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Anotace:

Primyslovy kmen bakterie Lactococcus lactis subsp.
lactis obohaceny selenem ulozeny v Ceské sbirce
mikroorganismii, Kamenice 5, Brno, pod ¢islem CCM
9190 a prostiedek obsahujici tento kmen pro prevenci
a/nebo oSetieni stavll zpuisobenych nutricnim deficitem
selenu v dieté. Prostiedek muze obsahovat i dalsi
probiotické kmeny, zakladni kultury, pfipadné prebiotika,
susené mléko, vitaminy nebo mineralni latky.
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Selenizovany kmen bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis CCM 9190

Oblast techniky

Vynalez se tyka selenizovanych, tj. selenem-obohacenych bakterialnich bun¢k kmene Lactococcus
lactis subsp. lactis CCM 9190, které slouzi jako zdroj biologicky dostupnych forem selenu (Se),
kterymi jsou ptfedevsim organické slouceniny Se a nanocastice elementarniho Se. Vynalez
obsahuje kmen ve formé zivych, pfip. inaktivovanych bunék, pro pouziti jako ptipravek pro
prevenci a/nebo oSetfeni stavll zptisobenych nutri¢nim deficitem selenu v dieté.

Dosavadni stav techniky

Pro ucely lidské vyzivy je moznd suplementace doplitkii stravy na bazi anorganického Se dle
Natizeni Komise (ES) ¢. 1170/2009. Podle uvedeného nafizeni je mozna také suplementace
organicky-vazaného Se, a to formou selenem-obohacenych, tzv. selenizovanych kvasnic. Takto
obohacené kvasnice tvoii soucast nékterych dopliki stravy vyskytujicich se v trzni siti. Nicméné,
nedostatek téchto preparati spoc¢iva v tom, ze se zde vyskytuji kvasnice v inaktivované formé, tj.
nepiinaseji konzumentim dalsi benefity, napt. dodani zivych, prospé$nych mikroorganismii, které
mohou kolonizovat stfevni trakt, a uplatnit se jako probiotika.

Selenizace kvasinek a bakterii mlééného kvaseni (BMK) poskytuje vyhody, jako jsou nasledujici:
1) dodani Se pro biologické procesy; ii) zvySena biologicka dostupnost Se ve form¢ méné¢ toxickych
organickych sloucenin nebo ve formé nanocastic; iii) individualni zdravotni piinosy BMK a
kvasinek v zivych nebo inaktivovanych formach (napft. produkce organickych kyselin, probioticka
funkce, produkce antimikrobialnich sloucenin, bakteriocind atd.

Schopnost transformovat anorganicky Se maji kromé kvasinek také BMK, a potencial Se-
obohacenych BMK, jak naznacuji mnohé studie, napt. hepatoprotektivni Gi¢inek (Yi a kol., 2020),
antibakterialni aktivita (Yang a kol., 2009) a dalsi. Selenizované BMK mohou tedy kromé dodani
Se v jeho Iépe biologicky dostupné a méné toxické, organické formé predstavovat také zdroj
probioticky pusobicich bakterii. Mezi BMK patii rody, jako napt. Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus a dalsi. Zejména koky (napt. laktokoky z rodu Lactococcus) jsou odolnéjsi vuci
pusobeni selenicitanu v riistovém médiu, napi. ve srovnani s tyC¢inkami nebo bifidobakteriemi,
které jsou na pfitomnost Se v médiu mnohem citlivéj§i. Navic, koky lépe odolavaji také
podminkam lyofilizace, a polty Zivotaschopnych bunék u kmene CCM 9190 dosahuji cca 10°
kolonie-tvoricich jednotek (KTJ/g).

Kmen CCM 9190 je soucasti startérovych mlékatrskych kultur na vyrobu fermentovanych napoji
a n¢kterych syri. Kmen je dlouhodobé pouzivan v mlékarenském primyslu pro jeho vyhodné
senzorické, zejména aromatvorné vlastnosti. Krome piiznivych technologickych a senzorickych
vlastnosti se kmen vyznacuje také vyznamnou produkci nisinu a prokdzan byl jeho signifikantni
antiklostridialni u¢inek (Havlikova a kol., 2017 a 2018).

