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1. Uvod

Probiotika jsou mikroorganismy, které po podani
v dostateéném mnozstvi G€inkuji pozitivné na zdravi hosti-
tele'. Vybér probiotickych mikroorganisméi probiha na
zakladé zkoumani celé fady vlastnosti zahrnujicich bez-
pecnostni, funkéné-zdravotni a technologicka kritéria’.
Jednim ze zakladnich pozadavkl je schopnost ptezivat
podminky traviciho traktu v takové koncentraci, ktera
umozni jejich plisobeni v gastrointestinalnim traktu (GIT).
Jednou ze stézejnich vlastnosti probiotickych mikroorga-
nismi je tolerance ke zIu¢i. Za normalnich fyziologickych
podminek se mize v lidském tenkém stfevé vyskytovat
gradient koncentrace ZluGovych soli od 40 mmol I''
k méné nez 1 mmol I'! (2-0,05 %)’. Nékteii autofi uvadgji
hodnoty pouze v rozmezi 2—1,5 % v prvni hodin€ traveni
s naslednym poklesem na hodnotu 0,3 % (cit.*). Kromé
normalni fyziologické funkce pro traveni tukl zajistuje
zlu¢ svoji toxicitou silnou antimikrobidlni aktivitu vici
mikroorganismiim, které nejsou na piitomnost zlu¢ovych
soli adaptovany.
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2. Zlué a Zlu¢ové kyseliny

Zlug je 7luto-zelena kapalna latka, ktera je syntetizo-
vana v jatrech hepatocyty. Obsahuje Zzlucové kyseliny,
cholesterol, fosfolipidy (hlavn€ fosfatidylcholiny), pig-
ment biliverdin a steroidni hormony. Z jater je transporto-
vana bud’to pfimo do dvanéctniku, nebo je docasné sklado-
vana a zakoncentrovana ve zluéniku. Po konzumaci potra-
vy je Zluénik vyprazdnén a Zlu€ je vyloucena zlu¢ovodem
do dvanactniku, kde slouzi jako emulgator a umoziuje
traveni lipidi’.

Zlu¢ové kyseliny a soli tvoii ptiblizné 50-60 % orga-
nickych slozek zluci. Primarni Zlucové kyseliny — kyselina
cholova a chenodeoxycholova jsou rovnéz syntetizovany
de novo v jatrech z cholesterolu (prakticky pouze z LDL
¢astic) multienzymovym procesem. KliCovym enzymem
této metabolické dréhy je cholesterol-7-hydroxylasa, ktera
katalyzuje = pfeménu cholesterolu na  7o-hydroxy-
cholesterol. Na hydrofobni steroidni jadro je poté napojena
aminokyselina glycin nebo taurin za vzniku hlavnich mo-
lekul konjugovanych Zzlucovych kyselin amfifilniho cha-
rakteru (kyselina glykocholova, glykochenodeoxycholova,
taurocholovd a taurochenodeoxycholovd). Pokud dojde
k propojeni s jinou aminokyselinou (napt. leucinem nebo
lysinem), jsou tyto konjugaty rychle hydrolyzovany pan-
kreatickymi  karboxypeptidasami’.  Pomér  glyko-
konjugovanych a tauro-konjugovanych kyselin je v lidské
7luéi 3:1 (cit.®). Konjugace kyselin aminokyselinami sni-
zuje jejich pK, napt. kyselina cholova ma pK 6,4, zatimco
kyselina glykocholova 4,4 (cit.). Sekundarni Zlugové ky-
seliny vznikaji ve stfevé enzymovou c¢innosti mikroorga-
nismi. Prvnim krokem je odstépeni glycinu nebo taurinu
za vzniku primarnich zlu¢ovych kyselin a jejich nasledna
transformace 7o0-dehydroxylaci na kyselinu deoxycholo-
vou a lithocholovou™ nebo 7a-dehydrogenaci — z kyseliny
chenodeoxycholové vznika 7-oxolitocholova, kterd epime-
raci miize prechazet na kyselinu urodeoxycholovou’.

