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1. Literarni prehled sou¢asné problematiky

1.1. Uvod

V soucasné¢ dob¢ se vyspélé staty potykaji s problematikou tzv. civiliza¢nich onemocnéni,
mezi kterd kolorektalni karcinom a idiopatické stfevni zandty bezesporu patii. Ceska
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 stievni zanéty jsou zdvaznym problémem ve
vyspélych zemich. Vzhledem k jejich zvySujici se incidenci a vyskytu piredev§im v mladém
veéku pacientii se vyzkum Vv oblasti etiopatogeneze stal prioritou mnoha védeckych tymt.
Moznost ulinit diagnostiku idiopatickych stfevnich zanétl snadnéjsi, presnéj$i a tato
onemocnéni 1é¢it naprosto cilené na zakladé dosaZenych poznatkd z oblasti etiopatogeneze
zustava vyzvou do budoucna. Etiopatogeneze kolorektalniho karcinomu i idiopatickych
sttevnich zadnétl je multifaktoridlni, neni vSak pochyb, Ze tlustostfevni mikrobiota hraji roli
zésadni, klicovou. Odpovéd’ na otdzku, zda a pro¢ bakterie v tlustém stievé pacientli
S nadorem tlustého stfeva a idiopatickym stfevnim zanétem produkuji koliciny (bakteriociny
S baktericidnim a anti-neoplastickym efektem) kvalitativné a/nebo kvantitativné odlisné¢ ve
srovndni se zdravymi kontrolami, by mohla vést alesponn k ¢astecnému objasnéni pficiny a
vyvoje téchto onemocnéni. RovnéZz rozdilnd produkce anti-porinovych protilatek
(produkovanych proti zevni membrané gramnegativnich bakterii Escherichia coli) by mohla
usnadnit nejen diagnostiku tlustostfevnich onemocnéni, ale mohla by piinést i zasadni
informace o etiopatogenezi kolorektalniho karcinomu a idiopatickych stievnich zanét. Cilem
je moznost aplikace ziskanych vysledkii do klinické praxe tak, aby z vyzkumu mohli
profitovat samotni pacienti.

1.2. Bakterie gastrointestinalniho traktu

1.2.1. Strevni mikrobiota

V gastrointestindlnim traktu dospélého Cloveka piebyvéa zhruba 100 trilionit mikrobidlnich
bun¢k, 15000 druhti mikroorganismi a pfes 800 druhti bakterii. Dulezitost a jedine¢nost
vztahu stfevni mikrobiota - hostitel je vysvétlitelnd nejen obrovskym poctem mikrobt
ptitomnych v gastrointestinalnim traktu, ale i reciprocitou vztahu stfevni mikrobiota - hostitel.
Slozitosti nabyva tento vztah pfi akceptaci interakei nejen mezi hostitelem a mikrobem (od
vztahu patogenniho az po komenzalni), ale i mezi mnoha druhy stfevnich bakterii navzajem

[37, 205].

Prvnim, kdo pozoroval a dokumentoval vztah bakterii a lidského téla jiz kolem roku 1670, byl

Antonie van Leeuwenhoek. Od této doby vyzkum vyznamné pokrocil a soustfedil se

predev§im na mikroorganismy, které mohou byt kultivovany ex-vivo in-vitro. Zcela zasadnim

problémem je, ze stale dokdzeme laboratorné vykultivovat pouze kolem 20 % druhl bakterii

gastrointestindlniho traktu, které byly identifikovany molekuldrnimi metodami [291].
4



V soucasnosti jsou proto kultivac¢ni techniky nahrazovany metodami, které jsou zalozené na
hodnoceni sekvence 16S rRNA bakteridlnich gend. Jde o ribozomalni komponenty pifitomné
ve vSech bakteriich, které obsahuji variabilni sekvence a udé€luji specificitu urcitému druhu
bakterii (sekvenovanim malych podjednotek (,,sequencing of small subunit - SSU*) rRNA
lze ptimo, pomoci PCR nebo reverzni transkripci SSU rDNA ziskat bakteridlni ribozomalni
RNA sekvence) [325]. Dalsi alternativou identifikace bakterii v soucasné dobé je vyuZiti
hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS; matrix-assisted laser desorption-ionisation
time-of-flight mass spectrometry). Hmotnostni spektrometrie umoznuje detekei celych bunék,
jednoduchych bunéénych lyzath, ale i bakteridlnich extraktii. Hlavni vyhodou metody je jeji
Sirokospektré vyuziti a rychlost, s jakou lze dosdhnout chemotaxonomické klasifikace [154].
Analyzy mikrobialnich komunit dosdhneme technikami fingerprintingu (vSechny metodiky
jsou zalozeny na PCR). Ke kvantifikaci mikrobd slouzi metody dot blot hybridizace (ze
vzorku je izolovano veskeré mnoZstvi RNA, navazano na filtr a hybridizovano se znacenymi
oligonukleotidovymi sondami) [259] nebo fluorescent in situ hybridizace - FISH (tato metoda
kombinuje SSU rRNA hybridiza¢ni sondy s epifluorescencni svételnou mikroskopii,
konfokalni laserovou mikroskopii nebo pritokovou cytometrii) [236]. Kromé charakteristiky
struktury bakterii gastrointestindlniho traktu je nezbytné definovat i jeji aktivitu. K tomu
slouzi metodika méfeni exprese funkénich genti, in vivo expresni technologie, pouZiti
bakterialnich arteficidlnich chromozomovych vektori nebo izotopy znacenych substrata
[325]. Metody spektrometric ¢i nuklearni magnetické rezonance dokazi analyzovat
enzymatickou aktivitu a pfitomnost metabolitd stfevnich mikrobiot. Zadna z téchto metod
vSak neni schopna nahradit kultiva¢ni techniku, nebot’ pouze tou jsme schopni izolovat
jednotlivé mikroorganismy [37].

SloZeni bakterialniho osidleni gastrointestinalniho traktu neni stal¢, ale méni se v zavislosti na
Case, prostoru a prostiedi hostitele. Pfedpokladalo se, Ze k osidleni gastrointestinalniho traktu
dochazi az postnatalné; v soucasnosti vSak dominuje ndzor, ze ke kolonizaci traviciho traktu
dochazi jiz intrauterinné, kdy plod polykd plodovou vodu obsahujici mikroby. Stievniho
osidleni je pak dosazeno béhem nékolika prvnich mésici Zivota jedince, pfiCemz nejprve
probiha kolonizace aecrobnimi a fakultativné anaerobnimi mikroorganismy a az poté nasleduje
osidleni obligatornimi anacroby a Bifidobakteriemi [221]. Zasadni ulohu hraje zptsob porodu
(pti porodu per vias naturales dochazi k expozici novorozence bakteriim), kojeni (ptfestup
bakterii z kiize prsu a hematogenné translokaci bakterii ze stfeva matky az do mlé¢nych 714z)
a potencidlni medikace antibiotiky béhem prvniho roku Zivota. Adekvatni kolonizace
gastrointestinalniho traktu bakteriemi hraje klicovou roli pro vyvoj lymfatické tkané
asociované s gastrointestinalnim traktem (gastrointestinal-associated lymphoid tissue; GALT)
[222]. Kvalitativni i kvantitativni sloZeni bakterialniho osidleni je rozdilné v oralné-aboralni,
ale 1 ,radiadlni* ose gastrointestindlniho traktu. Pocet mikrobil v travicim traktu aboralné
stoupa — Vv tenkém stfevé je 103, v tlustém stievé pak 10" mikrobidlnich bun€k/g obsahu.
Vlivem podminek, které jsou rozdilné v zavislosti na proximalné-distalni lokalizaci, jsou
patrny i zmény ve slozeni mikrobd — Vv zaludku dominuji Proteobakterie, ve stfevé pak
Firmicutes (vétsinu tvoii grampozitivni bakterie — Bacteroidetes a Actinobacteria). Typické
jsou malé rozdily ve sloZeni bakteridlniho osidleni jednotlivych etdZzi tlustého stfeva.
Interindividualné rozdilny genotyp, fyziologie (v€k, imunologicky stav, metabolismus aj.) a
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zivotni styl hostitele (dieta, expozice antibiotikiim, patogeniim aj.) vytvareji typické
hostitelské prostiedi, které umoznuje interindividualng i intraindividualné rozdilné bakterialni
slozeni v travicim traktu [37].

Stievni mikrobiota se obvykle déli na prokaryota a eukaryota a dale na organismy striktné
anaerobni (Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Propionibacterium, Peptococcus,
Clostridium, Fusobacterium), mikroaerofilni (Lactobacillus) a fakultativné aerobni
(Enterococcus, Enterobacteriaceae) [107, 172]. Anaerobnich bakterii je zhruba 10-krat vice
nez aerobnich [173]. Pokud pouzijeme metodu hodnoceni sekvence 16S rRNA genu, pak
druhy Clostridium, Bacteroides, Prevotella a Bifidobacterium se zdaji byt nejcastéji
zastoupené druhy stievnich bakterii [189].

Vliv stfevnich bakterii na hostitele miize byt jak ptinosny, protektivni, tak ale i nepfinosny az
Skodlivy. Vlivy bakterii gastrointestinalniho traktu se uplatiiuji v oblasti nutrice, metabolismu
xenobiotik, toxicity slozek potravy, vyznamnou tlohu pak mikrobiota hraji v etiopatogenezi
mnoha nemoci (infekénich, syndromu bakteridlniho pferiistani v tenkém stievé, poinfekéniho
syndromu drazdivého stfeva, autoimunitnich onemocnéni (celiakie, diabetes mellitus 1. typu),
alergickych onemocnéni, metabolickych onemocnéni (obezita, diabetes mellitus 2. typu,
nealkoholickd  steatohepatitida),  idiopatickych  stfevnich  zanétt), v modulaci
gastrointestinalniho imunitniho systému, ale 1 v oblasti karcinogeneze, kdy je ptitomnost
mutagennich a genotoxickych substanci bakteridlniho pivodu ve stolici Clovéka pfimym
dikazem [26, 107, 221, 288].

Strevni mikrobiota jsou nutricné plné zavislé na svém hostiteli: na nestravitelnych zbytcich
potravy (vldknina, Skroby, oligosacharidy), sekretech (hlen, enzymy, stfevni hormony) a
deskvamovanych epiteliich.

Mezi pozitivni vlivy stievnich bakterii viici hostiteli patii:
1. vazba potencialnich mutagent

2. produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (butyratu, propionatu, acetatu) a
monosacharidii pfedevSim z fermentovatelné vlakniny — napt. pektinu a dale z pro
makroorganismus nestravitelnych slozek potravy, jako jsou polysacharidy (tyto slozky
potravy jsou po vstupu do tlustého stfeva degradovany mikrobidlnimi hydrolasami,

v v

byt butyrat, podrobné viz kapitola 1.3.4.

3. syntéza vitamini skupiny B a vitaminu K (pficemz foldty a biotin napomdhaji
regulovat proliferaci sliznice tlustého stieva)

4. piimé pusobeni na sliznici (mikrobiota maji vliv na funkci imunitniho systému, na
sloZeni hlenu, deskvamaci epitelu, neuro-humoralni regulaci)



Mezi negativni a/nebo skodlivé vlivy stievnich mikrobiot vii¢i hostiteli patfi:
1. produkce toxint
2. aktivace prokarcinogenti
3. syntéza karcinogennich a genotoxickych latek z nestravitelnych soucasti potravy

4. pro hostitele neptiznivy metabolismus tlustosttevnich bakterii vedouci k aktivaci fady
enzymu, napi. betaglukuronidasy, coz je nejdulezitéjsi indukovatelny enzymaticky
systém stfevnich bakterii. Funkce betaglukuronidasy spoc¢iva v hydrolyze konjugatu
kyseliny glukuronové a potenciadlné karcinogenniho metabolitu vzniklého v jatrech
vedouci k jeho uvolnéni v tra¢niku; zvySena aktivita tohoto enzymu je patrna u osob,
jejichz dieta je bohatd na Cervené maso a ZivoCiSné tuky, naopak fermentovatelna
vlaknina aktivitu tohoto enzymu snizuje. Aktivita betaglukoronidasy je obvykle
zvySena u pacientil s kolorektalnim karcinomem ve srovnani s osobami kontrolnimi
[144, 231, 296]. Dale mtize dojit k aktivaci betaglukosidasy, 7-alfa-dehydroxylasy (viz
dale), nitratreduktasy a nitroreduktasy (pozité nitraty jsou redukovany nitratreduktasou
sttevnich bakterii na toxi¢téjSi nitrity, které vytvareji s nitrogennimi substancemi
z velké ¢asti karcinogenni a DNA alkylujici N-nitro slou¢eniny. Vys$$i obsah N-nitro
sloucenin je pfitomen u osob s dietou bohatou na ¢ervené maso) [121].

5. stievni mikrobiota ovliviiuji metabolismus zlucovych kyselin (pfedevsim 7-alfa-
dehydroxylaci). Transformuji primarni zlucové kyseliny (chenodeoxycholovou a
cholovou) na sekundéarni zlucové kyseliny (deoxycholovou a lithocholovou), které
patii mezi promotory tlustostievnich tumorti, jsou genotoxické a kancerogenni a také
prispivaji k selekci bunék rezistentnich vici apoptoze. Vysokotucnd strava zvysuje
koncentraci zluCovych kyselin ve stolici, vlaknina z pSeni¢nych otrub naopak snizuje
[95, 122]. Za T7-alfa dehydroxylaci odpovida jen velmi limitované procento
anaerobnich stfevnich bakterii (naproti tomu hydrolyzy zluCovych kyselin ¢i jejich
dehydrogenace se ucastni velké spektrum anaerobnich bakterii) [235].

Pro vysledny vliv bakterii gastrointestinalniho traktu na hostitele hraje zcela zasadni roli typ
dietniho substratu, ktery bude stfevnim bakteriim dodan, a dale kvalitativni i kvantitativni
zastoupeni jednotlivych druhti mikrobi. Za neptiznivy dietni substrat je povazovano Cervené
maso, zivo¢isné tuky, zvySeny piijem 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 [107]. Je dok4zéno, Ze zménou diety na nizkoenergetickou u ptivodné obéznich
pacientii 1ze béhem jednoho roku docilit zmény ve slozeni stievnich bakterii ve smyslu
snizeni grampozitivnich Firmicutes a naopak zvyseni Bacteroides. Tato skute¢nost podporuje
i koncept Baas-Beckinga [226], ktery pfedpoklada, ze vSechen mikrobialni Zivot je rozsiten
celosvétové a je jen na lokdlnich podminkach selekce prostfedi, jaké biodiverzity bude
dosaZeno v rozdilnych prosttedich [37].



1.2.2. Antibiotika, probiotika, prebiotika

Lécba antibiotiky je vzdy spojena s Kvantitativnimi i kvalitativnimi zménami bakterialniho
osidleni stfeva. VétSinou jde o zmény docasné (jen vzacné presahuji dobu dvou meésictli),
obvykle béhem 4 tydni od ukonceni antibiotické terapie dochazi k obnové plvodni
bakterialni diverzity, coz zna¢i vyraznou odolnost bakterii gastrointestindlniho traktu [37].
Alterace slozeni bakteridlniho osidleni v rdmci antibiotické terapie zvySuje moznost uplatnéni
se tlustostievnich patogentl. Pravem obavanou zustava predevsim infekce Clostridium difficile
¢i Clostridium perfringens. Je dokazano, Ze soucasné podavani probiotik spolu s antibiotiky
vede ke zvyseni efektu antibiotické terapie (cestou napt. produkce bakteriocinil); soucasné
probiotika snizuji pravdépodobnost uplatnéni se patogent v gastrointestinalnim traktu [222].

Rusky biolog, zoolog a protozoolog Ilja Mec¢nikov, laureat Nobelovy ceny za fagocytozu
vroce 1908, predpokladal jako prvni ve svém dile ,,ProdlouZeni zivota® (,,Prolongation of
life*), Ze by peroralné poziti mikrobi mohli byt pro ¢lovéka uzitecni predevsim v 1é¢bé chorob
traviciho traktu [120, 298]. Az témét o sto let pozdé&ji Roy Fuller, britsky mikrobiolog,
definoval probiotika jako substance vedouci ke zlepSeni rovnovahy stfevni mikroflory.
Aktualni definice z roku 2001 tvrdi, ze ,,probiotika jsou zivé mikroorganismy, které, pokud
jsou pozivany v adekvatnim mnozstvi, pfinaseji hostiteli uzitek v oblasti jeho zdravi® [74].
Podminkou je, Ze probiotika musi byt izolovdna jako jednotlivé kmeny nebo kombinace
jednotlivych kmend. Mezi nejvice prostudovana probiotika patii Escherichia coli 1917 Nissle
(jako jediné probiotikum ma identifikovany cely genom), dale pak rody Bifidobacterium a
Lactobacillus. Pozitivni efekt probiotik je mozné spatfovat na mnoha trovnich: suprimuji
patogeny a moduluji bakteridlni slozeni gastrointestindlniho traktu, ovliviiuji imunitni systém
supresi prozanétlivych faktorti a zvySenim protizanétlivych faktorti, ovlivituji proliferaci a
diferenciaci epitelidlnich bunck, pisobi na bariérovou funkci stieva. Suprese zanétu byla
pozorovana napt. pii pouziti smési VSL#3 (3 druhy Bifidobacterium, 4 druhy Lactobacillus,
Streptococcus termophilus), ktera stimuluje dendritické bunky k produkci interleukinu-10 (IL-
10). Podobné muze dojit vlivem probiotik ke zvySeni hladin transforming growth faktoru-3
(TGF-B). Vlivem kment avirulentnich Salmonel dochazi ke snizeni degradace inhibitoru
nukledrniho faktoru NF-xB, tim supresi aktivace NF-kB a tim snizeni produkce
prozanétlivych cytokind véetné tumor necrosis faktoru (TNF) a IL-8 enterocyty a kolonocyty.
Piisobenim probiotik dochazi také ke zlepSeni bariérové funkce stfeva — snadnéjsi formaci
tésnych spojeni, redukci permeability, zvySeni produkce hlenu, zvySeni vymény aniontu CI”
za OH™ (a sniZeni rizika sekrecniho prijmu), produkci proteinti tepelného Soku (heat shock
proteins) a tim ochrané pfed oxidaCnim stresem [222]. ZlepSeni bariérové funkce stfeva
(snizeni translokace bakterii do mezenterialnich lymfatickych uzlin a jater) je Zadouci
ptedev§im u kriticky nemocnych, obvykle 1é€enych kombinaci antibiotik [18]. Rovnéz u
pacientl s jaterni cirhdzou je medikace probiotiky vyznamna z diivodu sniZzeni permeability
sttevni stény, snizeni bakterialni translokace a endotoxémie (coz bylo prokazéno ve studiich
se zvifaty, ale 1 v klinickych studiich) [152]. Dulezitym faktem pro praxi je, Ze uZivana
probiotika se nestanou soucasti stfevnich bakterii, ale jsou v tlustém stfevé ptitomna pouze po
dobu medikace nebo po kratkou periodu po jejich uziti [26, 46, 270].



Probiotika uzivana peroralné jsou efektivni nejen v gastrointestindlnim traktu, mohou se ale
ptizniveé uplatnit 1 v oblasti urogenitalniho traktu ¢i dutiny ustni. Ukazuje se, ze probiotika
mohou mit ptiznivy dopad i na nemoci neurologické ¢i psychiatrické [222].

V oblasti vyvoje kolorektalniho karcinomu maji probiotika také svoji ulohu: ve studiich na
mySich inokulovanych tumor6znimi bunkami doslo pfi uziti probiotik ke zvySeni bunécné
imunitni odpovédi (zvySeni T lymfocytt a NK bunék) [156]. Lze ptedpokladat, ze probiotika
jsou schopna snizit riziko vyvoje kolorektdlniho karcinomu nésledujicimi mechanismy:
zménou slozeni bakterialniho osidleni tlustého stfeva (zvySenim zastoupeni predevsim
Bifidobacterii a Lactobacillit) [91, 208], redukci tlustostfevniho zanétu [13], zvySenim
produkce folatu (Streptococcus termophilus) [309], snizenim mutagenti (napf. navazanim
nitrosloucenin nebo heterocyklickych amina) [227], genotoxind (studie na krysach prokazaly
snizeni genotoxicity tekuté frakce stolice pii 1é¢bé probiotiky Lactobacillus acidophillus a
Bifidobacterium longum) [204] a karcinogenu (Lactobacillus acidophillus a Lactobacillus
casei dokazi snizit enzymatickou aktivitu B-glukuronidasy) [97, 285], zvySenim imunitni
odpovédi (ovlivnéni produkce cytokini a funkce T-lymfocyt) [115, 227], zvySenim apoptdzy
bunck kolorektalniho karcinomu (studie na mySich) [293] a produkci mastnych kyselin
s kratkym fetézcem (viz kapitola 1.3.4.).

Prebiotika, poprvé ptfedstavena Gibsonem a Roberfroidem v r. 1995 [94], jsou definovana
jako nestravitelné soucasti potravy, rezistentni ke kyselému zalude¢nimu pH, intestindlni
hydrolyze, ucinku travicich enzymli a absorpci vtenkém stfevé; musi jit o latky
fermentovatelné tlustostfevnimi bakteriemi a jde o substance, které ptiznivé ovliviiuji
makroorganismus stimulaci rastu ¢i aktivity jednoho nebo nékolika malo druht bakterii
V tlustém stievé (predevsim Laktobacillu a Bifidobakterii). Obvykle se jedna o oligosacharidy
nebo polysacharidy — typickym piikladem je inulin, oligofruktéza (frukto-oligosacharidy),
galakto-oligosacharidy a laktuléza [18]. Fermentace sacharidi bakteriemi vede ke vzniku
mastnych kyselin s kratkych fetézcem, monosacharidt a plynii (podrobné viz kapitoly 1.2.1.
a 1.3.4.). Pfedpoklada se, Ze k signifikantnimu zvySeni Bifidobakterii V tlustém stievé dojde
pii konzumaci alesponn 4-8 ¢ frukto-oligosacharidi denné¢ [205]. Prebiotika maji
antitumorozni efekt — viz kapitola 1.3.4. Metaanalyzou Friedenreicha bylo dokazano, ze pfi
dennim piijmu piesahujicim 27 g vldkniny dochazi k redukci rizika vzniku kolorektalniho
karcinomu o 50 % ve srovnanim s jedinci, jejichz denni pfijem vlakniny je nizs§i nez 11 g [89].

Synbiotika, rovnéz piedstavena Gibsonem a Roberfroidem vr. 1995 [94], piedstavuji
kombinaci probiotik a prebiotik. Piiznivé by hostitele méla tato kombinace ovliviiovat nejen
kombinaci efektu, ale i synergismem [227, 228]. Zkoumdana byla napt. vyhodna kombinace
Lactobacillus plantarum s oligofruktézou. Je dokazano, ze uziti synbiotik vede k redukci
poskozeni DNA, snizeni buné¢né proliferace a také k redukci genotoxicity tekuté frakce
stolice (jakoZto biomarkeru rizika kolorektalniho karcinomu) [155]. Pouzitim synbiotika Ize
dosdhnout vétsiho sniZeni tvorby fokusii aberantnich krypt neZ pfi monoterapii probiotikem
nebo prebiotikem [243]. Pfi medikaci synbiotiky dochdzi také ke zvySeni produkce
interleukinu-2 mononukleary, zvy$eni produkce interferonu u pacientll s nadorem [228] a
prevenci suprese aktivity NK bunék v Peyerovych placich [241].



Efekt probiotik, prebiotik a synbiotik Ize uplatnit v klinické v praxi: probiotiky a synbiotiky
Ize zkratit dobu trvani akutni enteritidy; probiotika Lactobacillus rhamnosus a Sacharomyces
boulardi maji efekt v 1é¢b¢ postantibiotickych prujmu zptsobenych Clostridium difficile a Ize
je pouzit k prevenci prijmia asociovanych s antibiotiky u déti. V 1é¢bé priijmi zpisobenych
Clostridium difficile je vhodné pouzivat kombinaci antibiotik (peroralni vankomycin,
metronidazol, rifaximin) spolu s prebiotiky (je patrno méné relapsii nez pfi samostatné
antibiotické 1é¢b¢). Nejvyhodnéjsi se zda byt vSak kombinace antibiotika (eliminace/suprese
patogenil), probiotika (suplementace zménéné mikrobidlni flory) a prebiotika (doplnéni
zadoucich mikroorganismi - hlavné Bifidobakterii a Laktobacilit) [18, 222]. V oblasti
idiopatickych stfevnich zanétli nesplnila intervence probiotiky pfedpokladany tcel. Piesto lze
alespon dil¢i efekt pozorovat u pacientl s ulcerdzni kolitidou v ptipadé medikace Escherichia
coli 1917 Nissle - efekt této terapie je srovnatelny s nizkymi davkami 5-aminosalicylové
kyseliny v prevenci relapsu ulcerézni kolitidy u dospélych. Dale pii pouziti kombinace
probiotik VSL#3 mulZe dojit k navozeni remise a sniZeni aktivity onemocnéni u pacientil
S mirnou nebo stfedné tézkou ulcerdzni kolitidou [253]. Stejnou smés probiotik 1ze uspésné
pouzit 1 k prevenci akutni pouchitidy. Prebiotika (inulin) lze medikovat s cilem redukce
pouchitidy a zanétu v ileo-pouch-analni anastoméze. Je znamo, Ze u pacientti s ulcerdzni
kolitidou jsou populace Bifidobakterii 30krat snizeny ve srovnani se zdravymi jedinci; podle
klinické studie (kontrolované placebem) doslo po medikaci oligofruktézy obohacené inulinem
k poklesu kalprotektinu a sniZeni aktivity zanétu v tracniku. Vlivem probiotik byl popsan
pokles Harvey-Bradshaw indexu u pacientd s ileo-kolickou formou Crohnovy choroby [18].
Bohuzel Crohnova choroba je k intervenci probiotiky relativné refrakterni. Efektu 1écby
probiotiky lze docilit i u syndromu drdzdivého stfeva. Nekrotizujici enterokolitida je
nejcastéjsi pri¢inou syndromu kratkého stteva u déti. Je znamo, ze probiotika redukuji riziko
incidence nekrotizujici enterokolitidy o zhruba dvé tfetiny a letalitu o polovinu (popsany
mechanismus ucinku spociva jednak v supresi drahy NF-kB a déle ve stimulaci angiogeneze
Vv tenkostievnich klcich a tim zmirnéni hypoxicko-ischemického poskozeni) [222].
Experimenty na zvitatech (krysach) dokazuji, Ze i prebiotika (oligofrukt6za) zvysuji mnozstvi
tlustottevnich Bifidobakterii a brani pomnozeni / piertstani patogennich bakterii (Escherichia
coli, Clostridium difficile, Clostridium perfringens), které se uc¢asni vzniku nekrotizujici
enterokolitidy [18].

1.3. Kolorektalni karcinom

1.3.1. Epidemiologie kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom je tieti nejcastéjsi rakovinou v zapadnim primyslovém svéte a zistava
na druhém misté co do pii¢in umrti na nadorové onemocnéni [288]. Ceska Republika se
Vv poslednich desetiletich fadi na pfedni mista v incidenci tohoto nadoru. Naproti tomu
v Africe je kolorektalni karcinom az 12. nejcastéjsi pri¢inou umrti na zhoubny nador [188].
Rocné je celosvetove toto onemocnéni diagnostikovano u 940 000 osob, 500 000 osob na tuto
chorobu zemie [123]. Na vzniku kolorektalniho karcinomu se podileji faktory genetické a
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faktory prostiedi [288]. Vétsina kolorektalnich karcinomi (vice nez 80 %) vznika sporadicky,
kdy se z kolorektalniho adenomu postupnou akumulaci mutaci v genech, které koduji rust
bunék a opravu DNA (APC gen, K-ras onkogen, tumor supresorovy gen p53 (lokalizovany na
17. chromozomu), delece na chromozomu 18q v oblasti genu Deleted in Colorectal
Carcinoma (DCC), mischmatch repair geny), stava kolorektalni karcinom [107, 123].

1.3.2. Kolorektalni karcinom a strevni bakterie

Stfevni mikrobiota hraji vyznamnou roli v etiopatogenezi kolorektalniho karcinomu. Pfimym
dikazem je pritomnost mutagennich a genotoxickych substanci bakteridlniho ptivodu ve
stolici ¢lovéka [107, 221, 288]. Studiemi na zvifatech (krysach) byla ucast bakterii
gastrointestinalniho traktu na vyvoji karcinomu potvrzena. U zvifat s mikrobidlnim osidlenim
byl po ptisobeni iniciatoru tumoru 1,2-dimethylhydrazinu zjistén nador ve 4 ptipadech (4/24)
ve srovnani se vznikem pouze 2 adenomil (2/18) u skupiny bezmikrobnich zvitat.
Abakterialni skupina krys rovnéz disponovala lepsi protinadorovou imunitni odpovédi:
vyznaCovala se vySsi produkci NK bunék, cytotoxickych T lymfocyti a B lymfocyta [232].
Jiné studie na mySich dokazuji spoluticast stievnich bakterii pfi vyvoji kolorektalniho
karcinomu: u mysi s absenci interleukinu-10 [11] nebo s absenci TCRp (T-cell receptor B) a
tumor supresorového genu p53 [137] dochazi v pripadé kolonizace tlustého stieva bakteriemi
k vyvoji zanétu a nadort na rozdil od mysi, jejichz travici trakt bakteriemi kolonizovan neni.

Bakterie jsou schopny navodit nebo se Ucastnit karcinogeneze vice mechanismy: mohou se
spoluticastnit vzniku chronického tlustostfevniho zanétu, v jehoz terénu karcinom vznika
snadné€ji; mohou se ucastnit vzniku adenomu, aniz by navodily zanét (ve studii vyvinuly
gnotobiotické mysi pouze 50 % adenomui v tenkém stfeveé) [61]; tfetim mechanismem je
navozeni karcinogeneze bakteriemi za urCitych podminek — napt. infekci Helicobacter
hepaticus za piitomnosti dal§ich druhi stievnich bakterii [319]. Dal$im mechanismem je
aktivace prokarcinogenti nebo produkce toxinti, karcinogenii a mutagent (napi. fekapentaenti
nebo volnych kyslikovych radikal) [92]. Intestinalni mikrobiota jsou schopny navozenim
zmény pH aktivovat nezadouci enzymatické procesy v tlustém stfevé (napf. aktivace f-
glukuronidasy vede k nezadouci nadprodukci genotoxickych a karcinogennich sekundarnich
zlu€ovych kyselin) [95, 122].

Vzhledem Kk obtizim pti kultivaci nebyl doposud identifikovan vzorec mikroorganismu, ktery
by se vyskytoval u pacientl s kolorektdlnim karcinomem. Metodami detekce bakteridlni 16S
RNA bylo zjisténo, ze u pacientl s kolorektalnim karcinomem jsou pfimo v tumordzni tkani
(na rozdil od nadorem nepostizené sliznice) vice zastoupeny Bacteroides a méné Firmicutes,
dale byly vtumordzni tkani detegovany ve vét§im mnozstvi Coriobacteridae a naopak
podstatné méné¢ Enterobacteriaceae. Je znamo, ze patogenni bakterie Citrobacter nebo
Salmonella nejsou Vv tlustém stievé zdravych jedincl ptitomny viibec nebo jsou zastoupeny
velmi malo; tyto mikroorganismy jsou vSak detegovany v nddorem nepostiZzené sliznici
pacientl s kolorektalnim karcinomem a také ve sliznici pacientli s kolorektalnim adenomem.
Spoluucast bakterii z celedi Enterobacteriaceae na vyvoji kolorektalniho karcinomu je pak
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vysvétlovana navozenim asymptomatické, ale chronické zanétlivé odpovedi v tlustostievni
sliznici, a také produkci genotoxinti, které zasahuji DNA (coz vede k akumulaci mutaci, které
charakterizuji sekvenci adenom-karcinom). Analogicka situace je pozorovana i u bakterie
Helicobacter pylori béhem procesu karcinogeneze v zaludku [67, 142, 170, 178, 197, 203,
225, 260, 313].

