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1. Uvod

Probiotické mikroorganismy patfi mezi nedilnou soucast stfevni mikrobioty, ktera ¢ita tisic i vice druhd
mikroorganismu. Tyto mikroorganismy hraji dileZitou dlohu v lidském zdravi, nebot nemaji vliv pouze
na stfevo, ale také na imunitni systém, nervovou soustavu ¢i metabolismus.(1, 2) Probiotika jsou
definovdna Svétovou zdravotnickou organizaci jako ,Zivé mikroorganismy, které jsou-li poddvany
v adekvatnim mnoZstvi, pfispivaji ke zlepSeni zdravotniho stavu hostitele”.(3) Mezi nejznaméjsi
zastupce probiotickych bakterii patfi rod Lactobacillus a Bifidobacterium. Tyto pfiznivé pUsobici
bakterie také moduluji imunitni systém hostitele, stimuluji jeho obranné mechanismy, produkuji
organické kyseliny a peroxid vodiku, kterym snizuji pH. Také produkuji molekuly, které zplsobuji zmény
v genové expresi hostitele. (4) Pfitomnost probiotickych mikroorganism( vSsak sama o sobé k ochrané
stfeva nestadi. Jsou to jejich produkty, které plni v travicim traktu svou funkci. (5) Mezi jednu
z dllezitych oblasti plisobeni probiotik patfi ovlivnéni metabolismu hostitele, ke kterému dochazi skrze
bakterialni produkty, naptiklad enzymy. Jednim z probiotickych kmen( s bohatym enzymatickym
aparatem je kmen Lactobacillus salivarius. Tento organismus ziskal své jméno podle slin z dutiny Ustni,
nebot z ni byl tento kmen prvné izolovan. Jeho jméno tedy pfimo odkazuje ke spojitosti s travicim
traktem savcl. V poslednich letech ziskala tato bakterie pozornost predevsim jako potencidlni
probioticky organismus, jehoZz vlastnosti jsou z velké ¢asti zavislé na konkrétnim druhu L. salivarius. (8)
Je to druh bakterie, ktery se Casto vyskytuje v dutiné Ustni a travicim traktu nebo také v materském
mléce. Tato bakterie je odolnd v(ci Zaludecnim kyselindm a je povaZovana za vhodného kandidata pfi
|éCeni gastrointestindlnich nemoci. (9, 10, 11) Bakterie L. salivarius, jsou schopny ziskat pocetni
dominanci ve stfevé nad jinymi bakteriemi rodu Lactobacillus, coz zvySuje schopnost prichytit se a
prezit v travicim traktu. Splnuji tedy jedno z velmi ddleZitych kritérii pro bakterie, které jsou
povaZovany za probiotické. (8) Jednim zenzym( u tohoto kmenu je X-prolyl dipeptidyl
aminopeptidaza, kterd se ukazala jako schopna stépit imunotoxické peptidy, které se nachazejiv lepku
a které vyvoldavaji imunitni odpovéd' u citlivych jedinc(. Z literatury jsou znamé peptidy s prokazanou
vyznamnosti v etiologii celiakie. Naptiklad peptid o velikosti 33 aminokyselin, vznikly Stépenim
a-gliadinu LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF (12), nebo identicky mensi peptid o velikosti 16
aminokyselin QLQPFPQPQLPYPQPQ (13). Z w-gliadinu, respektive z C-konce hordeinu je znam peptid o
velikosti 17 aminokyselin QPQQPFPQPQQPFPWQP (13). Pfi poruseném stievnim epitelu, mohou tyto
peptidy prochazet stfevni bariérou. Tento enzym byl zkouman jak na uUrovni genomu, tak na drovni
proteomu a bylo zjisténo, Ze se u tohoto enzymu vyskytuji znacné rozdily napfic jednotlivymi kmeny.
Po poziti lepku v potravé dochazi k Stépeni proteinu lidskymi travicimi enzymy, které jej vSak dokazi
Stépit na mensi peptidy. Tyto peptidy jsou prirozené bohaté na aminokyseliny glutamin a prolin, cozZ
zpUsobuje neschopnost stépit tyto segmenty béznymi lidskymi enzymy jako je napriklad trypsin. Na
rozdil od travicich enzymu pritomnych v lidském travicim traktu, nékteré bakteridlni enzymy stépi
pfimo pred prolinem a timto dochazi k rozstépeni lepkovych peptid( a snizeni jejich imunotoxicity.
Bakterialni lyzaty maji kromé lytickych enzym( i proteiny a peptidy, které jsou znamy také jako
bakterialni imunomodulatory. Prace zahrnujici pouZiti usmrcenych bakterii k navozeni |é¢ivého Ucinku
jsou znamy jiz vice nez 100 let. V poslednich desetiletich byly potvrzeny komplexni ptiznivé vlivy téchto
bakteridlnich lyzatl na imunitni systém ¢lovéka a do terminologie byli postupné zarazeny jako
imunomodulatory. Tyto bakteridlni antigeny patfi mezi zcela bézné se vyskytujici imunitni podnéty.
Kromé bilkovin obsahuiji lysaty i rizné metabolity, jako napfiklad vitaminy nebo kratké mastné kyseliny
které vyuziva lidské télo. VSechny tyto bakterialni produkty je mozno dorucit do traviciho traktu ve
formé kapsle, nebo je aplikovat na klzi ¢i v jiném misté potreby. (7)



