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1. Souhrn

Sporadicky kolorektalni karcinom (CRC) a idiopatické sttevni zanéty (IBD) predstavuji
zavazny celosvétovy problém. Pfesné urceni vSech faktorti ucastnicich se patogeneze je velmi
zadouci. Stfevni mikrobiota hraji roli kliCovou. V prvni ¢ésti nasi prace jsme se zaméfili na
vySetfeni anti-porinovych protilatek v séru naSich pacienti. Cilem/antigenem proti-
porinovych protilatek je porin C lokalizovany ve vné€jsi membrané Escherichia coli (E. coli).
Potvrdili jsme, ze pacienti s IBD a s kolorektalnim karcinomem maji zvySené hodnoty anti-
porinovych protilatek. V druhé Casti prace jsme se zabyvali bakteriocinogenii a ur¢enim
genotypu E. coli, kdy vySetfovanym materialem byly bioptické vzorky tlustosttevni sliznice.
Bakteriociny jsou malé proteiny produkované bakteriemi z ¢eledi Enterobacteriaceae,
vyznaCuji se antibiotickym, antineoplastickym, proapoptotickym a probiotickym efektem.
Potvrdili jsme vyssi bakteriocinogenii a ptitomnost vice virulentnich kmend E. coli u pacientt
s pokrocilou kolorektalni neoplazii a pokrocilym kolorektdlnim karcinomem ve srovnani
s nepokroCilymi patologiemi. Potvrdili jsme ucast mikrobiot na vyvoji kolorektalnich

patologii.

2. Large intestinal microbiota in inflammatory bowel disease and colorectal

neoplasia - Summary

Sporadic colorectal cancer (CRC) and inflammatory bowel disease (IBD) represent an
immense problem wordlwide. Precise definition of all the potential contributors to the
pathogenesis of CRC and IBD remain a challenge. Large intestinal microbiota play an
extremely important role. Investigation of serum anti-porin antibodies (aimed at porin C in the
cell wall of E. coli) belonged to the objectives in the first part of our work. We have
confirmed, that pacients with IBD and patients with CRC had increased levels of anti-porin
antibodies. Bacteriocinogeny and investigation of E. coli genotypes belonged to the aims in
the second part of our work. Bacteriocins are small proteins produced by bacteria of
Enterobacteriaceae family and are characterised by its antibacterial, antineoplastic, probiotic
and proapoptotic effect. We have confirmed higher bacteriocinogeny and presence of more
virulent strains of E. coli in patients with advanced colorectal adenoma and colorectal
carcinoma. All these results confirm contribution of large intestinal microbiota to the

development of colorectal pathologies.



3. Uvod do problematiky

V soucasné dobé se vyspé€lé staty potykaji s problematikou tzv. civiliza¢nich onemocnéni,
mezi ktera kolorektalni karcinom a idiopatické stfevni zanéty bezesporu patii. Ceské
republika je v poslednich desetiletich celosvétové fazena na celni mista v incidenci i
prevalenci kolorektalniho karcinomu, mortalita na toto onemocnéni zlstava stale vysoka
(mortalita na kolorektalni karcinom v Ceské Republice v r. 1995: 4290; v r. 2000: 4402; v r.
2005: 4246; vr. 2010: 3879). Idiopatické stfevni zanéty jsou zavaznym problémem ve
vyspélych zemich. Etiopatogeneze kolorektalniho karcinomu i idiopatickych stfevnich zanétl

je multifaktoridlni, neni v§ak pochyb, Ze tlustosttevni mikrobiota hraji roli zasadni, klicovou.

3.1 Strevni mikrobiota

V gastrointestinalnim traktu dospélého Cloveka pirebyva zhruba 100 triliontt mikrobidlnich
bunék, 15000 druhii mikroorganismi a ptes 800 druhli bakterii [1, 2]. Zcela zdsadnim
problémem je, ze stidle dokdzeme vykultivovat pouze kolem 20 % druhi bakterii
gastrointestinalniho traktu, které byly identifikovany molekularnimi metodami [3].
V soucasnosti jsou proto kultivacni techniky nahrazovany metodami, které jsou zalozené na
hodnoceni sekvence 16S rRNA bakterialnich genii [4]. Dalsi alternativou identifikace bakterii
V soucasné dobé¢ je vyuziti hmotnostni spektrometrie [5]. Stievni mikrobiota se obvykle déli
na prokaryota a eukaryota a dale na organismy striktné anaerobni, mikroaerofilni a
fakultativné aerobni [6]. Anaerobnich bakterii je zhruba 10-krat vice nez aerobnich [7]. Vliv
sttevnich bakterii na hostitele mize byt jak pfinosny, protektivni, tak ale i nepiinosny az
Skodlivy. Mezi pozitivni vlivy stievnich bakterii vii¢i hostiteli patfi: vazba potencialnich
mutagent, produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem, syntéza vitamini skupiny B a
vitaminu K (pfiCemz folaty a biotin napoméahaji regulovat proliferaci sliznice tlustého stteva),
pfimé piisobeni na sliznici. Mezi negativni a/nebo Skodlivé vlivy stfevnich mikrobiot viici
hostiteli patfi: produkce toxinti, aktivace prokarcinogend, syntéza karcinogennich a
genotoxickych latek z nestravitelnych soucasti potravy, transformace primarnich zlucovych
kyselin na sekundarni genotoxické a kancerogenni Zlucové kyseliny, aktivace pro hostitele
nepiiznivych tlustostifevnich bakterialnich enzymi (betaglukuronidasa, 7-alfa-dehydroxylasa).
Pro vysledny vliv bakterii gastrointestindlniho traktu na hostitele hraje zcela zdsadni roli typ
dietniho substratu, ktery bude stfevnim bakteriim dodén a dale kvalitativni i kvantitativni

