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ABSTRAKT

Cielom tejto stadie bolo sledovat’ uc¢inok vybranych probiotickych kmenov na hladinu
expresie zapalovych chemokinov K60 a MIP1B, v kultare periférnych krvnych
mononukledrnych buniek izolovanych z kurciat, po ovplyvneni S. enterica serovar Enteritidis
(SE147). Hladina expresie K60 a MIP1pB bola stanovend metédou kvantitativnej real-time
PCR. Najvyssia expresia K60 a MIP1B nastala po 24h kultivacii v kultarach buniek
vystavenych posobeniu SE 147. Zvysena expresia chemokinov nastala aj v skupine SE147+E.
faecium AL41 po 48h kultivacii a taktiez v skupine obsahujucej E. faecium H31 po 24h
kultivacii. V skupine obsahujicej SE147+L. fermentum AD1 sme zaznamenali najvysSiu
expresiu K60 a MIP B po 24h kultivacii.V porovnani s kontrolami, st dynamické zmeny v
expresii chemokinov reakciou na bakterialnu infekciu S. enterica serovar Enteritidis (SE147).
Tieto vysledky naznaCuji, ze probiotické kmene ovplyviiuji expresiu zéapalovych
chemokinov MIP1B, K60 a maji potencidlnu tlohu v modulédcii aktivicie imunitného
systému.

UvOoD

Chemokiny predstavuji skupinu priblizne 50 malych peptidov, ktoré st u€¢innymi aktivatormi
a chemoatraktantmi leukocytov. Okrem ich tlohy v zapalovych a imunitnych reakciach
participuji na procesoch angiogenézy, hematopoézy a zvySuju antitumorové obranné
mechanizmy. Su efektorovymi molekulami prirodzenej a ziskanej imunity. Indukuji a
koordinuji imunitni odpoved’ zameran(l na Siroké spektrum patogénov (Swaggerty a kol.,
2008). Detekcia vtacich chemokinov je limitovana nedostatkom Specifickych protilatok, avSak
dostupnost’ ich génovych sekvencii umoziiuje kvantifikovat' hladinu expresie mRNA
vyuzitim kvantitativnej real-time RT-PCR metody. Sucasné Stidie poukazuju na vysoku
citlivost RT-PCR metddy a schopnost’ kvantifikovat’ rozsiahle spektrum chemokinov (Beal a
kol., 2004; Smith a kol., 2005). MIP1pB (macrophage inflammatory protein) a K60 st ucinné
atraktanty pre Thl CD4+ lymfocyty a makrofidgy a indukuji migraciu heterofilov a
lymfocytov (Mantovani a kol., 2003). Celkovo mozno konStatovat’, Ze charakter imunitne;j
odpovede reprezentovany jednotlivymi bunkovymi populaciami, je ¢asovo regulovany proces
nadviazany na dynamiku produkcie chemokinov. Cielom naSej prace bolo sledovat vplyv
vybranych probiotickych kmenov na expresiu zépalovych chemokinov v kulture periférnych
krvnych mononuklearnych buniek, po ovplyvneni salmonelovou infekciou.

MATERIAL A METODIKA

Izolacia a kultivacia PMBC z periférnej krvi sliepok

Z Kklinicky zdravej hydiny bola krv odobratd z vena cutanea ulnaris do 1,5% EDTA,
nariedend pomocou PBS v pomere 1:2 a prenesend do skiimaviek s obsahom histopaqa-u
1077 (Sigma-Aldrich, UK). Po centrifugacii bol vzniknuty prstenec buniek preneseny do 1ml
PBS a 2-krat premyty pri 14000rpm Smin. Izolované bunky boli nasadené na 12-jamkovu
kultivacnu platnicku v pocte 1x10" buniek/mL a kultivované cez noc (39°C, 5% CO2) v
médiu RPMI 1640 obohatené o 10mM HEPES a 10% bovinného fetalneho séra. Po kultivacii
bolo do prislusnych jamiek pridané 200ul S. Enteritidis SE147 (poskytnuté: Doc. Rychlik,
VUVEL, Brno, Ceska republika) v poéte 1x10® CFU/ml a 200 pl probiotickych kmetiov: E.
faecium AL41, E. faecium H31, L. fermentum ADI1 (poskytnuté: Dr. Laukova, IAP SAS,



Kosice, Slovensko) v poéte 1x10° CFU/ml. Po pridani baktérii boli PMBC kultivované po&as
24 a 48 hodin.