Lidska jatra denn€ vyprodukuji asi jeden litr zludi,
avSak jen pomérn¢ malé mnozstvi je ztéla odvedeno.
Zpétné je reabsorbovano kolem 95 % Zzlucovych kyselin
aasi 5% je vylouceno stolici a musi byt syntetizovany
znovu'’, ¢imz se organismus miize zbavovat cholesterolu’.
Zlugové kyseliny se za normalnich podminek dostavaji
zpét do jater procesem enterohepatdlni cirkulace, coz je
proces sekrece zluovych kyselin z jater do Zluci a dale do
stfeva s naslednou reabsorpci'!. Reabsorpce — pasivni difu-
ze probihd podél celého stieva a aktivni transport pak
v terminalnim ileu®.
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3. Obranné mechanismy buiiky vii¢i Zlu¢i

Vétsina probiotickych bakterii, které jsou v soucasné
dobé pouzivany v potravinach ¢i doplicich stravy, patii
mezi rody Lactobacillus a Bifidobacterium. Byla publiko-
vana cela fada praci zabyvajicich se jejich schopnosti tole-
rance a riistu v pritomnosti Zlu¢ovych soli'>". Tato vlast-
nost je kmenové specificka a nelze fici, ktery druh bakterii
je pii ptritomnosti Zlucovych soli odoln€jsi. Odolnost bak-
terii ¢i zlepSeni jejich rdstu v pfitomnosti zlucovych soli
ovliviiuje pH, teplota a dalsi faktory (napf. charakteristika
membran bungk)".

Existuje n¢kolik mechanismi, které mohou tuto tole-
ranci vysvétlovat. Prvnim znich je aktivni vypuzovani
zluCovych soli, které se hromadi v cytoplasmé prostiednic-
tvim efluxni pumpy. Bylo popsano nékolik transportéri
ukmend L. acidophilus, L. reuteri, B. longum a B. breve
odpovédnych za toleranci ke zlu¢i'>'®. Buika mize
k vyludovani vyuzivat piipadné také proton-motivni silu’.
Dalsi mozZnosti jsou zmény ve slozeni lipidii bakteridlnich
membran u bunék, které byly vystaveny pasobeni zluco-
vych soli'’. Tyto zmény jsou kmenové specifické a jejich
vysledkem jsou alterace ve fyzikalné-chemickych vlast-
nostech bun&éné stény a cytoplazmatické membrany, které
mohou pfispivat ke snizeni difuze ZluGovych soli'™'®.
Zmény v morfologii bun€k byly potvrzeny i skenovaci
a transmisni elektronovou mikroskopii. Bunky (L. del-
brueckii subsp. lactis 200) kultivované v prostfedi hovézi
zluéi se prodluzovaly a vykazovaly nepravidelnosti
a svrasténi bunécné stény. Kromé toho se vyrazné snizova-
la hydrofobicita povrchu bunék, autoagregacni a koa-
gregacni schopnosti pravdépodobné kvuli detergentnimu
ucinku zlu¢ovych soli na mastné kyseliny na povrchu bu-
nécné stény. Dale byla také snizena adhezni schopnost ke
sttevnim bunéénym liniim HT29MTX. Pfedpoklada se, ze
byla naruSena produkce jednoho nebo i n€kolika adheziv-
nich proteint'®. U kment L. brevis byl vyznamné zvysen
relativni obsah kyseliny olejové v bunéénych lipidech,
pokud byla ke kultivaénimu médiu MRS pfidana Zluc®.
Bustos a spol.?' prokazali rozdilnou syntézu 25 bilkovin
jako odpov&d na pritomnost zlucovych kyselin. Hlavni
funk¢ni kategorie pritazené témto bilkovinam byly meta-
bolismus nukleotidt a glycerolipidd, transkripce a transla-
ce, pH homeostaze a stresova odpovéd’.

Ochrannou funkci mohou plnit také dal$i povrchové
struktury bun&k, jako je exopolysacharidova vrstva®®?
nebo tzv. S-vrstva u laktobacili. Bylo potvrzeno, ze gen
zodpovédny za produkci S-vrstvy u L. acidophilus ATCC
4356, slpA, byl indukovan v pritomnosti zluci o koncentra-
ci v rozmezi 0,01-0,05% (cit.”®). ZvySena produkce
exopolysacharidli v pfitomnosti zIu¢i byla potvrzena
iu B. animalis subsp. lactis*.

Pritomnost Zlu€ovych soli hraje vyznamnou roli rov-
néz ve zménach vlastnosti, povrchovych struktur a expresi
genul povrchovych bilkovin u patogennich mikroorganis-
mil gastrointestinalniho traktu, jako jsou Shigella spp.>,
Listeria monocytogenes®®, Campylobacter jejuni®’. Pii
analyze 37 membranovych proteind u Bacteroides fragilis
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bylo zjisténo, ze 8 znich je syntetizovano pouze
v pritomnosti Zlu¢ovych soli*®. Podrobny souhrnny &lanek
o ovlivnéni zivotniho cyklu a kolonizacni rezistence vici
Clostridium difficile v ptitomnosti sekundarnich zluc¢ovych
soli zpracovali Winston a Theriot™.