2. Predmeét funkcéniho vzorku

Cilem predkladaného funkéniho vzorku bylo najit a vybrat bezpecny bakteridlni kmen pro lyzat schopny
Stépit imunotoxické sekvence prolamin( vyskytujici se v nékterych obilovinach. Tento bakterialni kmen
bylo nutno charakterizovat na Urovni genomu a proteomu a prokdzat ucinek jeho lyzatu pti aktivitnim
méreni. Také bylo nutné prokazat, zda nepredstavuje bezpecnostni riziko z hlediska prenosu
rezistentnich gen(. Smyslem prace bylo najit zplsob, jak eliminovat, respektive sniZit koncentraci
glutenovych peptidd, které vyvolavaji reakci imunitniho systému u predisponovanych jedinca.

3. Vlastni popis funkéniho vzoru

Kultivace

BHI médium (Sigma Aldrich) pro kultivaci bakterii o objemu 5 ml bylo nejprve na 24 hodin vloZeno do
anaerobni atmosféry pro vysyceni a po uplynuti doby bylo o¢kovano 20 pl kultury ze zamrazené
bakterialni konzervy ODeoo = 1. Cisté kultury bakterie Lactobacillus salivarius kmen An63 a Ang4,
isolované z animalniho zdroje (stfevo mladéte Kura domacicho - Gallus domesticus) byly kultivovany
v anaerobni atmosfére (10% CO,, 5% H, a 85% N,) v anaerobnim boxu (Bactron) pfi 37°C po dobu 24
hodin.

Analyza genomu

Z dostupnych dat z celogenomového sekvenovani bylo porovnano okoli genu pro enzym X-prolyl
dipeptidyl aminopeptidazu u Sesti nami dostupnych kmend (An63, An84, An128, An453, HJ19-B7 a
An879) (VUVEL, mistni sbirka mikroorganismd) a také u nékterych kmend, jejichz genomové sekvence
jsou dostupné v databazi genomu (NCBI), konkrétné se jedna o kmeny CECT5713, UCC118, CICC23174
a ZLS006. U genu pro X-prolyl dipeptidyl aminopeptidazu byla pozorovana prekvapivé velka genomova
variabilita napfi¢ zkoumanymi kmeny, coz miZe mit vliv na aktivitu enzymu.
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Obrazek 1: Zobrazeni genomového okoli genu pro X-prolyl dipeptidyl aminopeptidazu u kmend An63, An84, An128, An453,
HJ19-B7 a An879.
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Obrazek 2: Zobrazeni genomového okoli genu pro X-prolyl dipeptidyl aminopeptidazu u kmen( An63, CECT5713, UCC118,
CICC23174 a ZLS006.

Aminokyselinova sekvence enzymu

Pfi porovnani aminokyselinovych sekvenci genu pro vybrany enzym u rliznych animalnich kmend
Lactobacillus salivarius byla zjisténa prekvapiva variabilita. Kmen An63 obsahoval oproti konsensu
ostatnich genl pro X-prolyl dipeptidyl aminopeptidazu 23 aminokyselinovych zmén (2,83 %). Pocty
zmén u ostatnich kmenu jsou vyjadreny v tabulce Cislo 1.

X-prolyl dipetidyl aminopeptidaza

Kmen ' Poéetzmén Procentudlni vyjadreni poétu

zmén
Ané63 23 2,83%
An84 11 1,35%
An128 16 1,84%
An453 21 2,58%
An879 21 2,58%
HJ19-B7 ] 6 0,73%

Tabulka 1: Vyjadfeni poctu zmén v aminokyselinové sekvenci enzymu X-prolyl dipeptidyl
aminopeptiddzy u dostupnych kmen(. Jako zména v sekvenci byla brana jind aminokyselina
vzhledem k vétSinovému zastoupeni v dané pozici.