V mnoha studiich byl zkouman vliv jednotlivych bakterii na vyvoj kolorektalniho karcinomu.
S timto nadorem jsou spojovany piedevsim druhy Bacteroides [113, 184], v posledni dobé
pak zvlast¢ Bacteroides fragilis, ktery u pacientt s kolorektalnim karcinomem na rozdil od
kontrol produkuje metaloproteinasu [258]. U pacientti s kolorektalnim karcinomem (a
zvySenym zastoupenim bakterii rodu Bacteroides) byla také potvrzena infiltrace nadorovych
vzorki, ale i lamina propria zdravé mukoézy bunkami produkujicimi interleukin-17 (IL-17)
[281]. Dale je s kolorektalnim karcinomem spojovan rod Prevotella [281], Clostridium
(predevsim lecitinasa negativni, které preménuji primarni zlucové kyseliny na sekundarni)
[62], nékteré rody Lactobacillus [140] a Streptococcus bovis (indukuje tvorbu
hyperproliferativnich aberantnich kolonickych krypt, zvySuje expresi proliferacnich markerti a
zvysuje produkci IL-8 tlustostievni sliznici) [107]. Infekce Clostridium septicum je vzacna,
ale v 81 % je spojena s latentni malignitou, ve 34 % s kolorektalnim karcinomem [146]. Ve
studii Marchesi et al. nebyly pomoci metody detekce 16S rRNA u pacientl s kolorektalnim
karcinomem nalezeny témét zadné sekvence bakterialni RNA Streptococcus bovis a
Clostridium septicum [178]. Lze vSak ptedpokladat, ze takovi oportunisti¢ti patogeni jsou
pritomni pfedevsim v adenomato6zni tkani a GiCastni se vzniku karcinomu; v samotné nadorové
tkani jiz pak pfitomni byt nemusi [16]. Nezadouci bakterii je také Enterococcus faecalis,
protoze produkuje kyslikové radikaly. Ve studii na mySich byla potvrzena asociace bakterii
Helicobacter hepaticus a Citrobacter rodentium s vyvojem kolorektalniho karcinomu [123,
284]. U pacienti s kolorektalnim karcinomem je také predpokladdno vysSsi zastoupeni
intraepitelialnich Escherichia coli [295]. Naopak za protektivni bakterie mizeme povazovat
nékteré druhy Lactobacillus (L. acidophillus), Bifidobacterium (B. longum) [181, 242] a
Eubacterium aerofaciens [184] ¢i Eubacterium lentum — syntetizuje 21-dehydroxylasu, ktera
konvertuje karcinogenni  ZluCovy tetrahydrodeoxykortikosteron na nekarcinogenni
pregnanolon (pacienti s kolorektalnim karcinomem maji fekalni aktivitu tohoto enzymu
snizenou az 0 99 % ve srovnani se zdravymi osobami) [15].

Zcela zasadni by bylo v soucasné dobé¢ urcit, zda se zména slozeni stfevnich mikrobiot podili
na vzniku kolorektalniho karcinomu (tzn. zda hraje roli v jeho etiopatogenezi) nebo je jeho
nasledkem. Pokud by se podilela na jeho vzniku, pak by specifickd antibioticka, probioticka
nebo prebiotickd intervence mohla mit efekt v kontrole vyvoje nemoci [37].
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1.3.3. Kolorektalni karcinom, dietni navyky a stfevni mikrobiota

Sporadicky kolorektalni karcinom je onemocnéni s vyraznou vazbou na environmentalni
faktory véetné faktort dietnich. Vliv diety byl studovan napt. u afroameric¢ana, ktefi trpi vyssi
incidenci kolorektalniho karcinomu ve srovnani s americkymi bélochy. Lze predpokladat, ze
pravé rozdilné dietni navyky u obou etnik budou rezultovat v rozdilnou intenzitu expozice
kolonocytdi mutagenim a V navozeni kvantitativnich i1 kvalitativnich zmén ve slozeni
stievnich mikrobiot [171, 207, 254-265]. Studie etiopatogeneze sporadického kolorektalniho
karcinomu srovnavaly domorodé AfriCany (ktefi maji incidenci kolorektdlniho karcinomu
nizkou: <1:100000), afroamericany (incidence kolorektalniho karcinomu: 65:100000) a
americké bélochy (incidence kolorektalniho karcinomu: 50:100000). Jako prvni upozornil na
nizkou incidenci kolorektalniho karcinomu u Afri€ant Burkitt a jiz ten deklaroval uzkou
vazbu vzniku nadoru na typ diety [33, 34]. Africané obvykle konzumuji dietu bohatou na
kukufici (s vysokym obsahem $krobill) a malé mnozstvi ZivociSnych produktii. Naproti tomu
Ameri¢ané obvykle konzumuji vysokoproteinovou a tucnou stravu. Ve srovnani
s afroameri¢any a americkymi bélochy bylo ve studii prokdzano, ze obsah mastnych kyselin
s kratkym fetézcem (zejména butyratu) je vySsi ve stolici domorodych AfriCani ve srovnani
S obéma skupinami Americ¢ant [205, 206]. Bylo prokédzano, ze ¢ervené maso stimuluje kmeny
bakterii, které se ucastni vzniku sekundarnich zlu¢ovych kyselin (ty jsou cytotoxické a
kancerogenni). Tuk Vv potravé zvySuje syntézu a enterohepatickou cirkulaci primarnich
zlu€ovych kyselin, pficemz €ast z nich neni vstiebana v terminalnim ileu, ale dostava se do
tlustého stieva, kde dochazi za piitomnosti bakterialni 7-alfa-dehydroxylasy k jejich konverzi
na sekundarni zlu¢ové kyseliny [193]. Cervené maso stimuluje také rast sulfat-redukujicich
bakterii (napi. Desulfovibrio vulgaris), které produkuji genototoxicky hydrogensulfid (ptisobi
pies volné kyslikové radikaly) [4]. Hydrogensulfid brani oxidaci butyratu, ¢imz snizuje jim
zprostiedkovanou absorpci ionti, ale i tvorbu hlenu ¢i bunéfnou detoxifikaci [288].
Sulfatredukujici bakterie maji také proproliferativni, antiapoptoticky a na stfevni epitelie
toxicky efekt [123]. Je znamo, Ze vysoké zastoupeni aminokyselin se sirou je pfitomno
V hovézim mase. Béhem metabolismu téchto aminokyselin dochazi ke vzniku toxického
hydrogensulfidu; samotny sulfid je poté detegovan ve vyS$Sim mnoZstvi ve stolici [169].
Zajimavé je zjisténi prokdzané kompetice o ristové substance v tlustostfevnim prostiedi mezi
metanogennimi a sulfatredukujicimi bakteriemi. Tento vyznam podtrhuje skutecnost, Ze
Vv evropské a severoamerické populaci je pouze polovina obyvatel exkretorem metanu, kdezto
90 % africké populace (Cernosi) ma metanogenni fenotyp [129, 217, 290]. Bakterie jsou
dilezitym zdrojem vitaminl, pficemz vyznamnou roli v regulaci epigenetické proliferace
epitelu hraje folat (v ptipadé¢ deficitu dochdzi ke zvySeni rizika zlomi jedno- 1 dvouvlaknové
DNA a vzniku mutaci DNA pfi misinkorporaci uracilu za thymin pii syntéze DNA) [123,
289] a biotin (ovliviiuje transkripci, replikaci a opravy DNA) [289]. Ve vySe uvedené studii
bylo potvrzeno, Ze byt’ je piivod folatu ve stravé AfriCanii niz8i, neni stfevni obsah folatu u
Africanli niZ§i ve srovnani se skupinou afroameri¢ani a americkych bélochd. V jiné studii
bylo potvrzeno, ze hlavnim producentem folatu jsou né€které kmeny druhu Bifidobakterii (na
rozdil od dalSich bakterii, které jsou spisSe jeho konzumenty) [218]. Hodnoty stfevniho obsahu
biotinu u americkych bélochii odpovidaly doporuc¢enému piijmu biotinu, u domorodych
Africanti vSak vyrazné€ prevySovaly doporuceny denni piijem [207]. Klicova role stfevnich
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mikrobiot v produkci vitamint ucastnicich se regulace proliferace sliznice je dilezita proto, ze
v urcitych zemich / kontinentech (Afrika) neni pfivod vitaminti dostatecny, dale nikdy neni
vstiebavano 100 % vitaminl v tenkém stfevé a vitaminy vyprodukované stfevnimi bakteriemi
se mohou uplatnit na zaklad¢ prokdzané piitomnosti specifickych tlustotfevnich transportéri
pro folat, biotin, tiamin, riboflavin a pyridoxin [64, 248-251].

Substanci zvySujici riziko vzniku kolorektdlniho karcinomu je etanol, ktery interferuje
s dostupnosti folatu a jehoz produktem je karcinogenni acetaldehyd [123]. Nezddouci u¢inky
nedostatku foldtu a nadbytku etanolu ve stravé mohou byt kompenzovany aspirinem,
ireverzibilnim inhibitorem enzymu cyklooxygenasy [96]. Tlustostievni bakterie disponuji
alkoholdehydrogenasou, enzymem, ktery pfeménuje cukry na etanol. V ptipadé nadbytku
etanolu vSak dochazi ke zméné aktivity mikrobidlni alkoholdehydrogenasy a nezadoucimu
vzniku acetaldehydu [123]. Heterocyklick¢ aminy, vznikajici pfi tepelné Upravé masa
(ptedevsim pii vysoké teploté - grilovani, peceni), jsou prokdzanym karcinogenem u mysi,
potkanid a opic. Byl popsan jejich vztah k vyvoji stievnich, jaternich tumorti a nadord prsu
[263, 265, 292]. DalSimi Skodlivymi substancemi jsou fekapentaeny (polynenasycené lipidy
schopné alkylace DNA, které jsou produkované tlustostievnimi bakteriemi rodu Bacteroides)
[220] a kyslikové radikaly produkované napt. Enterococcus faecalis (superoxid, peroxid
vodiku, hydroxylovy radikal a peroxynitrit, které jsou schopné reagovat piimo s DNA
kolonocytii nebo vytvaret reaktivni intermediatory) [123, 124].

1.3.4. Kolorektalni karcinom, vlaknina a stirevni mikrobiota

Dietni vldknina jsou sacharidy, jejichz vétSina (téméf 100 %) se dostava do tlustého stieva
Vnezménéné formé a je zde Stépena stievnimi bakteriemi. Zavisi na druhu vlakniny, na
bakteriich gastrointestindlniho traktu a stfevnim transitu, zda a jaky produkt fermentace
vznikne [18, 43]. Mezi vysoce fermentovatelné vlakniny patii napt. pektin, hemiceluloza
(obsazené v ovoci a zelenin€) nebo ovesné otruby, naopak nefermentovatelnou vlakninu
predstavuje celuloza (obsazena napt. v cerealiich) nebo pSeni¢né otruby. Fermentace vlakniny
vede ke vzniku mastnych kyselin s kratkym fetézcem (acetatu, propionatu, butyratu), plynt
(metanu, vodiku, oxidu uhli¢itého aj.) a monosacharidd [18, 49]. Obvykle vznikd nejvice
acetatu; pokud vyjadiime vznikajici mastné kyseliny s kratkym fetézcem v molarnim
mnozstvi, pak acetat: propiondt: butyrat = 60:20:20 [48]. Nejvyssi pocty bakterii, nejveétsi
intenzita fermentace, ale i proliferace je v proximalni ¢asti tlustého stieva, protoZze zde jsou
substraty nejdostupnéjsi [168]. pH souvisi s mnoZstvim mastnych kyselin s kratkym fetézcem
— a pravé to by mohlo vysvétlovat maximum incidence kolorektalniho karcinomu
v rektosigmatu. Pokud je stfevni transit del$i nez 50 hodin, butyrat je kompletné absorbovan
kolonocyty a neni ve stolici detegovatelny [302]. V opacném piipadé je ale stale vylouceno
jen kolem 5-10 % mastnych kyselin s kratkym fetézcem, protoze jejich absorpce je predevsim
v céku a colon ascendens velmi efektivni a rychld; je spojena s absorpci sodiku, vody a
exkreci bikarbonatu. Absorpce mastnych kyselin s kratkym fetézcem se déje v souladu
s koncentracnim spadem; 60 % je absorbovano pasivni difuzi, 40 % kyselin se do kolonocytli
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dostava na zakladé iontové vymény (zahrnujici transport sodiku a drasliku) [245]. Zda se, ze
z mastnych kyselin s kratkych fetézcem by prave butyrat (hlavni anion tlustého stfeva) mohl
hrat protektivni roli pfi / proti vzniku kolorektalniho karcinomu. Ne vSak vSechny studie
podporuji toto tvrzeni, proto se v této souvislosti pouziva terminu ,butyratovy paradox®.
Obecné lze tici, Ze chemopreventivni G¢inek butyratu je zavisly na typu vlakniny, ktera je
dodana, dale na mnozstvi butyrdtu a nacasovani jeho expozice ve vztahu k nadorovému
procesu [166]. Zajimavou skutecnosti je to, Ze v soucasnosti tolik preferované Bifidobakterie
primarné produkuji pfedevSim acetat a laktat, ne butyrat. Az dulezitou souhrou Bifidobakterii
s butyrat-produkujicimi bakteriemi (Retortamonas intestinalis a Eubacterium hallii) dochazi
Vv tlustém stfeveé ke kyZzené konverzi laktatu na butyrat [9, 66].

Nefermentovatelna vldknina ma v tlustém sttevé také svoji funkci: plisobi dilu¢né a snizuje
tak koncentraci karcinogenti a prokarcinogentii; dale akceleruje pasaz stolice v tlustém stieve,
coz opét omezuje pusobeni karcinogenti a prokarcinogeni na stfevni sliznici [18]. Dalsi
funkci nefermentovatelné vlakniny je vazba zluCovych kyselin, tim zvySeni jejich ztrat stolici,
coz vede k redukeci lipida v séru [215].

Butyrat je zédkladnim aerobnim energetickym substratem pro kolonocyty. Jako energeticky
zdroj je preferovan pied propionatem a acetatem v poméru 90:30:50 [43] a je dokonce
upfednostiiovan 1 pfed glukézou a glutaminem, které jsou dodavany krvi [85]. Mastné
kyseliny s kratkym fetézcem, které jsou absorbovany z tlustého stfeva, jsou Zivotné dilezitym
energetickym zdrojem pro pacienty se syndromem kratkého stieva (pokryji az 1000 kcal
energie denn¢) [205]. Pokud nejsou sacharidy (jakozto preferovany substrat pro vétSinu
tlustostievnich bakterii) obsazeny v dieté hostitele, mohou bakterie degradovat hlen ptitomny
Vv travicim traktu [234]. Butyrat zvySuje proliferaci kolonocytt, stimuluje jejich diferenciaci,
dokaze vSak suprimovat proliferaci bunék kolorektalniho karcinomu [318]. Dale brani
apoptoze normalnich kolonocytl, avSak stimuluje apoptézu bunék zasazenych kolorektalnim
karcinomem [55, 166], snizuje angiogenezi [55]. Inhibuje rist transformovanych bunck a
naopak priispiva k reverzi neoplastickych do non-neoplastickych fenotyptu bunék [252].
Protinadorovy ucinek butyratu spociva i ve snizeni pH, coz ma za nasledek redukci solubility
zluCovych kyselin a navic snizeni aktivity 7-alfa-dehydroxylasy, ktera pfeménuje primarni
zluCové kyseliny na sekundarni; dalsi efekt ma snizeni pH na zvySeni dostupnosti vapniku,
ktery vaze mastné kyseliny a volné Zlucové kyseliny [318].

Rozporuplné ale vysla jiz prvni studie na zvitatech (krysach), kdy byla studovana uloha
butyratu v efektu zabranéni vyvoje experimentidlné navozeného kolorektdlniho karcinomu:
paradoxné ve skupiné zvifat pozivajicich butyrat bylo zjiSténo vétsi mnozstvi kolorektalnich
karcinomti ve srovnani se skupinou krys, které butyrat nepozivaly (85 % vs. 50 % zvitat) [88].
Ani autofi dalSich studii [35, 36, 57] nepotvrdili protektivni efekt butyrdtu na vznik
kolorektalniho karcinomu, respektive sniZzeni vzniku aberantnich krypt. Zasadni pficinou,
pro¢ vychazeji studie s butyratem tak rozdilng, jsou podminky, které panuji v situaci in vivo a
ex-Vvivo in-vitro. Vzorec diferenciace kolonocyti v jednotlivych kryptach a moznost apoptozy
V horni ¢asti krypt neni in vitro zachovan, dale v podminkach in vitro je pH stalé, kdezto
lumindlni stfevni pH se vlivem mastnych kyselin s kratkym fetézcem li$i od pH sliznice
tracniku.
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Obecné lze fici, Ze chemopreventivni u€inek butyratu je zavisly na typu vlakniny, ktera je
dodana, dale na mnozstvi butyrdtu a nacasovani jeho expozice ve vztahu k nadorovému
procesu (pfiCemz butyrat je znamy inhibitor histon-deacetylasy). Dilezité je mnozstvi
butyrdtu — nizké koncentrace stimuluji proliferaci bunék, vysoké koncentrace proliferaci
tlumi. Hranici je dosazeni oxida¢niho plateau pro butyrat, kdy se jiz dale neméni na oxid
uhli¢ity, ale dochazi k syntéze lipidt a ketogenezi. [84, 323]

Acetat a propionat jsou kromé butyratu dalsi dvé zdkladni mastné kyseliny s kratkym
fetézcem. Acetat se po absorbci stava zakladnim substratem pro syntézu cholesterolu v jatrech
a dale po oxidaci zdrojem energie pro buiky kosterniho svalstva. Propionat je jednak
substratem pro glukoneogenezi, je ale 1 inhibitorem glukoneogeneze. Suplementaci
propionatu v dieté lze docilit snizeni hladin cholesterolu in vivo (inhibuje aktivitu enzymi
ucastnicich se syntézy cholesterolu). SniZeni poméru acetatu vs. propiondtu by tedy mohlo
redukovat riziko kardiovaskularnich onemocnéni [12, 128, 318] .

Prebiotika (pfedevsim inulin nebo oligofruktézou obohaceny inulin) vedou k redukci vzniku
fokusii aberantnich krypt v tlustém stfev€é. Aberantni krypty jsou povaZovany za
preneoplastické 1éze, exprimuji mutace v APC genu i K-ras onkogenu a uplatiiuji se ve vyvoji
vétSiny tlustostfevnich nadori. LoZiska aberantnich krypt se vyznacuji vétsi velikosti krypt 1
perikryptového prostoru a prominujicimi epitelialnimi bunkami [18, 230]. Pasobeni
oligofruktdzy nebo inulinu je vysvétlovano priznivym zvySenim Bifidobakterii a naopak
snizenim bakterii rodu Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium a/nebo grampozitivnich
koka ve stolici. Bifidobakterie jsou schopny vazat tlustostievni karcinogeny a napomahat
jejich vyluCovani stolici, dale jsou producentem mastnych kyselin s kratkym fetézcem,
laktatu, ktery snizuje pH a brani tak mnozeni potencidlné patogennich bakterii (napf.
Escherichia coli ¢i Clostridium perfringens), soucasné snizenim pH dochazi k redukci
enzymatické aktivity patogent, napt. mikrobidlni betaglukuronidasy [315]. V experimentalni
studii na zvitatech (krysach) dochazi pti suplementaci oligofrukt6zou obohacenou inulinem
Kk prevenci suprese (a dokonce naopak zvySeni aktivity) NK bunék lymfatické tkané tlustého
stteva a tim potlaceni vyvoje nddoru (NK buiiky rozpoznavaji a eliminuji nadorové buiiky).
Soucasn¢ dochazi také ke zvySeni interleukinu-10 [241].

Studiemi s probiotiky na zvifatech (konkrétné Bifidobacterium longum na krysach) bylo
potvrzeno, ze i ta vedou k redukci vzniku aberantnich krypt. Efekt Bifidobacterium longum
spo€ivd v inhibici proliferace bunék tlustostievni sliznice a snizeni aktivity
ornitindekarboxylasy, enzymu ucastniciho se syntézy polyamint, které hraji kliCovou roli
Vv proliferaci a diferenciaci bunck [230]. Elevace ornitindekarboxylasy byla zjisténa u pacientli
S tlustosttevnimi  neoplaziemi [269], v dysplastickych polypech (na rozdil od
nedysplastickych) [164] a také v tlustostievni sliznici pacientll s polypézou (na rozdil od
pacientit kontrolnich) [165]. Ve studii na zvifatech bylo také prokazano, ze Bifidobacterium
longum suprimuje expresi celkového a mutovaného K-ras onkogenu V tlustostievni sliznici.
Aktivace K-ras onkogenu patii k Casnym a nejastéji se vyskytujicim genetickym zménam
odehravajicim se v lidské karcinogenezi; kolorektalni karcinom je pak typickym piikladem
[230].
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1.4. Idiopatické strevni zanéty a bakterie gastrointestinalniho traktu

Idiopatické stfevni zanéty zahrnuji dvé zédkladni jednotky: Crohnovu chorobu a ulcer6zni
kolitidu. V soucasné dob¢ se piedpoklada, ze pti¢inou téchto chorob je nepfiméiena zanétliva
odpovéd’ na stievni bakterie u geneticky predisponovaného jedince. Je znamo, ze vétsi roli
hraji genetické faktory v ptipadé¢ Crohnovy choroby. Moznost nahromadéni obou nemoci
Vv ramci piibuznych jedinct je vysvétlitelna tim, ze nékteré geny jsou pro tyto jednotky
spole¢né. Role bakterii gastrointestinalniho traktu je v etiopatogenezi nezpochybnitelna. Byt
bylo zkoumano mnoho patogenti v souvislosti s vyvojem téchto dvou jednotek, kauzalni
patologické agens prozatim objeveno nebylo [288]. Je potvrzeno, ze se tlustostfevni
bakterialni slozeni pacientd s idiopatickym stfevnim zanétem na rozdil od osob zdravych
vyznacuje kvalitativnimi 1 kvantitativnimi zménami — typické je zvySené zastoupeni mikrobi
z rodu Bacteroides a ¢eledi Enterobacteriaceae a naopak snizené zastoupeni bakterii z kmene
Firmicutes [314]. U pacienti s Crohnovou chorobou bylo zjisténo vyssi zastoupeni rodu
Enterococcus, Clostridium difficile, Escherichia coli, Listeria spec. [141]. Naopak podstatné
méné byl u pacientt s Crohnovou chorobou detegovan Faecalibacterium prausnitzii, ktery
produkuje protizanétlivé faktory vedouci ke snizeni aktivace NF-kB a snizeni produkce
interleukinu-8 [282, 283]. Zvlastni dalezitosti nabyvaji v etiopatogenezi onemocnéni bakterie
s vyssi schopnosti adheze a invaze do sliznice stieva (pfikladem je Escherichia coli) [6]. Dale
bylo zjisténo, Zze u pacientti s ulcerdzni kolitidou i Crohnovou chorobou je signifikantné
snizeno procento metanogennich bakterii ve srovnani s pacienty v kontrolni skupiné
(Crohnova choroba: 30 %, ulcer6ézni kolitida: 24 %, kontrolni skupina: 48 %; hlavni
metanogenni bakterii v lidském stievé je pfitom Methanobrevibacter smithii) [257]. U
idiopatickych sttevnich zanéti dochazi typicky k poruse bariérové funkce stfeva. Je ptitomna
zvysSena paracelularni permeabilita na podkladé¢ abnormalni regulace zonullae occludantes;
poharkové buiikky produkuji méné hlenu, Panethovy buiiky se pak vyznacuji sniZenou
produkci defenzinii. Vysledkem je zvySena expozice stfevni sliznice intestindlnim
mikrobiotim a znasobeni zanétlivé odpoveédi [288]. Imunitni odpoveéd’ na stievni bakterie je
piisné regulovana a rozhoduje o tom, zda bude zahdjena obrannd imunitni odpovéd nebo
bude zajiSténa imunotolerance. Bunky pfirozeného imunitniho systému disponuji receptory
(tzv. pattern-recognition receptors; PRR), které rozeznavaji specifické bakterialni
polysacharidy, polynukleotidy, konkrétné pak napiiklad flagelin, peptidoglykan bunééné
stény mikroorganismll (jde o tzv. patogen-associated molecular patterns; PAMPS), které se
jen malo 1i8i mezi jednotlivymi patogeny, avSak u hostitele nalézany nejsou. Mezi pattern-
recognition receptors jsou fazeny predevsim dve skupiny receptorti: toll cell like receptors,
coz jsou transmembranové receptory [297], pfiCemZ je znamo, ze lipopolysacharidy (hlavni
soucast zevni membrany gram-negativnich mikrobti) a flagelin (hlavni podjednotka filament
bakteridlnich bi¢ikll) jsou rozeznavany toll cell like receptory 4 a 5 (TLR 4, TLR 5) [37].
DalSim typem receptorii jsou NOD2 domény (,,nukleotid-binding“ a ,,0ligomerization
domain-like®), které koduji intracelularni senzor peptidoglykani. NOD2 receptory jsou
exprimovany epitelidlnimi, endotelidlnimi, dendritickymi bunikami, Panethovymi buiikami a
makrofagy. Po stimulaci NOD2 bakteridlnim peptidoglykanem (tvofi strukturu
grampozitivnich 1 gramnegativnich bakterii) dochazi k aktivaci nuklearniho transkripéniho
faktoru kappa B (NF-«xB; nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells),
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aktivaci proteinkinas, coZ vede k produkci prozanétlivych cytokini (TNF, IL-1b), chemokind
a antimikrobidlnich peptidii — podili se tedy na funkci nespecifického imunitniho systému
[280]. Kromé proteinkinas dochédzi i k aktivaci kaspasového systému a tim nastartovani
apoptotickych kaskad [221]. V genu pro NOD2 (ktery je umistén na chromozomu 16q)
existuje polymorfismus, piicemz u nositeld polypomorfismu bylo zjisténo snizeni aktivace
NF-kB vedouci predevsim ke snizeni produkce defenzinti Panethovymi bunikami a zhorSeni
nespecifické imunitni odpovédi. Byla objevena asociace mezi polymorfismem v genu pro
NOD?2 a Crohnovou chorobou (postizeni ilea s CastéjSimi komplikacemi ve smyslu vyvoje
stendz a nutnosti chirurgické intervence) [71, 157]. Za normalniho stavu je sekrece
prozanétlivych cytokinti antigen-prezentujicimi builkami ve stfev€é minimalni, v pfipadé
idiopatickych stfevnich zanéti je vsSak pocet antigen-prezentujicich bun¢k s produkei
prozanétlivych cytokinli zvysSen [280]. Naproti vystimulované prozanétlivé odpovédi existuji
V intestinalnim prosttedi faktory, které odpovidaji za snizeni prozanétlivych cytokint. Mezi
cytokiny s protizanétlivym efektem se tadi transforming growth factor beta (TGF-B) a
interleukin-10 (IL-10), dale pak chronicka stimulace cestou pattern recognition receptors,
PRR (v¢etné chronické stimulace NOD2 bunécnymi peptidoglykany) [108].

1.5. Anti-porinové protilatky

Poriny jsou struktury proteinové povahy, které byly objeveny vroce 1976 [194]. Jsou
umistény ve vnéjsi membrané gramnegativnich (i nékterych grampozitivnich) bakterii a slouzi
piedevsim k tvorbé kanalti umoznujicich vstup hydrofilnich substanci, obzvlast’ nutrientt, do
bunky. Je znamo, Ze Escherichia coli produkuje 3 zakladni druhy trimerickych porinid: OmpF,
OmpC a PhoE. OmpF a OmpC preferuji transport kationtd nad anionty, PhoE transport
aniontt [145, 198, 264]. OmpF umoznuje transport vétSich molekul nez OmpC (vytvari veétsi
kanaly nez OmpC) [200]. Podminky prostiedi intestinalniho traktu (osmoticky gradient,
teplota, pH, atd.) ovliviiuji to, zda bude aktudln¢ preferovana produkce OmpC porini (s
uzsimi kandly) nebo OmpF porinti [106, 112]. Kromé formace kanali mohou zajistovat
poriny i dalSi funkce: interagovat s protilatkami, fagy a koliciny [268, 305]. Ptikladem je
interakce OmpF porinu jakozto receptoru pro kolicin A a N [86]. Krom¢ klasickych
trimerickych porini muze vnéj§i membrana E. coli obsahovat i dalsi proteiny ze skupiny
porinii: OmpA (homolog porinu OprF, kterym disponuje Pseudomonas aeruginosa; tento
porin dovoluje pomalejsi difiizi malych soluti (napf. monosacharidi), ale také difuzi daleko
vétSich solutl, které by kandlem OmpF penetrovat nemohly), NmpC (podobny OmpF-OmpC-
PhoE) [14], OmpN (homolog OmpC) [224], OmpG (produkujici nezvykle velké kanaly) [42],
OmpL [52], OmpW (ktery je receptorem pro nékteré koliciny) [216], OmpX, OmpT a
OmpLA [199]. Poriny dovoluji intracelularni penetraci toxind, ale i nékterych antibiotik s
malym rozmérem — napf. betalaktami. Ke zvySeni rezistence na antibiotika miize tak (kromé
produkce betalaktamasy) dojit tehdy, pokud je snizena permeabilita mediovana poriny nebo
Vv piipadé snizeni produkce porind [5, 159, 320]. Baktericidni vlastnosti séra jsou na E. coli
obsahujici porin C realizovany cestou klasické drahy komplementu (za soucinnosti Clq
slozky komplementu a anti-OmpC protilatek) [159].
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Anti-porinové / proti-porinové protilatky / anti-outer membrane protein C / anti-OmpC
antibodies, jsou namifeny proti OmpC porinim. Vzhledem k tomu, ze spolutcast
mikroorganismit v etiopatogenezi idiopatickych stfevnich zanéth je jiz vSeobecné
akceptovana, lze predpokladat, ze by pravé proti-porinové protilatky mohly spolu s dalSimi
protilatkami typickymi pro idiopatické stievni zanéty (protilatky proti Sacharomyces
cerevisiae (ASCA), protilatky proti cytoplazmé neutrofili (ANCA), protilatky proti
bakterialnim sekvencim typickym pro Crohnovu chorobu = protilatky namifené proti
Pseudomonas fluorescens (anti-12) a protilatky proti bakterialnim flagelinim (anti-CBirl))
slouzit k diagnostice a predikci klinického prubéhu téchto onemocnéni [195, 196]. Mow ve
své studii diagnostikoval pfitomnost anti-porinovych protilatek u 46 % pacienti (z 303
dospélych) s Crohnovou chorobou [187]. V souboru détské populace byly anti-porinové
protilatky diagnostikovany u 24 % pacienti s Crohnovou chorobou a 11 % pacientt
Sulcerozni kolitidou. PiestoZze je zminénd senzitivita nizka, miZze byt pozitivita anti-
porinovych protilaitek napomocnd v diagnostice malého procenta pacientli s idiopatickymi
sttevnimi onemocnénimi tehdy, pokud jsou ostatni pro idiopatické stfevni zanéty typické
protilaitky negativni [324]. V pfipadé negativity ANCA a ASCA protilatek se vSak
v diagnostice idiopatickych sttevnich zanéti nelze spoléhat na pozitivitu anti-OmpC: proti-
porinové protilatky mohou byt u déti a adolescentit pfitomny 1 tehdy, pokud dany jedinec
Crohnovu chorobu ¢i ulcerdzni kolitidu diagnostikovanou nema [54]. Z prace Mow et al. také
vyplyva, Ze pacienti s Crohnovou chorobou a s anti-12 protilatkami se vyznacuji Casté&jSim
vyskytem fibrostenozujiciho onemocnéni, zatimco pacienti s Crohnovou chorobou a anti-
OmpC protilatkami mivaji castéji fistulujici onemocnéni. Crohnova choroba pacienta
vyznaCujicich se vyskytem obou téchto protilatek si tak castéji vyzada tenkostfevni
chirurgicky vykon ve srovnani s pacienty, ktefi se témito protilatkami nevyznacuji [187, 209].
Pacienti s indeterminovanou kolitidou jsou mén¢ ¢asto producenty ASCA a ANCA protilatek
ve srovnani s pacienty, ktefi maji diagnostikovanou Crohnovu chorobu nebo ulcer6zni
kolitidu. K definitivni diagnéze by opét mohly byt napomocné anti-OmpC a anti-12
protilatky, nebot’ tato kombinace je zjistovana az u 50 % pacientti s Crohnovou chorobou a je
tenkostievni chirurgicky vykon) a s délkou trvani choroby [135, 209]. Bylo zjiSténo, ze anti-
porinové protilatky jsou imunoreaktivni k pANCA - studie Cohavy et al. prokazala, Ze
proteinem imunoreaktivnim k pANCA je porin ompC zevni membrany E. coli; pacienti
S ulcerdzni kolitidou (a 70% vyskytem ANCA protilatek) se vyznacovali zvySenou hodnotou
anti-OmpC protilatek ve tfidé IgG ve srovnani se zdravymi kontrolami [40]. Paradoxné
vyskyt proti-porinovych protilatek je cCastéj§i u pacientt s Crohnovou chorobou
(diagnostikovany u 55 % pacientil) nez s ulcerdzni kolitidou [195, 151]. V mad’arské studii
Pappa et al. jsou anti-OmpC protilatky ozna¢ovany jako vysoce specifické pro Crohnovu
chorobu (specificita 79-100 %), jejich senzitivita je vSak niz$i nez v jinych studiich (31 %)
[209].