Jelikoz rlstovéd schopnost v pfitomnosti selenu, a tim i tolerance k Se, jako i dalsi vlastnosti
(schopnost biotransformovat a zabudovavat do jednotlivych Se-slou¢enin a Se-nanocastic) jsou
kmenové specifické, je ucelem vynalezu ziskani kmene poskytujiciho nejlep$i zdroj organicky
vazan¢ho selenu, jak z pohledu akumulace Se, distribuce Se-sloucenin a co nejmensi cytotoxicity
téchto Se-sloucenin, piip. elementarnich forem Se. Navic, obohaceni kmene selenem umozni také
zvySeni antioxida¢ni kapacity kmene.

Popsany a patentovany jsou v soucasné dobé preparaty rtznych selenizovanych kment jako
krmnych aditiv, zejména pro pouziti u zvirat. Ve vétSin¢ ptripadi se jedna o obohaceni pouze
pfidanim anorganického Se. V pfipad¢ obohaceni selenizovanymi kmeny se jedna o smésné
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preparaty riznych BMK, kvasinek, octovych bakterii a bifidobakterii, taky pro pouziti v krmnych
aditivech, napf. smésna kultura Enterococcus faecium a Lactococcus lactis subsp. lactis.
Nevyhodou téchto preparati je to, Ze se jedna o smési, a tudiz se nejedna o monokulturuy, tj. jeden
specificky kmen. Kromé obohaceni selenem, uvedené kmeny, na rozdil od selenizovaného kmene
CCM 9190 nedisponuji dal§imi pfiznivymi vlastnostmi (napf. produkce nisinu, antiklostridialni
plsobeni, vhodné technologické a aromatvorné vlastnosti pro aplikaci jako startérové kultury
apod.). Také nejsou dostatecné popsany funkéni a probiotické vlastnosti téchto selenizovanych
kment (napf. zlepSeni antioxida¢nich vlastnosti a dalSich v dtisledku obohaceni selenem).

Podstata vynalezu

Vyse uvedené nedostatky odstranuje selenem-obohaceny kmen bakterie Lactococcus lactis subsp.
lactis, ktery byl vyselektovan ze souboru testovanych 18 kmenii na zakladé jeho ptiznivych
vlastnosti za i¢elem selenizace. Kmen byl deponovan v Ceské sbirce mikroorganismti (CCM) v
Brné, ktera mé statut mezindrodniho uklddaciho mista pro patentové kultury uklddané podle
Budapest'ské smlouvy, pod ¢islem CCM 9190.

Kmen se vyznacuje: a) dobrou schopnosti vazat a akumulovat anorganicky selen z rastového
média, b) produkcei organickych forem selenu, ve formé seleno-aminokyselin a Se-nanocastic, c)
zlepSenymi antioxida¢nimi vlastnostmi vlivem selenizace, d) nizkou toxicitou a dobrou schopnosti
prostupu ptres bunééné membrany, a f) dobrou adhezi na tkdiiovy model lidskych epitedlnich bunék
tlustého stfeva in vitro.

