchu sliznic ako
aj efektivnu systémovd imunitu® %™,

Publikdcia vznikla vdaka podpore v rdmci OP Vyskum a vyvoj pre
dopytovo-orientovany projekt: Univerzitny vedecky park Univerzity
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zdrojov Eurépskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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