Lze predpokladat, ze kdyz stfevni mikrobiota hraji dulezitou roli v etiopatogenezi
idiopatickych stfevnich zanétd, budou hrat klicovou roli i v etiopatogenezi kolorektalniho
karcinomu. Pfi splnéni tohoto ptfedpokladu by proti-porinové protilatky mély byt zvySeny i u
pacientt s kolorektalnim karcinomem.
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1.6. Bakteriociny

1.6.1. Definice, historie, charakteristika kolicini

Koliciny jsou definovany jako polypeptidy a proteiny, které jsou produkované bakteriemi
z ¢eledi Enterobacteriaceae, piedevsim pak mikroorganismem Escherichia coli. Jde o
substance pusobici letalné / antibioticky na ptibuzné bakterialni kmeny [104]. O cytotoxickém
efektu kolicin®i je na rozdil od jejich antibakterialniho G¢inku znamo mélo. Nap#. Smarda et
al. vSak prokazal, ze koliciny maji cytotoxicky efekt na leukemické bunky [274].
Kolicinogenii nazyvame schopnost bakteridlni bunky kolicin produkovat. Obecné se
pfedpoklada, ze jedna molekula kolicinu pisobi letdlné na jednu citlivou bakterii. Tlusté
sttevo je obvyklym a optimalnim mistem plsobeni kolicinii [31, 38]. Tolerantnimi mutantami
nazyvame ty bunéné kmeny, na které ani po navazani kolicinu na receptor neplsobi
bakteriocin letdln€. Rezistentni mutantou je kmen, ktery se vyznacuje absenci receptori
(k vazbé¢ kolicinu na cilovou bunku tedy ani nedojde) [60, 101, 114, 192, 201, 246].

Prvni kolicin (kolicin V) byl identifikovan Gratiou v roce 1925, poprvé bylo terminu
,»kolicin® pouzito Gratiou a Frédericqem roku 1946 [38]. V r. 1953 Jacob et al. poprvé pouzili
terminu ,,bakteriocin® k oznaceni kolicini a latek jim podobnych [31]. Mikrociny jsou
nizkomolekularni antibiotika produkovana ¢eledi Enterobacteriaceae a podobné jako koliciny
pusobi letaln€ na ptibuzné mikrobidlni kmeny [3, 132]. JiZ v r. 1948 identifikoval Frédericq
17 zéakladnich kolicinti. BEéhem nasledujicich let byly objeveny dalsi koliciny, a to i ¢eskymi
védci: Hordkem kolicin E4 [116], Smardou kolicin Q, Malesovou kolicin E5-E7 [31, 175,
176]. Frédericq také vypracoval metodu kolicinogenotypizace (zalozena na vzniku kruhové
zony inhibice rastu v okoli testovaného kmene v piipad¢, ze je indikatorovy kmen ke
zkoumanému kolicinu citlivy). Tuto metodu dale propracoval ¢esky védec Horak [116-118].
Doposud bylo popséno vice nez 30 druhti kolicinti [279].

Koliciny jsou proteiny o molekulové hmotnosti 40-80 kDa [53, 104, 110, 266]. Vsechny
koliciny jsou organizovany do 3 domén, pfi¢emz kazda z nich odpovida za jednu funkci
kolicinu: centralni doména odpovida za vazbu na receptor, N-termindlni doména odpovida za
translokaci membranou, C-termindlni doména obsahuje aktivni / cytotoxickou cast kolicinu
[8, 51, 179]. Nejprve byla objasnéna trojdimenzionalni struktura kolicinti formujicich poéry,
posléze struktura kolicind s nukleasovou aktivitou [38].

Systém produkce kolicini:

Jiz v r. 1953 se objevila hypotéza, ze produkce kolicini je kédovana extrachromozomalné
[38]. Tuto suspekci potvrdili v roce 1965 De Witt a Helinski: geny pro kolicinogenii jsou
lokalizovany v plazmidech, tzv. col-plazmidech, nékdy nazyvanych také col-faktorech [31,
38]. Kazdy kolicinovy operon obsahuje jako prvni gen ten, ktery koduje kolicin [38].
K syntéze kolicinu dochdzi v cytoplazmé kolicinogenni bunky, poté je uvoliovan do
extracelularniho prostiedi. Koliciny jsou produkovany ve formé volnych polyzomi, nejsou
detegovany ve formé prekurzort (na rozdil od periplazmatickych bilkovin a bilkovin zevni
membrany). Exportovany jsou az 60 minut po ukonceni syntézy. Produkce kolicinl je
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ovlivnitelna faktory prostiedi jako je pH, teplota ¢i rychlost ristu kultury [31]. Laboratorné
muze byt produkce kolicinli indukovéana napt. UV zafenim nebo mitomycinem C. Zminénou
indukci dramaticky nartsta kolicinogenie: z pivodniho 1 promile kolicinogennich bun¢k
(normalni situace) se zac¢ne kolicinogenie projevovat az u 50 % bunck [31]. Operon kolicinti
s nukleasovou aktivitou obsahuje gen pro imunitni protein, ktery chrani bunku pied
sebedestrukci vlastnim kolicinem. Imunitni protein kolicinii formujicich pory je lokalizovan
ve vnittni membrané produkujici bunky [317], imunitni protein kolicinii s nukleasovou
aktivitou formuje komplex s kolicinem a vede tak k neutralizaci efektu kolicinu [17].
Imunitni protein je uvolnén za zhruba 20 minut po navazani kolicinu s nukleasovou aktivitou
na receptor zevni membrany cilové buiiky a je tak umoznéno lytické pasobeni kolicinu [147,
310]. Poslednim genem operonu je vzdy gen kodujici ,,colicin lysis protein / colicin release
protein®. Tento gen obsahuji operony skupiny kolicinli A, ze skupiny kolicinti B pouze kolicin
V, X a kolicin D [38] — viz Obrazek 1. Colicin lysis / release proteiny jsou malé lipoproteiny
(obvykle obsahuji 27-35 aminokyselin) a jsou syntetizovany v cytoplazmé ve formé
prekurzort (o molekulové hmotnosti kolem 4,5 kDa), prochézeji acylaci a dalSimi Gipravami a
poté jsou z ¢asti uvoliovany do extracelularniho media spolu s koliciny [38]. Produkt genu
kodujiciho ,,colicin lysis protein‘ umoziuje uvolnéni kolicinu do média (zvySuje permeabilitu
obalu) a pravé ten je zodpovédny za smrt bunky [31, 38]. LexA protein je hlavnim
inhibitorem transkripce kolicinovych operonti [158]. Autolyzu LexA proteinu a nastartovani
transkripce kolicinovych operoni miZe indukovat napf. UV zéfeni, v laboratornich
podminkach je pak pouzivanym agens mitomycin C [31]. Ke stimulaci produkce kolicini
vedou dale napt. tyto podminky: nedostatek thyminu, deplece nutrientti [148], anaerobni
podminky [73] ¢i vysoké teploty [143]. Syntéza kolicinii je maximalni za 60-90 minut po
indukci a v tomto intervalu je koncentrace 1000-krat vyssi nez pied indukci [110]. Kolicin se
V tomto ¢asovém obdobi stava hlavnim proteinem bunky. Smrt buiiky, ktera nasleduje syntézu
skupiny A kolicint a kolicinii V a X z B skupiny kolicind, je zptisobena colicin lysis / release
proteinem, ktery je exprimovan spolu s kolicinem. Tento protein je vzdy produkovan
VvV mens$im mnozstvi nez kolicin [38]. Sekrece kolicinu (jakoZto proteinu) do extracelularniho
prostiedi je realizovana jednou z 5 drah, kterymi disponuji gramnegativni bakterie [199, 301].
Mezi funkce colicin lysis / release proteinu patii: uvolnéni kolicinu do extracelularniho media
za 60-90 minut po indukci napt. tim, ze colicin lysis protein vytvofi pory ve vnitini 1 vnéjsi
membrané bunky (proto se spravné ,,colicin lysis protein® nazyva ,,colicin release protein®);
quasi lyza (vzestup optické denzity bakterialni kultury produkujici kolicin za 60 minut po
indukci a nasledné jeji pokles, kdy je dosazeno optickych denzit podobnych pied indukci);
modifikace struktury bunééné membrany (béhem pozdnich stadii indukce nemohou byt
oddéleny vnitini a zevni membréna); aktivace OmpLA (fosfolipazy A zevni membrany), coz
vede k formaci lysofosfolipidi pusobicich jako detergenty permeabilizujici zevni a poté i
vnitini membranu; smrt buniky produkujici kolicin (zprostfedkovany aktivaci OmpLA) [38].
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1.6.2. Mechanismus u¢inku kolicina

Jiz v roce 1964 navrhl Nomura tzv. membranovy model mechanismu uc¢inku kolicinti [202].
K tomu, aby mohly koliciny ptsobit na cilovych bunkach, je nutné jejich navazani na
receptory citlivych kmenti. Receptory predstavuji proteiny zevni membrany a primarné jsou
urceny k transportu / vstupu specifickych nutrieti jako napf. vitamind, siderofort C¢i
nukleosidt [60, 125, 126]. Jako prvni receptor slouzici k vazbé kolicini byl objeven BtuB
(receptor pro vit. B12) v roce 1976 Sabetem a Schnaitmanem [246]. Tento receptor vyuzivaji
koliciny A a E [38]. Piirozené ligandy kompetuji o receptor s kolicinem (napft. ferichrom
s kolicinem M [316] nebo vitamin B12 s koliciny E [60]) a mohou tak zabranit letalnimu
pusobeni kolicinu na cilovou buiiku [38]. Koliciny A, E1-E4, Ia a Ib podléhaji na povrchu
cilové bunky proteolyze, kterd je zprostiedkovana proteasou zevni membrany OmpT [24, 39].
Proteolyza kolicinu vSak neni nezbytnd k cytotoxickému uc¢inku kolicinu na cilovou buiiku
[38]. Druhym krokem po vazbé kolicinu na receptor vnéjSi membrany cilové buniky je import
kolicinu (jeho N-terminalni a C-terminalni slozky) tak, aby bylo dosaZzeno cilového mista
pusobeni kolicinu. Tento krok zahrnuje ,translokaci® (pfestup kolicinu pfes zevni a vnitini
membranu cilové bunky) a ,tranzit* (transport kolicinu periplazmou — intermembranovym
kompartmentem). Transport pfes zevni membranu buiniky probihd u kolicind skupiny A
pomoci Tol systému proteint, u kolicinli skupiny B pomoci Ton systému proteint. Kolicin A
a koliciny E (s vyjimkou kolicinu E1) jsou po vazbé na receptor BtuB (primarné uréeny pro
vazbu vitaminu B12) transportovany zevni membranou pomoci OmpF porinu a Tol systému
proteinti. Vyjimec¢nym kolicinem v této souvislosti je kolicin N, ktery pouziva k vazbé a
soucasné translokaci OmpF protein (k translokaci pak jest¢ Tol systém proteinti) [38]. Ve
srovnani s transportem kolicinii skupiny A je v soucasné dob¢ jen malo zndmo o transportu
kolicint skupiny B. Vazba kolicinu na receptor neni energeticky zavisly proces. Translokace
kolicinii skupiny B (s vyjimkou kolicinu V a X) je vSak na rozdil od translokace skupiny
kolicinii A proces energeticky dependentni [38, 134]. Tranzit (transport kolicinu periplazmou)
je jiz opét procesem na energii nezavislym [38]. U kolicinti tvoficich péry se C-termindlni
doména kolicinu dostava od periplazmatické strany vnitfni membrany buiky k jejimu
cytoplazmatickému p6lu, u enzymaticky pisobicich kolicintt dochazi k translokaci C-
terminalni domény kolicinu do cytoplazmy cilové bunky [38].

Zaveéreénym krokem je realizace letdlniho Uc¢inku na cilovou buiiku (nukleasovy efekt ¢i
depolarizace cilové buiiky iontoforickym efektem na vnitini membranu). Vyjimkou je kolicin
M, ktery naruSuje syntézu peptidoglykanu [72, 105]. Koliciny vyznacujici se nukleasovou
aktivitou tvofi s imunitnim proteinem heterodimery, koliciny formujici pory jsou monomery
[38].

1.6.3. Klasifikace kolicinu

Koliciny lze délit z n€kolika hledisek:
1. podle mechanismu ptisobeni (Nomura 1963); viz Tabulka 1
- pusobenim vzniku port: kolicin A, E1, K, N, U, B, Ia, Ib, 5, 10, S1, S4, Y, Js, L
- pusobici jako DNA-asy: E2, E7, E8, E9
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- ptsobici jako RNA-asy: E3, E4, E5, E6, kloacin DF13, D
- interferujici se syntézou peptidoglykanu: kolicin M

2. podle zptisobu translokace pfes zevni membranu E. coli:

- skupina kolicinti A, kterd vyuziva Tol systém (ten se sklada ze 3 proteinil vnitini
membrany a 1 periplazmatického proteinu): kolicin A, E1-E9, K, L, N, S4, U, Y a
kloacin DF 13; tato skupina je kodovana malymi plazmidy (6-10 kb) a uvoliiovana
do média

- skupina kolicint B, kterd vyuziva k translokaci Ton systém (sestava z 3 proteinti
vnitini membrany): kolicin B, D, H, Ia, Ib, M, V a X); tato skupina je kodovana
velkymi plazmidy (40 kb) a neni uvoliiovana do média [38].

3. podle rezistence a tolerance
- jde o skupinovou vlastnost kolicinti a na zaklad¢ této imunity se dé€li koliciny
skupiny E na kolicin E1-E9 a skupiny I na kolicin la a Ib.

Koliciny formujici pory:

Podle soucasnych dostupnych poznatki je za formovani kanald / poéra zodpovédna C-
terminalni doména téchto kolicinti, ktera se sklada z deseti a-helixovych struktur. Helix 8 a 9
tvofi hydrofobni segment, pomoci kterého dochazi k vazbé kolicinu na membranu a jeho
inzerci do membrany [210]. Je prokazano, ze vSechny kolicinové kanaly jsou dependentni na
transmembranovém napéti a oteviraji se pfi pozitivni a zaviraji pfi negativni voltazi.
K dal§imu priniku do membrany a formaci iontovych kanali tedy vede pozitivni voltaz
dodana zavienym kanalim [38]. Dalsi faktor, ktery reguluje otevirdni kanald, je pH: pii
neutralnim pH se kanaly oteviraji fddové v minutach, pti poklesu pH na 3,5 probiha proces
otevirani fadové v milisekundach [31]. Vznik pora (iontovych kanali) ma za nasledek
depolarizaci cytoplazmatické membrany, Unik kalia, hoi¢iku a inhibici makromolekularni
syntézy [31, 287]. Imunitu bunky ke kolicinu zajiStuje imunitni protein, maly polypeptid o
11-18 kDa, ktery je kodovan tim samym plazmidem jako kolicin. Zajimavou skutecnosti je,
ze imunitni protein nechrani bunku pied vlastnim kolicinem (polarita transmembranového
potencialu je opacna nez je vyzadovano k otevieni poru), ale chrani buiiku pied kolicinem,
ktery je exogenni, nejspise produkovany bunkou sousedni [38]. Imunitni protein rozeznava a
interaguje s C-terminalni doménou sobé piibuzného kolicinu ve vnitini membrané bunky [10,
177] a dokdze bud’ zabranit otevieni kandlu a nebo blokovat kanal, ktery byl jiz otevien [38].
Pfestoze je exprese imunitniho proteinu podstatné nizsi, nez je produkce kolicinu, je jeho
funkce dostacujici, nebot’ se predpokladé laterdlni difize imunitniho proteinu membranou a
tim zajiSténi promptniho rozeznani C-termindlni domény kolicinu, kterd je zodpovédna za
tvorbu poéru [93, 322].

Koliciny s nukleasovou aktivitou:

Koliciny s nukleasovou aktivitou se déli do dvou skupin — na ty, které ptisobi v cytoplazmé a
na koliciny interferujici s biosyntézou peptidoglykanu v periplazmé (kolicin M). Cilovou
strukturou vétSiny kolicini s enzymatickou aktivitou jsou fosfodiesterové vazby piitomné
v DNA (DNA-asy), 16S rRNA (rRNA-asy) a tRNA (tRNA-asy). Predpokladem toho, aby
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kolicin s nukleasovou aktivitou mohl pisobit v cilové burice, je jeho transport pies vnitini
membranu buiiky. O tomto procesu je znamo doposud jen velmi madlo, ptibyva vsak
informaci, ze prvnim krokem translokace pies vnitini membranu je asociace enzymaticky
pusobiciho kolicinu s aniontovymi fosfolipidy. Interakci s aniontovymi fosfolipidy dochéazi ke
strukturdlnim zméndm DNA-asovych a RNA-asovych domén kolicinti [308]. U kolicint
pusobicich DNA-asovym mechanismem byla popsana i moznost tvorby port [186], avSak
tvorba kanalti nevede v tomto piipadé ke smrti cilové burnky, nybrz slouzi k translokaci DNA-
as vnitfni membranou cilové buiiky. Aktivni ¢ast kolicinu je opét lokalizovana v C-terminalni
doméné kolicinu (o 90-130 aminokyselinach). DNA-asové koliciny (E2, E7, ES8, E9) [44, 127,
262] jsou na kovech dependentni enzymy, které jsou slozeny z centralniho 3vlaknového -
listu obklopeného helixy. Jadrem DNA-asové kolicinové aktivity je tzv. H-N-H motif (34
aminokyselinova sekvence, objevena v r. 1994 Stubem, jejiz pfitomnost byla jiZ popsana ve
vice nez 500 enzymech vcetné téch, které se ucastni apoptdzy u savetr) [93, 322]. Disledkem
DNA-asové¢ aktivity na fosfodiesterové vazby dvouvldknové DNA (v ptfipad€ kolicinu E9 1
jednovlaknové DNA) je smrt cilové bunky. Koliciny s RNA-asovou aktivitou (E3, E4, E5,
E6, kloacin a kolicin D) nevyzaduji jako kofaktor metalicky ion (na rozdil od DNA-asovych
kolicinti), a vedou Kk lyze bunky stépenim fosfodiesterovych vazeb obsaZzenych v RNA a tim
inhibici syntézy proteinti. Koliciny E3, E4, E6 a kloacin §té€pi 16S rRNA a kolicin ES spolu
s kolicinem D §tépi tRNA [38]. Experimentalné bylo prokazano, ze i uc€inek kolicinu E3 je pH
dependentni [31]. VSechny nukleasové koliciny opoustéji buiiku se sobé vlastnim imunitnim
proteinem. Imunitni proteiny enzymaticky piisobicich kolicinli maji obvykle velikost 10 kDa,
vazi se na C termindlni doménu ptislusného kolicinu a vytvareji tak heterodimerovy komplex.
Je znam dvoji mechanismus inaktivace enzymaticky puasobiciho kolicinu imunitnim
proteinem: zablokovani enzymaticky aktivniho mista kolicinu (tento mechanismus plati pro
koliciny, jejichz cilem je tRNA) — tzn. dochazi k napodobeni substratu RNA. Druhym
mechanismem je pak zablokovani mista pro substrat (kolicin) — timto zptisobem realizuji sviij
ucinek imunitni proteiny kolicinti s DNA-asovou a rRNA-asovou aktivitou [38].

Kolicin M

Kolicin M je 28-kDa bakteriocin, ktery byl poprvé popsan v roce 1974 Braunem et al. [23]. Je
lokalizovan v periplazmé, ukotven do cytoplazmatické membrany. Jeho ucinek je namifen
proti bakteridlnimu mureinu a pusobi cytotoxicky na cilovou buitku mechanismem inhibice
syntézy peptidoglykanu [22, 105].

1.6.4. Vyznam Kkolicint v klinické mediciné

Koliciny podle dostupnych poznatktt mohou / by mély hrat dulezitou roli v patogenezi
idiopatickych stfevnich zanéti a kolorektadlniho karcinomu. Lze ptedpokladat, Zze u
idiopatickych stfevnich zanétl koliciny ovliviiuji miru zanétlivé reakce. Bylo konstatovano,
ze obzvlast’ patogenni Escherichia coli vyznacujici se adhezivnimi vlastnostmi mize mit u
pacientt s ulcerdzni kolitidou vyznam v patogenezi nemoci. Adhezivita (a zvySend povrchova
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hydrofobicita) jsou pfitom vlastnosti determinované col-plazmidy [31, 59]. Bure$ et al.
zkoumal kolicinogenii u pacientl s idiopatickymi stfevnimi zanéty: nebyl zjistén signifikantni
rozdil v kolicinogenii mezi pacienty s idiopatickym stievnim zanétem a skupinou kontrolni;
test bunécné precitlivélosti pacientll s idiopatickym stfevnim zanétem na koliciny
produkované vlastnimi sttevnimi bakteriemi (konkrétné test inhibice migrace leukocytti) vSak
vySel abnormalné (ve smyslu stimulované i inhibované migrace leukocytl) u 36 % pacientti
s ulcerozni kolitidou, resp. 80 % pacientli s Crohnovou chorobou, coz ve srovnani se skupinou
kontrolni znaci signifikantni rozdil. Vysledky nekorelovaly s trvanim, aktivitou a ani 1écbou
onemocnéni. Abnormalni migrace leukocytl je povazovana za pritkaz bunééné precitlivélosti
pacientt s idiopatickymi stfevnimi zanéty na koliciny sob¢ vlastnich kmenti Escherichia coli.
Zajimavym faktem také je to, Ze kolicin K byl u pacientl s ulcer6zni kolitidou zaznamenan
pouze u jedné osoby, kdezto u zdravych jedinci se kolicin K vyskytuje bézné [31]. Na poli
kolorektalniho karcinomu uplatiiuji koliciny sviij anti-neoplasticky efekt. Vysledky studie
Bure§ et al. prokazuji signifikantni rozdil v kolicinogenii u pacienti s kolorektalnim
karcinomem (zjiSténa pouze ve 40 %; 42/105) ve srovnani se skupinou kontrolni (zjisténa v
64 %; 102/160) [31]. Dulezité je zjisténi, Ze kolicinogenie u pacientti s kolorektalnim
karcinomem nekoreluje s klinickym stavem onemocnéni, stadiem (hodnoceno podle Dukese)
a ani s nadorovymi markery (zkouman byl CEA, CA 19-9, AFP, Cancer serum index (al-
orosomukoid / prealbumin), kyselina sialova, lysozym). Zastoupeni kolicini u pacienta
S kolorektalnim karcinomem a u jedinch ve skupiné kontrolni se také liSilo: u pacient
snadorem byl podstatné castéji zjistén kolicin B a M (koliciny s experimentdlné
neprokazanym protinadorovym efektem), naproti tomu kolicin K (s anti-neoplastickym
ucinkem) byl zjistén pouze u 2 pacientti (2/105; 2 %), u zdravych osob vsak v 13 %. Absence
kolicinogenni Escherichia coli a absence korelace se zminénymi faktory (klinicky stav,
staddium onemocnéni, nadorové markery) u pacientii s kolorektalnim karcinomem vede
k zavéru, Ze spiSe nez ze by byla abnormalni a sniZzena kolicinogenie u pacientt
s kolorektalnim karcinomem projevem / dusledkem nemoci, méla by hrat roli ve vzniku a
vyvoji kolorektalniho karcinomu [31].

Z experimentalnich studii vyplyva, Ze leukemické bunky (lidské i myS$i) jsou in vitro velmi
citlivé na ucinek kolicinti. Normalni leukocyty se naopak vyznacuji pomérné¢ malou citlivosti
viiéi kolicintim [75]. Studie s leukemickymi my$imi buiikami provadél i Smarda. V pokusech
S kolicinem E3 prokdzal za podminek in vitro inhibici proliferace mysich leukemickych
bunck [273]. Podobné i na HeLa buiky (epitelidlni buitky odvozené z lidského karcinomu
délozniho c¢ipku) prokazuji nékteré koliciny (obzvlast’ kolicin E3) anti-neoplasticky efekt
[273, 276]. Jiné koliciny (napf. kolicin E2 nebo kolicin D) toxicky efekt na HelLa buiky
nemaji. Z jedné z dalSich experimentdlnich studii vyplyva, Ze buiky kolorektalniho
adenokarcinomu byly vuéi bakteriocinim podstatné citlivéj$i nez normalni bunky stfevni
sliznice [78]. Smarda také prokazal cytotoxicky efekt kolicinu E3 na buiky lidského
karcinomu prsu [278]. In vivo (studie na mySich) bylo prokdzano, Ze bakteriociny inhibuji
fibrosarkom [31]. Chumchalové se Smardou zkoumali v podminkéach in vitro uéinek kolicint
A, E1, E3 a U na lidské fibroblasty a lidské linie nddorovych bunék, které se vyznacovaly
mutaci genu p53. Kolicin E3 a U neprokazovaly zadny inhibi¢ni uc¢inek na bunééné linie,
kdeZto kolicin E1 (s jednou vyjimkou) a kolicin A inhibovaly rast vSech linii. Z této studie
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vyplyva, ze inhibi¢ni ucinek kolicinu zavisi na specificité kolicinu a senzitivité cilové bunky a
miize se za optimdlnich podminek stat cytotoxickym [130]. Predpokladd se troji anti-
neoplasticky mechanismus uc€inku kolicinu: piimy efekt, zprostfedkovany stimulaci
imunitnitho systému a pravdépodobné ptes ovlivnéni cAMP [31]. Koliciny lze pouzit i
k diagnostice: kolicin Js byl vyuzit k prikazu pfitomnosti enteroinvazivnich kmend
Escherichia coli. Tyto kmeny jsou totiz na rozdil od ostatnich kmenti Escherichia coli citlivé
vici kolicinu Js. Test s kolicinem Js byl popsan Hordkem et al. [119] a svého uplatnéni dosel
v oblasti diferencidlni diagnostiky enteroinvazivnich enterokolitid a casnych stadii
idiopatickych stievnich zanéta [30, 31].

1.6.5. Mikrociny a dalsi bakteriociny

Mikrociny jsou antibakteridlni peptidy s molekulovou hmotnosti do 10 kDa. Jsou
produkovany v ptipad¢ deplece zivin. Kddovany jsou bud’ plazmidy nebo chromozomalng;
syntetizovany jsou na rozdil od vétSiny antibiotik mikrobidlniho piivodu ribozomalné ve
formé prekurzori a ty jsou postoupeny ndsledné enzymatické modifikaci. Prozatim bylo
identifikovano 14 mikrocint, z nichZ pouze 7 bylo izolovano a charakterizovano. Mikrociny
disponuji velmi variabilni strukturou, coZz koreluje s rozdilnymi mechanismy u¢inku.
V posledni dob€ je vyzkumu struktury, vlastnosti a mechanismu plsobeni mikrocini
vénovana velka pozornost [68]. Rozdéleni mikrocint viz Tabulka 2.

Dalsimi bakteriociny jsou pesticiny — produkované Yersinia pestis [102], klebiciny/klebociny
— produkované kmeny Klebsiella [38], kloaciny — produkované Enterococcus cloacae,
pyociny — produkované Pseudomonas spec. [138], lantibiotika, [58, 109] a megaciny —
produkované gram-pozitivni bakterii Bacillus megaterium [38].
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Organizace kolicinovych operonii:

P s0s: sos promotory

P im: imunitni promotory
T: transkripcni terminétory
1 — gen pro kolicin

2 — gen pro imunitni protein

3 —gen pro lysis protein

(ptevzato z Cascales et al. [38])
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Tabulka 1. Zakladni prehled a mechanismus ucinku kolicini

Skupina A Kkolicinii (import pomoci Tol systému proteini):

Kolicin A...........coeeiiinnian. receptor Btub....................... tvorba port
El..oooooiii, receptor Btub....................... tvorba port
E2-E7—-E8—E9... receptor Btub....................... DNA-asa
E3-E4-E6.......... receptor Btub...................... 16S rRNA-asa
ES o receptor Btub........................ tRNA-asa
K tvorba port
N tvorba port
U e tvorba port
Kloacin. ....oueeiii e 16S rRNA-asa
S1,S4, Y, Js, Lo tvorba pori

Skupina B kolicint (import pomoci Ton systému proteinii):

KoliCin B tvorba poru
D tRNA-asa
[a, Ib. e tvorba pora
M inhibice syntézy peptidoglykenu
TR 1 tvorba port

(ptevzato z Cascales et al. [38])
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Tabulka 2. Zakladni prehled a mechanismus uc¢inku mikrocini

Skupina I mikrocini (molekulova hmotnost <5 kDa; kodovany plazmidy;
podléhaji posttransla¢ni modifikaci):

Mikrocin B17........................ inhibitor DNA gyrasy
C7/C51..cceinnn... inhibitor aspartyl-tRNAsyntetasy
5. inhibitor RNA polymerasy

Skupina II mikrocini (molekulova hmotnost 5-10 kDa):

Podskupina ITa (kddovany plazmidy; bez posttranslaéni modifikace)

MikrocinL...................... tvorba pora (Morin et al. 2011)
Vi, tvorba port
24 nespecifikovan

Podskupina I1b (kodovany chromozomalné; mozna posttranslaéni modifikace)

E492............... tvorba port
Mo nespecifikovano
H47................. tvorba pora
47 i nespecifikovano

(ptevzato z Duquesne et al. [68])
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1.7. Vychodiska disertacni prace

Koliformni bakterie nepochybné hraji dilezitou roli v etiopatogeneze idiopatickych stfevnich
zanétl (podrobnéji viz kapitola 1.4.). Z publikovanych praci je ziejmé, ze se také podileji na
nékterych dil¢ich etapach komplexni nadorové biologie kolorektalniho karcinomu (podrobnéji
viz kapitola 1.3.). Pfes zna¢né mnozstvi publikovanych praci vSak tyto otazky nejsou
definitivné objasnény. Proto kazdy novy poznatek v této oblasti je mimotadné dilezity a
cenny.

Mikrobiota tlustého stieva mohou hrat roli v patogeneze idiopatickych stfevnich zanétd a
kolorektalniho karcinomu dvojim zptisobem. Za prvé, ,,normalni“ (tj. autochtonni) koliformni
bakterie mohou byt antigennim spoustééem imunopatologické reakce makroorganismu. Za
druhé, stfevni bakterie mohou svymi produkty pisobit protektivné nebo permisivné na
patologické procesy sliznice tlustého stieva.

V soucasné dobg je jiz mozno koliformni bakterie detailn€ charakterizovat. Formulovali jsme
pracovni hypotézu, Ze rlizné useky tlustého stfeva na slizni¢ni rovni kolonizuji genotypicky
odlisné rody Escherichia coli.

Pro studium prvni oblasti, tedy pro studium imunopatologické reakce makroorganismu na
autochtonni bakterie, jsme zvolili poriny. Poriny jsou latky proteinové povahy ve vngjsi
membrané gramnegativnich mikroorganismi (podrobnéji viz kapitola 1.5.). Slouzi piedevsim
k tvorb¢ kanalt umoznujicich vstup hydrofilnich substanci, obzvlast’ nutrientt, do bakterialni
buiiky. Z dosavadnich poznatkli vyplyva, Ze poriny jsou vyznamné antigenni. Tvorba anti-
porinovych protilatek by tak mohla byt ,.komplexnim* ukazatelem imunopatologické reakce
lidského organismu na autochtonni koliformni bakterie. Vyslovili jsme pracovni hypotézu, ze
tvorba anti-porinovych  protilatek  makroorganismem je odliSna u  zdravych
(asymptomatickych) osob a u pacientii s idiopatickymi stievnimi zanéty, adenomy tlustého
stteva a s kolorektalnim karcinomem.

Pro studium druhé oblasti, tedy moznych ucCinkti latek bakterialniho pavodu na
makroorganismus, jsme zvolili koliciny. Koliciny tvoii heterogenni skupinu peptidi a
proteind, které maji nejen antibiotické U€inky na bakterie stejného rodu, ale piisobi také na
normalni a nddorové eukaryotické buiiky (podrobnéji viz kapitola 1.6.). Velmi diilezité jsou
nové poznatky, Ze koliciny mohou mit vedle antibiotického uc¢inku také efekt probioticky a Ze
ovliviiuji apoptozu. Formulovali jsme pracovni hypotézu, ze kolicinogenie je odlisnd mezi
zdravymi osobami a nemocnymi s idiopatickymi stievnimi zdnéty, adenomy tlustého stfeva a
S kolorektalnim karcinomem.
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2. Cile prace

2.1. Stanoveni anti-porinovych protilatek

e Zavést metodiku a vySetfit sérové anti-porinové protilatky (proti OmpC porinim
Escherichia coli) u pacientd 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.

2.2. Bakteriologické vySetreni bioptickych vzorkii z tra¢niku a

stanoveni kolicinogenie koliformnich baktérii

Zavést metodiku bakteriologického vySetieni bioptickych vzorkt tlustého stfeva
odebranych pii koloskopickém vySetteni.

Stanovit bakteriocinogenii a genotypy izolovanych koliformnich bakterii u pacientt
s idiopatickymi stfevnimi zanéty, kolorektalnim adenomem a karcinomem a u
kontrolnich zdravych osob.

Stanovit jednotlivé kolicinogenotypy, urCit jejich prevalenci u vysSetfenych skupin
osob a hodnotit rozdily ve vyskytu podle mechanismu ucinku kolicinii, zptisobu
translokace pies zevni membranu Escherichia coli a podle skupinové rezistence a
tolerance kolicinil.

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

srovnani s kontrolnimi osobami.
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3. Stanoveni anti-porinovych protilatek u pacienti s idiopatickymi
stievnimi zanéty, adenomy tlustého stireva a kolorektalnim
karcinomem

Vysetiované anti-porinové protilatky jsou namiteny proti OmpC porinim lokalizovanym ve
vnéj$i membrané gramnegativnich bakterii Escherichia coli. (Obr. 3.a.-3.c.). Spolutcast
bakterii gastrointestindlniho traktu v etiopatogenezi idiopatickych stfevnich zanéti a
kolorektalniho karcinomu dnes jiz neni zpochybiiovana. Byt nebyla doposud v zadné studii
publikovana asociace zvySeného vyskytu anti-porinovych protilatek s kolorektalnim
karcinomem, lze se domnivat, ze budou zvySené¢ hodnoty tohoto sérologického markeru
zjiStovany nejen u pacientd s Crohnovou chorobou a ulcerdzni kolitidou, ale i u pacientii
s rakovinou tlustého stieva. Stanoveni anti-porinovych protilatek by mohlo vést k simplifikaci

diagnostického algoritmu téchto zavaznych tlustostievnich patologii.