Objasnéni vykresta

Vynalez bude blize osvétlen pomoci vykrest, kde obr. 1 predstavuje postup piipravy
selenizovanych kmenti. Obr. 2 pfedstavuje chromatogramy enzymatického extraktu kmene CCM
9190 rostouciho v médiu o koncentraci seleni¢itanu sodného 10 mg/1 (A) a 50 mg/1 (B). Jednotlivé
slouceniny jsou oznaceny zkratkami: selenan (SeVI), selenicitan (SelV), selenocystin (SeCys2),
methylselenocystin (MeSeCys), selenomethionin (SeMet) a neidentifikované slouceniny (N1 az
N6). Obr. 3 ukazuje suspenzi selenem obohacenych bunék pied lyofilizaci. Koncentrace
seleni¢itanu sodného v médiu 10 mg/1 (A) a 50 mg/1 (B). Obr. 4 ukazuje snimky provedeny pomoci
transmisniho elektronového mikroskopu (TEM) (1), distribuce velikosti nanocastic na zakladé
TEM (2) a na zaklad¢ sp-ICP-MS (3) pro kmen rostouci v médiu o koncentraci selenicitanu
sodného 10 mg/l (A) a 50 mg/l (B). Obr. 5 ukazuje koncentrace selenu ve formé selenicitanu,
selenocystinu a neidentifikované slouceniny N1 v odebranych vzorcich na apikalni strané (Cas
0 hod) a na bazolateralni stran€ (Casy 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4 h). Jak je patrné z grafti, dochazi ke zvyseni
propustnosti seleni¢itanu mezi 30 min s maximalnim prichodem po 2 h po podani darcovského
roztoku, nasledné je vidét sestupna tendence koncentrace mezi 2 a 4 h po pridani darcovského
roztoku. U selenocysteinu je patrné, Ze z koncentrace v darcovském roztoku se jen pomalu zvySuje
koncentrace selenocysteinu na basolaterarni stran¢ po priichodu pfes bunécnou monovrstvu. A
s postupujicim Casem koncentrace linearn€ roste. V testované traveniné byl zaznamenam i
neznadmy vzorek selenu, kdy jeho vrchol koncentrace byl 1,5 h po pfidani darcovského roztoku,
nasledné se koncentrace snizovala. Na obr. 6 je zobrazen vliv pfidavku 0 az 100 mg/1 selenicitanu
sodného na rist kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCM9190 v M17 bujonu pii 30 °C. Graf
na obr. 7 ukazuje srovnani cytotoxicity selenizovaného kmene CCM 9190 a selenicitanu sodného.
Na obr. 8 jsou zobrazeny adhezni schopnosti selenizovaného kmene CCM 9190 po pridavku 10 a
30 mg/1 selenicitanu sodného.
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Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1

V jednom provedeni vyndlezu je kmen ve formé biologicky cisté, lyofilizované kultury (obr. 1),
jako monokultura kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCM 9190).

Priklad 2

V jiném provedeni vyndlezu je kmen ve formé¢ inaktivovanych bun¢k monokultury kmene
Lactococcus lactis subsp. lactis CCM 9190 v lyofilizované formé.

Priklad 3

V dal$im provedeni vynalezu je kmen obsazen v piipravku, ktery obsahuje i dalsi probiotické
kmeny, zakladni kultury, pfipadn€ riizna prebiotika, susené mléko, vitaminy nebo mineralni latky.
Kmen miize byt souc¢asti tablet, kapsli, prasku nebo potravin, jako jsou napi. mlécné vyrobky.

Priklad 4

Vynalez poskytuje kmen ve formé zivych nebo inaktivovanych bunék, jako prostfedek pro
doplnéni selenu v ptipad¢ jeho deficitu v dieté.

Pracovni postup:
a) identifikace a typizace kmene

Lactococcus lactis subsp. lactis CCM 9190 je deponovan v Ceské sbirce mikroorganismi (CCM)
na Pfirodovédecké fakult¢ Masarykovy univerzity, na Ustavu experimentdlni biologie,
Kamenice 5, 625 00 Brno.

Kmen je identifikovan jako Lactococcus lactis subsp. Lactis pomoci API SOCHL (Biomérieux,
Francie), identifikace potvrzena také druhové specifickou PCR; a 16S rRNA (anotovana sekvence
ulozena v GenBank pod ¢islem OM475720). Mikroskopicky se jedna o drobné koky, ojedinéle
tvoti kratsi fetizky kokt a tvoti soucast mikroflory zakladnich smetanovych kultur.

b) piiprava selenem-obohaceného kmene CCM 9190 (selenizace)

Lyofilizovany kmen Lactococcus lactis subsp. Lactis CCM 9190 se pted selenizaci nejprve obnovi
v M17 bujonu pti 30 °C a tiikrat se pieoCkuje. Poté se M 17 bujon s piidavkem seleni¢itanu sodného
inokuluje kmenem v exponencialni fazi riistu a kultivuje se po dobu 24 hodin, viz obr. 1.
Selenizované bunky pro dalsi analyzy se dvakrat promyji sterilni deionizovanou vodou a separuji
se pomoci centrifugace po dobu 5 minut pii zrychleni 4100 g. Néasledné je selenizovany kmen
zlyofilizovan a jsou stanoveny poéty zivych bakterii plotnovou metodou na M17 agaru pii teploté
30 °C po dobu 48 hodin. Také je stanoven obsah selenu i jednotlivych seleno-sloucenin a seleno-
nanocastic.