4. Hydrolasa Zlu¢ovych soli

Velkd pozornost v souvislosti sristem probiotik
v pritomnosti ZluCovych soli je vénovana aktivité¢ enzymu
hydrolasa zlu¢ovych soli, ktera se dava i do souvislosti
s terapeutickym uc¢inkem téchto mikroorganismi ke sniZo-
vani obsahu sérového cholesterolu. Piitomnost BSH enzy-
mu byla zjisténa u nékolika bakterialnich rodti pochazeji-
cich z traviciho traktu, jako napf. u kmend bakterii Lacto-
bacillus spp., Bifidobacterium spp., Lactococcus lactis,
Leuconostoc mesenteroides, Clostridium perfringens, Bac-
teroides fragilis subsp. fragilis, E. coli’', Enterococcus
spp.>2, Eubacterium spp.>>. 1 kdyz vétsina autorii se zabyva
pfitomnosti tohoto enzymu pfedevs§im u Gram pozitivnich
bakterii izolovanych z traviciho traktu, byl tento enzym
potvrzen i u mikroorganismi ziskanych z fermentovanych
mléénych vyrobku, syrového kravského mléka, horkych
prament & fermentované zeleniny™*.

Hydrolasa zlucovych soli (BSH — bile salt hydrolase),
nebo také choloylglycin hydrolasa (EC 3.5.1.24) je konsti-
tutivni, intracelularni enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu
amidové vazby, dochazi k uvolnéni pfipojené aminokyseli-
ny (glycin, taurin) od steroidniho jadra Zlucové kyseli-
ny’*. Enzym je klasifikovan jako N-koncova nukleofilni
hydrolasa, na N-konci enzymu je cysteinovy zbytek, jehoz
thiolova skupina je katalyticky aktivnim mistem®. Kromé
cysteinu 2 se na aktivnim centru tohoto enzymu podileji
aminokyseliny arginin 18, kyselina asparagova 21, aspara-
gin 175 a arginin 228. BSH enzym vykazuje vysoky stu-
pent podobnosti v aminokyselinové sekvenci s penicillin
V amidasou (EC 3.5.1.11) izolovanou z Bacillus
sphaericus®®. Optimalni podminky piisobeni tohoto enzy-
mu se mohou mirné lisit v zavislosti na jeho zdroji. Taran-
to a spol.’” zjistil, Ze optimalni pH enzymu je 4,5-5,5
a optimalni teplota 37—45 °C pro L. reuteri. P¥idavek Zn*",
Mn?*, Cu*, Cd*" a Hg* ionti mé&l za nasledek sniZeni
aktivity enzymu na 46-0 %. Jako vyznamné inhibitory
BSH aktivity u kmene L. acidophilus PFO1 byly identifi-
kovany  nékteré latky pouzivané jako  aditiva
v krmivafském primyslu (KIO;, NaHIO;, NalO4, CuSOy,
CuClp), dale riboflavin ¢i néktera antibiotika, kde dosaho-
vala inhibice témé&t 100 % (cit.*®). Jiny zdroj*’ udava opti-
malni pH 7 ateplotu 37 °C pro L. buchneri ATCC 4005.
Pfi navySeni teploty aktivita prudce klesala a pii 60 °C
byla témeét nulova. Pro produkci enzymu byla optiméalnim
zdrojem uhliku sacharosa a maltosa a optimalnim zdrojem
dusiku smés peptonu a kvasni¢ného extraktu. Produkce
BSH enzymu u laktobacili je vyssi ve stacionarni fazi
ristu nez ve fazi exponencialni’’’. Hydrolasa Zlu¢ovych
soli plsobi na Siroké spektrum vazanych Zlucovych kyse-
1in*. Cela fada autori se shoduje, e tento enzym vykazuje
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vy$si substratovou specifitu ke glyko-konjugovanym kyse-
linam nez k tauro-konjugovanym®’**4!.

Pritomnost a uspofadani genti kodujicich BSH enzym
je u laktobacilt a bifidobakterii velmi variabilni. Analyzou
genl u vybranych kment rodu Bifidobacterium se zabyva
né&kolik studii****. U n&kterych druhd laktobacilii byl zjis-
tén pouze jeden gen — L.fermentum™, L. casei®,
L. gasseri®®. Naproti tomu 2geny byly potvrzeny
u L. acidophilus NCFM (bshA a bshB)"" a L. johnsonii*®.
U L. salivarius se uvadgji 2 geny®, ale jini autofi*® pouze
1 gen. U L. plantarum se prokazala ptitomnost 4 rGznych
gentl pro BSH aktivitu®".