3.1. Metodika

Ke stanoveni anti-porinovych protilatek byly kromé& souboru kontrol (Obr. 3.1.1.1.-3.1.1.2.)
vybrany 4 skupiny pacientt: pacienti s Crohnovou chorobou (Obr. 3.1.2.1.-3.1.4.4)),
ulcerdzni kolitidou (Obr. 3.1.5.1.-3.1.5.4.), kolorektalnim adenomem (Obr. 3.1.6.1.-3.1.6.4.)
a kolorektalnim karcinomem (Obr. 3.1.7.1.-3.1.7.4.). Celkem bylo vySetfeno 85 pacientl
s Crohnovou chorobou (36 muzi, 49 zen, ve véku 20-79 let, pramér 43+14, median 42 let),
26 pacientt s ulcerdzni kolitidou (9 muzii, 17 Zen, ve véku 20-74 let, prumér 44+16, medidn
40 let), 22 pacientl s kolorektalnim adenomem (11 muza, 11 Zen, ve véku 26-79 let, pramér
65+12, median 64 let) a 11 pacientt s kolorektalnim karcinomem (9 muzi, 2 Zeny, ve véku
50-83 let, primér 6611, median 65 let). Kazdy pacient podepsal pied provedenim krevniho
odbéru informovany souhlas se stanovenim anti-porinovych protilatek (viz p¥Filoha).
Kontrolni skupinu tvofilo 45 zdravych dobrovolnik — déarct krve (24 muza, 25 Zen, ve véku
20-58 let, pramér 38+10, median 35 let).

Samotny odbér byl realizovan bud’ v tivodu diagnostické koloskopie pti obvyklé aplikaci
periferniho Zilntho katetru nebo v ramci laboratornich odbérGi pfi pravidelné kontrole
Vv gastroenterologické poradné. Vzdy bylo do 1 zkumavky odebrano 5 ml srazlivé krve.
Zkumavky byly poté transportovany na Ustav klinické imunologie a alergologie LFUK a
FNHK, kde byla plna krev ihned po pfijeti centrifugovéana, sérum separovano a zamrazeno na
-30 stupiid Celsia. Po dosazeni vhodného poctu vzorki od pacientii (obvykle 40) byly proti-
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porinové protilatky vysetfeny. 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 tfidé IgA (Obr. 3.1.8.1.).

Ziskané vysledky byly statisticky zpracovany s pomoci statistického softwaru Statistica.
Byly vypocteny zakladni popisné statistiky a provedeno porovnani jednotlivych soubort

pomoci neparového t-testu.

Projekt byl schvalen Etickou komisi Univerzity Karlovy v Praze, Lékatskou fakultou
vV Hradci Kralové. Pfi vlastnim provadéni studie a pii vyhodnoceni ziskanych vysledkid byla
zajiSténa ochrana osobnich udaji vysetienych osob v souladu s Metodickym navodem
Ministerstva zdravotnictvi CR (K zabezpeceni a ochrané udajii v informacnich systémech
provozovanych ve zdravotnickych zarizenich uverejnény ve Véstniku MZCR, cdastka 6/1994
S odvolanim na ustanoveni paragrafu 55 odstavec 2, pismeno d) zdakona 230/1996 Sbirky o

péci o zdravi lidu v platném znéni).
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Obr. 3.a. Escherichia coli — gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢inkovita bakterie.
1 - DNA, 2 —cytoplazma, 3 — buné¢na membrana, 4 - bic¢ik

Obr. 3.b. Struktura Escherichia coli: 1 — jadro, 2 — ribozomy, 3 — cytosol, 4 — plazmaticka
membrana, 5 — periplazma, 6 — buné¢na sténa, 7 — zevni membrana, 8 - bicik
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Obr. 3.c. Detailni struktura membrany Escherichia coli:
1 — zevni membréna
2 — periplazmaticky prostor
3 — vnitfni membréana
4 — lipopolysacharidy
5 — porin obsaZzeny v zevni membrané
6 — lipoprotein
7 — peptidoglykan
8 — protein obsaZeny ve vnitini membrané

9 — oblast cytoplazmy

35



Obr. 3.1.1.2.

Endoskopicky obraz:
Obr. 3.1.1.1. Terminalni ileum: fyziologicky nalez
Obr. 3.1.1.2. Fyziologicky tlustostfevni nalez (colon transversum; sliznice je jemna, hladka,

leskla, s dobfe patrnou podslizni¢ni cévni kresbou)
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Obr. 3.1.2.1. Obr. 3.1.2.2.

Obr. 3.1.2.3. Obr. 3.1.2.4.

Endoskopicky obraz:

Obr. 3.1.2.1. Crohnova choroba — eroze terminalniho ilea

Obr. 3.1.2.2. Crohnova choroba — ulcerace terminalniho ilea
Obr. 3.1.2.3. Crohnova choroba — tézké postizeni analniho kanalu
Obr. 3.1.2.4. Crohnova choroba — tézka kolitida
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Obr. 3.1.3.1. Obr. 3.1.3.2.

Obr. 3.1.3.3. Obr. 3.1.3.4.

Endoskopické obrazy komplikovanych forem Crohnovy choroby:

Obr. 3.1.3.1. Crohnova choroba — stenozujici postizeni v oblasti Bauhinské chlopné
Obr. 3.1.3.2. Crohnova choroba — tenkostievni stenoza s ulceraci

Obr. 3.1.3.3. Crohnova choroba — zanétliva a stenozujici forma, tenkostfevni postizeni

Obr. 3.1.3.4. Crohnova choroba — fistulujici forma, vnitini usti pistéle v oblasti svéraci
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Obr. 3.1.4.1. Obr. 3.1.4.2.

Obr. 3.1.4.3. Obr. 3.1.4.4.

Komplikace Crohnovy choroby — zobrazeni klasickou enteroklyzou, MR a CT

Obr. 3.1.4.1. Crohnova choroba — stendza v oblasti jejuna s prestenotickou dilataci
(zobrazeno pfi klasické enteroklyze)

Obr. 3.1.4.2. Crohnova choroba — stendza terminalniho ilea (MR enterografie)

Obr. 3.1.4.3. Crohnova choroba — infiltrat (formujici se absces) v malé panvi (CT)

Obr. 3.1.4.4. Crohnova choroba — fistulujici forma, entero-vezikalni pistél (CT; v mocovém

méchyfi patrny bublinky plynu)
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Obr. 3.1.5.1. Obr. 3.1.5.2.

Obr. 3.1.5.3. Obr. 3.1.54.

Endoskopicky obraz:

Obr. 3.1.5.1. Stfedné aktivni ulcer6zni kolitida (erytém, absence podslizni¢ni cévni kresby,
granularni vzhled sliznice, eroze)

Obr. 3.1.5.2. T¢zka ulcerdzni kolitida (ulcerace)

Obr. 3.1.5.3. Tézka ulcerdzni kolitida (ulcerace, spontanni krvaceni, hojeni ve formé
zanétlivych polypl)

Obr. 3.1.5.4. Slizni¢nimi mustky zhojena ptivodné vysoce aktivni ulcerdzni kolitida
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Obr. 3.1.6.1. Obr. 3.1.6.2.

Obr. 3.1.6.3. Obr. 3.1.6.4.

Endoskopicky obraz:

Obr. 3.1.6.1. Pfisedly polyp adenomového vzhledu v rektu

Obr. 3.1.6.2. Stopkaty polyp adenomového vzhledu v sigmatu

Obr. 3.1.6.3. Pokrocily kolorektalni adenom (tubovil6zni adenom nizkého stupné dysplazie)
Obr. 3.1.6.4. Pokrocily kolorektalni adenom (tubovil6zni adenom vysoké stupné dysplazie

vV NBI zobrazeni — narrow band imaging = ziizeny pas svétla)
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Obr. 3.1.7.1. Obr. 3.1.7.2.

Obr. 3.1.7.3. Obr. 3.1.7.4.

Endoskopicky obraz:

Obr. 3.1.7.1. Pokro¢ily kolorektalni karcinom (zobrazeni v bilém svétle s vysokym
rozliSenim)

Obr. 3.1.7.2. Pokro¢ily kolorektalni karcinom (stejny nalez v NBI zobrazeni)

Obr. 3.1.7.3. Pokro¢ily, exulcerovany kolorektalni karcinom

Obr. 3.1.7.4. Pokro¢ily, stenozujici kontaktné i spontanné krvacejici kolorektalni karcinom
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Obr. 3.1.8.1. Princip ELISA (elisa enzyme-linked immunosorbent assay):

Do reakce vstupuje antigen (porin C, pfipraveny vyrobcem) a protilatka ze séra pacienta.
Vznika neviditelny a nemétitelny imunokomplex, ktery vizualizujeme piidanim antiséra
konjugovaného s enzymem. Po ptidani substratu pro dany enzym se substrat rozklada za

vzniku barevného produktu, jehoZ absorbance je méfena.
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3.2.  Vysledky

U kontrolnich osob byla priméma hodnota vypoctenych anti-porinovych protilatek
18,8+10,7 U/ml (podrobnéji viz Tabulka 3.2.1.1.). Vyrobcem doporu¢ena normalni hodnota
je <20 U/ml, Seda zéna 20-25 U/ml, hodnoty >25 U/ml jsou povazovany za patologické. U
vsech kontrolnich osob byly vypoctené hodnoty anti-porinovych protilatek nizsi nez 57,8
U/ml. U pacientd s Crohnovou nemoci (CN) byla normalni hodnota anti-porinovych
protilatek zjisténa pouze u 22/85 vysetienych osob (26 %), u pacientl s ulcer6zni kolitidou
(UC) u 6/26 (23 %), ve skupiné pacientl s kolorektdlnim karcinomem u 2/11 (18 %). U
pacientil s kolorektalnim adenomem byla normalni hodnota proti-porinovych protilatek
zjisténa u 12/22 (55 %). Primérnd hodnota vypoctenych proti-porinovych protilatek byla ve
skupiné pacientt s CN 41,8429,5 U/ml, ve skupiné pacientd s UC 28,9+13,0 U/ml,
kolorektalnim karcinomem 36,7+14,6 U/ml, kolorektalnim adenomem 22,3+12,7 U/ml).

Podrobné udaje popisné statistiky - viz Tabulka 3.2.1.2.- 3.2.1.5., Graf 3.2.1.

Statisticky vyznamné rozdily anti-porinovych protilatek byly shledany u skupiny kontrolni a u
skupiny pacientit s CN (kontrolni skupina: 18,8+10,7 U/ml, CN: 41,8+29,5 U/ml; p<0,001; 1-
=0,999) — Tabulka 3.2.2.1., u skupiny kontrolni a u skupiny pacienti s UC (kontrolni
skupina: 18,8+10,7 U/ml, UC: 28,9+13,0 U/ml; p<0,001; 1-p=0,940) — Tabulka 3.2.2.2., u
skupiny kontrolni a u skupiny pacientli s anamnézou kolorektadlniho karcinomu (kontrolni
skupina: 18,8+10,7 U/ml, kolorektalni karcinom: 36,7+£14,6 U/ml; p<0,001; 1-p=0,996) —
Tabulka 3.2.2.3. Nebyla prokazana statisticky vyznamna diference u skupiny kontrolni a u
skupiny pacientli s kolorektalnim adenomem (kontrolni skupina: 18,8+10,7 U/ml, adenom:

22,3+12,7 U/ml; p=0,253; 1-8=0,211) — Tabulka 3.2.2.4.

Nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami proti-porinovych protilatek u
nemocnych s kolorektadlnim karcinomem a skupinou pacienti s CN (kolorektalni karcinom:
36,7£14,6 U/ml, CN: 41,8429,5 U/ml; p=0,578; 1-p=0,086), mezi skupinou pacientli
S kolorektalnim karcinomem a nemocnymi s UC (kolorektélni karcinom: 36,7+14,6 U/ml,
UC: 28,9+13,0 U/ml; p=0,115; 1-p=0,366), mezi skupinou pacientli s kolorektalnim
adenomem a skupinou nemocnych s UC (kolorektalni adenom: 22,3+12,7 U/ml, UC:
28,9+13,0 U/ml; p=0,083; 1-p=0,426).

Byla zjisténa statisticky vyznamna diference hodnot anti-porinovych protilatek pacientii s CN
a nemocnych s kolorektalnim adenomem (CN: 41,8+29,5 U/ml, kolorektalni adenom:
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22,3+12,7 U/ml; p=0,003; 1-p=0,857) — Tabulka 3.2.3.1., mezi skupinou pacientti s CN a
pacienty s UC (CN: 41,8+29,5 U/ml, UC: 28,9+13,0 U/ml; p=0,033; 1-p=0,581) — Tabulka
3.2.3.2., mezi skupinou nemocnych s kolorektalnim karcinomem a pacienty s kolorektalnim
adenomem (kolorektalni karcinom: 36,7+14,6 U/ml, kolorektalni adenom: 22,3+12,7 U/ml;
p=0,006; 1-B=0,835) — Tabulka 3.2.3.3.

Primérnad hodnota vypoctenych proti-porinovych protilatek s CN a postizenim pouze tlustého
stieva byla 30,8+27,2 U/ml, postizenim tenkého stfeva 36,9+23,9 U/ml a postizenim tenkého
i tlustého stfeva 45,1+30,6 U/ml. Podrobné udaje popisné statistiky - viz Tabulka 3.2.4.1.-
3.2.4.3., Graf 3.2.2.

Statisticky vyznamné rozdily hodnot anti-porinovych protilatek byly prokdzany mezi
kontrolni skupinou a pacienty s CN postihujici pouze tenké stfevo (kontrolni skupina:
18,8£10,7 U/ml, CN s postizenim tenkého stfeva: 36,9+23,9 U/ml; p<0,001; 1-p=0,973) —
Tabulka 3.2.5.1., mezi kontrolni skupinou a pacienty s CN postihujici pouze tlusté stievo
(kontrolni skupina: 18,8+£10,7 U/ml; CN s postizenim tlustého stteva: 30,8+27,2 U/ml;
p=0,019; 1-p=0,677) — Tabulka 3.2.5.2., mezi kontrolni skupinou a pacienty s CN postihujici
tenké 1 tlusté stievo (kontrolni skupina: 18,8+10,7 U/ml, CN s postizenim tenkého 1 tlustého
stieva: 45,1+30,6 U/ml; p<0,001; 1-p=0,999) — Tabulka 3.2.5.3.

Nebyly shledany statisticky vyznamné diference proti-porinovych protilatek mezi skupinou
pacientll s CN postihujici tenké stievo a skupinou nemocnych s CN postihujici tlusté stievo
(CN s postizenim tenkého stteva: 36,9+23,9 U/ml, CN s postizenim tlustého stieva: 30,8+27,2
U/ml; p=0,559; 1-p=0,091), mezi skupinou pacientti s CN postihujici tenké stievo a skupinou
pacientli s CN postihujici tenké 1 tlusté stievo (CN s postizenim tenkého stfeva: 36,94+23,9
U/ml, CN s postizenim tenkého i tlustého stieva: 45,1+30,6 U/ml; p=0,387; 1-p=0,140), mezi
skupinou nemocnych s CN postihujici tlusté stfevo a skupinou pacienti s CN postihujici
tenké 1 tlusté sttevo (CN postihujici tlusté stievo: 30,8+27,2 U/ml, CN s postizenim tenkého i
tlustého streva: 45,1+£30,6 U/ml; p=0,125; 1-p=0,342).

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, zanétlivou a fistulujici formou 45,1+37,8 U/ml, kombinovanou
zanétlivou, stenozujici a fistulujici formou CN 44,5£26,6 U/ml — podrobné viz Tabulka
3.2.6.1.- 3.2.6.4., Graf 3.2.3.
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Byl nalezen statisticky vyznamny rozdil hodnot anti-porinovych protilatek mezi skupinou
kontrolni a jednotlivymi podskupinami nemocnych s CN. Kontrolni skupina: 18,8+10,7 U/ml
vs. CN, zanétliva forma: 31,64+23,4 U/ml; p=0,003; 1-p=0,874 - Tabulka 3.2.7.1.; kontrolni
skupina: 18,8+10,7 U/ml vs. CN, kombinovana zanétliva a stenozujici forma: 47,3+32,9
U/ml; p<0,001; 1-p=0,999 - Tabulka 3.2.7.2.; kontrolni skupina: 18,8+10,7 U/ml vs. CN,
kombinovana zanétliva a fistulujici forma: 45,1£37,8 U/ml; p<0,001; 1-p=0,987 - Tabulka
3.2.7.3.; kontrolni skupina: 18,8+10,7 U/ml vs. CN, kombinovana zanétliva, stenozujici a

fistulujici forma: 44,54+26,6 U/ml; p<0,001; 1-p=0,999 - Tabulka 3.2.7.4.

Nebyly nalezeny statisticky vyznamné diference hodnot proti-porinovych protilatek mezi
jednotlivymi podskupinami nemocnych s CN. CN, zanétliva forma: 31,6+23,4 U/ml vs. CN,
kombinovana zéanétlivd a stenozujici forma: 47,3+32,9 U/ml; p=0,076; 1-p=0,445; CN,
zénétliva forma: 31,6£23,4 U/ml vs. CN, kombinovand zanétliva a fistulujici forma:
45,1£37,8 U/ml; p=0,193; 1-p=0,264; CN, zanétlivda forma: 31,6+23,4 U/ml vs. CN,
kombinovana zanétliva, stenozujici a fistulujici forma: 44,5£26,6 U/ml; p=0,075 U/mL; 1-
=0,445; CN, kombinovana zanétlivda a stenozujici forma: 47,3£32,9 U/ml vs. CN,
kombinovana zanétliva a fistulujici forma: 45,1+37,8 U/ml; p=0,861; 1-p=0,054; CN,
kombinovana zanétliva a stenozujici forma: 47,3+32,9 U/ml vs. CN, kombinovana zanétliva,
stenozujici a fistulujici forma: 44,5+26,6 U/ml; p=0,738; 1-p=0,063; CN, kombinovana
zéanétliva a fistulujici forma: 45,1£37,8 U/ml vs. CN, kombinovana zanétliva, stenozujici a

fistulujici forma: 44,5+£26,6 U/ml; p=0,947; 1-f=0,051.

Tabulka 3.2.8.1. sumarizuje prumérny vék jedincu ve vySetienovych skupinach a primérnou

hodnotu jejich anti-porinovych protilatek.

Ve skupiné pacientd s Crohnovou chorobou nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily

V hodnot€ anti-porinovych protilatek mezi muzi a zenami.

Ve skupiné pacientll s adenomy mélo 16 pacientit z 22 (73 %) pokrocilou kolorektalni
neoplazii, 6 pacientt z 22 (27 %) nepokrocilou kolorektalni neoplazii. Hodnoty anti-
porinovych protilaitek mezi témito dvéma skupinami nedosdhly statisticky vyznamné
diference (pokrocily adenom: 22,0+12,8 U/ml, nepokrocily adenom: 23,0+13,5 U/ml;
p=0,871; 1-B=0,05).
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Tabulka 3.2.1.1. Kontrolni skupina (popisna statistika)

ek 45 38 35 20 58 10 27

Vé

OMP vypodcteno 45 18,9 18,3 5,3 57,8 10,7 56,6

Tabulka 3.2.1.2. Skupina pacientii s Crohnovou nemoci (popisna statistika)
Vék 85 43 42 20 79 14 33

OMP vypocteno 85 41,8 31,9 0,5 123,1 29,5 70,6

Tabulka 3.2.1.3. Skupina pacienti s ulcerézni kolitidou (popisna statistika)

Proménna Mmm Minimum | Maximum Sm. odch.

Vék 26 44 40 20 74 16 36

OMP vypocteno 26 28,9 26,8 10,2 63,0 13,0 45,1
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Tabulka 3.2.1.4. Skupina pacientii s kolorektalnim karcinomem (popisna statistika)

Vék 11 66 65 50 83 11 16

OMP vypocteno 11 36,7 42,4 11,7 59,9 14,6 39,9

Tabulka 3.2.1.5. Skupina pacientii s kolorektilnim adenomem (popisna statistika)
Vék 22 65 64 26 79 12 18

OMP vypodteno 22 22,3 17,7 6,2 50,6 12,7 57,0

Vysvétlivky:

OMP vypocteno: vypocétena hodnota anti-porinovych protilatek, Sm. odch.: smérodatna

odchylka, Var. koef. — varia¢ni koeficient
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Tabulka 3.2.2.1. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacientii s Crohnovou nemoci (neparovy t-test)

Pocet Smérodatna Smérodatna
platnych platnych’ odchylka CN odchylka
kontrolni kontroly

rozptyly | rozptyly

Proménna Primér CN

kontroly

Veék 43 38 2,1 128 0,036 85 45 14 10 19 0,019

OMP vypocteno 41,8 18,9 50 128 <0,001 85 45 29,5 10,7 7,6 0,000

Tabulka 3.2.2.2. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacienti s ulcerézni kolitidou (neparovy t-test)

o o Pocet - . | Smérodatna -
o Pramér Pramér " ” Smérodatna F - pomér p
] ucC kontroly e EHEaEr odchylka UC GE eyl rozptyly | rozptyly
kontrolni kontroly
Vék 44 38 1,7 69 0,088 26 45 16 10 2,3 0,018
OMP vypocteno 28,9 18,9 3,5 69 0,001 26 45 13,0 10,7 15 0,248
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Tabulka 3.2.2.3. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacientii s kolorektalnim karcinomem (neparovy t-test)

Smérodatna | Smérodatna

Proménna kzrgirr?g:n Iz)r:::':lr platnych | platnych odchylka odchylka Fr(;zpcz[rr:er rozpt I

y karcinom | kontrolni | karcinom kontroly ptyly ptyly
Veék 66 38 7,9 54 <0,001 11 45 11 10 1,0 0,895
OMP vypocteno 36,7 18,9 4,6 54 <0,001 11 45 14,6 10,7 1,9 0,149

Tabulka 3.2.2.4. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacienti s kolorektalnim adenomem (neparovy t-test)

Smérodatna | Smérodatna
t SV platnych | platnych odchylka odchylka
adenom | kontrolni adenom kontroly

F - pomér p
rozptyly | rozptyly

Prameér Prameér
adenom kontrolni

Proménna

Vék 65 38 9,4 65 <0,001 22 45 12 10 1,2 0,541

OMP vypocteno 22,3 18,9 1,2 65 0,253 22 45 12,7 10,7 14 0,333
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Tabulka 3.2.3.1. Statistické porovnani mezi skupinou pacientii s Crohnovou nemoci a skupinou pacienti s kolorektalnim adenomem
(neparovy t-test)

F - pomér p
rozptyly | rozptyly

Prameér Pramer latnych | platnych | SMerodatna qucfgﬁdﬁ(tgé
adenom platnych | pratnych |, y-hyika CN aden):Jm

Proménna CN

Veék 43 65 -6,4 105 <0,001 85 22 14 12 1,6 0,255

OMP vypocteno 41,8 22,3 3,0 105 0,003 85 22 29,5 12,7 54 0,000

Tabulka 3.2.3.2. Statistické porovnani mezi skupinou pacientii s Crohnovou nemoci a skupinou pacienti s ulcerozni kolitidou (neparovy
t-test)

Proménna Pramér Pramér UC t SV latnych | platnych e qufgzdﬁ(tgé = Bl P
CN platny platny odchylka CN Ué/ rozptyly | rozptyly
Vék 43 44 -0,1 109 0,953 85 26 14 16 1,2 0,574
OMP vypocteno 41,8 28,9 2,2 109 0,033 85 26 29,5 13,0 5,1 0,000
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Tabulka 3.2.3.3. Statistické porovnani mezi skupinou pacienti s kolorektalnim karcinomem a skupinou pacienti s kolorektalnim
adenomem (neparovy t-test)

Pramér Pramér Smeérodatna | Smérodatna F - bomér
Proménna . platnych | platnych odchylka odchylka P b
karcinom adenom " : rozptyly | rozptyly
karcinom | adenom karcinom adenom

Veék 66 65 0,3 31 0,778 11 22 11 12 12 0,772

OMP vypocteno 36,7 22,3 2,9 31 0,006 11 22 14,6 12,7 13 0,554

Vysvétlivky: OMP vypocteno: vypocitana hodnota anti-porinovych protilatek, CN: Crohnova nemoc, t: testové kritérium, sv: pocet stupiti

volnosti, p rozptyly: p hodnota pro rozptyly, UC: ulcer6zni kolitida
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Tabulka 3.2.4.1. Skupina pacientii s Crohnovou nemoci, postiZenim tlustého stireva
(popisna statistika)

Vék 13 45 43 22 64 13 29

OMP vypocteno 13 30,8 18,8 12,3 100,3 27,2 88,2

Tabulka 3.2.4.2. Skupina pacientii s Crohnovou nemoci, postiZenim tenkého stireva
(popisna statistika)

12 44 42 20 66 15

Vék

34

OMP vypodteno 12 36,9 27,8 14,7 93,4 23,9 64,8

Tabulka 3.2.4.3. Skupina pacientii s Crohnovou nemoci, postiZzenim tenkého i tlustého
stireva (popisna statistika)

60 43 42 22 79 15

35

Vék

OMP vypocteno 60 45,1 38,2 0,5 123,1 30,6 67,9
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Tabulka 3.2.5.1. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacientii s Crohnovou nemoci postihujici tenké stievo
(neparovy t-test)

Pramér Pramér Pocet Pocet Smeérodatna | Smérodatna F - pomér
Proménna o platnych platnych odchylka odchylka p rozptyly
ST | SN SO kontrolni | CN - tenké kontroly CN —tenké | "OZPWYIY
Veék 38 44 -1,4 55 0,156 45 12 10 15 2,1 0,090
OMP vypocteno 18,9 36,9 -3,9 55 <0,001 45 12 10,7 23,9 5,0 0,000

Tabulka 3.2.5.2. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacienti s Crohnovou nemoci postihujici tlusté stievo
(neparovy t-test)

Pramer Pramer Pocet Pocet Smérodatna | Smérodatna F - pomér
Proménna - . platnych platnych odchylka odchylka p rozptyly
Kemiraliy | Ch - kontrolni | CN - tlusté kontroly CN - tlusté TOZIE
Vék 38 45 -2,0 56 0,054 45 13 10 13 2,0 0,260
OMP vypocteno 18,9 30,8 -2,4 56 0,019 45 13 10,7 27,2 6,5 0,000
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Tabulka 3.2.5.3. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacientii s Crohnovou nemoci postihujici tenké a tlusté
stifevo (neparovy t-test)

a5 = Pocet = . | Smérodatna
a5 Primér Pocet 5 Smeérodatna =
e Pramér . 5 platnych odchylka | F - pomér
Proménna CN - tenké platnych z odchylka . p rozptyly
kontroly o . | CN —tenké CN —tlusté | rozptyly
a tlusté kontrolni 5 kontroly :
a tlusté ER] (]
Veék 38 43 -1,8 103 0,068 45 60 10 15 2,0 0,017
OMP vypocteno 18,9 45,1 -5,5 103 <0,001 45 60 10,7 30,6 8,2 0,000

Vysvétlivky: CN-tenké: Crohnova nemoc postihujici tenké stievo, CN-tlusté: Crohnova nemoc postihujici tlusté stfevo, CN-tenké a tlusté:

Crohnova nemoc postihujici tenké a tlusté stfevo
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Tabulka 3.2.6.1. Skupina pacientii s Crohnovou nemoci, zanétlivou formou (popisna
statistika)

Vék 23 38 34 20 64 14 36

OMP vypocteno 23 31,6 21,5 12,3 95,4 23,4 73,9

Tabulka 3.2.6.2. Skupina pacienti s Crohnovou nemoci, zanétlivou a stenozujici formou
(popisna statistika)

20 48 48 23 79 15

Vék

32

OMP vypodteno 20 47,3 40,9 3,7 123,1 32,9 69,6

Tabulka 3.2.6.3. Skupina pacientti s Crohnovou nemoci, zanétlivou a fistulujici formou
(popisna statistika)

13 38 32 24 57 12

31

Vék

OMP vypocteno 13 45,1 33,2 0,5 106,4 37,8 83,8

56



Tabulka 3.2.6.4. Skupina pacientii S Crohnovou nemoci, zanétlivou, stenozujici a
fistulujici formou (popisna statistika)

Proménna Minimum Maximum Sm. odch. | Var.

Vék 29 46 47 24 78 14 30
OMP vypocteno 29 44,5 38,7 3,8 106,4 26,6 59,9
Vysvétlivky:

OMP vypocteno: vypocitana hodnota anti-porinovych protilatek, Sm. odch.: smérodatna
odchylka, Var. koef. — varia¢ni koeficient
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Tabulka 3.2.7.1. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacientii s Crohnovou nemoci, zanétlivou formou (neparovy
t-test)

Pramér Pramér Pocet Smeérodatna | Smérodatna F - bomé&r
Proménna kontrol CN-z platnych | platnych | odchylka odchylka rozpt | rozpt I
y kontrolni kontroly CN-z ptyly ptyly
Veék 38 38 0,0 66 0,989 45 23 10 14 1,7 0,122
OMP vypocteno 18,9 31,6 -3,1 66 0,003 45 23 10,7 23,4 4,8 0,000

Tabulka 3.2.7.2. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacienti s Crohnovou nemoci, kombinovanou zanétlivou a
stenozujici formou (neparovy t-test)

Pramer Pramer Pocet Smeérodatna | Smérodatna F - pomér
Proménna - t SV platnych | platnych| odchylka odchylka p rozptyly
ey EiNFs kontrolni kontroly CN-zs FoZDIET
Vék 38 48 -3,1 63 0,003 45 20 10 15 2,1 0,038
OMP vypocteno 18,9 47,3 -5,3 63 <0,001 45 20 10,7 32,9 9,5 0,000
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Tabulka 3.2.7.3. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacienti s Crohnovou nemoci, kombinovanou zanétlivou a
fistulujici formou (neparovy t-test)

o o Pocet Smérodatna | Smérodatna
Primér | Priameér

F - pomér

Proménna - platnych | platnych | odchylka odchylka p rozptyly
SELUCLVE IS kontrolni kontroly CN-zf AP
Veék 38 38 0,1 56 0,915 45 13 10 12 1,3 0,519
OMP vypocteno 18,9 45,1 -4,2 56 <0,001 45 13 10,7 37,8 12,6 0,000

Tabulka 3.2.7.4. Statistické porovnani mezi skupinou kontrolni a skupinou pacienti s Crohnovou nemoci, kombinovanou zanétlivou,
stenozujici a fistulujici formou (neparovy t-test)

S R Pocet Smérodatna | Smérodatna F - pomér
Proménna ) t Y platnych | platnych | odchylka odchylka p rozptyly
el | G kontrolni kontroly CN-zsf FOZDIET
Vék 38 46 -2,9 72 0,005 45 29 10 14 1,8 0,079
OMP vypocteno 18,9 445 -5,8 72 <0,001 45 29 10,7 26,6 6,2 0,000

Vysvétlivky: CN-z: Crohnova nemoc, zanétliva forma, CN-zs: Crohnova nemoc, zanétliva a stenozujici forma, CN-zf: Crohnova nemoc,

zangtliva a fistulujici forma, CN-zsf: Crohnova nemoc, zanétliva, stenozujici a fistulujici forma
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Tabulka 3.2.8.1. Shrnuti zakladnich popisnych statistik jednotlivych zkoumanych

skupin
Kontrolni (45) 38+ 10 18,9 + 10,7
CN (85) 43 + 141 41,8+ 29,57
UC (26) 44 + 16 28,9+ 13,02
CA (22) 65+ 122 22,3+ 127
CC (11) 66 + 112 36,7+ 14,6°

Vysvétlivky: n: pocet jedincti ve skupin€, CN: Crohnova nemoc, UC: ulcerdzni kolitida, CA:
kolorektalni adenom, CC: kolorektalni karcinom, OMP: vypoctena hodnota anti-porinovych
protilatek; rozdil proti kontrolni skuping (neparovy t-test): * < 0,05; ? < 0,001
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Graf 3.2.1.

Primérna hodnota vypoctenych anti-porinovych protilatek (v U/ml) v kontrolni skupiné
(kontroly), ve skupiné pacientit s Crohnovou nemoci (CN), ulcer6zni kolitidou (UC),

kolorektalnim karcinomem (karcinom) a kolorektalnim adenomem (adenom).
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Graf 3.2.2.

Primérna hodnota vypoctenych anti-porinovych protilatek (v U/ml) v kontrolni skuping,
skuping pacientii s CN a izolovanym postizenim tlustého stieva (tlusté), CN a izolovanym
postizenim tenkého stteva (tenké) a CN s kombinovanym postizenim tenkého 1 tlustého stfeva

(ten+ttlusté).
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Graf 3.2.3.