¢) Vliv riznych koncentraci selenicitanu sodné¢ho na rist kmene Lactococcus lactis subsp. Lactis
CCM 9190

Inhibi¢ni vliv seleniCitanu sodného na viabilitu testovaného kmene byl posuzovan na zakladé
spektrofotometrického méfeni zmény absorbance pii vinové délce 620 nm béhem 24-hodinové
kultivace pii teploté 30 °C v M 17 bujonu s riiznymi koncentracemi selenic¢itanu sodného (0, 5, 10,
30, 50 a 100 mg/l). Z vysledkl je patrny minimalni inhibi¢ni efekt za pFitomnosti seleniitanu
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sodného na rust kmene Lactococcus lactis subsp. lactis CCM 9190, kdy doslo jen k mirnému
posunu logaritmické faze rdstu a k nepatrnému snizeni poc¢ti mikroorganismi v zavislosti na
zvySujici se koncentraci seleni¢itanu sodného v médiu. Vysledky jsou graficky zpracovany na
grafu na obr. 6.

d) Vliv selenu na antioxidac¢ni aktivitu kmene CCM 9190

Antioxidacni aktivita selenizovaného a neselenizovaného kmene CCM 9190 byla stanovena
pomoci metody DPPH, ktera je jednou ze zakladnich metod pro posouzeni antiradikalové aktivity.
Je zalozena na reakci testovaného vzorku s DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl).
Zména absorbance byla stanovena spektrofotometricky pti vinové délce 517 nm. Pfi porovnani
zmény antioxidacni aktivity selenizovaného (42,4 £9,9 %) a neselenizovaného (24,8 £8,6 %)
kmene CCM 9190 bylo zjisténo statisticky vyznamné (P <0,05) zvySeni antioxidacni aktivity u
kmene po selenizaci.

e) akumulace selenu a distribuce seleno-sloucenin v selenem-obohacenych bakterialnich buiikach
kmene CCM 9190

Celkové mnozstvi selenu v lyofilizované kultute bylo stanoveno metodou hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) po rozkladu vzorku koncentrovanou
HNO3 v mikrovinném mineralizatoru. Obsah jednotlivych sloucenin selenu pak byl stanoven
spojenim kapalinové chromatografie s ICP-MS po extrakci proteazou XXIII v Tris-HCI pufru
(pH = 17,5) po dobu 24 h pii 37 °C (podrobny postup viz Kantorova a kol., 2022). Selen byl v obou
ptripadech méfen na linii m/z = 80 a jako vnitini standard byl pouzit tellur méfeny na linii m/z = 128.
Charakterizovan byl kmen, ktery byl kultivovan aerobné 24 h pii 37 °C v mediu se selenicitanem
sodnym o koncentracich 10 a 50 mg/I.

Celkovy obsah selenu byl u kmene CCM 9190 selenizovaného v médiu s obsahem 50 mg/l
seleni¢itanu vyznamné vyssi (43+£15 mg/g) nez v médiu s obsahem 10 mg/1 selenicitanu (3,85+0,69
mg/g). V extraktech byl identifikovan selen ve formé seleniCitanu, selenanu, selenocystinu,
methylselenocysteinu a selenomehioninu. DalSich Sest nalezenych sloucenin nebylo
identifikovano. Relativni zastoupeni jednotlivych sloucenin selenu vzhledem k celkovému obsahu
selenu v extraktu se v§ak mezi kmeny selenizovanymi v médiich s obsahem selenu 10 a 50 mg/1
seleni¢itanu vyznamné nelisi viz, tab.1 a obr. 2A a 2B.

Tab. 1: Chromatogram, celkovy obsah selenu, Se-slouceniny

Celkovy obsah selenu, obsah jednotlivych slou¢eniny selenu a extrakéni uc¢innost. Hodnoty jsou
uvadény jako primér doplnény rozsifenou nejistotou za symbolem + nebo smérodatnou odchylkou
uvedenou v zavorce. Hodnoty jsou vztazeny na lyofilizovany vzorek. Indexem ,,N* jsou oznaceny
slou¢eny, jejichz struktura nebyla zatim objasnéna.