Pokud porovndame aminokyselinovou sekvenci X-PDAD kmene An63, ktery bereme jako nejvhodnéjsi
pro pouziti bakteridlniho lyzatu s ostatnimi X-prolyl dipeptidyl aminopeptiddzami, nejvice zmén v
sekvenci enzymu (43) mlZeme pozorovat u kmene An453 a An879. Dale byla proteinova sekvence
porovnana s genomem z kmen0 pritomnych v databazi NCBI. Bylo zjisténo, Ze prestoZe je genomové
okoli kmene ZLS006 nejvice podobné L. salivarius An63, v aminokyselinové sekvenci se lisi na 40
mistech, coZ musi mit vliv na aktivitu enzymu.
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Obrazek 3: Srovnani aminokyselinové sekvence enzymu X-prolyl dipeptidyl aminopeptidazy u nam dostupnych
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animalnich kmenU Lactobacillus salivarius. Zména v aminokyselinové sekvenci je naznacena Sedé.
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An63 EFKLAKETPFKMVTQAHLNLONRHNNF STDELEANKFYDVEITTQPMFYHLPKGHKLGLV 780

An453 EFKLTKETPFKMITQAHLNLONRHNNFNADELEANKFYDVEITTQPMFYHLPKGHKLGLV 780
An63 IYATDMEMTLQGNEENSYRIDTTGSYCLLPIEE 813
An453 IYATDMEMTLQGNEENSYRIDTAGSYCLLPIE- 812

Obrazek 4: Porovnani aminokyselinové sekvence mezi kmeny An63 a An453. Zména v sekvenci je zaznacena Zluté, celkem
sekvence obsahuje 43 zmén.

An63 MVINILKERIVIMKFNQFAHVKVPFEQKLAELNRIAFLHAGDEDLASNHIYRLFLERAFP 60
zLs006 @ = MKFNQFAHVKVPFEQKLAELNRIAFLHAGDEDLASNHIYRLFLERAFP 48
An63 NFKTEAAKNHALSNLAATENTDILTYLNSSKINARVEYAVGLQLLGFEAELDFDLKDPFE'S 120
ZLS006 NFKTEAAKNHALSNLAATENADVLTYLNSSKINARVEYAVGLQLLGFEADLDFYLKDPFE'S 108
An63 TMDKLNLPYQKEINHPNDVINAWYDLLCTSTKKGQTLLDILANRGYFTQFYKLNLAEPIF 180
ZLS006 AMDKLNLPYQKEINHRDDVINAWYDLLCTSTKKGONLLDILANRGYFTQFYQLNLTEPIF 168
An63 FNGKAQPVFDTSKLIHEVVYVESELDTDHDDKRDLLKVIITRPAVTDKGMKVPTIFTASP 240
ZLS006 FNGKAQPVFDTNKLIHEVVYVESELDTDQDGKRDLLKVIITRPAMTDNGMKVPTIFTASP 228
Ané63 YYLGTNDASAEKMMHSVDLP IKRKEVKHLSYQDIEYHKPATKLPKKRPVVISTKNAEESW 300
ZLS006 YYLGTNDASAEKMMHSVYLP IKRKDVNQLSYQDIEYHKPATKLPKKRPVVISTKNAEESW 288
An63 EHLFTYTEFNDYMLARGFAVVYSGGVGTLDSDGYRTCGDEAETLGAKDVVEWLNGKRTAFT 360
ZLS006 EHLFTYTEFNDYMLARGFAVVYSGGVGTLDSDGYRTCGDEAETLGAKDVVEWLNGKRTAFT 348
An63 TKEANKAIPAWWSNGKVAMTGKSYLGTLATATATTGVEGLETIVSEAAISSWYDYYREGG 420
ZLS006 TKEANKAIPAWWSNGKVAMTGKSYLGTLATATATTGVEGLETIISEAAISSWYDYYREGG 408
Ané63 LVIAPGGFPGEDADILAEECFSRQKCAGDYNRARDGENKFLSTITKDQDRTTGNYNTFWD 480
ZLS006 LVIAPGGFPGEDADILAEECFSRQKSAGDYNRVKDGFNNFLSTITRDODRITGNYNTEWD 468
Ané63 ARNYLKDVGNIKCDVVMVHGLNDWNVKLKNVENLYNKLGDVEVTKKLILHQGQHIYINNF 540
ZLS006 ARNYLKDVGNIKCDIVMVHGLNDWNVKLKNVENLYNKLGDIEVTKKLILHQGQHIYINNF 528
An63 QSLDFTDMMNLWLSHKLYGVENNAKELLPDILVONNTKESTWETYSSWQSKNFTKLYLDS 600
ZLS006 QSLDFTDMMNLWLSHKLYGVKNNAKESLPDILVQONNTKESTWETYSSWQSKNFTKLYLDS 588
An63 DSLSAQKKESQTLEFSDHLPEATFKHYQANINSWKEDILAPTSPKLONNRLILTSEPLKH 660
ZLS006 DSLSAQKKENQTLEFSDHLPEATFKHYQVNINSWKEDILAPTSPKLENNRLIITSEPLKH 648
An63 EILLKGVAKIKLKITSQLDHGLISVKLVDYGDAKRLGATPTILERRGLDLGYHWQEDNLV 720
ZLS006 ETLLKGVAKIKLKIASQLDHGLVSVKLVDYGDAKRLGATPTILERRGLDLGYHWQEDNLV 708
An63 EFKLAKETPFKMVTQAHLNLONRHNNF STDELEANKFYDVEITTQPMFYHLPKGHKLGLV 780
ZLS006 EFKLAKETPFKMITQAHLNLONRHNDFSTDELEANKFYDVEITTQPMFYHLPKGHKLGLV 768
An63 IYATDMEMTLQGNEENSYRIDTTGSYCLLPIEE 813