Primérna hodnota vypoctenych anti-porinovych protilatek (v U/ml) v kontrolni skupiné
(kontroly), skupiné pacienti s CN a izolovanou zanétlivou formou (z), skupiné pacientti s CN,
kombinovanou zanétlivou a stenozujici formou (z+s), skupiné pacientd s CN, kombinovanou
zéanétlivou a fistulujici formou (z+f) a skupin€ pacientti s CN, kombinovanou zanétlivou,

stenozuyjici a fistulujici formou (z+s+f).
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3.3. Diskuse

Nase studie potvrdila zvySeny vyskyt anti-porinovych protilatek u pacientd s idiopatickymi
sttevnimi zanéty (IBD) a kolorektalnim karcinomem. Obé¢ tyto skupiny pacienti vykazuji pti
srovnani s kontrolnimi osobami statisticky vyznamnou diferenci v hodnoté proti-porinovych
protilaitek. Vysledky nasi prace podporuji asociaci pozitivity anti-porinovych protilatek
s komplikovanymi formami Crohnovy nemoci (stenozujici a fistulujici formou) a
tenkostfevnim postizenim pi1 Crohnové chorobé (CN). Zcela novou, doposud nepublikovanou
a znasi studie vyplyvajici skuteCnosti je asociace pozitivity proti-porinovych protilatek
S kolorektalnim karcinomem. Studii, které se zabyvaji anti-porinovymi protilatkami, neni
mnoho, navic nékteré¢ vysledky jsou publikovany pouze v podobé abstrakt. Na§ soubor

pacientll se ve srovnani s dostupnymi studiemi vyznacuje vysokymi pocty vySetfenych osob.

Pozitivita proti-porinovych protilatek u pacienti s kolorektalnim karcinomem je nesmirné
dalezitym zjisténim. Otazky, zda je pro vyvoj kolorektdlniho karcinomu nutnd piitomnost
urcitého druhu / kombinace druhti bakterii a zda je pro vyvoj karcinomu stézejni ptitomnost
bakterii v urcité etape¢ vyvoje kolorektadlniho karcinomu (pii obvyklé sekvenci vyvoje
kolorektalniho karcinomu z kolorektalniho adenomu), ziistavaji doposud nezodpovézeny, ale

jisté se stanou predmétem dal$iho vyzkumu v této oblasti.

Aktualnim problémem (od r. 2011) je nedostupnost komer¢nich souprav, pomoci kterych
jsme anti-porinové protilatky stanovovali. Séra jedinci, u kterych anti-porinové protilatky
nebyly doposud vySetfeny, jsou zmrazena a ptipravena po obnoveni volného prodeje souprav

ke stanoveni tohoto sérologického markeru.

Cilem / antigenem nami vysetfovanych proti-porinovych protilaitek (OmpC protilatek) je
porin C, protein lokalizovany ve vnéj§i membrané gramnegativnich, fakultativné anaerobnich
bakterii Escherichia coli. Stfevni mikrobiota (véetné Escherichia coli) se nepochybné
spolupodileji na vzniku kolorektalnich patologii. Jiz mnoho praci prokazalo odlisné
zastoupeni bakterii ve stolici pacientli s CN nebo ulcerdzni kolitidou (UC) ve srovnani se
zdravymi jedinci [6, 141, 257, 282, 283, 314] a pacientl s kolorektdlnim karcinomem ve
srovndni s kontrolnimi osobami [113, 184, 258, 281]. Dalsim diikkazem je vSak i pfitomnost
protilatek (nebo jejich odlisné / obvykle vysSi zastoupeni), jejichZ cilem jsou nejrliznéjsi
komponenty stfevnich bakterii u pacientd s idiopatickym stfevnim zanétem. V této souvislosti

je nezbytné pifipomenout, ze piitomnost / produkce protilatek uzce souvisi s imunitnim
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systémem jedince. Kromé jinych faktori ovlivituje vyvoj kolorektalni patologie intenzita
reakce imunitniho systému na piitomné tlustostifevni bakterie: stfevni mikrobiota mohou byt
imunitnim systémem tolerovdna, odpovéd’ jednotlivych slozek imunitniho systému
(humoralni i bunééné komponenty) muze byt pfimétend, inadekvatné nadmérna reakce se
vsak spolupodili na vyvoji patologie v tlustém stifeve. Ztratu tolerance vlastnich luminalnich
bakterii, ktera vede k detegovatelné humoralni odpovédi, popisuje u pacienti s CN mnoho
studii, mimo jiné napf. prdce Duchmanna et al. [65]. Podobnd ztrata tolerance vlastnich
kolorektalnich mikrobiot byla detegovana i u pacientti s chronickymi granulomat6znimi
imunitni odpovédi se v etiopatogenezi CN uplatiiuji 1 genetické abnormality (mutace v IBD
asociovanych genech). Studie Joossense et al. se zabyvala otazkou, zda je mozné predikovat
riziko vyvoje CN na zdklad¢ kombinace CN-asociovanych genti a/nebo piitomnych protilatek
proti bakteridlnim antigentim. Cilovou skupinou zkoumanych byli zdravi jedinci, ktefi méli
rozdilny pocet (jednoho a vice) ptibuznych 1. stupné s prokazanou CN. Riziko vyvoje CN u
zdravého jedince stoupa s poctem nemocnych piibuznych 1. stupné: riziko pro probanda s 1
nemocnym piibuznym 1. stupné je 1,53; v piipadé 3 nemocnych piibuznych 1. stupné se
riziko zvySuje na 3,57. Pokud je vSak u probanda s 3 nemocnymi piibuznymi 1. stupné navic
stanovena pozitivita jedné z protilatek proti bakterialnim antigentim, je riziko vzniku a vyvoje

CN u takového probanda 9,19-krat vyssi [136].

Vyzkum protilatek u pacientit s IBD patii v poslednich desetiletich mezi prioritni zadjmy
asociovanymi s IBD jsou pANCA (perinuklearni typ protilatek proti cytoplazmé neutrofil) a
ASCA (protilatky proti Saccharomyces cerevisiae). ANCA protilatky jsou obvykle
stanovovany neptimou imunofluorescenci. Typickd je asociace vyskytu ANCA protilatek
s UC, kdy jsou zjistovany v 60-80 % [244]. U CN je vyskyt ANCA protilatek popsan
v 15-25 %, typicka je jejich asociace s fenotypem podobnym ulcerdzni kolitidé [311]. ASCA
protilatky (v téidé IgA i IgG) jsou popisovany u 60-70 % pacientit s Crohnovou chorobou a
pouze 10-15 % pacientl s ulcer6zni kolitidou. Antigenem ASCA protilatek jsou oligomanany
(glykoproteiny) bunétné stény. V prib&hu poslednich let byl zkouman ptinos dalSich
humoralnich markerti asociovanych s IBD: ALCA (antilaminaribiosidovych) a ACCA
(antichitobiosidovych) protilatek [223, 233]. Studie autorGi Rejchrta et al. neprokazala
statisticky vyznamny rozdil ALCA protilatek mezi skupinou pacienti s CN (zahrnuto 89
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pacienti) a UC (31 pacientit), mezi skupinou s CN a kontrolami (50 osob) a ani mezi
skupinou s UC a kontrolami. ACCA nebyly vyznamn¢ zvySeny pfi srovnani skupiny CN nebo
UC s kontrolami, byly pouze nalezeny signifikantné vyssi hodnoty ACCA ve skupiné CN pfi
srovnani se skupinou UC. Z prace vyplyva, ze ALCA a ACCA nejsou vhodné k diagnostice
IBD a ani k rozliSeni pacientd s CN od pacientd s UC [233]. Mezi tii nové sérologické
markery asociované s IBD patii anti-OmpC a déle protilatky proti 12 a CBirl [19]. Anti-I2
protilatky jsou namifeny proti fragmentim DNA Pseudomonas fluorescens. Sekvence 12 jsou
typicky piitomny v tlustostievnich 1ézich pacientt s CN. Anti-I2 pozitivita byla zjisténa u
54 % pacientd s CN, u 10 % pacientit s UC a pouze 4 % zdravych kontrol [187]. Anti-CBirl
jsou protilatky proti bakteridlnim flagelinim a jejich vyskyt je asociovan s tenkostfevnim,

perforujicim a stenozujicim fenotypem CN [299].

Ve studii Mowa et al. byla ptfitomnost proti-porinovych protilatek zjisténa u 46 % dospélych
pacientti s CN [187], ve studii Landerse et al. u 55 % pacienti s CN [151]. V nasi studii byly
anti-porinové protilatky zvyseny (nad 25 U/ml) u 61 % (52/85) nemocnych s CN. V détské
populaci byla v literatute pozitivita anti-OmpC protilatek nalezena u 24 % pacientti s CN,
11 % pacientd s UC a 5 % kontrol [324]. Byt studie Cohavy et al. prokazala, ze proti-
porinové protilatky jsou imunoreaktivni k pANCA [40] a tudiz bychom ptedpokladali, Ze
zvysené / patologické hodnoty proti-porinovych protilaitek budou castéji diagnostikovany u
pacientli s UC nez CN, opak je pravdou. V nasi studii byla primérna hodnota vypoctenych
anti-porinovych protilatek u pacientt s UC 28,9 U/ml (tedy niz$i nez u nemocnych s CN, u
nichz byla primérnd hodnota 41,8 U/ml). Tuto skutecnost podporuji ve svych publikacich i
nekteti dalsi autofi — napt. Nakamura a Landers [151, 195]. Mad’arska studie Pappa et al. sice
poukazuje na to, ze senzitivita proti-porinovych protilatek mize byt niz$i (31 %) nez se
uvadélo v zavérech jinych studii, avSak specificitu této humoralni odezvy popisuje jako
vysokou (specificita 79-100 %) [209]. Senzitivita proti-porinovych protilatek vysla v nasi
studii pro Crohnovu nemoc 74 %, pro ulcerdzni kolitidu 77 %, specificita 60 % (po eliminaci
Sedé zony (20-25 U/ml) byla jako hranice pozitivnich a negativnich vysledkl anti-porinovych
protilatek zvolena hodnota 20 U/ml).

Jiz studie Mowa et al. a Targana et al. prokazaly asociaci pozitivity a titru ASCA, anti-OmpC,
anti-12 a anti-CBirl protilatek s tenkostievnim onemocnénim, nutnosti tenkostfevniho
chirurgického vykonu, fibrostenozujiciho a fistulujiciho fenotypu CN a naopak negativni
korelaci s tlustosttevnim postizenim pii CN [187, 209, 299]. Pacienti, ktefi se vyznacuji
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pozitivitou anti-12, anti-OmpC a ASCA, podstupovali tenkostievni chirurgicky vykon
podstatné Castéji (v 72 %) ve srovnani s témi, ktefi protilatky neexprimovali (v 23%) [187].
Podobné i prospektivni studie na populaci skotskych pacient prokazala asociaci pfitomnosti
a titru ASCA, anti-12 a anti-OmpC protilatek s progresivnim fenotypem CN [2]. Vysledky
nasi studie prokazuji, Ze pacienti s lumindlni (zanétlivou) formou CN maji primérnou
hodnotu proti-porinovych protilatek 31,6 U/ml. Praimérna hodnota anti-porinovych protilatek
u pacienttt s CN, kombinovanou zanétlivou a fistulujici formou dosahuje 45,1 U/ml, coz
podporuje vysledky vySe zminéné studie. Zajimavé je, Ze v na$i studii hodnoty anti-
porinovych protilatek u pacienti s CN, kombinovanou zanétlivou a stenozujici formou, vysly
jesté vyssi (prumérna hodnota: 47,3 U/ml), nez u kombinované zanétlivé a fistulujici formy
CN. Byt vysledky naSi studie neprokazuji statisticky vyznamny rozdil proti-porinovych
protilatek mezi jednotlivymi podskupinami s CN, piesto Ize tento trend identifikovat mezi
skupinou pacientti s izolovanou zanétlivou formou CN a skupinou pacientt s kombinovanou
zanétlivou a stenozujici formou CN (p=0,076) a dale mezi skupinou pacientt s izolovanou
zénétlivou formou CN a skupinou nemocnych s kombinovanou zanétlivou, stenozujici a
fistulyjici formou CN (p=0,075). Studie Ippoliti et al. zkoumala asociaci genetickych
abnormalit (pfitomnost NOD2 mutaci) a ziskanych imunologickych abnormalit (ptitomnost a
titr ASCA, anti-OmpC, anti-12 a anti-CBirl protilatek) s fibrostenozujicim fenotypem CN
(typ B2 podle Videniské klasifikace). Zavérem bylo zjiSténi, ze ptritomnost mutaci v NOD2
genu je pozitivné korelovana s tenkostievnim postizenim pii CN, fibrostenozujicim
fenotypem, nutnosti tenkostievni chirurgické intervence; naopak negativné korelovana S
fenotypem podobnym UC. V kohorté¢ 731 vySetfovanych byla nalezena pozitivni korelace
fibrostenozujiciho fenotypu s poctem protilatek: prevalence tohoto fenotypu se pohybovala od
12 % u pacient, u kterych nebyla detegovdna zadna z protilatek, az k 64 % u osob, ktefi se
vyznacovali piitomnosti vSech ¢tyfech vysetfovanych protilatek. U 316 pacienti z 731 bylo
diagnostikovano fibrostenozujici onemocnéni. V této skupiné nebyla prokazéna asociace mezi
poctem pozitivnich protilatek s NOD2 mutacemi, kterd by byla statisticky vyznamna, avSak
byla nalezena pozitivni korelace mezi prevalenci NOD2 mutaci a titrem protilatek. Vzhledem
k tomuto zjisténému faktu se piedpoklada, Ze alterace vrozené a ziskané slozky imunitniho

systému maji synergicky efekt vedouci k vyvoji fibrostenozujiciho fenotypu CN [131].

Lze tedy pfipustit, Ze obecné nadhrani¢ni hodnoty anti-porinovych protilatek jsou asociovany

s komplikovanymi formami CN, které si Cast&ji vyzadaji chirurgicky vykon (obvykle na
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tenkém stfev€) ve srovnani s pacienty, ktefi se vyznacuji nizkou hodnotou anti-porinovych
protilatek. Asociace zvySenych hodnot proti-porinovych protilatek s komplikacemi CN
(fistulyjicimi a/nebo stenozujicimi) je podpoiena vysledkem nasi studie, ktery dokazuje, ze
pacienti s tenkostfevnim postizenim maji pramérnou hodnotu anti-porinovych protilatek vyssi
ve srovnani s pacienty, kteti maji tlustostfevni postizeni pti CN. Predev§im stendzy, ale i

fistulace jsou Casto lokalizovany pravé v terminalni ¢asti ilea.

Stejnou kombinaci protilatek jako Ippoliti et al. vySetfoval Dubinsky et al. v détské populaci.
U 58 pacientl ze 196 (28 %) dosSlo k vyvoji vnitin€ penetrujiciho a/nebo fibrostenozujiciho
fenotypu CN. Pozitivni korelace byla s témito fenotypy nalezena u pacientd jak s anti-OmpC
tak anti-12 pozitivitou. Pacienti, u kterych byla pfitomna pozitivita jedné a vice vySetfovanych
protilatek, dospéli Casnéji k fibrostenozujici / vnitin¢ perforujici komplikaci po stanoveni
diagn6zy CN ve srovnani s pacienty, ktefi se nevyznaCovali pozitivitou v zaddné ze

stanovovanych protilatek [63].

Anti-12 protilatky jsou podle studie Spivaka et. al. dilezitym markerem pro predikci klinické
odpovédi na diverzi tlustého stfeva (at’ uz ileostomie nebo kolostomie) pti CN. V soucasnosti
je u CN indikaci k kolorektalni diverzi kolitida refrakterni ke konzervativni 1éCbe, tézké
perianalni postiZzeni a kortikodependentni kolitida u déti [286]. MoZnost predikce uspéSnosti
tlustostifevni diverze je zcela zasadni. Spivakova studie hodnotila asociaci exprese ASCA,
pPANCA, proti-porinovych a anti-12 protilatek s pozitivni klinickou odpovédi na tlustostievni
diverzi u pacientti s CN. Studie zahrnovala 27 pacientt, 17 s rezistentni proktokolitidou, 10
s téZzkym perianalnim postizenim. Anti-12 pozitivita byla diagnostikovana u 16/27 (59 %)
nemocnych. Klinicky ptizniva odpovéd’ na diverzi tlustého stfeva byla pozorovana u 15 ze 16
(94 %) pacient s anti-I2 pozitivitou ve srovnani s pouze 18 % (2/11), ktefi byli anti-12
negativni. Pacienti s refrakterni proktokolitidou, ktefi méli pozitivitu anti-I12 protilatek, se
vyznacovali statisticky vyznamné vyssi klinickou odpovédi na provedeni diverze tlustého
stfeva ve srovnani s pacienty, ktefi byli anti-I2 negativni (p<0,001). Ve skupiné pacientti
operovanych pro periandlni postizeni nebyla statisticky vyznamna diference v klinické
odpovédi mezi skupinou s pozitivnimi a skupinou s negativnimi anti-I2 protilatkami
pozorovana, nalezen byl pouze pozitivni trend (p=0,100). Vysvétlenim tohoto vysledku je
podle autort studie fakt, Ze mikrobialni DNA sekvence Pseudomonas fluorescens (12) jsou
izolovany ze sliznice s aktivitou CN a exprese anti-12 protilatek nebyla asociovana s vyvojem
perianalniho postizeni [286, 294].
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Zcela vyjimeénym zjisténim vyplyvajicim z na$i studie je ptitomnost vysokého titru anti-
OmpC protilatek u pacientit s anamnézou kolorektalniho karcinomu (primérna hodnota 36,7
U/ml). Asociace pozitivity anti-OmpC a kolorektalniho karcinomu nebyla doposud v ¢eské a
ani ve svétové literatufe publikovana. Rozdil v primérné hodnot€ anti-porinovych protilatek
mezi skupinou kontrolni a mezi skupinou pacientli s kolorektdlnim karcinomem vysel
statisticky vyznamné (p<0,001). Stejn¢ jako u IBD se v etiopatogenezi kolorektalniho
karcinomu uplatiiuji mutace v genech (at’ uz mutace (a ztrata funkce) v tumor supresorovych
genech a/nebo aktivace onkogentl), vzhledem k pozitivité anti-OmpC protilatek je ale ztetelna
1 alterace ve sloZce ziskané imunity. Lze si pfedstavit vice hypotéz, jak by se mohly bakterie
spolupodilet na vyvoji kolorektalniho karcinomu: dokéze bakterie / ur¢itd kombinace bakterii
u imunologicky / geneticky predisponovaného jedince navodit chronickou stimulaci sliznice
tlustého stfeva ztratu tolerance stfevnich bakterii, coz vede v dusledku ke vzniku zanétu,
bunéénych atypii a za ,,vhodnych* podminek 1 karcinomu? Humoralni odpovéd’ by v tomto
piipad€ byla pouze ,,vedlejSim produktem® Skodlivého pilisobeni bakterii - protilatky by
nebyly oznacCovany jako autoprotilatky, jejich pfitomnost by pouze potvrzovala hypotézu
nutnosti spoluucasti bakterii na vyvoji karcinomu. Dokazi zasahnout bakterie (jejich urcitd
kombinace) genetickou informaci bunék a takto vést k ziskanym mutacim v tumor
supresorovych genech a/nebo onkogenech? Me¢éni / dokdze zménit piitomnost stfevnich
bakterii v urCitém stadiu konverze adenomu v karcinom fyzikalné-chemické vlastnosti
V tlustém stievé (pH sliznice / zvySeni permeability / zménu adhezivity premalignich bun¢k)?
Jsou vtomto piipadé protilatky autoprotilitkami? V naSem souboru bylo vySetfeno 11
pacientli s anamnézou kolorektalniho karcinomu (osoby, které piisly k dispenzarni koloskopii,
u nichz bylo dosaZzeno remise onemocnéni). Z 11 mélo 9 pacientl (82 %) pozitivni anti-
OmpC protilatky. Zda se tedy, Ze pozitivita anti-porinovych protilditek u této skupiny
nemocnych nesouvisi se staddiem onemocnéni ¢i jeho recidivou. Domnivame se, ze
pretrvavajici pozitivita anti-porinovych protilatek potvrzuje skuteCnost, ze se stfevni
mikrobiota nepochybné spolupodileji na vyvoji kolorektalniho karcinomu. Ziskana
imunologicka alterace v podob& humorélni odezvy zlstava byt detegovatelna 1 po dosazeni
remise nadorového onemocnéni. Dilezité bude v budoucnosti naplanovat dalsi studie, v ramci
kterych by byla stanovena hodnota anti-OmpC v dob¢ nové diagnostikovaného kolorektalniho

karcinomu a poté pii dispenzarni koloskopii (za 1 a za 3 roky po vstupni diagndze).
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Devét z 11 pacientl (82 %) mélo levostranny kolorektalni karcinom (lokalizovany aboralné
od lienalni flexury), 2 pacienti méli karcinom v colon transversum. Oba tito pacienti se
vyznacovali nadprimérnou hodnotou vypoctenych anti-porinovych protilatek (59,9 U/ml,
resp. 30,7 U/ml). Pozitivita anti-OmpC protilatek tedy spiSe nesouvisi s lokalizaci karcinomu
V tlustém stieve. Nas soubor vSak neni rozsahly, i zde bude potieba po obnoveni dostupnosti

komer¢nich souprav ke stanoveni proti-porinovych protilatek ve vyzkumu pokracovat.

Cennou informaci vyplyvajici z nasi prace je absence zvySenych proti-porinovych protilatek u
pacientl s kolorektalnim adenomem (primernd hodnota 22,3 U/ml). Pti pouziti neparového
t-testu nebyla prokazana statisticky vyznamna diference v anti-porinovych protilatkach mezi
skupinou pacientl s kolorektdlnim adenomem a skupinou kontrolni (p=0,253). Ani tento fakt
nebyl doposud publikovan. Nase hypotéza byla, Ze se hodnota proti-porinovych protilatek
bude zvySovat spolu s vyvojem nepokrocilého (non-advanced) kolorektalniho adenomu
V pokrocily adenom (advanced; ktery je definovan velikosti nad 10 mm a/nebo ptitomnosti
vysokého stupné dysplazie a/nebo piitomnosti vilozni komponenty). Z 22 pacientl
s adenomem mélo v nasi studii 16 pacient (73 %) pokrocily adenom a 6 pacienti (27 %)
nepokrocilou kolorektalni neoplazii. Mezi témito dvéma soubory jsme nenalezli statisticky
vyznamny rozdil v hodnotach proti-porinovych protilatek (p=0,871). Nelze tedy potvrdit nasi
hypotézu. Otazka, pro¢ maji pacienti s kolorektalnim adenomem vyrazn¢ nizsi anti-porinoveé
protilatky ve srovnani s pacienty s kolorektalnim karcinomem, zlstava nezodpovézena. Je
mozné, ze se nekteré tlustosttevni bakterie spolupodileji na vyvoji kolorektalniho karcinomu
pouze Vv nékteré z jeho etap vyvoje a nemusi byt pfitomny nutné jiz u pacienti, kteti maji ve
svém tlustém stfevé doposud ,jen“ adenom. Spolutcast a nacasovani spoluucasti
tlustostievnich bakterii v etiopatogenezi kolorektalniho karcinomu bude jist¢ nosnym

tématem dalSich vyzkumnych zaméra.

Priméry veék v jednotlivych skupinach pacientd s kolorektalni patologii se 1isi od
pramérného véku jedincti ve skupiné kontrolni (zdravi dérci krve) a dobie koresponduje
s vyskytem onemocnéni v populaci. Idiopatické stievni zdnéty jsou obvykle diagnostikovany
u mladsich jedinct, zatimco incidence sporadického kolorektalniho adenomu a karcinomu

stoupa s vékem jedince.

vvvvv

protilatek s idiopatickymi stfevnimi zanéty. Zietelna asociace pozitivity proti-porinovych
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protilditek predevS§im s komplikovanymi formami Crohnovy choroby a tenkostfevnim
postizenim potvrzuje predchozi studie dostupné ve svétové literatuie. Pii kombinaci s dal§imi
sérologickymi markery (anti-CBirl, anti-12 a ASCA) by se anti-OmpC protilatky mély stat
dilezitym nastrojem, jak v klinické praxi predikovat zavaznéjsi / komplikovangjsi prubéh
Crohnovy choroby. Pozitivita anti-OmpC protilatek asociovana s kolorektalnim karcinomem
je zcela prioritnim pozorovanim. Vzhledem k pozitivité proti-porinovych protilatek u pacientt
v remisi kolorektalniho karcinomu pfedpokladame, ze nejde o znak aktivity onemocnéni, ale
dand skutecnost potvrzuje predpokladanou spolutcast stfevnich mikrobiot na vyvoji
kolorektdlniho karcinomu. Vzhledem k nizkym anti-OmpC protilatkim u pacienti
S nepokroCilym 1 pokrocilym kolorektalnim adenomem bude nutné v ramci dalSich studii
vysvétlit nacasovani imunopatologické reakce nastartované stfevnimi bakteriemi b&hem

vyvoje kolorektalniho karcinomu z kolorektalniho adenomu.
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4. Kultivaéni vySetfeni bioptickych vzorku odebranych ze sliznice
tlustého stifeva a nasledné stanoveni Kkolicinogenie u pacienti
S idiopatickymi stfevnimi zanéty, adenomy tlustého stieva a
kolorektalnim karcinomem

Uloha kolonickych bakterii v etiopatogenezi idiopatickych sttevnich zanétd a kolorektalniho
karcinomu neni v soucasnosti jiz zpochybnovana. Stanoveni bakteridlniho zastoupeni v
biopticky odebranych vzorcich sliznice tlustého stfeva kultivaéni metodou piedstavuje
jedine¢nou moznost, jak specifikovat roli nékterych ,béZzné¢ se vyskytujicich® bakterii -
naptiklad Escherichia coli v etiopatogenezi jednotlivych kolorektalnich patologii.
Kolicinogenie  (schopnost Escherichia coli a ji pfibuznych bakterii z Celedi
Enterobacteriaceae produkovat koliciny stoxickym a v nékterych pripadech anti-
neoplastickym efektem) se jevi byt vyznamnou determinantou vzniku a vyvoje rakoviny
tlustého stfeva; svoji llohu maji koliciny 1 v oblasti idiopatickych sttevnich zanéti. Vzhledem
k incidenci kolorektalniho karcinomu v Ceské republice a zvySujici se incidenci idiopatickych
sttevnich zanéti ve vyspélych statech svéta se moznost aplikace ziskanych vysledkii do

klinické praxe jevi jako vysoce tcelna.

4.1. Metodika

Ke stanoveni bakterialniho zastoupeni v tlustém stfeve a vySetfeni kolicinogenie byly vybrany
3 skupiny pacientti: nemocni s anamnézou nebo nové diagnostikovanym kolorektalnim
karcinomem, pacienti s anamnézou ¢i nové diagnostikovanym adenomem tlustého stfeva a
pacienti s idiopatickym stfevnim zanétem (Crohnovou chorobou nebo ulcerézni kolitidou).
Celkem bylo vysetieno 30 pacientl s kolorektalnim karcinomem (23 muzi, 7 zen, ve veéku
38-86 let, primér 6711, median 66), 30 pacientii s kolorektalnim adenomem (17 muza, 13
zen, ve veku 39-79 let, primér 6349, medidn 64 let) a 30 pacienti
s idiopatickym stievnim zdnétem (13 muzl, 17 Zen, ve véku 20-74 let, primér 35+14, median
33 let). Kontrolni skupinu tvofilo 20 osob (9 muzt, 11 zen, ve véku 23-84 let, prumér 55+15,
median 56 let) s negativni osobni anamnézou idiopatického stfevniho zanétu, kolorektalniho
adenomu ¢i karcinomu a aktualné normalnim slizniénim nalezem dokumentovanym pfi

pankoloskopickém vySetfeni. Po pfichodu pacienta nebo osoby z kontrolni skupiny na
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endoskopické pracovisté¢ II. interni gastroenterologické kliniky byla vySetfovana osoba
seznamena Se studii a podepsala informovany souhlas (viz pFiloha).

Pti aplikaci periferniho Zilniho katetru probéhl odbér zilni krve ke stanoveni anti-porinovych
protilatek (zavedeni katetru je na pracovisti béznou praxi pred terapeutickou i1 diagnostickou
pankoloskopii). Béhem koloskopie byly sterilnimi klistkami odebrany ve ttech etazich (v
céku, colon transversum a rektu) bioptické vzorky ur¢ené k ex-vivo in-vitro kultivaci sliznice
tlustého stfeva a poté ke stanoveni kolicinogenie (Obr. 4.1.1.1.-4.1.1.4.). Slizni¢ni biopsie
pacienta netraumatizuji, jsou nebolestivé. Kazdy jednotlivy vzorek byl vloZzen do jedné
zkumavky s jatrovym bujonem. Zkumavky byly v den odbéru spolu s privodkami dopraveny
na Ustav klinické mikrobiologie LF UK a FN Hradec Kralové (Obr. 4.1.2.1.), kde ihned

v tvodu dostava vzorek své laboratorni Cislo a je postoupen kultivaénimu vysSetieni.

V tivodu mikrobiologického vySetieni byly vzorky sliznice tra¢niku vyjmuty ze zkumavky
sterilni bakteriologickou klickou, pfeneseny na piedem diikladné vypalend a zchladla
podlozni skla, prekryty druhym stejné piipravenym sklem a material byl rozdrcen.
Nasledovalo opatrné oddéleni skel a vSechna rozmélnéna tkan byla sterilnim vatovym
tamponem navlhcenym v jatrovém bujonu setiena a inokulovana na krevni a MacConkeytiv
agar. Na obou plotnach byly provedeny kiizové roztéry. Vatovy tampon byl se zbytkem
materidlu zalomen zpét do jatrového bujonu. Takto ptipraveny material byl vlozen na 5 minut
do ultrazvukové lazné, poté kratce protfepan na tiepacce (Vortex). Spolu s krevnim a
MacConkeyovym agarem byl inkubovan v termostatu pii 37 °C 18-24 hodin. Po této inkubaci
byla zkumavka znovu dikladné protfepana a material vyoCkovan na krevni, MacConkeylv a
desoxycholatovy agar. Na vSech plotnach byl proveden kiizovy roztér. Nasledovala dalsi 18-
24hodinova inkubace v termostatu pii 37 °C. Byly odecitdny primo kultivace, pomnoZeni a
pomoci systému Vitek 2 (BioMérieux SA, Marcy I’Etoile, Francie) byly identifikovany
vSechny druhy bakterii pfitomné ve vzorku (Obr. 4.1.2.2.-4.1.2.3.). Nasledovalo stanoveni

citlivosti na antibiotika, zamrazeni bakteridlnich kment a fadné zaevidovani.

Kmeny zc¢eledi  Enterobacteriaceae byly ke stanoveni kolicinogenie 2-krat rocné
transportovany na Biologicky ustav Lékaiské fakulty Masarykovy Univerzity v Brné. Zde
byly zmrazené kmeny pomoci sterilni jednordazové bakteriologické klicky naockovany na
Petriho misky se dvéma riiznymi typy agart: jednak do zakladniho média na 1,2% Trypton
yeast (TY) agar (slozeni: 16 g/l tryptonu (Hi-Media, Mumbai, India), 10 g/l extraktu

z kvasinek (Hi-Media) a 5 g/l chloridu sodného v destilované vod¢) a dale na Nutrient agaru
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(médium chudé na ziviny, které vede ke zvyseni produkce nékterych bakteriocinli, zejména
mikrocintl). Nasledovala 48hodinova kultivace pii 37 °C a poté expozice param chloroformu
(ponechan k pisobeni 30 minut). Nasledné byl ptidan TY agar s indikatorovou kulturou,
pticemz v nasi studii byly jako standardni kolicinové indikatorové kmeny pouzity Escherichia
coli K12 ROW, E. coli C6 (phi) a kmen Shigella sonnei 17. Kultivace s indikatorovou
kulturou probihala 24 hodin pii 37 °C. Poté byly odecitdny inhibi¢ni zony (v ptipadé, ze je
indikatorovy kmen citlivy ke zkoumanému kolicinu, vznikd zéna inhibice rustu v okoli
testovaného kmene) (Obr. 4.1.3.1.-4.1.3.2.). Vzhledem k tomu, Ze se mikrociny mH47 a mM
plusobenim chloroformu rozkladaji, bylo nutné k detekci produkce mH47 a mM vySetfit
metodou PCR nejen kmeny, které byly diky tvorbé inhibi¢ni zony oznaceny jako produkéni,

ale 1 kmeny bez viditelné inhibi¢ni z6ny (neprodukcni).