zastoupeni jednotlivych druhi mikrobil. Za neptiznivy dietni substrat je povaZovano cervené



maso, zivo¢isné tuky, zvySeny prijem kuchynské soli, naopak pozitivnimi vlivy (byt
s doposud malo dikazy) se vyznacuje Cerstvé ovoce a zelenina, potraviny bohaté na selen
(antioxidant, podobn¢ jako vitamin A a C) a kalcium, fermentovatelnd i nefermentovatelna

vlaknina. [6].

3.2 Kolorektalni karcinom a stievni bakterie

Stfevni mikrobiota hraji vyznamnou roli v etiopatogenezi kolorektalniho karcinomu. Pfimym
dikazem je pritomnost mutagennich a genotoxickych substanci bakteridlniho ptivodu ve
stolici Clovéka [6]. V mnoha studiich byl zkouman vliv jednotlivych bakterii na vyvoj
kolorektalniho karcinomu. S timto nadorem jsou spojovany piedevs§im druhy Bacteroides [8],
obzvlasté Bacteroides fragilis, ktery u pacientti s kolorektalnim karcinomem na rozdil od
kontrol produkuje metaloproteinasu. Dale je s kolorektdlnim karcinomem spojovan rod
Clostridium (pfedevsim lecitinasa negativni, které preménuji primarni zlu¢ové kyseliny na
sekundarni) [9] a Streptococcus bovis (indukuje tvorbu hyperproliferativnich aberantnich
kolonickych krypt, zvySuje expresi proliferacnich markert a zvySuje produkeci IL-8 sliznici
tlustého stfeva) [6]. Infekce Clostridium septicum je vzacna, ale v 81 % je spojena s latentni
malignitou, ve 34 % s kolorektalnim karcinomem [10]. Nezadouci bakterii je také
Enterococcus faecalis, protoze produkuje volné kyslikové radikaly. U pacienti
S kolorektalnim karcinomem je také piedpokladano vysSi zastoupeni intraepitelidlnich
Escherichia coli [11]. Naopak za protektivni bakteric miizeme povazovat napi. Eubacterium
aerofaciens [8] ¢i Eubacterium lentum — syntetizuje 21-dehydroxylasu.

Zcela zasadni by bylo v soucasné dobé¢ urcit, zde se zména slozeni stievnich mikrobiot podili
na vzniku kolorektalniho karcinomu nebo je jeho nasledkem. Pokud by se podilela na jeho
vzniku, pak by specificka antibioticka, probioticka nebo prebiotickd intervence mohla mit

efekt v kontrole vyvoje nemoci [1].

3.3 Idiopatické stievni zanéty a mikrobiota

V soucasné dobé se predpoklada, Zze pricinou idiopatickych stfevnich zanétd (IBD) —
Crohnovy choroby (CN) a ulcerdzni kolitidy (UC) je nepfiméfena zanétlivd odpovéd’ na
stievni bakterie u geneticky predisponovaného jedince. Je potvrzeno, Ze se tlustostfevni
bakterialni slozeni pacientd s IBD vyznacuje kvalitativnimi i kvantitativnimi zménami ve

srovnani s 0sobami kontrolnimi, kauzalni patologické agens vsak doposud objeveno nebylo.
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Zvlastni dilezitosti nabyvaji v etiopatogenezi onemocnéni bakterie s vyssi schopnosti adheze
a invaze do sliznice stieva (ptikladem je Escherichia coli) [12]. U IBD dochazi typicky
K poruse bariérové funkce. Je piitomna zvySend paracelularni permeabilita na podkladé
abnormalni regulace zonullae occludantes; poharkové buiky produkuji méné hlenu,
Panethovy buiiky se vyznacuji snizenou produkci defenzinti. Vysledkem je zvySena expozice
stievni sliznice intestinalnim mikrobiotim a znasobeni zanétlivé odpovédi. Naproti zvysené
stimulované prozanétlivé odpovédi existuji v intestindlnim prostiedi faktory, které odpovidaji

-----

transforming growth factor beta a interleukin-10 [13].