ZLS006 IYATDMEMTLQGNEENSYRIDTAGSYCLLPIEE 801

Obrazek 5: Porovnani sekvence enzymu X-prolyl dipeptidyl aminopeptidazy u kmen( An63 a ZLS006. Z vyznacenych zmén
muZeme pozorovat 40 zamén.

Tvorba lyzadtu

K méreni aktivity byly pouzity bakteriadlni lyzaty, pfipravené z 5 ml narostlé kultury. Ta byla stocena, a
k ni byl pfidan lysozym (o vysledné koncentraci 0,1 mg/ml) a 1,5 mI TRIS-HCI pufru (0,1M, pH=8). Buriky
byly nasledné sonikovany (celkovy ¢as 5 minut, pulz 1s, amplituda 35%). Po sonikaci byly vzorky
centrifugovany (14 000 g, 20 minut, 4°C) a k dalSimu méreni byl pouzZivan supernatant.

Meéreni enzymové aktivity
Jako substraty byly pouzity fluorescencni substraty KP-AMC a GP-AMC. K samotnému méreni aktivity
bylo do 96ti jamkové desticky smichano 15 pl lyzatu s 35 pl pufru, ndsledovala inkubace 15 min pfi



37°C. Poté bylo ke vzorkiim pridano 50 pl roztoku, ktery obsahoval 48 pl pufru, 1 pl 1% PEGu a 1 pl
substratu o c= 10 uM. Méfeni aktivity probihalo 60 min pfi vinové délce 453 nm.
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Obrazek 3: Grafy znadzorfiuji vysledky aktivitniho méreni. Hmotnost bunék byla brana jako hmotnost
bunék po narustu, které byly stoceny. Relativni fluorescence (RFU) byla mérena za pouziti umélého
substratu. Dale byla hodnota fluorescence prepocitana na jednotku bunécné hmoty. Pfestoze mél kmen
An84 vyssi narlst a tim vy$si hmotnost bunécné hmoty, fluorescence byla nizsi nez u kmene An63.

Analyza rezistence k antibiotikiim

S ohledem na bezpecnost poufZiti lyzatu dané bakterie, byla stanovena rezistence k antibiotik(im.
Animalni kmen Lactobacillus salivarius An63, ktery vykazuje nejlepsi vysledky v aktivitnim méreni, se
také vyznacuje nejmensi antibiotickou rezistenci mezi testovanymi kmeny.

Antibiotikum An63 MIC (mg/ml) An84 MIC (mg/ml)
ampicilin 2 z 2 2
tetracyklin 4 4 64 64
ciprofloxacin 2 2 1 1
chloramfenikol 4 & & L
erytromyein 0,125 0,125 0,125 0,125
klinamycin =0,125 <0,125 <0,125 0,125
gentamicin ) 4 g g
streptomycin B4 64 &4 128
neomycin 4 4 4 8
vankemycin
tiamulin 32 32 <1 <1
rifampicin <0,25 <0,25 <0,25 <0,25
PKR + * * +

Tabulka 2: Vysledky testl antibiotické rezistence. Zelend barva znaci hodnoty MIC nizsi neZ
epidemiologickd hranice (citlivé) dle EFSA. Modra barva vyjadfuje, Ze hodnoty MIC se rovnaji
epidemiologicka hranice dle EFSA. Oranzova barva znamena, Ze hodnoty MIC vyssi neZ epidemiologicka
hranice dle EFSA. Cervené je zvyraznéna hodnota znamenajici rezistentni dle breakpointu EUCAST
(Vankomycin - citlivy kmen do MIC < 2 mg/I).