Nasledovala izolace genomové DNA: z kmentu E. coli, které byly v predchazejicim kroku
identifikovany jako kmeny produkéni, byla vyizolovdna genomovd DNA. Ta byla
detegovana metodou PCR, kterd probiha ve tfech krocich: denaturace DNA, pfipojeni
primert, které ohrani¢i pozadovany usek DNA (existuji specificky navrzené primery urcené
pro detekci kolicinovych a mikrocinovych genti — viz Tabulka 4.1.1. a 4.1.2.) a selektivni
namnozeni pozadované¢ho useku DNA, ktery je ohrani¢en primery. Paralelné byla PCR
provedena také z bakterialnich bunék, které byly lyzovany pifimo v PCR reakci (96 °C po
dobu 5 minut). Vysledkem PCR reakce byl zisk 20 pul PCR produktu konkrétniho genu
(k6dujiciho bakteriocin nebo slouziciho k uréeni genotypu kmene E. coli). Vizualizace PCR
produktl probihala na 1% nebo 2% agarézovém gelu (Obr. 4.1.4.1. a 4.1.4.2.). U chloroform-
senzitivnich mikrocint mH47 a mM byla metoda PCR s primery specifickymi pro tento typ

bakteriocini provedena u vSech kmenti E. coli — produkénich i neprodukénich.

U zastupct jednotlivych kolonii vykultivovanych bakterii E. coli byla provedena PCR s cilem
identifikovat genotyp. K tomuto uéelu byly pouzity specielni primery umoznujici urceni

fylogenetickych skupin E. coli.

Ziskané vysledky byly statisticky zpracovany s pomoci statistického softwaru Statistica. Byly
vypocteny zékladni popisné statistiky a provedeno porovnani jednotlivych souborii pomoci
neparového t-testu. Daéle byl k vypoctim pouzit Mann-Whitneyliv test a Vv nékterych

ptipadech oboustranny FisherQv test.
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Projekt byl schvalen Etickou komisi Univerzity Karlovy v Praze, Lékaiskou fakultou v Hradci
Kralové. Pti vlastnim provadéni studie a pfi vyhodnoceni ziskanych vysledkti byla zajisténa
ochrana osobnich tdaji vysetienych osob v souladu s Metodickym navodem Ministerstva
zdravotnictvi CR (K zabezpeceni a ochrané tidajii v informacnich systémech provozovanych ve
zdravotnickych zarizenich uverejnény ve Véstniku MZCR, castka 6/1994 s odvolinim na
ustanoveni paragrafu 55 odstavec 2, pismeno d) zakona 230/1996 Shirky o péci o zdravi lidu

V platném znéni).

75



Obr. 4.1.1.1. Obr. 4.1.1.2.

Obr. 4.1.1.3. Obr. 4.1.1.4.

Endoskopicky obraz:

Obr. 4.1.1.1. Cékum s ustim apendixu: fyziologicky nalez

Obr. 4.1.1.2. Colon transversum: fyziologicky nalez

Obr. 4.1.1.3. Rektum: fyziologicky nalez

Obr. 4.1.1.4. Bioptické klistky pouzivané k bioptickym odbériim sliznice

76



Obr. 4.1.2.1. Zpracovani materialu na Ustavu klinické mikrobiologie LF UK a FN Hradec
Kralové (zkumavky se vzorky sliznice tlustého stteva v jatrovém bujonu, Petriho misky

s agarem, pruvodky k materialu)

Obr. 4.1.2.2. Obr. 4.1.2.3.

Obr. 4.1.2.2.: Kolonie Escherichia coli izolované na MacConkeyové agaru

Obr. 4.1.2.3.: Kolonie Escherichia coli izolované na krevnim agaru
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Obr. 4.1.3.1.: Schéma kolicinogenotypizace (kruhova zoéna inhibice ristu v okoli testovaného

kmene v piipadé, ze je indikatorovy kmen ke zkoumanému kolicinu citlivy).

Obr. 4.1.3.2.: Testované kmeny E. coli kultivované na Nutrient agaru s indikatorovym
kmenem Escherichia coli K 12 ROW a patrnymi inhibi¢énimi zonami v okoli testovanych

kmenli produkujicich bakteriociny.
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1 kbp collb micC7
marker 464 bp 134 bp

Obr. 4.1.4.1.: Vizualizace PCR produktu na agar6zovém gelu - gen pro kolicin Ib (collb) a
pro mikrocin C7 (micC7)

Obr. 4.1.4.2.: Agarozovy gel s produktem PCR reakce - gen pro kolicin L (colL) a pro

mikrocin M (micM)
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Tabulka 4.1.1.: Soubor primert pouzitych k detekci kolicinovych geni

Kolicin Primer Sekvence primeru Délka PCR produktu
A ColA-F cgtggggaaaagtcatcatc 475
ColA-R gctttgctctttcctgatgce
B colicinB-F aagaaaatgacgagaagacg 492
colicinB-R gaaagaccaaaggctataagg
D ColD-F ctggactgctgctggtgata 420
ColD-R gaaggtgcgcctactactgc
E1 colicinE1-F tgtggcatcgggcgagaata 649
colicinE1l-R ctgcttcctgaaaagcctttt
E1-1 cea2F ggtggaactggaggtagcaa 357
ceaR acgtcgttgttctgcttcct
E2 ColE2-F tgatgctgctgcaaaagag 409
ColE2-R ttcaaagcgttccctaccac
E3 ColE3-F taagcaggctgcatttgatg 413
ColE3-R tcggatctggacctttcaac
Ea ColE4-F gaaggctgcatttgatgct 409
ColE4-R cggatccggacctttaattt
E5 ColE3-F taagcaggctgcatttgatg 430
ColE5-R ttgaattctcgaatcgtcca
E6 ColE6-F accgaacgtccaggtgtt 399
ColE6-R tttagcctgtcgcetcctgat
E7 ColE7-F gcattctgccatctgaaat 431
ColE7-R cttctgeccactttctttcg
E8 ColE3-F taagcaggctgcatttgatg 449
ColE8-R gactgattggcttgtcgtga
E9 ColE3-F taagcaggctgcatttgatg 418
ColE9-R gacttttctccctccgacct
la Colla-F gcatgcaaatgacgctctta 473
Colla-R gaggacgccagttctctgtc
b Collb-F aacgagtgggtcgatgattc 464
Collb-R ccttttctgcgcetcgtatte
Js ColJs-F tcaaaatgtttgggctcctc 254
ColJs-R taatctgccctgtcccactg
K ColK-F cagaggtcgctgaacatgaa 469
ColK-R tccgctaaatcctgagcaat
L Col28b(L)-F tgcatattgaaagcgtcagc 449
Col28b(L)-R caggttatcccctctcacca
M ColM-F gcttaccacttcgcaaaacc 499
ColM-R gagcgactctccgataatgc
N ColIN-F agcttggcgagtatcttgga 201
CoIN-R caacacagccccgaataaac
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Tabulka 4.1.1. - pokracovani: Soubor primert pouzitych k detekci kolicinovych geni

Kolicin

S4

10

Fy

Primer

ColS4-F
ColS4-R
ColU-F
ColU-R
ColY-F
ColY-R
Col5-F
Col5-R

Col10-F
Col10-R

ColFy-Fa
ColFy-Fa

Sekvence primeru

tatatggcccaactgetggt

cgtaaggacggacacctgtt

tgattgctgcgagaaaaatg
tctgacagcctctecctgtt

gcaggcagaaaagaacaagg

cggacgttatttgccttcat
cattggcaaaagcgaaatct
tgcaactctggaaacaatcg

ggttaccggatttcctggat
ttctagatgcttggcccact

aaattaagcggtgccattgac
ttctaattgcgccagacctt

Délka PCR produktu

456

485

477

443

448

580

Tabulka 4.1.2.: Souhrn primera pouzitych pro detekci mikrocinovych genti

Délka PCR produktu

Mikrocin Sekvence primeru
B17 mcc B17-F tcacgccagtctccattaggtgttggcatt 135
mcc B17-R ttccgecgctgecaccgtttccaccactac
c7 mcc C7-F cgttcaactgttgcaatgct 134
mcc C7-R agttgaggggcgtgtaattg
E492 mcc E492-F gtctctcctgcaccaaaagc 291
mcc E492-R ttttcagtcatggcgttctg
mcc H47-F cactttcatcccttcggattg
H47 227
mcc H47-R agctgaagtcgctggcgcacctcc
395 mcc J25-F tcagccatagaaagatataggtgtaccaat 175
mcc J25-R tgattaagcattttcattttaataaagtgt
L mcc L-F ggtaaatgatatatgagagaaataacgtta 233
mcc L-R tttcgctgagttggaatttcctgctgcatc
v mcc V-F cacacacaaaacgggagctgtt 630
mcc V-R tttcgctgagttggaatttcctgctgcatc
M micM-4-F cgtttattagcccgggattt 166
micM-4-R gcagacgaagaggcacttg
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4.2.  Vysledky

Pfi analyze vysledkil z hlediska poctu biopsii v jednotlivych souborech nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily v poctech vykultivovanych kment z ¢eledi Enterobacteriaceae
(90 biopsii ve skupiné adenom, idiopatické stievni zanéty, karcinom (30 pacientt, 3 etaze
biopsii); 60 biopsii v kontrolni skupiné (20 jedinct, 3 etaze biopsii)), podrobné viz Tabulka
4.2.1. Celkem bylo izolovano a dale testovano 666 kmentl. Kolicinogenie byla pomoci PCR
metod stanovena u 137 produkénich kmenti, mikrocinogenie u 192 produkénich kmenti
(prumér zony inhibice ristu indikatorového kmene byva uzsi, pokud jsou danym kmenem
produkovany pouze koliciny, Sir$i v pfipadé produkce mikrocinli a/nebo sou€asné produkce
kolicind s mikrociny). K detekci produkce mikrocinu H47 a mM byly vysetieny vSechny

vykultivované kmeny (viz vyse).

Cetnost vyskytu vykultivovanych bakterii Escherichia coli se statisticky vyznamné lisila mezi
souborem kontrol a souborem pacientd s karcinomem (kontroly: 48/60 (80 %), karcinom:
87/89 (98 %); p<0,001), mezi souborem kontrol a souborem nemocnych s idiopatickym
stievnim zanétem (kontroly: 48/60 (80 %), idiopaticky stfevni zanét: 87/88 (99 %); p<0,001).

Nebyl prokazan statisticky signifikantni rozdil v bakteriocinogenii a kolicinogenii mezi
jednotlivymi soubory (podrobné viz Tabulka 4.2.1.). Mikrocinogenie byla niz$i v souboru
pacientti s adenomem (52 %) a v souboru pacientti s idiopatickym stfevnim zanétem (48 %);
vy$si byla v souboru nemocnych s karcinomem (60 %) a v souboru kontrol (60 %), podrobné
viz Tabulka 4.2.1. Statisticky vyznamny rozdil v mikrocinogenii mezi jednotlivymi soubory
prokazan nebyl. Cetnost vyskytu soudasné produkce kolicinti a mikrocini se statisticky
vyznamn¢ liSila mezi skupinou pacienti s adenomem a karcinomem (adenom: 19/89 (21 %),
karcinom: 32/89 (36 %); p=0,031) a tento trend byl pozorovan i mezi skupinou pacientl
s adenomem a souborem kontrol (adenom: 19/89 (21 %), kontroly: 21/60 (35 %); p=0,065),
viz Tabulka 4.2.1., Graf 4.2.1.

Nejnizsi Cetnost vyskytu genotypu A Escherichia coli byla nalezena v souboru pacientt
s karcinomem, statisticky vyznamny rozdil v ¢etnosti vyskytu genotypu A Escherichia coli
byl zjiStén mezi souborem pacientll s karcinomem a souborem pacientll s idiopatickym
sttevnim zénétem (karcinom: 30/87 (34 %), idiopaticky stfevni zanét: 43/87 (49 %);
p=0,048). Podrobné vysledky viz Tabulka 4.2.1., Graf 4.2.2.
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Nejvyssi Cetnost vyskytu genotypu D Escherichia coli byla diagnostikovana v souboru
pacientl s karcinomem, statisticky vyznamna diference byla v Cetnosti vyskytu genotypu D
Escherichia coli zjisténa mezi souborem pacientd s karcinomem a souborem kontrol
(karcinom: 24/87 (28 %), kontroly: 6/48 (13 %); p=0,044). Vysledky viz Tabulka 4.2.1.,
Graf 4.2.3.

Kombinace genotypu B2 Escherichia coli spolu s produkci mikrocinu H47 (mH47) a
mikrocinu M (mM) byla nejéast&ji diagnostikovana v souboru kontrol. Cetnost vyskytu
genotypu B2+mH47+mM prokazovala statisticky vyznamnou diferenci pfi srovnani souboru
kontrol a souboru pacientti s adenomem (kontroly: 19/60 (32 %), adenom: 12/90 (13 %);
p=0,006), podrobn¢ viz Tabulka 4.2.1., Graf 4.2.4.

Cetnost vyskytu jednotlivych typa kolicind — viz podrobné Tabulka 4.2.2. Statisticky
vyznamny rozdil v ¢etnosti vyskytu kolicinu E2,4,6 byl nalezen mezi skupinou pacientil
s idiopatickym stfevnim zdnétem a souborem pacientti s adenomem (idiopaticky stfevni zanét:
8/90 (9 %), adenom: 0 %; p=0,004), mezi skupinou pacientd s idiopatickym stievnim zanétem
a souborem pacientli s karcinomem (idiopaticky stfevni zanét: 8/90 (9 %), karcinom: 0 %;
p=0,004). Trend ke statisticky vyznamné diferenci byl pozorovan mezi skupinou pacientt
s idiopatickym stfevnim zdnétem a souborem kontrol (idiopaticky sttevni zanét: 8/90 (9 %),
kontroly: 1/60 (2 %); p=0,070), viz Graf 4.2.5. Kolicin E7 byl nejcastéji diagnostikovan ve
skupiné nemocnych s idiopatickym stievnim zanétem. Byl pozorovan statisticky vyznamny
rozdil v Cetnosti vyskytu kolicinu E7 mezi skupinou pacientii s idiopatickym stievnim
zanétem a souborem pacientll s adenomem (idiopaticky stievni zanét: 10/90 (11 %), adenom:
0 %; p=0,001), mezi skupinou nemocnych s idiopatickym stievnim zanétem a souborem
pacientii s karcinomem (idiopaticky stfevni zanét: 10/90 (11 %), karcinom: 1/90 (1 %);
p=0,005), mezi skupinou nemocnych s idiopatickym stievnim zanétem a souborem kontrol

(idiopaticky stfevni zanét: 10/90 (11 %), kontroly: 1/60 (2 %); p=0,030), viz Graf 4.2.6.

Vyskyt kolicinu M byl s nejvyssi frekvenci pozorovan ve skupiné pacient s karcinomem.

Byla zjisténa statisticky vyznamna diference v Cetnosti vyskytu kolicinu M mezi souborem

pacientti s karcinomem a souborem pacientti s adenomem (karcinom: 19/90 (21 %), adenom:

4/90 (4 %); p=0,001), mezi souborem pacientli s karcinomem a skupinou pacientii

s idiopatickym stfevnim zénétem (karcinom: 19/90 (21 %), idiopaticky stievni zanét: 5/90 (6

%); p=0,002). Trend ke statisticky vyznamnému rozdilu v Cetnosti vyskytu kolicinu M byl
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pozorovan mezi skupinou pacientti s karcinomem a souborem kontrol (karcinom: 19/90 (21
%), kontroly: 6/60 (10 %); p=0,070), viz Graf 4.2.7.

V piipadé kolicinogenie je nejcastéji syntetizovanym kolicinem ve vSech skupinach kolicin
Ia. Ve skupiné nemocnych s adenomem je v Cetnosti vyskytu nasledovan kolicinem Ib,
v souboru pacientli s idiopatickym stfevnim zanétem kolicinem E7, ve skupiné pacientt

s karcinomem kolicinem M a v souboru kontrol kolicinem Ib, podrobné viz Tabulka 4.2.3.

Cetnost vyskytu jednotlivych typti mikrocini — viz podrobné Tabulka 4.2.4. Statisticky
vyznamny rozdil byl nalezen v ¢etnosti vyskytu mB17 mezi souborem pacientd s adenomem a
skupinou kontrol (adenom: 12/90 (13 %), kontroly: 2/60 (3 %); p=0,040), viz Graf 4.2.8.
Cetnost vyskytu mH47 se statisticky signifikantné lisila v souboru pacientdi s adenomem a
skupinou kontrol (adenom: 22/90 (24 %), kontroly: 27/69 (45 %); p=0,009), viz Graf 4.2.9.
Statisticky vyznamna diference byla zjisténa v ¢etnosti vyskytu mM mezi souborem pacientt
s adenomem a skupinou kontrol (adenom: 15/90 (17 %), kontroly: 21/60 (35 %); p=0,010),
viz Graf 4.2.10.

Pti prokazané mikrocinogenii byl nejfrekventnéji syntetizovanym mikrocinem ve vSech
zkoumanych skupinach mH47. Ve skupiné nemocnych s adenomem byl v ¢etnosti vyskytu
nasledovan mikrocinem V, ve vSech ostatnich skupindch mikrocinem M, podrobné viz

Tabulka 4.2.5.

V jednotlivych souborech byly zastoupeny rtiznou mirou bakteriociny pilisobici urcitym
letalnim Gc¢inkem na cilovou burku, viz Tabulka 4.2.6. Statisticky signifikantni diference
byla nalezena v Cetnosti vyskytu depolarizujicich kolicini mezi skupinou pacienti
s idiopatickym stievnim zdnétem a souborem kontrol (idiopaticky stfevni zanét: 22/90 (24 %),

kontroly: 24/60 (40 %); p=0,043), viz Graf 4.2.11.

Statisticky vyznamny rozdil byl zjiSt€n v Cetnosti vyskytu kolicindi plisobicich inhibici
syntézy DNA mezi souborem pacientl s idiopatickym stfevnim zanétem a souborem pacientli
s adenomem (idiopaticky stfevni zanét: 10/90 (11 %), adenom: 0 %; p=0,001), mezi
souborem pacientii s idiopatickym stfevnim zanétem a skupinou pacientd s karcinomem
(idiopaticky sttevni zanét: 10/90 (11 %), karcinom: 1/90 (1 %); p=0,005), mezi skupinou
pacientil s idiopatickym stievnim zanétem a souborem kontrol (idiopaticky stievni zanét:

10/90 (11 %), kontroly: 1/60 (2 %); p=0,030), viz Graf 4.2.12.
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Byl nalezen statisticky vyznamny rozdil v Cetnosti vyskytu kolicinii plsobicich inhibici
syntézy RNA mezi skupinou pacientt s idiopatickym stfevnim zdnétem a souborem pacienti
s adenomem (idiopaticky stievni zanét: 8/90 (9 %), adenom: 1/90 (1 %); p=0,017), mezi
souborem pacientll s idiopatickym stfevnim zanétem a souborem pacientti s karcinomem
(idiopaticky sttevni zanét: 8/90 (9 %), karcinom: 0 %; p=0,004). Byl pozorovan trend ke
statisticky vyznamnému rozdilu v ¢etnosti vyskytu kolicinti inhibujicich syntézu RNA mezi
skupinou nemocnych s idiopatickym stievnim zanétem a souborem kontrol (idiopaticky

sttevni zanét: 8/90 (9 %), kontroly: 1/60 (2 %); p=0,068), viz Graf 4.2.13.

Nejcastéjsi vyskyt kolicinl pusobicich letalné narusenim syntézy bunééné stény (kolicin M)

byl identifikovan v souboru nemocnych s karcinomem, viz Graf 4.2.7.

V piipad¢ produkce kolicini jsou v souboru kontrol produkovéany koliciny s depolarizujicim
uc¢inkem ve 100 %, u pacientl s idiopatickym stfevnim zanétem v 59 %. Byla zjisténa
statisticky vyznamna diference v produkci depolarizujicich kolicinli v pfipadé kolicinogenie
mezi souborem pacientt s idiopatickym stfevnim zanétem a souborem kontrol (idiopaticky
stievni zanét: 22/37 (59 %), kontroly: 24/24 (100 %); p<0,001), mezi souborem nemocnych
s idiopatickym stievnim zanétem a souborem pacienti s karcinomem (idiopaticky stievni
zanét: 22/37 (59 %), karcinom: 33/40 (83 %); p=0,025), mezi souborem pacientl
s idiopatickym stievnim zanétem a skupinou pacientli s adenomem (idiopaticky stfevni zanét:
22137 (59 %), adenom 29/31 (94 %); p=0,001), mezi souborem kontrol a souborem
nemocnych s karcinomem (kontroly: 24/24 (100 %), karcinom: 33/40 (83 %); p=0,030), viz
Tabulka 4.2.7., Graf 4.2.14.

Pti prokdzané kolicinogenii byl nalezen statisticky signifikantni rozdil v produkci kolicini
inhibujicich syntézu DNA mezi souborem pacientli s idiopatickym stfevnim zdnétem a
skupinou pacientii s adenomem (idiopaticky stievni zanét: 10/37 (27 %), adenom: 0 %;
p=0,002), mezi skupinou nemocnych s idiopatickym stfevnim zanétem a souborem
nemocnych s karcinomem (idiopaticky stfevni zanét: 10/37 (27 %), karcinom: 1/40 (3 %);
p=0,002), mezi skupinou pacientli s idiopatickym stfevnim zdnétem a souborem kontrol
(idiopaticky stievni zanét: 10/37 (27 %), kontroly: 1/24 (4 %); p=0,023), viz Tabulka 4.2.7.,
Graf 4.2.15.
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V ptipad€ produkce kolicinii byl v Cetnosti zastoupeni syntézu RNA inhibujicich kolicinii
nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou pacientt s idiopatickym stievnim zanétem
a souborem pacientii s adenomem (idiopaticky stfevni zanét: 8/37 (22 %), adenom: 1/31
(3 %); p=0,026), mezi skupinou pacientd s idiopatickym stievnim zanétem a souborem
nemocnych s karcinomem (idiopaticky stfevni zanét: 8/37 (22 %), karcinom: 0 %; p=0,002),
trend ke statisticky vyznamnému rozdilu byl zji§tén mezi souborem pacientd s idiopatickym
sttevnim zanétem a souborem kontrol (idiopaticky stfevni zanét: 8/37 (22 %), kontroly: 1/24

(4 %); p=0,060), viz Tabulka 4.2.7., Graf 4.2.16.

Pfi prokazané kolicinogenii byla zjisténa statisticky vyznamna diference v produkci kolicinu
M mezi skupinou pacientti s karcinomem a souborem nemocnych s adenomem (karcinom:
19/40 (48 %), adenom: 4/31 (13 %); p=0,002), mezi souborem nemocnych s karcinomem a
souborem pacientli s idiopatickym sttevnim zanétem (karcinom: 19/40 (48 %), idiopaticky
sttevni zanét: 5/37 (14 %); p=0,001), trend ke statisticky vyznamnému rozdilu byl pozorovan
mezi skupinou pacientti s karcinomem a souborem kontrol (karcinom: 19/40 (48 %), kontroly:
6/24 (25 %); p=0,074), viz Tabulka 4.2.7., Graf 4.2.17.

Skupina A kolicint pfevazovala nad skupinou kolicint B v souboru nemocnych
s idiopatickym stievnim zanétem, ve skupiné pacientd s adenomem, karcinomem a souboru
kontrol pfevazovala skupina B kolicinti nad skupinou A kolicind, viz Tabulka 4.2.2., Graf
4.2.18.

Skupina mikrocini I (mB17, mC7, mJ25) byla méné casto zastoupena ve srovnani se
skupinou mikrocinit II (mV, mM, mH47) ve vSech skupindch vySetfovanych osob, viz

Tabulka 4.2.3., Graf 4.2.19.

Jednotlivé soubory byly hodnoceny z hlediska poctu produkovanych bakteriocinii v ptipadé
prokazané bakteriocinogenie. Nejméné multiprodukénich kmend bylo zjisténo v souboru
pacientii s adenomem, nejvice v souboru nemocnych s idiopatickym stfevnim zénétem a
Vv souboru kontrol, podrobné viz Tabulka 4.2.8. Byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi
souborem nemocnych s adenomem a skupinou pacientti s idiopatickym stfevnim zanétem
(adenom: 20/58 (34 %), idiopaticky stfevni zanét: 29/53 (55 %); p=0,030), mezi souborem
nemocnych s adenomem a souborem kontrol (adenom: 20/58 (34 %), kontroly: 22/39 (56 %),
p=0,030), viz Graf 4.2.20. Nejvice kmenti produkujicich 2 koliciny bylo diagnostikovano ve
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skupiné pacientll s karcinomem, nebyly vSak zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi soubory. Nejvyssi Cetnost monoprodukénich kmeni byla nalezena v souboru
pacientli s adenomem; byla zjiSténa statisticky vyznamnd diference mezi souborem
nemocnych s adenomem a souborem pacientt s karcinomem (adenom: 15/58 (26 %),
karcinom: 7/61 (11 %); p=0,043), viz Graf 4.2.21.

Pti rozdéleni skupiny adenomti na nepokrocilé a pokrocilé byla zjisténa statisticky vyznamna
diference v bakteriocinogenii mezi témito skupinami (nepokrocilé neoplazie: 7/18 (39 %),
pokrocilé neoplazie: 51/71 (72 %); p=0,010), Graf 4.2.22. Ve skupiné pokrocilych neoplazii
byla kolicinogenie, mikrocinogenie a soucasna kolicinogenie s mikrocinogenii
diagnostikovana castéji ve srovnani se souborem nepokrocCilych neoplazii (podrobné viz
Tabulka 4.2.9.). Genotyp A se Castéji vyskytoval ve skupiné nemocnych s nepokrocilym
adenomem, genotyp B2 u pacientl s pokroCilym adenomem. Mezi souborem pacienta
s nepokrocilou a pokrocilou neopldzii byl pozorovan trend ke statisticky vyznamnému rozdilu
v Cetnosti vyskytu genotypu B2 Escherichia coli (nepokrocila neoplazie: 4/17 (24 %),
pokrocila neoplazie: 31/60 (52 %); p=0,054), Graf 4.2.23.

Pacienty s kolorektalnim karcinomem jsme rozdélili na nemocné s nadorem pravého a levého
traéniku. Skupinu pacientii s nddorem levého tracniku tvofilo 26 jedincli, 4 nemocni méli
kolorektalni karcinom lokalizovany Vv pravém tracniku. Pacienti s pravostrannym karcinomem
se v biopticky odebranych vzorcich vyznacovali ptitomnosti mikrocinogennich kmena E. coli,

jejichz genotyp patfil do fylogenetické skupiny bud’ B2 a/nebo D, viz Tabulka 4.2.10.

Ve skupiné pacientti s kolorektalnim karcinomem byla hodnocena zavislost bakteriocinogenie
na vstupnim stagingu nadoru (TNM Kklasifikace). V nasi skupiné¢ byli 4 pacienti s nddorem
kolorekta diagnostikovanym v I. stadiu, 4 pacienti v II. stadiu, 13 pacientd v III. stadiu a 2
pacienti ve IV. stadiu onemocnéni. V sedmi piipadech nebyl mozny staging pifesné urdit
(nejcastéjsim diivodem byl fakt, Ze §lo o pacienty s anamnézou karcinomu, ktery byl primarné
feSen V jiném zdravotnickém zatizeni). Se zvySujicim se stddiem onemocnéni bylo mozné
pozorovat rostouci bakteriocinogenii, kolicinogenii, mikrocinogenii, 1 soucasnhou

kolicinogenii s mikrocinogenii, viz Tabulka 4.2.11.
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Tabulka 4.2.1.

pocet kmenu z Celedi Enterobacteriaceae 89/90 (99 %) 88/90 (98 %) 89/90 (99 %) 60/60 (100 %)

bakteriocinogenni kmeny 58/89 (65 %) 53/88 (60 %) 61/89 (69 %) 39/60 (65 %)
kolicinogenni kmeny 31/89 (35 %) 37/88 (42 %) 40/89 (45 %) 24/60 (40 %)
mikrocinogenni kmeny 46/89 (52 %) 42/88 (48 %) 53/89 (60 %) 36/60 (60 %)
kmeny produkujici kolicin a mikrocin 19/89 (21 %) 26/88 (30 %) 32/89 (36 %) 21/60 (35 %)
pocet E. coli z kmenu Enterobacteriaceae 77/89 (87 %) 87/88 (99 %) 87/89 (98 %) 48/60 (80 %)
E. coli - genotyp A 31/77 (40 %) 43/87 (49 %) 30/87 (34 %) 21/48 (44 %)

E. coli - genotyp B1

E. coli - genotyp B2

E. coli - genotyp D

B2 + mH47 + mM

Vysvétlivky:
IBD: idiopaticky stfevni zanét

E. coli: Escherichia coli

19/77 (25 %)

35/77 (45 %)

16/77 (21 %)

12/90 (13 %)

mH47: mikrocin H47, mM: mikrocin M
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17/87 (20 %)

43/87 (49 %)

17/87 (20 %)

21/90 (23 %)

18/87 (21 %)

41/87 (47 %)

24/87 (28 %)

19/90 (21 %)

12/48 (25 %)

24/48 (50 %)

6/48 (13 %)

19/60 (32 %)



Graf 4.2.1. Srovnani ¢etnosti vyskytu souc¢asné produkce kolicinti @ mikrocint v jednotlivych
souborech. Prokazana statisticky vyznamna diference mezi souborem adenom a souborem
karcinom (p=0,031).
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Graf 4.2.2. Srovnani ¢etnosti vyskytu genotypu A Escherichia coli mezi jednotlivymi
soubory. Prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi souborem idiopaticky stfevni zanét
(1IBD) a souborem karcinom (p=0,048).
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Graf 4.2.3. Srovnani ¢etnosti vyskytu genotypu D Escherichia coli mezi jednotlivymi
soubory. Prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi souborem karcinom a skupinou kontrol
(p=0,044).
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Graf 4.2.4. Srovnani ¢etnosti vyskytu kombinace genotypu B2 E. coli a sou¢asné produkce
mH47 a mM v jednotlivych souborech. Prokdzana statisticky vyznamna diference mezi
souborem adenom a souborem kontroly (p=0,006).
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Tabulka 4.2.2. Zastoupeni jednotlivych kolicinli v souboru; rozdéleni na A a B koliciny
(zIuteé vyznaceny koliciny skupiny B)

El

E2

E3

E4

E5

E6

E7

E8

S4

23/90 (26 %)

13/90 (14 %)

8/90 (9 %)

4190 (4 %)

4190 (4 %)

2/90 (2 %)

2/90 (2 %)

1/90 (1 %)

3/90 (3 %)

17/90 (19 %)

9/90 (10 %)

8/90 (9 %)

8/90 (9 %)

2/90 (2 %)

8/90 (9 %)

2/90 (2 %)

8/90 (9 %)

10/90 (11 %)

1/90 (1 %)

5/90 (6 %)
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7/90 (8 %)

13/90 (14 %)

1/90 (1 %)

19/90 (21 %)

8/90 (9 %)

1/90 (1 %)

4/90 (4 %)

12/60 (20 %)

10/60 (17 %)

9/60 (15 %)

1/60 (2 %)

1/60 (2 %)

1/60 (2 %)

1/60 (2 %)

6/60 (10 %)

6/60 (10 %)

2/60 (3 %)



Graf 4.2.5. Srovnani ¢etnosti vyskytu kolicinu E2,4,6 mezi jednotlivymi soubory. Prokazana
statisticky vyznamna diference mezi souborem idiopaticky stievni zanét (IBD) a souborem
adenom (p=0,004), mezi souborem idiopaticky stfevni zanét a souborem karcinom (p=0,004).
Trend ke statisticky vyznamnému rozdilu byl pozorovan mezi souborem pacientii idiopaticky
sttevni zanét a souborem kontroly (p=0,070).
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Graf 4.2.6. Srovnani ¢etnosti vyskytu kolicinu E7 mezi jednotlivymi soubory. Prokazana
statisticky vyznamna diference mezi souborem idiopaticky stfevni zanét (IBD) a

souborem adenom (p=0,001), mezi souborem idiopaticky stfevni zanét a souborem karcinom
(p=0,005), mezi souborem idiopaticky stievni zanét a souborem kontroly (p=0,030).
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Graf 4.2.7. Srovnani ¢etnosti vyskytu kolicinu M mezi jednotlivymi soubory. Prokazana
statisticky vyznamna diference mezi souborem karcinom a souborem adenom (p=0,001), mezi
souborem karcinom a souborem idiopaticky stfevni zanét (IBD) (p=0,002). Trend ke
statisticky vyznamnému rozdilu byl pozorovan mezi skupinou karcinom a souborem kontroly

(p=0,070).
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Tabulka 4.2.3. Zastoupeni kolicinti se vztahem ke kolicinogenii v jednotlivych souborech
(zluté vyznaceny nejcastéji produkované koliciny)

la

Ib

El

E2

E3

E4

E5

E6

E7

E8

S4

23/31 (74 %)

13/31 (42 %)

8/31 (26 %)

4131 (13 %)

4/31 (13 %)

2/31 (6 %)

2/31 (6 %)

1/31 (3 %)

3/31 (10 %)

17/37 (46 %)

9/37 (24 %)

8/37 (22 %)

8/37 (22 %)

2/37 (5 %)

8/37 (22 %)

2/37 (5 %)

8/37 (22 %)

10/37 (27 %)

1/37 (3 %)

5/37 (14 %)
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20/40 (50 %)

7140 (18 %)

13/40 (33 %)

1/40 (3 %)

19/40 (48 %)

8/40 (20 %)

1/40 (3 %)

4140 (10 %)

12/24 (50 %)

10/24 (42 %)

9/24 (38 %)

1/24 (4 %)

1/24 (4 %)

1/24 (4 %)

1/24 (4 %)

6/24 (25 %)

6/24 (25 %)

224 (8 %)



Tabulka 4.2.4. Zastoupeni jednotlivych mikrocini v souboru; rozdéleni na mikrociny
skupiny I a II (Zluté vyznaceny mikrociny skupiny II)

n

Typ mikrocinu

B17 12/90 (13 %) 5/90 (6 %) 10/90 (11 %) 2/60 (3 %)
H47 22/90 (24 %) 28/90 (31 %) 31/90 (34 %) 27/60 (45 %)
mM 15/90 (17 %) 25/90 (28 %) 22/90 (24 %) 21/60 (35 %)
mV 17/90 (19 %) 10/90 (11 %) 15/90 (17 %) 13/60 (22 %)
c7 0 1/90 (1 %) 2/90 (2 %) 1/60 (2 %)
J25 2/90 (2 %) 0 0 0

Graf 4.2.8. Srovnani ¢etnosti vyskytu mikrocinu B17 mezi jednotlivymi soubory. Prokazana
statisticky vyznamna diference mezi souborem adenom a souborem kontroly (p=0,040).
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Graf 4.2.9. Srovnani ¢etnosti vyskytu mikrocinu H47 mezi jednotlivymi soubory. Prokazana
statisticky vyznamna diference mezi souborem adenom a souborem kontroly (p=0,009).
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Graf 4.2.10. Srovnani ¢etnosti vyskytu mikrocinu M mezi jednotlivymi soubory. Prokazana
statisticky vyznamna diference mezi souborem adenom a souborem kontroly (p=0,010).
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Tabulka 4.2.5. Zastoupeni mikrocind ve vztahu k mikrocinogenii v jednotlivych souborech
(zluté vyznaceny nejcastéji produkované mikrociny)

12/46 (26 %)

5/42 (12 %)

10/53 (19 %)

2/36 (6 %)

H47 22/46 (48 %) 28/42 (67 %)  31/53 (59 %)  27/36 (75 %)
mM 15/46 (33 %) 25/42 (60 %)  22/53 (42%)  21/36 (58 %)
mv 17/46 (37 %) 10/42 (24 %)  15/53 (28 %) 13/36 (36 %)
c7 0 1/42 (2 %) 2/53 (4 %) 1/36 (3 %)
J25 2/46 (4 %) 0 0 0

Tabulka 4.2.6. Mechanismus t¢inku pisobeni bakteriocinti (zastoupeni v jednotlivych
souborech)

Mechanismus uéinku bakteriocint Adenom “ Karcinom Norma

tvorba pori 29/90 (32 %)  22/90 (24 %)  33/90 (37 %)  24/60 (40 %)

inhibice syntézy DNA 0 10/90 (11 %)  1/90 (1 %) 1/60 (2 %)

inhibice syntézy RNA 1/90 (1 %) 8/90 (9 %) 0 1/60 (2 %)

naruseni syntézy bunécné stény 4/90 (4 %) 5/90 (6 %) 19/90 (21 %) 6/60 (10 %)

mikrocinovy mechanismus 46/90 (51 %)  41/90 (46 %)  53/90 (59 %) 36/60 (60 %)

97



Graf 4.2.11. Srovnani ¢etnosti vyskytu depolarizujicich kolicind v jednotlivych souborech.
Prokazéna statisticky vyznamna diference mezi souborem idiopaticky stfevni zanét (IBD) a
souborem kontroly (p=0,043).