3.4 Anti-porinové protilatky

Poriny jsou proteiny lokalizované ve vnéj$i membran¢ gramnegativnich (i nékterych
grampozitivnich) bakterii a slouzi pfedevSim k tvorbé  kanall umoziujicich vstup
hydrofilnich substanci, obzvlast’ nutrientti, do buniky. Je znamo, Ze Escherichia coli produkuje
3 zakladni druhy trimerickych porini: OmpF, OmpC a PhoE [14]. Anti-porinové / proti-
porinové protilatky / anti-outer membrane protein C / anti-OmpC antibodies, jsou namifeny
proti OmpC porinim. Vzhledem k tomu, Ze spoluti¢ast sttevnich mikrobiot v etiopatogenezi
IBD je jiz vSeobecné akceptovana, lze piedpokladat, ze by pravé proti-porinové protilatky
mohly spolu s dalsimi protilatkami typickymi pro IBD slouzit k diagnostice a predikci
klinického pribéhu téchto onemocnéni [15]. Mow ve své studii diagnostikoval ptitomnost
anti-porinovych protilatek u 46 % pacientt (z 303 dospélych) s Crohnovou chorobou a dale
dokumentoval jejich asociaci s komplikovanou fibrostenozujici formou onemocnéni [16].
V madarské studii Pappa et al. jsou anti-OmpC protilatky oznacovany jako vysoce specifické
pro Crohnovu chorobu (specificita 79-100 %), jejich senzitivita je vSak niz§i nez v jinych
studiich (31 %) [17].

3.5 Bakteriociny

Bakteriociny jsou proteiny, produkované bakteriemi z ¢eledi Enterobacteriaceae, predevsim
mikroorganismem Escherichia coli. Déli se na n€kolik podskupin, nejdilezitéjsi z nich jsou
koliciny a mikrociny. Bakteriociny maji antibioticky, antineoplasticky, probioticky a
proapoptoticky ucinek. Prvni kolicin (kolicin V) byl identifikovdn Gratiou roku 1925, na
daldim vyzkumu kolicinti se podileli i ¢esti védci — Horak s BureSem [18] a Smarda se

Smajsem [19]. Koliciny jsou organizovany do 3 domén, pfi¢emz kazda z nich odpovida za
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jednu funkci kolicinu: centrdlni doména odpovida za vazbu na receptor cilové buiiky, N-
terminalni doména odpovidad za translokaci membranou, C-terminalni doména obsahuje
aktivni/ cytotoxickou ¢ast kolicinu. Produkce kolicini je kodovana plazmidy [18, 20],
produkce mikrocind plazmidy nebo chromozomalné¢ [21]. Operon pro kolicin obsahuje gen
pro samotny kolicin, gen pro imunitni protein a gen pro colicin release protein (umoziiuje
uvolnéni kolicinu do extracelularniho media) [20]. Koliciny lze klasifikovat vice zptsoby,
nejdalezitéjsi je klasifikace podle mechanismu ucinku (koliciny ptisobici vznikem port,
plsobici jako DNA-asy, pusobici jako RNA-asy nebo interferujici se syntézou
peptidoglykanu) a podle translokace pies zevni membranu E. coli (skupina A a skupina B
kolicinti) [20]. Bakteriociny by podle dostupnych poznatkit mély hrat dualezitou roli
v patogenezi IBD a CRC [18].

4. Cile diserta¢ni prace

4.1. Stanoveni anti-porinovych protilatek

e Stanovit sérové anti-porinové protilatky (proti OmpC porinim Escherichia coli) u
pacientl s idiopatickymi stfevnimi zanéty, kolorektalnim adenomem a karcinomem a
u kontrolnich zdravych osob.

e Urcit mozné vyuziti sérovych anti-porinovych protilatek v predikci klinického

fenotypu Crohnovy choroby.

4.2. Bakteriologické vySetieni bioptickych vzorku

Z tra¢niku a stanoveni bakteriocinogenie

e Zavést metodiku bakteriologického vySetfeni bioptickych vzorkl tlustého stieva
odebranych pti koloskopickém vySetteni.

e Stanovit bakteriocinogenii a genotypy izolovanych koliformnich bakterii u pacientti
S idiopatickymi stievnimi zdnéty, kolorektdlnim adenomem a karcinomem a u
kontrolnich zdravych osob.

e Stanovit jednotlivé kolicinogenotypy, urcit jejich prevalenci u vySetfenych skupin
osob a hodnotit rozdily ve vyskytu podle mechanismu uc¢inku kolicinli, zpiisobu
translokace pfes zevni membranu Escherichia coli a podle skupinové rezistence a

tolerance kolicinu.



e Urcit, zda se pacienti s kolorektalnim karcinomem vyznacuji kvalitativnimi a/nebo
kvantitativnimi zménami v kolicinogenii (kolicinli s protinddorovym uc¢inkem) ve

srovnani s kontrolnimi osobami.