4. Srovnani novosti postupi

Na trhu existuje celd fada enzymovych pfipravka, které obsahuji smés enzymu z rznych organism.
Ptipravek Gluten Prima obsahuje kromé neutralni protedzy i amyldzu a glukoamylazu, kterd by méla
pomoci natravit bilé pecivo. Pfipravek Gluten Digest obsahuje fadu proteaz z rliznych plisni rodu
Aspergillus, véetné amylazy a glukoamyldzy. Pripravek Lepek Fit je zaloZzen na enzymech z papdje
vCetné papainu, coZ je cysteinova protedza se Sirokou substratovou specifitou véetné klicové dipeptidyl
peptidazové aktivity, kterd Stépi lepkové peptidy ,prolaminy”. V USA se prodava produkt s ndzvem
GliadinX, coz je enzym Prolyl Endopeptiddza z Aspergillus niger, ktera by méla Gcinné stépit a-gliadiny.
V Australii se prodava vyrobek GlutenGuard, ktery obsahuje kromé papainu i chymopapain a caricain,
coZ jsou papainu podobné cysteinové protedzy. V soucasné dobé je v USA klinicky zkousen vyrobek
KumaMax, coz je rekombinantné upraveny enzym kumamolysin z acidofilni bakterie Alicyclobacillus
sendaiensis schopny travit glutenové proteiny v kyselém prostiedi Zaludku.

Kmen Lactobacillus salivarius An63 ma mezi dostupnymi probiotickymi kmeny nejvyssi X-prolyl
dipeptidyl aminopeptiddzovou aktivitu. Tento kmen by mél slouzit jako referenéni kmen pro vybér
humanizovanych kmen0 Lactobacillus salivarius pti vybéru a testovani z hlediska schopnosti stépit
prolaminové peptidy.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Vzhledem k tomu, Ze jedinou moZnou lécbou celiakie je celoZivotni bezlepkova dieta, tento koncept
feSeni Stépeni toxickych prolaminovych peptidd by mohl byt alternativou bezlepkové diety. Kromé
bezpecnosti a Ucinnosti je potfeba prokazat formu (lysat/ziva bakterie) a davku, kterd by byla Gc¢inna
pfi eliminaci prolaminovych peptidd.

6. Ekonomické aspekty

Funkéni vzorek ,Probioticky lyzat sniZujici mnoZstvi imunotoxickych prolaminG” by mohl slouzit jako
referencni vzor pfivyvoji produktu na bazi ndpoje, jogurtu, syrovatkového napoje nebo doplriku stravy,
ktery bude obsahovat unikatni probiotické bakterie schopné stépit lepkové peptidy a tim sniZovat
mnozstvi téchto imunotoxickych bilkovin ve stfevé uzivatele. Tento koncept bude nabizen firmam,
které se zabyvaji vyrobou nealkoholickych napojl a potravinovych doplnk( a jejich prodejem v rdmci
Ceské republiky, ale i v rdmci stfedoevropského regionu respektive v ramci EU.

Celosvétovy trh bezlepkovych vyrobk( byl ocenén na 3 126 miliont dolar(i a oekava se, Ze bude do
roku 2022 svédkem stalého rlistu, ktery dosdhne 5 279 miliont USD, pfi¢emz se zvysiaz o 7,5 %. Vétsina
bezlepkovych potravin je zdravych a pomaha pfi hubnuti se sprdvnymi kombinacemi a proporcemi
jinych potravin. Ocekava se, Ze narlst poctu pacient( s celiakii a intolerance lepku spolu s faktory jako
je podpora zdravi a wellness, zlepseni marketingovych aktivit, zvySeni povédomi o celiakii a dalsi
glutenovych alergii v blizké budoucnosti podpofi rlst trhu. Finanéni narocnost bezlepkové diety spolu
s uréitym diskomfortem spojenym se stalym sledovanim potravin, zda obsahuji lepek, povede ke
zvysSené potirebé nalézt alternativu bezlepkové diety.

Funkénivzorek ,,Probioticky lyzat sniZujici mnoZstvi imunotoxickych prolamin“ by mohl slouZit k vyvoji
produktu, ktery by pacientiim, ale i zajemclim z fad sportovct a lidi dbajicich na zdravou vyZivu mohl
pfinést tuto Zadanou alternativu.
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