Koncentrace seleni¢itanu v médiu 10 mg/1 50 mg/l

Celkovy obsah Se

3,85+0,69 mg/g

43£15 mg/g

Obsah Se ve formé selenanu

0,984 (0,039) png/g

4,0 (1,7) ng/g

Obsah Se ve formé selenicitanu

8,42 (0,88) png/g

3,27 (0,17) pg/g

Obsah Se ve formé selenocystinu

92,1 (5,5) pg/g

36,2 (3.4) pg/g

Obsah Se ve formée slouceniny N1

54,6 (5,3) pg/g

37,5(5,2) pg/g

Obsah Se ve form¢ methylselenocysteinu

5,45 (0,29) ng/g

3,10 (0,19) peg/g

Obsah Se ve formé slouceniny N2

2,79 (041) pg/g

1,15 (0,12) pg/g

Obsah Se ve formée slouceniny N3

8,63 (0,20) pg/g

10,7 (1,5) pg/g

Obsah Se ve formé slouceniny N4

1,86 (0,44) pg/g

1,45 (0,89) pg/g

Obsah Se ve formé slouceniny N5

4,2 (1,2) ng/g

2,1 (2,9) ng/g

Obsah Se ve formé selenomethioninu

6,54 (0,91) pg/g

4,72 (0,46) ug/g




20

25

30

35

40

CZ 309775 B6

Obsah Se ve form¢ slouc¢eniny N6

1,26 (0,10) pg/g

1,41 (0,22) pg/g

Celkovy obsah Se v extraktu

356 + 55 pg/g

202 + 41 pg/g

Extrakéni uéinnost *

92+1,1%

0,47 £ 0,09 %

* nizka extrak¢ni ucinnost je déna pfitomnosti nanocéstic selenu, které jsou z extraktu pted
speciacni analyzou odfiltrovany.

f) produkce nanocéstic selenu kmenem CCM 9190 a jejich charakterizace

Nanocastice selenu byly charakterizovany z hlediska velikosti a struktury transmisni elektronovou
mikroskopii (TEM), a z hlediska velikosti a ¢iselné koncentrace metodou ICP-MS v rezimu méteni
jednotlivych ¢astic (sp-ICP-MS). Vzorky pro méfeni metodou sp-ICP-MS byly pripravovany tak,
ze bylo navazeno 0,005 g lyofilizované¢ho do polyethylenové zkumavky, bylo ptidano 5 ml 1 %
(v/v) methanol a vzorek byl sonikovan v ultrazvukové lazni po dobu 20 min. Poté byl vzorek zfedén
250% 1 % (v/v) metanolem a ihned analyzovan. V pfipadé méteni TEM byl vzorek dispergovan a
fedén stejnym zplsobem, avSak pouze v demineralizované vodé. Vzorek byl pak nanesen na
médénou miizku (velikost 300 mesh), vysusen a analyzovan. Pro charakterizaci byl pouzit kmen,
ktery byl kultivovan aerobné€ 24 h pti 37 °C v mediu se selenic¢itanem sodnym o koncentracich 10
a 50 mg/l.

Nanocastice selenu pozorované u kmene CCM 9190 byly produkovany extracelularné. Podil
selenu ve formé nanocastic na celkovém obsahu selenu byl u kmene CCM 9190 selenizovaného v
médiu s obsahem 50 mg/1 seleniCitanu vyznamné vyssi (6814 %) nez v médiu s obsahem 10 mg/1
seleni¢itanu (36+5 %). To je dano jak produkci vétsiho poctu nanocastic (6,5+2,6) x 10! gl v
médiu s obsahem 50 mg/l seleniCitanu a 2,31+0,54) x 10 ¢! v médiu s obsahem 50 mg/l
seleni¢itanu), tak produkci ¢astic o vétsim priméru (171+60 nm v médiu s obsahem 50 mg/l
seleniCitanu a 98434 nm v médiu s obsahem 50 mg/l seleniCitanu, viz obr. 3 a 4. Vyssi obsah
nanocastic selenu se projevuje také vyraznéjSim Cervenym zabarvenim suspenze bungk.