5. Stanoveni anti-porinovych protilatek

5.1. Metodika
Ke stanoveni anti-porinovych protilatek byly vybrany 4 skupiny pacientti: pacienti s CN, UC,
kolorektalnim adenomem (CRA) a CRC. Celkem bylo vysetieno 85 pacientti s CN (36 muzi,
49 zen, ve veku 20-79 let, pramér 43+14, median 42 let), 26 pacienti s UC (9 muzt, 17 zen,
ve veku 20-74 let, primér 44+16, median 40 let), 22 pacient s CRA (11 muzt, 11 Zen, ve
veéku 26-79 let, prumér 65+£12, median 64 let) a 11 pacientti s CRC (9 muzi, 2 zeny, ve véku
50-83 let, prumér 66+11, median 65 let). Kontrolni skupinu tvotilo 45 zdravych dobrovolniki
— darct krve (24 muzi, 25 Zen, ve véku 20-58 let, primér 38+£10, median 35 let). Ke
stanoveni anti-porinovych protilatek byly pouzity soupravy ,,QUANTA Lite TM OMP Plus,
INOVA Diagnostics, San Diego, USA*. Proti-porinové protilatky byly stanovovany metodou
ELISA v tiidé IgA (vySetfeni laskavé provedla RNDr. Marcela DrahoSova, Ustav klinické
imunologie a alergologie Lékarské fakulty UK a Fakultni nemocnice Hradec Kraloveé).
Projekt byl schvalen Etickou komisi Lékaiské fakulty UK v Hradci Kralové. Pfi vlastnim
provadéni studie a pii vyhodnoceni ziskanych vysledkl byla zajiSténa ochrana osobnich udaja

vysetfenych osob v souladu s Metodickym navodem Ministerstva zdravotnictvi CR.

5.2. Vysledky

U kontrolnich osob byla primérmd hodnota vypoctenych anti-porinovych protilatek
18,8+10,7 U/ml. Vyrobcem doporu¢ena normalni hodnota je <20 U/ml, Sed4d zoéna 20-25
U/ml, hodnoty >25 U/ml jsou povazovany za patologické. V kontrolni skupiné byly hodnoty
anti-porinovych protilatek <20 U/ml u 28/45 (62%) a > 25 ml/U u 9/45 (20%) osob. U
pacientii s CN byla normalni hodnota anti-porinovych protilatek zjisténa pouze u 22/85
vysetfenych osob (26 %), u pacientti s UC u 6/26 (23 %), ve skupiné pacienti s CRC u 2/11
(18 %). U pacientli s CRA byla normélni hodnota proti-porinovych protilatek zjiSténa u 12/22
(55 %). Pramérna hodnota vypoctenych proti-porinovych protilatek byla ve skupiné pacientti
S CN 41,8+29,5 U/ml, ve skupin¢ pacientti s UC 28,9+13,0 U/ml, CRC 36,7+14,6 U/ml, CRA
22,3+12,7 U/ml).



Statisticky vyznamné rozdily anti-porinovych protilditek byly shledany mezi kontrolni
skupinou a UC (p<0,001), CN (p<0,001) a CRC (p<0,001). Nebyla prokazana statisticky
vyznamna diference u skupiny kontrolni a u skupiny pacienti s CRA (p=0,253; 1-$=0,211).

Primérnad hodnota vypoctenych proti-porinovych protilatek s CN a postizenim pouze tlustého
stieva byla 30,8+27,2 U/ml, postizenim tenkého stifeva 36,9+23,9 U/ml a postizenim tenkého
i tlustého stfeva 45,1+30,6 U/ml. Statisticky vyznamné rozdily hodnot anti-porinovych
protilatek byly prokazany mezi kontrolni skupinou a pacienty s CN postihujici pouze tenké
sttevo (p<0,001), s CN postihujici pouze tlusté stievo (p=0,019) a s CN postihujici tenké i
tlusté stievo (p<0,001).

Primérna hodnota vypoctenych anti-porinovych protilatek nemocnych s CN a izolovanou
zanétlivou (luminalni) formou byla 31,6+23,4 U/ml, kombinovanou zanétlivou a stenozujici
formou 47,3+32,9 U/ml, zénétlivou a fistulujici formou 45,1£37,8 U/ml, kombinovanou
zanétlivou, stenozujici a fistulujici formou CN 44,5+26,6 U/ml. Byl nalezen statisticky
vyznamny rozdil hodnot anti-porinovych protilatek mezi skupinou kontrolni a jednotlivymi

podskupinami nemocnych s CN (p=0,003; p<0,001; p<0,001; p<0,001).