Piesnd funkce BSH enzymu neni zcela objasnéna.
Dekonjugované Zlucové soli vykazuji silnou antimikrobi-
alni aktivitu v porovnani se Zlucovymi solemi syntetizova-
nymi hostitelem. Samotna kyselina cholova mtize byt vice
toxicka vici buiice nez jeji konjugované derivaty, je vice
hydrofobni a miiZe volné vstupovat do bunék®’. Dekon-
jugace Zlucovych soli uvoliiuje protony, a tim zplsobuje
intracelularni acidifikaci a poskozeni DNA®. V buiikach se
pak obecné& aktivuji systémy odpovédi na oxidaéni stres™.
Nekonjugované kyseliny jsou ale slabsi kyseliny (viz vyse),
atak zachyceni souCasné transportovanych protonti muize
piisobit proti poklesu pH probihajicimu v prostiedi zluci’.

Nejcasteéji se v souvislosti s BSH aktivitou uvadéji
nasledujici mozné vyhody pro produkéni kmen:

1. Nutri¢ni funkce — aminokyseliny uvolnéné po de-
konjugaci mohou slouZzit jako potencidlni zdroje uhliku,
dusiku a energie, vyhodou je to zejména pro hydrolytické
kmeny bakterii*®**. U probiotickych bakterii nebylo pro-
kazéano vyuziti steroidniho jadra Zlucovych kyselin. Jejich
biotransformace v§ak miize probihat pomoci jinych bakte-
rif pfitomnych v GIT*.

2. Detoxikace zIu¢i — mlize hrat roli v toleranci bakte-
rii ke zluci a tedy i v pfezivani podminek traviciho traktu.
Protoze nedisociované formy Zlu¢ovych soli mohou vyka-
zovat toxicitu, ktera je zptsobena intracelularnim okysele-
nim podobnym jako u organickych kyselin, pfedpoklada se,
ze bakterie s pozitivni aktivitou BSH maji schopnost se chra-
nit proti tomuto vlivu tvorbou vedlejsich produkti*®**. Jak
ale bylo uvedeno vyse, volné zlucové kyseliny (kyselina
cholova a deoxycholovd) mohou byt vice toxické nez je-
jich konjugované derivaty. Proto se néktefi autofi ptiklané-
ji k vysvétleni, ze je dekonjugace spiSe antagonistickou
reakci k podpote autochtonnich mikroorganismi GIT proti
patogeniim®. Nicméné dalsim piedpokladem podporuji-
cim teorii detoxikace je, ze produkty dekonjugace za niz-
kého pH (vytvotfeného napt. plisobenim bakterii mlééného
kvageni) v intestinalnim traktu precipituji>®. Byly ale rov-
n& publikovany prace™**, které nepotvrzuji korelaci mezi
BSH aktivitou a toleranci ke Zluci. Také ne vSechny mi-
kroorganismy gastrointestinalniho traktu vykazuji aktivitu
BSH enzymu a jsou pfitom schopné piezit prichod GIT
a vykazovat rist'.

3. Zmeéna slozeni membranovych lipidd — muze
usnadnovat inkorporaci (adsorpce nebo absorpce) choles-
terolu nebo Zlu¢i na bakterialni membrénu14’56, ¢imz se
zvysuje jeji pevnost, méni se propustnost nebo naboj, a to
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mize ovlivnit citlivost k a-defensiniim ¢i jinym obrannym
molekulam hostitele. Tento mechanismus miize byt dilezi-
ty pro vytvoreni pripadné perzistentni infekce™.

5. Vyznam mikrobialni hydrolasy Zlucovych
soli pro hostitele

Z vyse zminénych zkoumanych funkci ptisuzovanych
BSH enzymu je ziejmé, ze neméné sledovand bude i pro-
blematika vlivu jeho pdsobeni na hostitele. V soucasné
dobé se stale vice studuji mechanismy, které napoméhaji
v této souvislosti k redukci hladiny sérového cholesterolu.
Zpusob snizovani hladiny cholesterolu piimo souvisi
s dekonjugaci zluovych soli katalyzovanou timto enzy-
mem. Volné dekonjugované zlucové kyseliny jsou méné
rozpustné a hufe resorbovatelné v intestinalnim traktu,
atak jsou v této formé vylouceny z téla. Toto vylouceni
vede ke snizeni koncentrace zluovych soli a naslednou
reakci organismu je pak nova syntéza Zlucovych soli prave
z cholesterolu, ¢imz dochazi k redukci hladiny sérového
cholesterolu™®'***> Popsany mechanismus ptsobeni na
hladinu sérového cholesterolu je srovnatelny s lécbou po-
moci cholestaminu. Terapie pomoci probiotik s BSH akti-
vitou miiZe byt tedy poklddana za ,,biologickou* alternati-
vu b&zné 16¢by™. Provadéné studie vét§inou potvrzuji
schopnost probiotickych bakterii snizovat obsah choleste-
rolu®®, ale napf. u randomizované studie na 156 dobrovol-
nicich nebyly uc¢inky probiotickych kment L. acidophilus
La5 a Bifidobacterium animalis subsp lactis Bb12 na hla-
dinu cholesterolu a triglyceridli potvrzeny”.