Homogenizacia buniek PMBC a izolacia RNA

Po uplynuti kultiva¢nej doby boli bunky odsaté a scentrifugované pri 12900 rpm Imin. K
vzniknutému peletu buniek bol pridany lyza¢ny pufer s obsahom -merkaptoetanolu (Qiagen,
USA). K celobunkovému lyzatu bol pridany v pomere 1:1 70% etanol a cela zmes bola
homogenizovana pomocou vortex mixéra (Labnet, USA) Imin. Izolacia RNA sa uskutocnila
pouzitim RNAeasy mini kitu podl'a instrukcii od vyrobcu (Qiagen, USA). Cistota a vysledna
koncentracia RNA bola stanovena spektrofotometricky pomocou Nanodropu. Ziskana RNA
bola prepisand pouzitim Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific,UK).
Vysledna cDNA bola 10x zriedena destilovanou vodou a pouzita ako templat pre RT-PCR.

Real-time PCR

Pomocou RT-PCR bola stanovena relativna expresia chemokinov K60 a MIP1B. Stupen
expresie cielovych génov bol normovany voci 2 housekeepingovym génom: glyceraldehyd —
3-fostat dehydrogenaza (GAPDH) a ubikvitin (UB). Detekcia Specifickych produktov RT-
PCR prebichala na CFX 96 Real time systéme (Bio-Rad, USA) pomocou Maxima SYBR
Green qPCR Master Mix (ThermoScientific, UK) podla preddefinovaného programu:
pociatocna denaturdcia 15 minat pri 95°C a 45 cyklov: denaturacia pri 95°C 20 sekund,
anelécia pri 60°C 30 sekund, extenzia pri 72°C 30 sekind a finalna elongacia 72°C 10min.
Celkovy objem reakéného mixu bol 25 ul a pozostaval z 12,5 pl Supermix-u, 10 pl primerov a
2,5 pl templatu cDNA.

Na §tatisticka analyzu dat bola pouzita jednocestna ANOVA, Bonferoniho test (GraphPad
InStat).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Bunkové kultiry vystavené pdsobeniu S. enterica serovar Enteritidis SE147, vykazovali
najvyssiu expresiu prozapalovych chemokinov K60 a MIP1B po 24h kultivacii. AvSak v
kultarach, ktoré obsahovali SE147 a E. faecium AL41 bola expresia K60 vyrazne znizena po
24h kultivacii. Expresia MIP1p bola zvySena po 48h kultivacii po pdsobeni E. faecium AL41.
Probioticky kmen E. faecium H31 pdsobil v smere znizenej expresiec K60 a MIP1 po 24h aj
48h kultivacii, v porovnani s kultirami so samotnou infekciou SE147. Najsilnejsi stimulacny
ucinok na expresiu K60 a MIP1B mal probioticky kmen L. fermentum ADI, po 24h
kultivacii.V sti€asnosti sa viaceré Studie zaoberajii u¢inkami probiotik v imunitnej odpovedi v
priebehu réznych ochoreni. V naSej praci sme sledovali ucinky rdznych probiotickych
kmenov na imunologické mechanizmy v kultire periférnych krvnych mononuklearnych
buniek izolovanych z kurciat, po infekcii S. enterica serovar Enteritidis SE147. Zhang a kol.
(2012) vo svojej praci sledovali in vitro ucinky baktérii rodu Lactobacillus na indukciu
prozapalovych chemokinov. Podobné vysledky zaznamenal Amit-Romach a kol. (2010),
ktory poukazal na vyuzitie baktérii rodu Lactobacillus ako probiotik v kontrole kolonizacie
¢revnymi patogénmi. NaSe vysledky naznacuju, ze aplikacia probiotického kmena L.
fermentum ADI1 pdsobi stimulacne na expresiu prozapalovych chemokinov K60 a MIP1p.
Tato prozéapalova odpoved’ je kI'i¢ovym miestom v inicidcii imunitnej odpovede hostitel'a na
pritomnost’ patogénov. Tieto vysledky tiez naznacuju, Ze zvysend expresia chemokinov moze
mat” kIaiCovli ulohu v migracii buniek do miesta zapalu. Probiotick¢é kmene zosiliuju
imunitny status hostitel'a prostrednictvom Specifickej a neSpecifickej imunitnej odpovede.
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