Hodnoty anti-porinovych protilaitek mezi skupinou nemocnych s pokroCilym (A) a
nepokrocilym (N-A) CRA nedosahly statisticky vyznamné diference (A: 22,0+12,8 U/ml, N-
A:23,0+13,5 U/ml; p=0,871; 1-=0,05).

5.3. Diskuse

NaSe studie zjistila zvySeny vyskyt anti-porinovych protilatek u pacientu s IBD a CRC.
Vysledky nasi prace podporuji asociaci pozitivity anti-porinovych  protilatek
s komplikovanymi formami CN (stenozujici a fistulujici formou) a tenkostfevnim postizenim
pti CN. Zcela novou, doposud nepublikovanou a z nasi studie vyplyvajici skutecnosti je
asociace pozitivity proti-porinovych protilatek s CRC.

Vyzkum protilatek u pacientd s IBD patii v poslednich desetiletich mezi prioritni z4jmy
asociovanymi s IBD jsou pANCA (perinuklearni typ protilatek proti cytoplazmé neutrofili) a
ASCA (protilatky proti Saccharomyces cerevisiae). Dale byly zkoumany protilatky ALCA

(antilaminaribiosidové) a ACCA (antichitobiosidové) [22]. Mezi tii nové sérologické markery

9



asociované s IBD patii anti-OmpC, protilatky proti 12 (proti fragmentim DNA Pseudomonas
fluorescens) a CBirl (protilatky proti bakterialnim flagelinim) [23].

Ve studii Mowa et al. byla ptitomnost proti-porinovych protilatek zjisténa u 46 % dospélych
pacientd s CN [16], ve studii Landerse et al. u 55 % pacienti s CN [24]. V na$i studii byly
anti-porinové protilatky zvySeny (nad 25 U/ml) u 61 % (52/85) nemocnych s CN. Vysledky
nasi studie v souladu se studii Mowa et al. [16] prokazuji, Ze pacienti s komplikovanymi
formami CN maji primérnou hodnotu anti-porinovych protilatek vy$$i nez pacienti
s izolovanou luminalni (zanétlivou) formou CN. Asociace zvySenych hodnot proti-porinovych
protilatek s komplikacemi CN (fistulujicimi a/nebo stenozujicimi) je podpofena dal§imi
vysledky nasi studie, které dokazuji, Ze pacienti s postizenim tenkého stfeva maji praimérnou
hodnotu anti-porinovych protilatek vys$i ve srovnani s pacienty, ktefi maji tlustostifevni
postizeni pfi CN. PredevSim stenozy, ale 1 fistulace jsou cCasto lokalizovany pravé
v oblasti terminalni ¢asti ilea.

Pozitivita anti-OmpC protilatek asociovana s kolorektalnim karcinomem je zcela prioritnim
pozorovanim. Vzhledem k pozitivité anti-OmpC u pacientti v remisi CRC piedpokladame, ze
nejde o znak aktivity onemocnéni, ale dand skutecnost potvrzuje predpoklddanou spoluticast

sttevnich mikrobiot na vyvoji CRC.

6. Stanoveni bakteriocinogenie

6.1. Metodika

Ke stanoveni bakteriocinogenie byly vybrany 3 skupiny pacientti: 30 0sob s CRC (23 muzu, 7
zen, ve véku 38-86 let, primér 67+11, median 66), 30 nemocnych s CRA (17 muzi, 13 Zen,
ve véku 39-79 let, praimér 63+9, median 64 let) a 30 pacientt S IBD (13 muzt, 17 Zen, ve
veéku 20-74 let, pramér 35+14, median 33 let). Kontrolni skupinu tvoiilo 20 osob (9 muza, 11
zen, ve veku 23-84 let, prumér 55+15, medidn 56 let) s negativni osobni anamnézou IBD,
CRA ¢i CRC a aktuidlné normdlnim slizniénim néalezem dokumentovanym pfi
pankoloskopickém vysetfeni. B&hem koloskopie byly odebrany vzdy sterilnimi klistkami
bioptické vzorky ve tfech etazich (v céku, colon transversum a rektu) k ex-vivo in-vitro
kultivaci sliznice tlustého stfeva a naslednému stanoveni bakteriocinogenie. Konkrétni

bakteriocinogenotypizace bakterii
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z Celedi Enterobacteriaceae a urceni genotypu izolovanych kmenti byly provedeny metodami
PCR (vySetieni laskavé provedl doc. MUDr. David Smajs, Ph.D., Biologicky ustav Lékatské
fakulty Masarykovy univerzity v Brng).

Projekt byl schvalen Etickou komisi Lékaiské fakulty UK v Hradci Kralové. Pti vlastnim
provadéni studie a pfi vyhodnoceni ziskanych vysledkt byla zajisténa ochrana osobnich tdaji

vysetienych osob v souladu s Metodickym navodem Ministerstva zdravotnictvi CR.