40%
37%
40% -

35% -
30% - 24%
25% -
20% -
15% -
10% -
5% -
0% - . . .
Adenom IBD Karcinom Norma

32%

Graf 4.2.12. Srovnani ¢etnosti vyskytu kolicind ptsobicich letalné inhibici syntézy DNA
Vv jednotlivych souborech. Prokazana statisticky vyznamna diference mezi souborem
idiopaticky stievni zanét (IBD) a souborem adenom (p=0,001), mezi souborem idiopaticky
stievni zanét a souborem karcinom (p=0,005), mezi souborem idiopaticky stfevni zanét a
skupinou kontrol (p=0,030).
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Graf 4.2.13. Srovnani ¢etnosti vyskytu kolicint pasobicich letalné inhibici syntézy RNA
Vv jednotlivych souborech. Prokazéna statisticky vyznamna diference mezi souborem
idiopaticky stievni zanét (IBD) a souborem adenom (p=0,017), mezi souborem idiopaticky
sttevni zanét a souborem karcinom (p=0,004). Pozorovan trend ke statisticky vyznamnému
rozdilu mezi souborem idiopaticky sttevni zanét a skupinou kontrol (p=0,068).
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Tabulka 4.2.7. Mechanismus G¢inku pisobeni kolicini; zastoupeni ve vztahu ke
kolicinogenii v jednotlivych souborech

Mechanismus uéinku bakteriocint Adenom n Karcinom Norma

tvorba por 20/31 (94 %) 22/37 (59 %) 33/40 (83 %)  24/24 (100 %)
inhibice syntézy DNA 0 10/37 27 %)  1/40 (3 %) 1/24 (4 %)
inhibice syntézy RNA 1/31 (3%)  8/37 (22 %) 0 1/24 (4 %)

narudeni syntézy bundené stény  4/31 (13 %)  5/37 (14 %) 19/40 (48 %)  6/24 (25 %)
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Graf 4.2.14. Srovnani ¢etnosti vyskytu depolarizujicich kolicini se vztahem ke kolicinogenii
v jednotlivych souborech. Prokdzana statisticky vyznamné diference mezi souborem
idiopaticky stievni zanét (IBD) a souborem adenom (p=0,001), mezi souborem idiopaticky
stfevni zanét a souborem karcinom (p=0,025), mezi souborem idiopaticky stfevni zanét a
souborem kontroly (p<0,001), mezi souborem karcinom a skupinou kontroly (p=0,030).
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Graf 4.2.15. Srovnani ¢etnosti vyskytu kolicint inhibujicich syntézu DNA se vztahem ke
kolicinogenii v jednotlivych souborech. Prokazana statisticky vyznamna diference mezi
souborem idiopaticky stievni zanét (IBD) a souborem adenom (p=0,002), mezi souborem
idiopaticky stievni zdnéct a souborem karcinom (p=0,002), mezi souborem idiopaticky stfevni
zanét a souborem kontroly (p=0,023).
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Graf 4.2.16. Srovnani ¢etnosti vyskytu kolicinti inhibujicich syntézu RNA se vztahem ke

kolicinogenii v jednotlivych souborech. Prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi souborem

idiopaticky stievni zanét (IBD) a souborem adenom (p=0,026), mezi souborem idiopaticky
sttevni zanét a souborem karcinom (p=0,002). Pozorovan trend ke statisticky signifikantni
diferenci mezi souborem idiopaticky stievni zanét a souborem kontroly (p=0,060).
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Graf 4.2.17. Srovnani ¢etnosti vyskytu kolicind inhibujicich syntézu bunééné stény se
vztahem ke kolicinogenii v jednotlivych souborech. Prokazan statisticky vyznamny rozdil
mezi souborem karcinom a souborem adenom (p=0,002), mezi souborem karcinom a
souborem idiopaticky stfevni zanét (IBD) (p=0,001). Pozorovan trend ke statisticky
vyznamné diferenci mezi souborem karcinom a souborem kontroly (p=0,074).
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Graf 4.2.18. Znazornéni absolutniho poctu identifikovanych kolicinti z A a B skupiny
kolicinli v jednotlivych souborech (ve skupin€ adenom, idiopaticky stfevni zanét (IBD),
karcinom vzdy 30 pacientt, 90 bioptickych vzork; v souboru kontrol 20 osob, 60
bioptickych vzorki).
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Graf 4.2.19. Znazornéni absolutniho poctu identifikovanych mikrocint skupiny I a II
V jednotlivych souborech (ve skupin¢ adenom, idiopaticky stievni zanét (IBD), karcinom
vzdy 30 pacientti, 90 bioptickych vzorki; v souboru kontrol 20 osob, 60 bioptickych vzork).
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Tabulka 4.2.8. Rozd¢leni jednotlivych souborti podle po¢tu produkovanych bakteriocint
Vv ptipadé prokazané bakteriocinogenie

20/58 (34 %) 29/53 (55 %) 25/61 (41 %)  22/39 (56 %)
2 23/58 (40 %) 17/53 (32 %) 29/61 (48 %)  12/39 (31 %)

1 15/58 (26 %) 7/53 (13 %)  7/61 (11%)  5/39 (13 %)

Graf 4.2.20. Zastoupeni multiproduk¢nich kmenti v jednotlivych souborech. Nalezen
statisticky vyznamny rozdil mezi souborem adenom a skupinou idiopaticky stievni zanét
(1IBD) (p=0,030), mezi souborem adenom a souborem kontroly (p=0,030).
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Graf 4.2.21. Zastoupeni monoproduk¢nich kment v jednotlivych souborech. Zjisténa
statisticky vyznamna diference mezi souborem adenom a souborem karcinom (p=0,043).
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Tabulka 4.2.9. Rozd¢leni souboru pacientd s adenomem podle pokrocilosti neoplazie na

nepokrocily a pokrocily adenom

pocet kmenu z eledi Enterobacteriaceae

bakteriocinogenni kmeny

kolicinogenni kmeny

mikrocinogenni kmeny

kmeny produkujici kolicin a mikrocin

pocet E. coli z kmenu Enterobacteriaceae

E. coli - genotyp A

E. coli - genotyp B1

E. coli - genotyp B2

E. coli - genotyp D

105

18/18 (100 %)

7/18 (39 %)

3/18 (17 %)

7/18 (39 %)

3/18 (17 %)

17/18 (94 %)

9/17 (53 %)

2/17 (12 %)

4117 (24 %)

3/17 (18 %)

71/72 (99 %)

51/71 (72 %)

28/71 (39 %)

39/71 (55 %)

16/71 (23 %)

60/71 (85 %)

22/60 (37 %)

17/60 (28 %)

31/60 (52 %)

13/60 (22 %)



Graf 4.2.22. Bakteriocinogenie v souboru pacientti s nepokro¢ilym adenomem (N-A, non-
advanced) a pokrocilym (A, advanced) adenomem. Zjisténa statisticky vyznamna diference
mezi témito soubory (p=0,010).
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Graf 4.2.23. Cetnost vyskytu genotypu B2 u pacientt s nepokrogilym (N-A) adenomem a
pokroc¢ilym (A) adenomem. Zjistén trend ke statisticky vyznamné diferenci mezi soubory
(p=0,054).
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Tabulka 4.2.10. Pacienti s kolorektalnim karcinomem lokalizovanym v pravé (P) ¢asti
tracniku. Ve vSech biopsiich vykultivovany mikrocinogenni kmeny Escherichia coli

s genotypem B2 a/nebo genotypem D (Cervené vyznacen v potadi druhy v ramci biopsie
vykultivovany kmen E. coli).

B2, B2 ano ne H47, mM
P B2, B2 ano ne H47, mM; H47, mM
P B2, B2 ano ne H47, mM
2 P B2, B2 ano la, la mV, mV
P B2 ano la mV
P B2 ano la mV
3 P D ano ne mV
P B1, D ano B,E1L, M mV, mV
P D ano ne mV
4 P B2, D ano ne H47, mM
P B2, D ano ne H47, mM
P B2, D ano ne H47, mM
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Tabulka 4.2.11. Rozdé€leni pacientti podle vstupniho stagingu kolorektalniho karcinomu:
Vv z&vislosti na rostoucim stagingu patrny trend ke stoupajici bakteriocinogenii, kolicinogenii,
mikrocinogenii a soucasné kolicinogenii s mikrocinogenii (vyznaceno zIut¢).

pocet kmenu z Celedi Enterobacteriaceae 12/12 (100 %) 12/12 (100 %) 38/39 (97 %)  6/6 (100 %)

bakteriocinogenni kmeny 6/12 (50 %)  10/12 (83 %) 26/38 (68 %) 6/6 (100 %)
kolicinogenni kmeny 3/12 (25 %) 4/12 (33 %) 20/38 (53 %) 4/6 (67 %)
mikrocinogenni kmeny 5/12 (42 %) 8/12 (67 %)  24/38 (63 %) 6/6 (100 %)
kmeny produkujici kolicin a mikrocin 2/12 (17 %) 2/12 (17 %)  18/38 (47 %) 4/6 (67 %)

pocet E. coli z kmenu Enterobacteriaceae 12/12 (100 %) 12/12 (100 %) 38/38 (100 %) 6/6 (100 %)

E. coli - genotyp A 7/12 (58 %)  3/12 (25 %) 15/38 (39 %)  3/6 (50 %)
E. coli - genotyp B1 2/12 (17 %)  3/12(25%)  8/38 (21 %) 3/6 (50 %)
E. coli - genotyp B2 5/12 (42 %)  11/12 (92 %) 15/38 (39 %) 0%

E. coli - genotyp D 3/12 (25 %) 4/12 (33 %) 8/38 (21 %) 3/6 (50 %)
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4.3. Diskuse

Escherichia coli je gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie. Byla objevena v roce 1885
Theodorem Escherichem, némeckym pediatrem a bakteriologem [261]. Je zafazovéana do
¢eledi Enterobacteriaceae. Tato celed se vyznaCuje nejhojnéj$im a nejrozmanitéj$im
bakterialnim obrannym systémem vubec [238, 239]. Mikrobiota obecné¢ disponuji moznosti
produkce rtiznych obrannych latek: klasickych antibiotik, lytickych agens, nejriznéjSich typt
exotoxinl; ¢eled Enterobacteriaceae se navic vyznacuje unikatni produkci bakteriocind
[240]. Pro kultivaci bakterii z této celedi je optimalni v nasi studii pouzity krevni agar
(zakladni médium; umoziuje odecitat piipadnou hemolytickou aktivitu bakterii),
desoxycholatovy a MacConkeytiv agar (oba inhibuji rst grampozitivnich bakterii a naopak
usnadnuji rist gramnegativnich bakterii). Escherichia coli je fascinujici bakterie, ktera se
vyskytuje v mnoha genotypech. Pravé variabilita fenotypu a jeho uplatnéni se pii interakci se
sliznici tlustého stfeva lidského makroorganismu muize vést ke vzniku infekéniho
onemocnéni, ale i neinfekéni patologie v tra¢niku. Escherichia coli a dalsi bakterie z této
celedi jsou typické svou produkcei bakteriocind: kolicinti, mikrocinii, pyocint, pediocinti, které
pusobi antibioticky proti blizce pfibuznym druhim z ¢eledi Enterobacteriaceae.
Bakteriocinogenie umoziuje zvySeni mikrobidlni a genetické diverzity v populacich
jednotlivych mikrobti [238, 327]. Bakteriociny jsou kdédovany plazmidy, vyjimecné
chromozomalné (nékteré mikrociny, napt. mH47). Syntéza kolicinti je kddovana 3 geny (gen
pro samotny kolicin, gen pro imunitni protein a gen pro sekreci kolicinu). Mikrociny jsou
koédovany komplexnéji (naptiklad mikrocin B17 je kdédovan 7 geny — Ctyfmi kddujicimi
antibiotickou aktivitu, dvéma uréenymi pro sekreci mikrocinu a jednim kédujicim imunitni
protein) [153]. Moznost linearniho ptfenosu genetické informace nahrava zminéné mikrobialni
a genetické diverzit¢ [237]. Zvlastni je napiiklad fakt, ze se kolicin la vyskytuje spolu
s mikrocinem V podstatné Castéji, nez by se predpokladalo. Divodem je, Zze pokud se tyto dva

bakteriociny vyskytuji souc¢asné, pak jsou kodovany jednim konjugaénim plazmidem [133].

Bakteriociny maji antibakteridlni efekt, mnohé znich se vyznacuji 1 UCinkem anti-

neoplastickym [45, 104].

Vyzkum bakteriocinll probihd jiz témét 100 let, prvni publikaci uvefejnil Gratia v roce 1925
[87]. Bakteriocinogenotypizace je dnes posuzovana nejen na zékladé hodnoceni ptitomnosti a
velikosti inhibi¢nich zon rlstu indikatorového kmene (pokud je k bakteriocinu zkoumaného

kmene citlivy), ale i pomoci metod PCR. Témi se da obejit napi. senzitivita (rozkladani)
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mikrocinu M a mH47 k aplikovanému chloroformu (inhibi¢ni zony rustu byly v minulosti
faleSné negativni). Senzitivita i specificita PCR metod je vysoka, diky pouzivanym primertim
(uréenym ke stanoveni bakteriocinogenie a slouzicich k zatazeni Escherichia coli do

fylogenetickych skupin) Ize ocekévat i vysokou specificitu PCR metod.

Antibakterialni t¢inek kolicinii pfedpokladd jeden z nasledujicich letdlnich mechanismi:
tvorbu pord v membrané cilové bunky, degradaci DNA, degradaci 16S RNA / tRNA nebo
inhibici syntézy peptidoglykanu. Pouze dva bakteriociny — kolicin M a pesticin piisobi
ctvrtym zminénym mechanismem [7, 21]. Dlouho se ptedpokladalo, Ze kolicin M pisobi
letaln€¢ pomoci interference s biosyntézou peptidoglykanu. Nyni bylo upfesnéno, ze kolicin M
je enzymem, ktery hydrolyzuje vazbu peptidoglykanového lipidového intermedidtoru II, proto

nemuze dojit k syntéze peptidoglykanu a burika hyne [304].

Mikrociny jsou baktericidni peptidy o malé molekulové hmotnosti (<10 kDa). Jsou
produkovany bakteriemi z ¢eledi Enterobacteriaceae v podminkach, kdy jsou limitovany
zdroje esencialnich zivin [180]. Doposud bylo objeveno 14 mikrocind, avSak pouze 7 z nich
bylo izolovano a charakterizovano [68]. Diky tomu, Ze rtizné mikrociny plsobi riznym
letalnim ucinkem a jednotlivé mikrociny nesdileji homologni strukturu, stavaji se ne¢ekanym
nastrojem, jak eliminovat sob¢ piibuzné bakterie, které kompetuji o identické nutri¢ni
substraty [229]. Mechanismus t¢inku mikrocint je nékdy pfipodobiiovan ,,Trojskému koni®.
Vysvétlenim je fakt, ze struktura mikrocinu je natolik podobna esencidlnim nutrientiim, ze
cilova bunka mikrocin neidentifikuje jako patologicky, a nebo je mikrocin secernovan ve
formé¢ ,,neskodlivé* molekuly a patologickym se stava béhem dalSich posttransla¢nich
procesu az v cilové bunce (kde se vaze na esencialni enzymy nebo formuje pory v membrang)
[69]. Nékteré koliciny a mikrociny si jsou strukturalné i funkéné podobné — napiiklad mE492
je strukturou podobny kolicinu V a stejné jako on formuje pory [219].

Pyociny jsou bakteriociny produkované bakterii Pseudomonas aeruginosa. Vice nez 90 %
kmenti Pseudomonas aeruginosa produkuje néktery (n€kdy vice typl) z pyocind. Jsou
popsany 3 druhy pyocinl (plsobi letdlné formaci pori, nebo maji nukleasovou (DNA / RNA)
aktivitu). R a F typy pyocind produkuje 90 % Pseudomonas, S typ bakteriocinu produkuje 70
% Pseudomonas [45, 182].

Pediocin je produkovan druhem Pediococcus acidilactici. Ma vybornou antibakterialni
aktivitu vuci Listeria monocytogenes [45].
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Materidlem, ktery byl postoupen kultivaci a naslednému stanoveni bakteriocinogenie, byla
doposud ve vsech studiich stolice ¢i andlni vytér. V nasem projektu jsme zvolili novy ptistup,
nasim vychozim materidlem byl biopticky vzorek sliznice tlustého stfeva. Biopsie byla
provadéna ve tfech etazich kolorekta (cékum — transversum — rektum). Kazdy jednotlivy
vzorek byl v pribéhu koloskopie odebiran sterilnimi endoskopickymi klistkami. Vysledky se
intraindividualné v zastoupeni bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae a v bakteriocinogenii ve
vétsin¢ ptipadt neliSily. Lze tedy konstatovat, ze béhem odbéru nedochédzi v kanalu
endoskopu ke kontaminaci vzorku dal§imi bakteriemi. Dale Ize souhlasit s praci Lyry et al., ze
samotné mikrobialni zastoupeni se v ramci levého a pravého tracniku neliSi. Anna Lyra se
spolupracovniky publikovala studii, ve které byly v endoskopicky a histologicky normalnim
traéniku odebirany biopsie z colon ascendens a colon sigmoideum. V tomto materialu a dale
ve stolici téchto pacientii bylo pomoci kvantitativni PCR stanovovano zastoupeni jednotlivych

mikrobialnich druhti [167].

V naSem souboru byla E. coli statisticky signifikantné Castéji vykultivovana u pacientl
S kolorektalnim karcinomem a idiopatickym stfevnim zanétem ve srovnani se zdravymi
jedinci. Prikaz dominantniho zastoupeni E. coli ve sliznici pacientt s idiopatickym stievnim
zanétem je dilezity, nebot’ v etiopatogenezi onemocnéni se ve zvySené miie uplatiuji bakterie
S vyss$i schopnosti adheze a invaze do sliznice stieva. Pfedpoklada se, ze zvySena adhezivita a
hydrofobicita patogennich E. coli je kodovana col-plazmidy [6, 31]. Intimnéj$i vztah E. coli
K tlustosttevni sliznici, ziskany obdrzenim virulentnich faktort, vede k vyrazné stimulaci
slizni¢niho imunitniho systému a vzniku jeho neptimétené vysoké a tudiz patologické reakce,

Vv jejimz disledku idiopatické sttevni zdnéty vznikaji (podrobné viz kapitola 1.4.).

Z téchto diivodl jsme v nasi studii stanovovali bakteriocinogenii u nemocnych s idiopatickym
sttevnim zanétem. Neprokézali jsme rozdilnou miru kolicinogenie, mikrocinogenie a ani
soucasné kolicinogenie s mikrocinogenii ve srovndni s ostatnimi soubory. Nalezli jsme vSak
rozdily v zastoupeni jednotlivych kolicinli (viz déle). V minulosti se této problematice
vénoval Bures et al., ktery pfedpokladal uplatnéni kolicinii v etiopatogenezi idiopatickych
sttevnich zanétd na zaklad¢ faktu, ze koliciny jsou schopné zvySovat oxidoredukcni aktivitu
leukocytd in vitro. U nemocnych s idiopatickym stievnim zanétem nenalezl v kolicinogenii
statisticky signifikantni diferenci pfi srovnani se skupinou kontrolni. Toto pozorovani je
vsouladu snasSi recentni studii. Dale Bure§ et al. testoval inhibici migrace leukocytt

s koliciny jako antigeny); test vysel abnormalné u 36 % pacientt s ulcerdzni kolitidou (5/14
Yy p
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a 80 % pacientll s Crohnovou chorobou (12/15), zatimco abnormalni vysledek byl pozorovan
pouze u jednoho kontrolniho jedince (1/16; 6 %). Vysledky lze interpretovat jako projev
bunécné hypersenzitivity pacientll s idiopatickym stfevnim zanétem na koliciny svych
vlastnich kmend E. coli [27, 31]. Stanovenim kolicinogenie u pacientd s idiopatickym
sttevnim zinétem se zabyval i Smarda et al. Zjistil pouze mirné vys§i kolicinogenii u
nemocnych s Crohnovou chorobou (47,5 %) ve srovnani se zdravymi kontrolami (41 %). U
pacienttli s ulcer6zni kolitidou byla kolicinogenie vyssi (56 %) [277]. Moznosti diagnostikovat
pritomnost enteroinvazivnich kmenti Escherichia coli se zabyval Horak et al. Ten poprvé
vyuzil kolicinu Js; k tomuto kolicinu jsou totiz enteroinvazivni kmeny E. coli na rozdil od
ostatnich kmena citlivé [119, 272]. BureS et al. ve své studii zvySeny vyskyt
enteroinvazivnich kmenti E. coli u nemocnych s ulcerézni kolitidou neprokéazal [30], Smarda
s Obdrzalkem zvySeny vyskyt enteroinvazivnich kment E. coli ve skupiné nemocnych
S ulcer6zni kolitidou (41,5 %) ve srovnani se skupinou kontrolni (22 %) dokumentovali [277].
Podle vysledki vSech doposud provedenych studii se zda, ze se kolicinogenie v populaci
nemocnych s Crohnovou chorobou vyraznéji neli§i od kolicinogenie zdravych jedinci.
Vyzkum by se tedy mél pfedevSim zaméfit na skupinu pacientd s ulcerézni kolitidou:
stanoveni bakteriocinogenic a zastoupeni enteroinvazivnich kment E. coli. Optimalnim
materialem by byly bioptické vzorky kolorektalni sliznice a optimalnimi technikami by byly

PCR metody.

Pfi¢inny vztah infekce a vyvoje malignity byl jiz zdokumentovan ve vice souvislostech.
Infekénim agens mohou byt viry, bakterie nebo paraziti (schistozomidza); bakterialni infekce
jsou ale daleko nejéastéjsi pri¢inou. Jako typicky piiklad lze uvést Helicobacter pylori a vyvoj
karcinomu nebo MALT (mucosa-associated lymphoid tissue) lymfomu Zzaludku. Pokud
zvazime mnozstvi a rozmanitost stfevnich mikrobiot, jejich interakce mezi sebou a interakci
se sliznici tlustého stieva, moznost navozeni prekancer6znich podminek (chronického zanétu,
suprese a/nebo zmén imunitniho systému) se pfimo nabizi [41]. Pfi chronickém zanétu
vzniklé cytokiny a chemokiny mohou suprimovat anti-tumordzni aktivitu imunitniho systému
a také mohou navozovat angiogenezi. Mezi cytokiny, které jsou prokarcinogenni, patii TNF-
a, interleukin-6 a interleukin-1. Naproti tomu interleukin-10 a rastovy faktor TGF-beta
(transforming growth factor-f) vznik kolorektalniho karcinomu inhibuji [300]. To, Ze jsou
sttevni mikrobiota v pfi¢inném vztahu s kolorektalni rakovinou, podporuje rozdil incidence

tenkostfevniho a tlustostievniho karcinomu. I v ptipadé¢ kment Escherichia coli byl ve studii
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in vivo potvrzen aboralni narist téchto bakterii a jejich predominantni vyskyt v tlustém stievé
(ve srovnani se stfevem tenkym) [32]. Mezi bakterie podezielé¢ ze spolupodilu na vyvoji
kolorektalniho karcinomu patii Streptococcus bovis, Bacteroides fragilis, Escherichia coli a
dalsi [41].

Escherichia coli se vyskytuje ve ¢tyfech zakladnich genotypech A, B1, 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 mysSich enterocytech (studie in vivo). Tato fosforylace vede k pfechodnému
naruseni DNA, nedostate¢nym opravdm DNA a vzniku chromozomovych aberaci. Tento fakt
ospravedliiuje tvrzeni, ze kmeny E. coli obsahujici tento ,,pks* ostrivek ptispivaji k vyvoji

sporadického kolorektalniho karcinomu [47].

Nase pacienty jsme rozdé€lili na nemocné s pravostrannym a levostrannym kolorektalnim
karcinomem. Ctyfi z nich (biopticky vysetieno 12 vzorkd) méli pravostranny kolorektalni
karcinom. Ve vSech 12 biopsiich byl vykultivovan mikrocinogenni kmen E. coli, jehoz
genotyp patfil do fylogenetické skupiny B2 a/nebo D (vice virulentni). V deviti bioptickych
vzorcich (tzn. 75 %) byla vykultivovana E. coli s genotypem B2. V této souvislosti je tieba
uvazovat nad vyznamem potencialné karcinogennich E. coli vyznacujicich se genotypem B2
pii karcinogenezi v pravém tra¢niku. V poslednich letech jsou zminovany pilovité 1éze a
pilovité adenomy, z kterych dochazi k vyvoji kolorektalniho karcinomu podstatné rychleji nez
je tomu v piipadé sekvence ,,tradi¢ni* kolorektalni adenom — karcinom. Nabizi se moznost, ze
by na vzniklé genetické odchylky a rychlost jejich vzniku pii vyvoji kolorektalniho

karcinomu z pilovitého adenomu mohla mit vliv pravé ptitomnost E. coli s genotypem B2.

Genotypy Escherichia coli A a B1 se asociuji s mén¢ virulentnimi znaky, naopak genotyp B2
a D svice virulentnimi. V nasi studii byla nejnizsi Cetnost genotypu A nalezena u E. coli
vykultivovanych ve skupiné pacientll s kolorektalnim karcinomem a nejvyssi zastoupeni
genotypu D bylo rovnéZ u nemocnych s kolorektalnim karcinomem. Tyto vysledky lze
interpretovat tak, ze u pacientl s kolorektalnim karcinomem dochézi k posunu v genotypu E.
coli smérem k virulentngj§imu. Byt’ jsme neprokazali rozdil v bakteriocinogenii mezi pacienty
s karcinomem a ostatnimi skupinami pacientl, prokazali jsme vzestup bakteriocinogenie

v zavislosti na dysplazii kolorektdlniho adenomu a na rostoucim stagingu kolorektalniho
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karcinomu (viz déle). Tyto vSechny nalezy se dobie dopliuji a poukazuji na vyvoj genotypu

E. coli, ke kterému dochazi se vznikem a progresi kolorektalni patologie.

Kombinace genotypu B2 a produkce mikrocinu H47 a mikrocinu M byla nejcastéji nalezena u
pacientl s normalnim kolorektdlnim nalezem (kontrol), podstatné méné Casto u ostatnich
zkoumanych skupin vcetné nemocnych s idiopatickym stfevnim nalezem. Timto profilem se
vyznacuje probiotikum E. coli Nissle 1917 [100, 214, 312], které¢ je v klinické praxi
pouzivano k udrzeni remise ulcer6zni kolitidy (a prevenci ,,pouchitidy — zanétu ileo-andIniho
vaku). Nedostate¢né ,,piirozené” zastoupeni této probiotické bakterie v tlustém stfeve
pacientl s idiopatickym stfevnim zanétem se muze ziejme podilet na vyvoji kolorektalni

patologie.

V nasi studii jsme hodnotili pocet produkovanych bakteriocini jednotlivymi vykultivovanymi
kmeny z celedi Enterobacteriaceae v ptipadé prokazané bakteriocinogenie. Zajimavym
zjisténim je, Ze u nemocnych s idiopatickym stfevnim zanétem a v souboru kontrol bylo
zjisténo nejvice multiprodukénich kment, v souboru pacientl s kolorektalnim karcinomem
nejvice kmenli produkujicich 2 bakteriociny. Monoprodukénich kment bylo identifikovano
nejvice u skupiny pacientli s kolorektalnim adenomem. Studie Gordona a spolupracovnikii
dokumentovala, ze kmeny E. coli, které produkovaly vice nez jeden bakteriocin, se Castéji

vyznacovaly genotypem B2 a mén¢ Casto pattily k fylogenetické skupin¢ A nebo D [99].

Bakteriociny se vyznacuji anti-neoplastickou aktivitou. Tyto u¢inky byly objeveny na konci
70. let minulého stoleti. Tehdy byly pouzity pifirozené se vyskytujici bakteriociny, které
prokazovaly toxicitu k sav¢im buiikdm. Dnes pouzivané purifikované bakteriociny (koliciny,
mikrociny, pyociny, pediociny) maji rovnéz inhibi¢ni ufinek na mnoho neoplastickych

bun&énych linif [45].

V 70. letech minulého stoleti se anti-neoplastickymi vlastnostmi bakteriocinli zabyval
predevsim kolektiv kanadské védkyné Hannah Farkas-Himsley, ¢eSti védci Hordk s BureSem
a Smarda se spolupracovniky. Studie Mittelmana ve spolupraci s Farkas-Himsley
dokumentovala senzitivitu mySich leukemickych bunék k bakteriocinim. Po interakci
leukemické buriky s kolicinem dochazelo ke vzniku odchylek v pribéhu bunééného cyklu,
coz bylo v zapéti monitorovano pratokovou cytometrii. Interakce kolicinu s leukemickou
burikou tstila ve snizeni poctu bunék v G0/G1 a SG2M fazi, pfi¢emz dochazelo k akumulaci

bun¢k v preGl fazi [183]. Interakci bakteriocinli s leukemickymi bunikami (na rozdil od
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normalnich lymfocytll) v periferni krvi potvrzuje studie Musclow et al. [190]. Selektivni
interakce bakteriocinii s malignimi lymfocyty (ne s normalnimi lymfocyty) u déti s akutni
lymfoblastickou leukémii Ize pouzit jako test k ¢asné diagnostice a monitoraci onemocnéni
lymfoblastickou leukémii [191]. Farkas-Himsley porovnavala senzitivitu mySich
leukemickych bunék k bakteriocinim. Prokéazala, ze buiky s vyss$i onkogenicitou byly
Kk ptisobeni bakteriocinu citlivéj$i nez buniky s niz§im onkogennim potencialem nebo normalni
lymfocyty ptritomné ve sleziné [75]. Z jiné studie vyplyvéa, Ze bakteriociny pouzivaji
k interakci s cilovou maligni bufikou transferinové receptory [80]. Bylo dokumentovano, zZe
po interakci ¢astecné purifikovaného bakteriocinu s membranovym receptorem maligni bunky
dochazi k aktivaci bunécnych endonukleas a fragmentaci DNA. Jde o programovanou smrt
buiiky, ktera zahrnuje apoptézu [82]. Plvodni i purifikované koliciny si pfitom uchovavaji
svoji cytotoxickou aktivitu vic¢i bakteridlnim builkdm a buiikdm savcl po zamrazeni i

rozmrazeni [81].