Tab. 2: Velikosti a Ciselné koncentrace nanocastic a jejich zastoupeni ve vzorku.

koncentrace imer pramér Ciselna celkovy obsah | podil obsahu
seleniCitanu n;)noéés tic nanocastic | koncentrace selenu ve selenu ve forme
sodného v na zaklads | 1@ zéklad¢ | nanocastic na formé nanocastic na
médiu TEM (nm) sp-ICP-MS | zakladé sp- nanoCastic | celkovém obsahu
(mg/l) (nm) ICP-MS (g'h) (mg/g) selenu (%)
10 99+18 | og+34 | ! 1i091,54) 139+ 0,29 36+5
50 16719 | 171x60 | 62 foiﬁ) 1 292459 68 + 14

Hodnoty jsou uvadény jako primér + rozsifena nejistota. Hodnoty jsou vztazeny na lyofilizovany
vzorek. Primérna velikost nanocastic je uvadéna jako maximum normalniho rozdéleni (pro TEM)
a logaritmicko-normalniho rozdéleni (pro sp-ICP-MS) prolozeného histogramem naméfenych
velikosti.

g) simulace pruchodu selenem-obohaceného kmene CCM 9190 travicim traktem v in vitro
podminkach

Traveni probéhlo podle standardizovaného in vitro statického modelu traveni INFOGEST,
rozd€leného na oralni, Zaludeéni a intestinalni fazi. V oralni ¢asti bylo navdzeno 5g
lyofilizovaného vzorku a nasledné ptidano 5 ml simulované slinné §t'avy (chlorid vapenaty 1,5mM,
slinnd amylaza 75 jednotek/ml). Po 2-minutové inkubaci byla pfiddna zalude¢ni §t'ava (pepsin
2 000 jednotek, gastricka lipaza jednotek/ml, chlorid vapenaty s vyslednou koncentraci
0,15 mmol/l) a bylo snizeno pH na 3,0. Vzorek byl 2 hodiny inkubovan ve vodni lazni pii 37 °C s
pravidelnym promichanim vzorku. Po dvou hodinach byla pfidana simulovana stfevni Stava
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(chlorid vapenaty 0,6 mmol/l, zZlu¢ 10 mmol/l, pankreatin 100 jednotek/ml) a upraveno pH na 7,0
s naslednou 2hodinovou inkubaci pii 37 °C s prubéznym michanim vzorku. Po ukon¢eni testu byl
travici proces ukoncen zamrazenim vzorku na -80 °C (Brodkorb et al. 2019), vzorky byly
zamrazeny az do dal§iho testovani.

h) stanoveni cytotoxicity selenem-obohaceného kmene CCM 9190 v in vitro podminkach za
pouziti tkanového modelu

Bunééné linie HT29 a Caco-2 byly kultivovany pomoci modifikované metody dle Mosmann
(1983). Ke stanoveni cytotoxicity bylo vyuzito zluté rozpustné tetrazolové soli 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazol bromid (MTT). MTT vytvaii v mitochondriich Zivych
bunek rozpustné fialové krystaly hvézdicovitého tvaru nazyvané formazan, ktery je nasledné
rozpuStén prostiednictvim dimethylsulfoxidu a spektrofotometricky méfen pti vinové délce
555 nm na pfistroji Tecan Infinite M Nano+ (Tecan, Austria). Naméfena absorbance je linearne
umeérna mnozstvi bunék, které v roztoku prezily.

/N\ ;
- N@ Reduction _NH
) P,
= =N /N
S /N T /
BN L
@

MTT Formazan

Pro testovani cytotoxicity byl pouzit kmen, ktery byl kultivovan aerobné 24 h pii 37 °C v médiu
se selenicitanem sodnym o koncentracich 0, 5, 10 a 30 mg/l. Nasledn¢ byl kmen centrifugovan pii
2000 RPM 10 min a 3% promyt 5 ml Dulbecco’s Phospate Buffered Saline (PBS). Dale byl kmen
o vSech koncentracich dle potfeby nafedén na stejnou optickou denzitu a zlyzovany v lazni pti
80 °C 20 min. Po nasledném zchlazeni byl kmen jesté jednou centrifugovan, bylo odstranéno PBS
a nahrazeno stejnym mnozstvim média Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose
(EMEM) (Sigma — Aldrich CZ) s ptidavky 10 % Fetal Bovine Serum (Sigma — Aldrich CZ), 1 %
hydrogenuhli¢itanu sodného (Sigma — Aldrich CZ), 1 % pyrvatu sodného (Sigma — Aldrich CZ),
1 % neesencialnich aminokyselin (Sigma — Aldrich CZ). Takto pfipraveny kmen byl pipetovan po
jednotlivych koncentracich seleni¢itanu na 96 — jamkovou desti¢ku s bunéénymi liniemi Caco-2 a
HT29 v poméru 9:1. Jako kontrola bylo pouZito obohacené medium DMEM bez ptidaného kmene.
Desticka byla kultivovana 72 h pti 37 °C a 5 % CO..