6.2. Vysledky

Pti analyze vysledkil z hlediska poctu biopsii v jednotlivych souborech nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily v poétech vykultivovanych kmenti z ¢eledi Enterobacteriaceae.
Celkem bylo izolovano a dale testovano 666 kment. Kolicinogenie byla pomoci PCR metod
stanovena u 137 produkénich kmenti, mikrocinogenie u 192 produkénich kmenti. K detekci
produkce m (mikrocinu) H47 a mM (senzitivni k chloroformu) byly vySetfeny vSechny
vykultivované kmeny. Cetnost vyskytu vykultivovanych bakterii E. coli se statisticky
vyznamn¢ liSila mezi souborem kontrol a souborem pacientit s CRC (kontroly: 48/60 (80 %),
CRC: 87/89 (98 %); p<0,001), mezi souborem kontrol a souborem nemocnych s IBD
(kontroly: 48/60 (80 %), IBD: 87/88 (99 %); p<0,001).

Neprokazali jsme statisticky signifikantni rozdil v bakteriocinogenii, kolicinogenii a
mikrocinogenii mezi jednotlivymi soubory. Cetnost vyskytu sou¢asné produkce kolicind a
mikrocint se statisticky vyznamn¢ liSila mezi skupinou pacientu s CRA a CRC (CRA: 19/89
(21 %), CRC: 32/89 (36 %); p=0,031).

Nejniz$i Cetnost vyskytu genotypu A a zaroven nejvyssi Cetnost vyskytu genotypu D E. coli
byla nalezena v souboru pacientit s CRC. Kombinace genotypu B2 E. coli spolu s produkci

mH47 a mM byla nejéastéji diagnostikovana v souboru kontrol.

Stanovili jsme Cetnost vyskytu jednotlivych bakteriocinii. Koliciny E2,4,6,7 byly nejcastéji
zastoupeny u pacientll s IBD. Vyskyt kolicinu M byl s nejvyssi frekvenci pozorovan ve
skupiné pacientli S CRC. V piipad€ kolicinogenie je nejcastéji syntetizovanym kolicinem ve
vSech skupinach kolicin Ta. Ve skupiné nemocnych s CRA je v Cetnosti vyskytu nasledovan
kolicinem Ib, v souboru pacientd s IBD kolicinem E7, ve skuping pacientd S CRC kolicinem
M a v souboru kontrol kolicinem Ib. Mikrocin B17 se nej¢astéji vyskytoval ve skupiné

nemocnych s CRA, Vv této skupiné se zaroven nejméné Casto vyskytoval mH47 a mM. Pfi
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prokdzané mikrocinogenii byl nejfrekventnéji syntetizovanym mikrocinem ve vSech
zkoumanych skupinach mH47. U nemocnych s CRA byl v ¢etnosti vyskytu nasledovan mV, v
ostatnich skupinach mM.

V jednotlivych souborech byly zastoupeny riznou mirou bakteriociny pusobici uréitym
letdlnim ucfinkem na cilovou bunku. Statisticky signifikantni diference byla nalezena
Vv ¢etnosti vyskytu depolarizujicich kolicind mezi skupinou pacienttt s IBD a souborem
kontrol (IBD: 22/90 (24 %), kontroly: 24/60 (40 %); p=0,043). Statisticky vyznamny rozdil
byl zjistén v Cetnosti vyskytu kolicinii puisobicich inhibici syntézy DNA mezi souborem
pacientt s IBD a souborem pacientit s CRA (IBD: 10/90 (11 %), CRA: 0 %; p=0,001), mezi
souborem pacientt s IBD a skupinou pacienti s CRC (IBD: 10/90 (11 %), CRC: 1/90 (1 %);
p=0,005), mezi skupinou pacienti s IBD a souborem kontrol (IBD: 10/90 (11 %), kontroly:
1/60 (2 %); p=0,030). Byl nalezen statisticky vyznamny rozdil v ¢etnosti vyskytu kolicini
pusobicich inhibici syntézy RNA mezi skupinou pacientt s IBD a souborem pacientti s CRA
(1IBD: 8/90 (9 %), CRA: 1/90 (1 %); p=0,017), mezi souborem pacientd s IBD a souborem
pacienti s CRC (IBD: 8/90 (9 %), CRC: 0 %; p=0,004). Byl pozorovan trend ke statisticky
vyznamnému rozdilu v ¢etnosti vyskytu kolicinti inhibujicich syntézu RNA mezi skupinou
nemocnych s IBD a souborem kontrol (IBD: 8/90 (9 %), kontroly: 1/60 (2 %); p=0,068).
Nejcast€jsi vyskyt kolicini pasobicich letalné narusenim syntézy bunééné stény (kolicin M)

byl identifikovan v souboru nemocnych s CRC.

Skupina A kolicinli pfevazovala nad skupinou kolicini B v souboru nemocnych s IBD, ve
skupin¢ pacienti s CRA, CRC a souboru kontrol pfevazovala skupina B kolicini nad
skupinou A kolicinti. Skupina mikrocinii I (mB17, mC7, mJ25) byla mén¢ Casto zastoupena
ve srovnani se skupinou mikrocinti IT (mV, mM, mH47) ve vSech skupinach vysetfovanych

osob.