Dekonjugace zluovych soli mize mit ale i nezadouci
ucinky. Pokud je tato reakce vtenkém stfevé hostitele
rozsahlejsi, mohla by vést k onemocnéni zvaném steatorea
(tzv. tukova stolice). Navic zvySené koncentraci sekundar-
nich zlucovych kyselin ve stfevé se pripisuji i G€inky pod-
porujici vznik kolorektalniho karcinomu®>® &i Zlu¢ovych
kament, kdy zména poméru koncentrace zluovych soli
a cholesterolu vede k precipitaci cholesterolu se solemi
vapniku a ZluCovymi pigmenty®. Také se objevuji teorie,
ze naslednou modifikaci dekonjugovanych zlucovych soli
mohou vznikat toxické slouceniny, které narusi stfevni
mikrofloru, coz miize zpisobovat prijmova onemocnéni,
zanéty stfevni sliznice a aktivovat karcinogeny ve stieve.
Jako dalsi negativni vlastnost se uvadi niz$i emulzifikacni
schopnost dekonjugovanych Zlucovych kyselin nez u kon-
jugovanych, nasledkem ¢ehoz mutize dochazet ke zhorsené-
mu traveni lipidd a naruSeni absorpce mastnych kyselin
a monoglycerida™®,

6. Zavér

Jak je patrné z vySe uvedenych skuteCnosti, funkce
enzymu BSH je$t¢ neni pln¢ upfesnéna, Zafazeni jeho
aktivity do zadanych vlastnosti probiotik by tedy mélo byt
provedeno s opatrnosti a po objasnéni urcitych nejasnosti
souvisejicich s timto enzymem.
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One of the most important properties of probiotic
microorganisms, among which belong especially Lactoba-
cillus spp. and Bifidobacterium spp., is their ability to sur-
vive the conditions in gastrointestinal tract, i.e. low pH and
tolerance to bile acids. The bacterial strains could use sev-
eral different defend mechanisms against bile salts as are
special transporters responsible for active efflux, alteration
in properties of cell wall or different synthesis of surface
proteins and fatty acids. Protective function can be ful-
filled also by S-layer or by the increased exopolysaccha-
rides production. Many bacteria present in gastrointestinal
tract show the activity of bile salt hydrolase. This enzyme
(choloylglycine hydrolase EC 3.5.1.24) is constitutive
intracellular enzyme responsible for the hydrolysis of am-
ide bond between glycine or taurine and steroid nucleus of
bile acid. Bile salt hydrolase can bring several advantages
to production strain, such as improvement of nutrition (use
of released amino-acids), detoxication of bile or facilita-
tion of cholesterol incorporation in the bacterial membrane
which increases its strength or changes the membrane per-
meability. Bile salt deconjugation could also lead to a re-
duction of serum cholesterol in a host.
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Tato ucebnice sacharidii zahrnuje monosacharidy, oligosacharidy, polysacharidy a jejich derivaty,
jak piirodni, tak syntetické. Uvadi jejich strukturu a zabyva se jejich syntézou, chemickymi, fyzi-
kalnimi a popfipad€ i biologickymi vlastnostmi. V porovnani s prvnim vydanim z roku 2010 je toto
druhé vydani vyrazn€ upraveno po strance formalni i vécné. Byly pfidany nekteré podkapitoly tyka-

jici se biologicky aktivnich neoglykoderivatli a rozsifena byla podkapitola Nuklearni magnetickd rezonance o nové
metody méfeni spekter. Odkazy na literaturu jsou doplnény do konce roku 2016. Nové bylo jako dodatek pfipojeno
Nazvoslovi sacharidii doporuc¢ené komisi IUPAC. Ucebnice je k dostani na katedfe organické chemie PfF UK Praha
u Ing. M. Lorence nebo v sekretariatu Ceské spole¢nosti chemické, Novotného lavka 5, Praha 1.
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