Zvolené koncentrace 0, 5 a 10 mg/I seleni¢itanu sodného nevykazovaly zadné toxické ucinky na
testovanych bunécnych liniich, koncentrace 30 mg/l selenicitanu sodného jiz vykazovala toxické
ucinky na testovanych bunécnych liniich patrné. Z dostupnych udajii Ize fict, ze pridavek selenem-
obohaceného kmene az o koncentraci 10 mg/L mize byt povazovan za bezpeény. Vysledky jsou
znazornény v grafu na obr. 7.

ch) stanoveni prostupu seleno-sloucenin vytvofenych kmenem CCM 9190 ptes slizni¢ni
membrany in vitro

Propustnost pies buriky stfevniho epithelu byla stanovena na bunécné linii Caco-2. Caco-2 je
bunécna linie, ktera se ziskava z lidského kolorektalniho adenokarcinomu. Ac¢koli se jedna o bunky
rakovinného ptivodu, velmi se podobaji lidskym intestindlnim enterocytiim a hodnoty permeability
ziskané pomoci Caco-2 modelu koreluji s absorpci u¢inné latky v lidském organismu. Inserty pred
vlastnim vysetim bunék byly na apikalni strané navlhéeny kompletnim DMEM mediem a po
2 minutach bylo pfiddno medium s koncentraci bunék 0,6 x 10° bun&k/ml. Nasledné& bylo p¥idano
medium na bazolateralni stranu. Po 6 hodinach doslo k vyméné media na obou stranach pro
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odstranéni neadherovnaych bunék. Inserty byly kultivovany 21 dnd, aby doSlo ke vzniku z
morfologického a fyziologického hlediska plné vyvinuté konfluentni bunééné monovrstvy. Prvni
dva tydny probihalo krmeni kazdy druhy den, kdy bylo kompletni DMEM medium ménéno na
apikalni i bazolateralni strané. Posledni tyden byly inserty s bunéénou vrstvou krmeny kazdy den,
kdy bylo medium ménéno na apikdlni i bazolateralni strané. Posledni vyména media pfed vlastnim
pokusem byla provedena nejpozdé€ji 16 hodin pfed samotnym experimentem.

V den pokusu byly inserty pieneseny do nové desticky a 3x promyty pomoci HBSS (Hank"‘s
Balanced Salt Solution) s pH 7,4. Nasledné bylo na apikalni a bazolateralni stranu pfidano 500 ml
cerstvého HBSS a byla zméfena hodnota transepitelialni elektrické rezistence (TEER). Nasledn¢
byla pfidana Luciferovéa zlut’ o koncentraci 25 umol/l a desticka byla inkubovana na orbitalni
ttepaCce umisténé v inkubatoru po dobu 1 hodiny pfi 150 rpm. Z bazolateralni strany byl odebran
vzorek, ktery byl nasledné¢ zméten pii vinové délce 480 nm/530 nm. Inserty, ve kterych byla
integrita vice nez 95 %, byly zafazeny do testu.