Pii rozdéleni skupiny adenomii na nepokroCilé (N-A) a pokrocilé (A) byla mezi témito
soubory zjisténa statisticky vyznamna diference v bakteriocinogenii (N-A: 7/18 (39 %), A:
51/71 (72 %); p=0,010). Mezi souborem pacientti s N-A a A neoplazii byl pozorovan trend ke
statisticky vyznamnému rozdilu v ¢etnosti vyskytu genotypu B2 E. coli (N-A: 4/17 (24 %), A:
31/60 (52 %); p=0,054).

Pacienti s pravostrannym CRC se v biopticky odebranych vzorcich vyznacovali pfitomnosti

mikrocinogennich kmenti E. coli s genotypem B2 a/nebo D.
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Ve skupiné pacientti s CRC byla hodnocena zavislost bakteriocinogenie na vstupnim stagingu
nadoru (TNM Kklasifikace). Se zvySujicim se stadiem onemocnéni byla pozorovana rostouci

bakteriocinogenie.

6.3. Diskuse

Mikrobiota obecné¢ disponuji moznosti produkce riiznych obrannych latek, celed
Enterobacteriaceae se  navic  vyznauje  unikatni  produkci  bakteriocind.
Bakteriocinogenotypizace je dnes posuzovana nejen na zakladé hodnoceni inhibi¢nich zon
rustu indikatorového kmene, ale i pomoci metod PCR.

V naSem souboru byla E. coli statisticky signifikantn¢ ¢astéji vykultivovana u pacientti s CRC
a IBD ve srovnani se zdravymi jedinci. Prukaz dominantniho zastoupeni E. coli ve sliznici
pacientl s IBD je dilezity, nebot’ v etiopatogenezi onemocnéni se ve zvySené miie uplatiuji
bakterie s vyssi schopnosti adheze a invaze do sliznice stfeva. Pfedpoklada se, ze zvySena
adhezivita a hydrofobicita patogennich E. coli je kddovana col-plazmidy [18].

E. coli se vyskytuje ve étyfech zakladnich genotypech A, Bl, B2 a D. Kmeny E. coli
Z fylogenetické skupiny B2 v sob¢ skryvaji genomicky ostrivek nazyvany ,pks“, kodujici
produkci colibactinu. Infekce E. coli stimto genomickym ostrivkem indukuje fosforylaci
ostrivklt H2AX v mysich enterocytech (studie in vivo). Tato fosforylace vede k pfechodnému
naruseni DNA, nedostate¢nym opravdm DNA a vzniku chromozomovych aberaci. Tento fakt
ospravedlnuje tvrzeni, ze kmeny E. coli obsahujici tento ,,pks* ostruvek piispivaji k vyvoji
sporadického kolorektalniho karcinomu [25]. U naSich pacienti s pravostrannym CRC byl
v 75 % ptitomen genotyp B2 E. coli. V této souvislosti je tfeba uvazovat nad vyznamem
potencialné karcinogennich E. coli vyznaujicich se genotypem B2 pii karcinogenezi
V pravém tracniku.

Genotypy E. coli A a Bl se asociuji s méné virulentnimi znaky, naopak genotyp B2 a D s vice
virulentnimi. V nas$i studii byla nejniz§i Cetnost genotypu A nalezena u E. coli
vykultivovanych ve skupiné pacientii s CRC a nejvyssi zastoupeni genotypu D bylo rovnéz u
nemocnych s CRC. Tyto vysledky lze interpretovat tak, Ze u pacienti s CRC dochazi
k posunu v genotypu E. coli smérem k virulentnéj$imu.

Antineoplastickymi vlastnostmi bakteriocind se zabyvala ptedev§im Hannah Farkas-Himsley
[26], dale v souvislosti s CRC &esti védci Smarda a Bures. Smarda neprokézal signifikantni

rozdil v kolicinogenii mezi zdravymi dobrovolniky a pacienty s malignim tumorem stfeva
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[27]. Bure$ naopak prokazal statisticky vyznamné niz$i kolicinogenii u pacientti s CRC ve
srovnani se zdravymi kontrolami [18]. NasSe recentni studie neprokazala statisticky
signifikantni diferenci v bakteriocinogenii mezi jednotlivymi soubory.