Pred vlastnim testem byly inserty opét 3% promyty HBSS. Nésledn€ byl ptipraven darcovsky
roztok s testovanym vzorkem, kdy bylo smichano 400 ul HBSS a 100 ul traveniny s testovanym
vzorkem. 500 pl takto ptipraveného vzorku bylo ptidano na apikalni stranu. Na bazolateralni stranu
bylo ptidano 500 pl ¢ist¢ého HBSS. Z apikalni strany bylo ihned odebrano 50 pl vzorku jako cas
0 h. Nasledn¢ byla desti¢ka inkubovana pti 37 °C na orbitalni tiepacce umisténé v inkubatoru pii
150 rpm. V ¢asech 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4 h bylo odebrano z bazolateralni strany vzdy 250 pl vzorku,
ktery byl okamzité zamrazen. Odebrany objem byl vzdy nahrazen 250 pl ¢ist¢tho HBSS. Po
ukonceni pokusu byl odebran i zbytek z apikalni strany a vzorky zamrazeny. Inserty byly nasledné
3x promyty HBSS a poté sklizeny pomoci metanolu a také zamrazeny. VSechny takto ptipravené
vzorky byly skladovany pfi -80 °C az do stanoveni obsahu jednotlivych slou¢enin selenu spojenim
kapalinové chromatografie s ICP-MS. Vzorek byl analyzovan piimo bez jakékoliv dalsi upravy.
Selen byl v obou ptipadech méfen na linii m/z = 80 a jako vnitini standard byl pouzit tellur méteny
na linii m/z = 128. Popis k testovani permeability je uveden pii popisu obr. 5, v kapitole ,,Objasnéni
vykrest®.

1) adheze selenizovaného kmene CCM 9091 na tkanovy model lidskych epitelialnich bun¢k
tlustého stieva in vitro

Ke stanoveni adherence selenem-obohaceného kmene CCM 9190 byly pouzity bunééné linie
lidského stfevniho adenokarcinomu Caco2 a HT-29 v poméru 9 : 1 a koncentraci 4 x 10%, které
byly kultivovany na 24 — jamkovych destickach po dobu 14 dni pti 37 °C a 5 % koncentraci COs.
Po odsati a promyti bunéénych linii byly na desti¢ku pipetovany bakterialni suspenze o koncentraci
107, které byly pfipraveny z Cerstvé narostlych bakterialnich kment kultivovanych za pfitomnosti
10 a 30 mg/I selenicitanu sodného, jako kontrola byl pouzit bakterialni kmen kultivovany v mediu
bez pritomnosti selenicitanu sodného. Bunééné linie s bakterialni suspenzi byly kultivovany 90 min
v inkubatoru pii 37 °C a 5 % koncentraci CO,. Pro stanoveni adherence bylo pouzito desitkové
fedéni a nasledné byla pouzita plotnova metoda.

Na zéaklad¢é analyz je mozné konstatovat, ze obohaceni kmene CCM 9091 selenem (pfidavkem

selenicitanu sodného do kultiva¢niho média o koncentraci 10 a 30 mg/l), ma za nasledek zvyseni
jeho adhezni schopnosti. Vysledky adheze jsou graficky znazornény na obr.8.

Prumyslova vyuzitelnost

Selenem obohaceny kmen Lactococcus lactis subsp. lactis CCM 9190 je vyuzitelny pro prevenci
a/nebo oSetieni stavil zptisobenych nutricnim deficitem selenu v dieté. Vyuzitelny je samotny kmen
v lyofilizované formé se zachovanim dostatecného mnozstvi Zivotaschopnych bunék, jako i kmen
inaktivovany (postbiotikum). Dalsi aplika¢ni formou je prostiedek obsahujici selenizovany kmen
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CCM 9190, ktery muize obsahovat i dalsi probiotické kmeny, zakladni kultury, ptipadné prebiotika,
suSené mléko, vitaminy nebo mineralni latky.
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PATENTOVE NAROKY

1. Selenizovany kmen bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis CCM 9190 pro feSeni nutricniho
deficitu selenu v diet¢, ktery je deponovan v Ceské sbirce mikroorganismi, CCM, na
Ptirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity, na Ustavu experimentalni biologie, Kamenice 5,
625 00 Brno.

2. Selenizovany kmen bakterie Lactococcus lactis subsp. lactis CCM 9190, podle naroku 1,
vyznacujici se tim, Ze obsahuje organicky vazany selen, nebo selen v jeho elementarni forme

nanocastic.

3. Pripravek pro prevenci a/nebo oSetfeni stavii zplisobenych nutricnim deficitem selenu v dieté,
vyznacujici se tim, Ze obsahuje selnizovany kmen bakterie podle naroku 2.

4. Piipravek podle naroku 3, vyznacujici se tim, ze dale obsahuje dalsi probiotické kmeny,
zakladni kultury, ptipadné prebiotika, susené mléko, vitaminy nebo mineralni latky.

6 vykresi
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