Zcela zasadnim faktem, vyplyvajicim z nasi studie, je vSak prokazany statisticky vyznamny
rozdil Vv bakteriocinogenii mezi souborem pacienti s nepokroCilymi a pokrocilymi
kolorektalnimi neoplaziemi. Soubor nemocnych s pokrocilou neoplazii se vyznacoval vyssi
bakteriocinogenii nez soubor pacientii s adenomem nepokroc¢ilym. Genotyp B2 E. coli se
Castéji vyskytoval ve skupiné nemocnych s pokrocilym adenomem. VSechna zjisténa fakta
poukazuji na asociaci miry bakteridlni virulence s rostoucim stupném dysplazie. Platnost a
spravnost téchto vysledkl byla potvrzena dal$im nasim pozorovanim: prokazali jsme asociaci
miry bakteriocinogenie, kolicinogenie, mikrocinogenie a soucasné¢ kolicinogenie
s mikrocinogenii se zvySujicim se stadiem kolorektalniho karcinomu (staging hodnocen
pomoci TNM klasifikace).

Nejvice vyjadieny antineoplasticky efekt maji na zadklad€¢ provedenych studii koliciny s RNA-
asovou aktivitou a koliciny formujici pory. V nasi studii jsme zjistili, Zze nejvice kolicinid
pusobicich letaln¢ vznikem podrt je v kontrolni skupin€, nejvice kolicinti s RNA-asovou
aktivitou je ve skupiné nemocnych s IBD. Naopak nejCetnéji jsou zastoupeny koliciny
pusobici mechanismem naruSeni syntézy peptidoglykanu u pacientit s CRC. Vysledky Ize
S opatrnosti interpretovat tak, Ze u kontrolnich osob a u pacientti s IBD se nejcastéji vyskytuji
koliciny s antibiotickym a antineoplastickym efektem, u pacienti s CRC dominuji koliciny
spouze antibakteridlnim u¢inkem. Vzhledem k vysoké incidenci CRC v CR je vyzkum
antineoplasticky ptisobicich bakteriocini velmi aktualni a moznost implementace do klinické

mediciny zadouci.

7. Zavéry

7.1. Stanoveni anti-porinovych protilatek

e Zjistili jsme vyznamné rozdily pfi vySetfeni anti-porinovych protilatek u pacientd
s IBD, CRA, CRC a u kontrolnich osob. ZvySené hodnoty anti-porinovych protilatek
byly zjiStény ve skupiné nemocnych s IBD a v souboru pacientli s CRC.

e Statisticky signifikantné vy$$i hodnoty anti-porinovych protilatek byly asociovany

s komplikovanymi formami CN (fistulujici a stenozujici formou). Stanovena hodnota
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anti-porinovych protilatek by mohla pomoci predikovat vyvoj klinického fenotypu
CN.

7.2. Bakteriologické vysetieni bioptickych vzorki

z trac¢niku a stanoveni bakteriocinogenie

Zavedli jsme novou metodiku bakteriologického vySetfeni a nasledného stanoveni
bakteriocinogenie v biopticky odebranych vzorcich sliznice tlustého stteva.

V jednotlivych vySetfovanych souborech jsme stanovili bakteriocinogenii a genotypy
izolovanych kmend E. coli. Bakteriocinogenie se mezi jednotlivymi soubory
statisticky neliSila; statistickou diferenci v bakteriocinogenii jsme prokazali mezi
cetnost vyskytu genotypu A (asociovany s méné virulentnimi znaky) a nejvyssi vyskyt
genotypu D (asociovany s vice virulentnimi znaky) byla nalezena u pacientii s CRC. U
pacientli s pravostrannym CRC byl ve 100 % bioptickych vzorkl diagnostikovan
mikrocinogenni kmen E. coli, jehoz genotyp patiil do fylogenetické skupiny B2
alnebo D. V75 % vzorki ve skupiné pacienti s pravostrannym CRC byla
vykultivovana E. coli s genotypem B2. E. coli vyznaujici se genotypem B2 byla
stanovena castéji u nemocnych s pokrocilym CRA ve srovnani se skupinou
s nepokrocilou kolorektalni neoplazii.

Stanovili jsme jednotlivé kolicinogenotypy a urcili prevalenci u zkoumanych skupin
osob. Koliciny pusobici depolarizujicim mechanismem byly nejcetnéji zastoupeny ve
skupiné€ kontrol, koliciny pusobici letaln¢ inhibici DNA a RNA byly nej¢astéji zjistény
u pacientt s IBD. Koliciny inhibujici syntézu peptidoglykanu byly nejvice zastoupeny
u nemocnych s CRC. V jednotlivych skupindch jsme hodnotili koliciny podle

translokace pies zevni membranu E. coli.

Neprokazali jsme statisticky vyznamny rozdil v bakteriocinogenii mezi souborem
nemocnych s CRC a skupinou kontrolnich osob. Ve skupiné¢ nemocnych s CRC byla
pozorovana asociace miry bakteriocinogenie se zvySujicim se stadiem karcinomu
(staging hodnocen pomoci TNM Kklasifikace). Ve skupiné pacientli s CRC byl cCastéji
diagnostikovan kolicin M (kolicin s neprokazanym antineoplastickym uc¢inkem) ve

srovnani se skupinou kontrolni.
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