Ptitomnost bakteriocinli u pacientii s kolorektalnim karcinomem se stala pfedmétem studii,
vysledky vsak nevysly jednoznaéné [45]. Smarda et al. neprokazal signifikantni rozdil ve
srovnani se zdravymi dobrovolniky (kolicinogenie u zdravych kontrol: 41,4 %, kolicinogenie
u pacientil s malignim tumorem stteva: 40,6 %) [277]. Studie BureSe et al. naopak prokazala
snizenou kolicinogenii u pacientt s kolorektalnim karcinomem (Escherichia coli byla
kultivovana z analnich vytéri). Kolicinogenni E. coli byla u nemocnych s kolorektalnim
karcinomem zjiSténa pouze ve 41,6 %, kdezto u zdravych kontrol v 63,8 %. Tato diference
vysla jako statisticky signifikantni [29]. Myslenka, Zze absence kolicinogennich kmenu E. coli
by mohla stat za piiCinou a vyvojem kolorektalniho karcinomu, se zdala byt logickou. Tuto
myslenku mize podporovat studie Farkas-Himsley, ktera dokumentovala selektivni inhibici
bunék lidskych gastrointestinalnich adenokarcinomi pomoci vibriocinu-8SL a pyocinu I-4.
Ze studie vyplyva, Ze se stoupajicim mitotickym indexem stoupé citlivost danych bunék

Kk bakteriocinim [78].

V nasi recentni studii jsme testovali pomoci metod PCR bakteriocinogenii, kolicinogenii a
mikrocinogenii bakterii, které byly vykultivovany v biopsiich sliznice tlustého steva (jde tedy
na rozdil od ptedchozich studii o slizni¢ni mikrobiota). Mira bakteriocinogenie, kolicinogenie
a mikrocinogenie se mezi jednotlivymi vySetfovanymi soubory statisticky signifikantné
nelisila. Presto lze pozorovat zvySeni mikrocinogenie u kontrolnich jedinci a u pacientl

s kolorektalnim karcinomem (v porovnani s pacienty s kolorektalnim adenomem a
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idiopatickymi stfevnimi zadnéty). Soucasnd produkce mikrocint a kolicinti byla vyssi rovnéz u
kontrolnich jedincii a u pacientti s kolorektalnim karcinomem. Tyto poznatky vedou k tvaze,
ze bakteriocinogenie je ptirozené vysSi u zdravych jedincii, kdy slizni¢ni mikrobiota
disponuji ,,pfirozenou antibiotickou a anti-neoplastickou* kontrolou. V ptipadé¢ vyrazné
stresové situace a potencidlniho nedostatku nutri¢nich substrat pro bakterie v ¢asovém
obdobi vzniku a ptedevsim progrese kolorektalniho karcinomu dochézi ke zvyseni kompetice
mezi jednotlivymi tlustostievnimi populacemi bakterii, coz se mize mimo jiné projevovat
zvySenim produkce bakteriocinti. Naptiklad deficit thyminu stimuluje produkci kolicinti in
vitro [267]. V této souvislosti je otazné, zda je primarnim cilem stfevnich mikrobiot
produkovat bakteriociny se zamérem vyhnout se vyhynuti dané bakteridlni kolonie/daného
bakterialniho spoleCenstvi a/nebo zachranit hostitelsky organismus diky anti-neoplastickému
pusobeni produkovanych bakteriocinti. Prvni tvrzeni by podporovala modelova studie Majeed
et al., kdy proti sobé staly dva kmeny DNA degradujicich kolicin (E2 a E7). Byl prokazan
letalni efekt jednoho kmene vii¢i druhému; dilezitym zjisténim bylo ale také to, ze produkce
mensSiho mnozstvi bakteriocinu vedlo k odpovédi — expresi bakteriocinu u kmene druhého
[174]. Primarni zachranu vlastniho bakteridlniho spolecenstvi by také potvrzovala piedev§im
zvysena Cetnost vyskytu kolicinu M u nemocnych s kolorektalnim karcinomem, u kterého
anti-neoplasticky efekt doposud prokazan nebyl (viz dale). Pro to, Ze ale mize jit o
komplexnéjsi feSeni situace, nejen o vlastni ,,sobeckou* zachranu dané¢ho druhu stfevnich
mikrobiot, svéd¢i nalez produkce kolicinu K, kterou jsme (byt v nékolika malo ptipadech) na
rozdil od ostatnich zkoumanych skupin u nemocnych s kolorektdlnim karcinomem

identifikovali. Kolicin K ma anti-neoplasticky potencial (viz dale).

Nektera cytostatika jsou schopna stimulovat produkci kolicind. Typickym piikladem je
mitomycin C, po jehoz indukci se epichromozomalni DNA kolicinogennich kmenti zvétsi a
dosahuje az 10 % celkové bakterialni DNA [31]. Vlastnosti mitomycinu C se vyuZziva
v terapii gynekologickych malignit (karcinomu délozniho ¢&ipku, karcinomu vulvy) a

karcinomu prsu [139].

Zcela zasadnim faktem, vyplyvajicim z nasi studie, je prokézani statisticky vyznamného
rozdilu v bakteriocinogenii mezi souborem pacienti s nepokroCilymi a pokrocilymi
kolorektalnimi neoplaziemi. Pokroc¢ild (advanced) kolorektdlni neoplazie je definovana
velikosti (>10 mm) a/nebo piitomnosti vysokého stupné dysplazie a/nebo ptitomnosti vilézni

komponenty. Soubor nemocnych s pokroilou neoplazii se vyznaCoval vysS$i
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bakteriocinogenii nez soubor pacientd s adenomem nepokrocilym. Genotyp A Escherichia
coli (ktery se asociuje s mén¢ virulentnimi znaky) byl ¢astéji nalezen ve skupiné nemocnych s
nepokrocCilou kolorektalni neoplazii, naopak genotyp B2 Escherichia coli se castéji
vyskytoval ve skupin¢ nemocnych s pokroc¢ilym adenomem. VSechna zjisténa fakta poukazuji
na asociaci miry bakteridlni virulence s rostoucim stupném dysplazie. Platnost a spravnost
téchto vysledki byla potvrzena dal$im nas$im pozorovanim: prokazali jsme asociaci miry
bakteriocinogenie, kolicinogenie, mikrocinogenie a soucasné kolicinogenie s mikrocinogenii
se zvySujicim se stddiem kolorektalniho karcinomu. Staging jsme hodnotili pomoci TNM
klasifikace. Vysledky poukazuji na to, Ze stfevni mikrobiota jsou nedocenénym /
»zapomenutym* systémem, ktery se spolupodili na vznikajici patologii a/nebo na ni reaguje
[83].

Koliciny E1, E3, E5 prokazuji anti-neoplastickou aktivitu proti mnoha liniim nadorovych
bunék savci. Smarda se spolupracovniky zkoumal efekt kolicintt E2, D a E3 na HeLa buiiky
(lidské epitelidlni bunécné linie pochdzejici z karcinomu dé&loZzniho hrdla). Kolicin E3
prokazoval cytotoxické a sekundarné cytolytické ucinky na HelLa bunky, zatimco
purifikované koliciny E2 a D cytotoxicky efekt na HeLa buiiky nemély [276, 278]. Koliciny
El, E3 a ES5 prokazovaly cytotoxicky efekt na kolonie fibroblasta [275]. Dalsi studie
dokumentovala anti-neoplasticky u¢inek kolicinu E1 a E3 na transformované monoblasty,
¢imz byl potvrzen cytotoxicky efekt na leukemické bunky [274]. Ze studie Fusky a
spolupracovnikti vyplyva, ze pokud je pouzit kolicin E3 v mnozZstvi mensim nez 1,0 mg/ml,
pak dochazi k proliferaci mysSich leukemickych buné¢k, ptfi pouziti vysSich koncentraci
dochazi k jejich inhibici [90]. Malé proteiny zaloZzené na vlastnostech kolicini maji
prokazatelny anti-tumorozni efekt. Peptid podobny kolicinu E3 aplikovany lokalné ve studii
provadéné na zvifecich modelech (mysi) vedl k prodlouzeni pieziti a redukci objemu tumoru
zZ lidskych glioblastomovych bunck aplikovanych subkutanné [307]. Chumchalova et al.
zkoumala aktivitu 4 kolicind (A, E1, E3, U) proti lidskym liniim fibroblastt a proti lidskym
nadorovym liniim bun¢k definovanych mutaci p53. Kolicin E1 (kromé jednoho piipadu) a
kolicin A inhibovaly jejich rist. Uginek kolicinti na eukaryotické buiiky miize byt tedy
povazovéan za cytotoxicky a zavisly na typu kolicinu a typu cilové buiiky [130]. Smarda
zkoumal ucinek kolicind E2 a A: oba koliciny dramaticky sniZovaly Zivotnost tfech mySich
bunéénych linii, a to azZ o 58 %. Lécba kolicinem A vedla k prodlouZeni Zivota u mysi

s transplantovanymi bunikami plazmocytomu v 43 % [50].

117



Nejvice vyjadieny anti-neoplasticky efekt maji na zakladé¢ provedenych studii koliciny
s RNA-asovou aktivitou a koliciny formujici pory. Koliciny E3 a ES neméni profil bunééného
cyklu, a proto se spise predpoklada, ze sviij anti-neoplasticky efekt realizuji mechanismem
nekrézy nez apoptozy [150, 274]. Koliciny formujici pory pusobi letdln¢ mechanismem

apoptdzy (dochazi k akumulaci bunék v G1 fazi) [130, 150].

V nasi studii jsme rozdélili jednotlivé soubory podle zastoupeni bakteriocini se vztahem
k jejich mechanismu G¢inku. Zjistili jsme, ze nejvice kolicind pisobicich letalné vznikem
poéri je v kontrolni skupiné, nejvice kolicini s RNA-asovou aktivitou je ve skupiné
nemocnych s idiopatickym stfevnim zanétem. Naopak nejcetnéji jsou zastoupeny koliciny
plsobici mechanismem naruSeni syntézy peptidoglykanu u pacientii s kolorektalnim
karcinomem. Podtrhnout tato tvrzeni lze pfepoftem na absolutni kolicinogenii v jednotlivych
skupindch. Vysledky lze s opatrnosti interpretovat tak, ze u kontrolnich osob a u pacientl
s idiopatickym stfevnim zanétem se nejCastéji vyskytuji koliciny s antibiotickym a anti-
neoplastickym efektem, u pacienti s kolorektdlnim karcinomem dominuji koliciny s pouze

antibakteridlnim a¢inkem.

V naSich zkoumanych skupinach jsme stanovovali zastoupeni jednotlivych kolicini a
mikrocin. Koliciny Ia, Ib a ani E1 se vyznamné&ji v Cetnosti vyskytu mezi jednotlivymi
skupinami neliSily. Kolicin E1 mé prokazany anti-neoplasticky efekt, dale je povazovan za
potencialni virulentni faktor [271]. Zjistili jsme, ze koliciny E2, 4, 6, 7 byly podstatné Castéji
zastoupeny u pacienti s idiopatickym stievnim zanétem na rozdil od skupin ostatnich.
Koliciny E3 a E5 byly nalezeny (ve 2 %) pouze u pacientl s idiopatickym stfevnim zanétem,

V ostatnich zkoumanych skupindch diagnostikovany nebyly.

Studie, které se kolicinogenii u nemocnych s idiopatickym stfevnim zanétem doposud
zabyvaly, zvySeny vyskyt kolicinli skupiny E neprokézaly. Vzhledem k tomu, Ze stfevni
mikrobiota hraji ustfedni roli v etiopatogenezi idiopatickych stfevnich zanétl, jisté jsou
dilezitd 1 v potencidlnim zabranéni nebo naopak nastartovani vyvoje neoplazmatu v tomto
prekancer6znim terénu. Kromé intimniho vztahu sttevnich mikrobiot se slizni¢nim imunitnim
systémem a moZnosti ovlivnéni produkce prokarcinogennich nebo naopak anti-neoplastickych
cytokinii/chemokinli, se nejspiSe uplatiuji svym cytotoxickym uc¢inkem 1 jednotlivé

bakteriociny, v¢etné kolicint skupiny E.
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Anti-neoplasticky pusobici kolicin A nebyl identifikovan v zZadné z naSich zkoumanych

skupin.

Kolicin M se v nasi studii vyskytoval s nejvyssi frekvenci u nemocnych s kolorektalnim
karcinomem. Jiz studie Burese et al. v minulosti dokumentovala, Ze nej¢astéjSim kolicinem u
pacientt s kolorektalnim karcinomem byly koliciny M a B, tzn. koliciny s neprokazanym anti-
tumor6znim ucinkem [31]. V minulosti byla hradeckou skupinou zkoumana kolicinogenie
také u pacientd s celiakii v détské populaci. U déti s celiakii byla kolicinogenie
diagnostikovana v 61 % (22/36), coz se signifikantné neliSilo od kontrol, u kterych byla
kolicinogenie zjiSténa v 56 % (36/64). Signifikantni diference vSak byla nalezena
V kolicinogenii mezi détmi s celiakii s bezlepkovou dietou (70 %) a détmi s celiakii
s normdlni dietou (33 %). U kontrolni skupiny se casté&ji vyskytovaly koliciny E1 a K (byt
signifikance nenabyla statistické vyznamnosti), naopak u déti s celiakii se Castéji vyskytoval
kolicin M a B (rozdil byl statisticky vyznamny: p<0,050) [211]. Déle byla zkoumana
kolicinogenie u déti s IgA deficitem. Je znamo, ze u 10 % pacientt s IgA deficitem je
pritomna celiakédlni sprue. U déti s IgA deficitem (stejné jako u déti s celiakdlni sprue) byl
Castéji na rozdil od zdravé détské populace diagnostikovan kolicin M a B. Naopak ptitomnost
kolicinu K byla zjisténa jen u jednoho ditéte s IgA deficitem ze 12 vySetfovanych (u zdravé
détské populace se kolicin K vyskytuje v 42 %) [212].

Bures et al. ve své studii prokazal rozdilnou frekvenci vyskytu kolicinu K: u zdravych osob
byl zjistén ve 13 %, u nemocnych s kolorektalnim karcinomem pouze v 1,9 % [31]. Nizké
zastoupeni kolicinu K bylo zjisténo 1 u déti s celiakii a [gA imunodeficitem [211, 212]. V nasi
recentni studii vSak byl kolicin K v n¢kolika piipadech identifikovan vyhradné ve skupiné
pacientl s rakovinou tlustého stfeva. Tyto rozdilné vysledky bude nutné vcetné mechanismu

ucinku kolicinu K na eukaryotni bunky objasnit v dalSich studiich.

I u mikrocin byl experimentalné prokdzan anti-tumordzni UCinek. Mikrocin E492,
produkovany bakterii Klebsiella pneumoniae, pusobi anti-neoplasticky na HelLa bunky
(odvozené od karcinomu délozniho ¢ipku), linie bunék odvozené od Burkittova lymfomu a
bunécné linie odvozené od T-leukemickych bun€k [45]. Cytotoxicky efekt mE492 byl
charakterizovan na HeLa butikach: pfi pouziti niz§ich koncentraci zpisobuje biochemické a
morfologické zmény typické pro apoptdézu. PouZiti inhibitoru kaspasy vede k zablokovani

cytotoxického u€inku mE492. V ptipadé pouziti vysSich koncentraci mE492 dochazi v cilové
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bunice k vyplaveni kalcia z intracelularnich zdsob nejspiSe na podkladé¢ formace iontovych
kanali [111]. Cytotoxicky uc¢inek mE492 na lidské bunécéné linie, ktery je zprosttedkovan

mechanismem apoptdzy, potvrzuje studie Lagose et al. [149].

V nasi kohorté vysetfovanych jedinct jsme identifikovali nejcastéji mikrocin H47, dale mV a
mM, tedy mikrociny z 1. skupiny. Mikrocin E492 s prokazanym anti-neoplastickym uc¢inkem
jsme neidentifikovali. Mikrocin H47, mV, mM (ddle mikrocin B17 a kolicin El) jsou
povazovany za bakteriociny asociované s patogennimi kmeny (osobni sdéleni doc. Smajse;

2013).

Anti-neoplasticka aktivita pyocini produkovanych Pseudomonas aeruginosa byla
deklarovana Farkas-Himsley [77]. V dalsi studii byla testovana senzitivita ovaridlnich bun¢k
kiecki a mySich fibroblasti k pyocinu 1-4. Buiky, které byly k pyocinu senzitivni, se
akumulovaly v preG1 fazi. Ve svételné mikroskopii byla vétsina bunék shledana intaktnimi,
avsak pii pouziti znaceni 3H-thymidinem byla potvrzena degradace DNA v bunkach citlivych
k pyocinu [79]. Pyociny S2 inhibuji proliferaci bunék odvozenych od lidského
hepatocelularniho karcinomu a lymfoblastické leukémie. Lymfoblasty byly podle studie
Abdi-Ali et al. k ptsobeni pyocinu S2 citlivéjsi nez bunky hepatocelularniho karcinomu [1].
Pediocin je produkovan bakterii Pediococcus acidilactici. V nativni, avSak ne rekombinantni
formé¢ dokaze inhibovat proliferaci bunék odvozenych od lidského plicniho karcinomu a

lidského kolorektalniho adenokarcinomu [45].

Vzhledem k celosvétové vysoké incidenci a mortalité na zhoubné nadory znamena moznost
rozsifeni/zefektivnéni doposud zndmych terapeutickych strategii u téchto malignich
onemocnéni mnoho [150]. Vyuziti anti-neoplastického efektu bakteriocinti by tak mohlo mit
vyznam predevsim u tumort, které soucasna medicina 1écit/vylécit nedokaze. Predpoklada se
1 moznost kombinace vyuziti bakteriocinli s dal§imi klinicky jiz vyzkouSenymi modalitami
scilem zvysit jejich efektivitu. Studie Farkas Himsley et al. dokumentovala vlastnosti
rekombinantniho verotoxinu 1: tento bakteriocin je schopny simulovat toxicitu
protinadorovych proteinli a dokaze napodobit jejich aktivitu proti riznym lidskym ovaridlnim
bunéénym liniim a v ptipadé¢ jejich mnohocetné rezistence na lé¢iva zvySuje jejich senzitivitu
[76]. Potencialni terapeutické vyuziti mikrocini (pfedev§im jakozto induktort apoptozy) je
V posledni dobé obzvlast zkoumano [68]. Vzhledem k vysoké incidenci kolorektalniho

karcinomu v Ceské republice je vyzkum anti-neoplasticky piisobicich bakteriocinii velmi
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aktudlni. Zadouci by proto byla realizace studii, které by zkoumaly vyznam bakteriocinti v
prevenci vyvoje kolorektalniho karcinomu, podobné jako napf. celecoxib u pacientii
s familiarni adenomat6zni polypdzou [45]. Bakteriocinogenie byla jiz u nékolika nasich
pacienti s Lynchovym syndromem a familiarni adenomat6zni polypdzou stanovena, avsSak
prozatim jde o malou kohortu nemocnych, kdy by statistickd analyza mohla vést

k nespravnym zavéram.

Na otazku, zda ,je kolorektalni karcinom infekénim onemocnénim*?, neni jednoduché
odpovédet. Pokud by v prevenci vyvoje rakoviny tlustého stfeva méla efekt antibiotika,
prebiotika Ci probiotika, lze jednoznacné odpoveédét, Zze ano. Vzhledem ke komplexnosti a
slozitosti ekologického systému stfevnich mikrobiot vSak =zistavaji vysledky doposud
provedenych epidemiologickych studii ohledn& pouZiti probiotik v rdmci prevence vyvoje

kolorektalniho karcinomu u €lovéka rozporuplné [41].

Vzhledem k prevalenci tézkych infekénich onemocnéni, obzvlast pak nozokomialnich a
soucasnému rozvoji rezistence na antibiotika Ize v blizké budoucnosti ocekavat vyzkum
Vv oblasti kolicinogenie a pfedevsim mikrocinogenie. Jedine¢na struktura kolicind 1 mikrocint,
jejich variabilni antibakteridlni mechanismus ucinku (vzhledem k zaketnosti nékdy
piirovnavany k mechanismu ,, Trojského koné*) se ptimo nabizi [68]. Bures et al. potvrdil, ze
Vv piipadé¢ ptitomnosti kolicinogennich kmenu E. coli (produkujicich kolicin Js) neni pro 1é¢bu
bacilarni dyzenterie antibiotickd terapie nutnd. Antibioticka 1écba (neomycin) je
ospravedlnitelnd tehdy, pokud kolicinogenni fléra pfitomna neni [28]. Nozokomialni mocové
infekce jsou hrozbou vSech pacientli, predevSim pak imunosuprimovanych ¢i nemocnych
hospitalizovanych na jednotkach intenzivni péce. Nepatogenni kolicinogenni kmeny E. coli,
ke kterym jsou uropatogenni kmeny E. coli citlivé, mohou pfitom byt v praxi pouzity jako
prevence pred katetrovymi mocovymi infekcemi [306]. BudiC et al. dokumentoval, ze nejvice
efektivni z in vitro izolovanych kolicint E1, E6, E7, K a M proti kmeniim Escherichia coli u
pacientil s bakteriémii piivodem z mocového traktu byl kolicin E7 (bylo k nému rezistentnich
pouze 13 % kment) [25]. Enterohemoragicka Escherichia coli O157 zptsobuje tézka infekéni
onemocnéni u lidi, pfedev§im u déti. Toshima et al. zkoumal rezistenci lidského organismu
vuci Escherichia coli 0157. Zjistil, ze sve€kem jedince stoupa pocet pfitomnych
bakteriocinogennich kmeni E. coli, které mohou zajistit rezistenci vi¢i kmenu E. coli O157.
Z této studie vyplyva, ze E. coli O157 je Casto senzitivni ke kolicinu E2, E3, E5, E6, ES8, E9,

naopak rezistentni je vii¢i kolicinu B, Ia a Ib. Podobné vysledky vySly i ve studii Bradley et
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al. [20, 303]. V posledni dobé se vyzkum zaméfuje i na letdlni uc¢inek mikrocini vici
enterohemoragickému kmenu Escherichia coli O157:H7 a 026 [70]. U novorozencl se
tvorbou protilatek proti antigenu O Escherichia coli zabyvala Lodinova-Zadnikova et al.
[160]. Dalsi studie této veédkyné se veénovaly pouziti inaktivovanych kmeni
enteropatogennich E. coli v 1é¢bé gastrointestinalnich infekci nedonosenych novorozencti
[326]. Peroralni podani probiotickych kmeni E. coli novorozencim vede k rychlé kolonizaci
jejich gastrointestindlniho traktu, navozuje lokalni i sérovou produkci protilatek (pficemz
dalezitou je predevSim produkce sekre¢niho IgA) a snizuje pocet pfitomnych patogent.
MozZnost redukovat incidenci nozokomidlnich infekci a nutnost podani antibiotik u
nedonosSenych a jinak rizikovych norovorozencu je v klinické praxi vysoce cenéna [161]. Ke
kolonizaci gastrointestinalniho traktu Lodinova pouzivala E. coli O83 [163] nebo napf.
Mutaflor (E. coli Nissle 1917) [162]. Velmi zakeinou je v klinické praxi listeriova
infekce/sepse. Kolicin E1 je schopen inhibovat Listeria monocytogenes [213].

Probiotika plisobi vice mechanismy, kromé jiného se vyznacuji produkci bakteriocinti [98].
Vzhledem k tomu, Ze stievni mikrobiota hraji vyznamnou roli v etiopatogenezi idiopatickych
sttevnich zanét, ocekavali bychom moznost Sirokého terapeutického vyuziti probiotik.
Prozatim vSak tyto preparaty nenaSly uplatnéni v I1é€bé Crohnovy choroby. U nemocnych
S ulcerdzni kolitidou ma vyznam v udrZeni remise onemocnéni terapic Mutaflorem (E. coli
Nissle 1917); je alternativou klécbé 5-ASA (preparaty S-aminosalicylové kyseliny).
Escherichia coli Nissle 1917 produkuje mikrociny H47 a mM [100, 214, 312]. Kombinace
probiotik VSL#3 se ukazala byt efektivni v 1é¢b¢ a prevenci pouchitidy po ileo-pouch-analni

anastomoze ve srovnani s placebem [103].

Antibakterialni aktivity bakteriocinti se vyuziva kromé mediciny i V potravinaiském prumyslu
Kk uchovavani potravin. Lantibiotikum nisin pusobi antibioticky va¢i grampozitivnim
mikrobiotim [56]. V poslednich letech je zkouméana moznost pouziti mikrocinu, ktery by byl

aktivni vli¢i gramnegativnim bakteriim [68].

V nasi praci jsme se vénovali stanoveni bakteriocinogenie z biopticky odebranych vzorki
sliznice tlustého stfeva pomoci PCR metod. Neprokéizali jsme rozdilnou miru
bakteriocinogenie mezi jednotlivymi vySetfovanymi soubory (kolorektélni karcinom, adenom,
idiopaticky stfevni zanét a kontroly). Zjistili jsme asociaci virulentniho genotypu E. coli

s pokrocilym kolorektalnim adenomem a asociaci virulentniho genotypu E. coli
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s kolorektalnim karcinomem. Potvrdili jsme vys$s$i vyskyt bakteriocinogenie u pokrocilych
kolorektalnich neoplazii a asociaci bakteriocinogenie s rostoucim stagingem kolorektalniho
karcinomu. V jednotlivych souborech jsme prokazali rozdilné zastoupeni kolicinii a rozdilnou
cetnost vyskytu kolicinii pfi jejich rozd€leni v zavislosti na mechanismu ptisobeni. Tato
zjisténi dovoluji tvrdit, Ze se jednotlivé soubory 1isi v poc¢tu antibakterialné a anti-neoplasticky

pusobicich bakteriocintl. Nasledna implementace do klinické mediciny je zddouci.
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5. Zavéry:

5.1. Stanoveni anti-porinovych protilatek

Vypracovali jsme metodiku vysetfeni anti-porinovych protilatek (namifenych proti
OmpC porinim Escherichia coli) u pacientt s idiopatickymi stfevnimi zanéty,
kolorektalnim adenomem a karcinomem a u skupiny kontrol. ZvySené hodnoty anti-
porinovych protilatek byly zjiStény ve skupiné nemocnych s idiopatickym stfevnim
zénétem a v souboru pacientl s kolorektalnim karcinomem.

Statisticky signifikantné vy$§i hodnoty anti-porinovych protilatek byly asociovany
S komplikovanymi formami Crohnovy choroby (fistulujici a stenozujici formou).
Domnivame se, ze stanovena hodnota anti-porinovych protilatek by mohla pomoci

predikovat vyvoj klinického fenotypu Crohnovy choroby.

5.2. Bakteriologické vySetieni bioptickych vzorki z tra¢niku a stanoveni

kolicinogenie koliformnich baktérii

Zavedli jsme novou metodiku bakteriologického vySetfeni a nasledného stanoveni
kolicinogenie v biopticky odebranych vzorcich sliznice tlustého stieva (odbéry byly
provadény pii diagnostickém ¢i terapeutickém koloskopickém vykonu).

V jednotlivych vySetfovanych souborech (pacienti s idiopatickym stievnim zanétem,
kolorektalnim adenomem, karcinomem a ve skupiné kontrolnich zdravych osob) jsme
stanovili bakteriocinogenii a genotypy izolovanych kment Escherichia coli.
Bakteriocinogenie se mezi jednotlivymi soubory statisticky neliSila; statistickou
diferenci v bakteriocinogenii jsme prokazali mezi podskupinou nemocnych
s nepokrocilou a pokroc¢ilou kolorektalni neoplazii. Nejnizsi etnost vyskytu genotypu
A (asociovany s méné virulentnimi znaky) a nejvyssi vyskyt genotypu D (asociovany
s vice virulentnimi znaky) byla nalezena u pacientli s kolorektalnim karcinomem. U
pacientll s pravostrannym kolorektdlnim karcinomem byl ve 100 % bioptickych

vzorkl diagnostikovan mikrocinogenni kmen Escherichia coli, jehoz genotyp patfil do
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fylogenetické skupiny B2 a/nebo D. V75 % vzorkii ve skupiné pacienti
S pravostrannym kolorektalnim karcinomem byla vykultivovana E. coli s genotypem
B2. Escherichia coli vyznaujici se genotypem B2 byla stanovena castéji U
nemocnych s pokro¢ilym kolorektalnim adenomem ve srovndni se skupinou
s nepokrocilou kolorektalni neoplazii.

Stanovili jsme jednotlivé kolicinogenotypy a ur€ili prevalenci u zkoumanych skupin
osob. Koliciny pusobici depolarizujicim mechanismem byly nejcetnéji zastoupeny ve
skupiné kontrol, koliciny ptisobici letaln¢ inhibici DNA a RNA byly nejcastéji zjistény
u pacient s idiopatickym stfevnim zanétem. Koliciny inhibujici syntézu
peptidoglykanu byly nejvice zastoupeny u nemocnych s kolorektalnim karcinomem.
V jednotlivych skupindch jsme hodnotili koliciny podle translokace ptes zevni

membranu Escherichia coli, dale podle skupinové rezistence a tolerance.

Neprokazali jsme statisticky vyznamny rozdil v bakteriocinogenii mezi souborem
nemocnych s kolorektalnim karcinomem a skupinou kontrolnich osob. Ve skupiné
nemocnych s kolorektdlnim karcinomem byla pozorovana asociace miry
bakteriocinogenie, kolicinogenie, mikrocinogenie a soucasné kolicinogenie s
mikrocinogenii se zvySujicim se stddiem karcinomu (staging hodnocen pomoci TNM
klasifikace). Ve skupiné pacienti s kolorektdlnim karcinomem byl castéji
diagnostikovan kolicin M (kolicin s neprokdzanym anti-neoplastickym uc¢inkem) ve

srovnani se skupinou kontrolni.
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6. Summary:

Sporadic colorectal cancer (CRC) represents an immense problem wordlwide. Precise
definition of all the potential contributors to the etiopathogenesis of CRC remains a challenge,
when concidering its high incidence especially in the Czech Republic. Large intestinal
microbiota play a very important role, however, their involvement is underestimated.
Inflammatory bowel disease (Crohn’s disease and ulcerative colitis) belong to the problems of
contemporary era. Large intestinal microbiota are in a very close association with the
elements of large bowel mucosal immune system. If changes in quality and/or (increased)
quantity of the large intestinal microbiota occur, the mucosal immune system responds
immediately. However, response does not lead to a ,physiological protection* only, but to
excessive and proinflammatory response of the immune system also, which may be followed

by pathological patterns of the large bowel mucosa reaction.

The precise diagnostics of inflammatory bowel disease is extremely important for the
following control of the disease behaviour and for the optimal therapy chosen. There is a
trend of noninvasive tests in the contemporary medicine. Untill now, anti-Saracharomyces
cerevisiae antibodies (ASCA, associated with Crohn’s disease) and anti-neutrophil
cytoplasmic antibodies (ANCA; associated with ulcerative colitis) were found to be most
important antibodies tested. However, there is an urgent need to classify more precisely, what
the individual fenotype of Crohn’s disease will be like and what is the relationship between
large intestinal microbiota and large bowel pathology. Anti-porin antibodies (anti-OmpC
antibodies) aimed at porin C, which is localised at the bacterial cell wall of Escherichia coli,

could help us to answer these questions.

Methodology and investigation of serum anti-porin antibodies in patients with inflammatory
bowel disease, colorectal adenoma, colorectal carcinoma and healthy persons belonged to the
objectives of the first part of our work. We have found out, that not only patients with
inflammatory bowel disease, but patients with colorectal carcinoma also had increased levels
of anti-porin antibodies. These results confirm the contribution of colonic microbiota to the
development of large bowel pathology very clearly. No similar study in patients with
colorectal carcinoma has been carried out untill now and we find these results highly
important, because of potencial opportunity to influence pathogenesis of CRC. Statistically

higher levels of anti-porin antibodies found in patients with more complicated forms (internal
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perforating and stenosing forms) of Crohn’s disease indicate the contribution of large bowel
microbiota to the pathogenesis of inflammatory bowel diseases. The opportunity to use anti-
porin antibodies for the prediction of following behaviour of the disease seems to be very
helpful in the clinics and hence this investigation should not be omitted in the near future.

Determination of quantitative and qualitative bacteriocinogeny in patients with colorectal
adenoma, colorectal carcinoma, inflammatory bowel disease and in healthy individuals
belonged to the aims in the second part of our work. Bacteriocins are peptides or small
proteins, which are produced by bacteria of the Enterobacteriaceae family. Bacteriocins are
devided into more groups, colicins and microcins belong to the most important of them.
Bacteriocins are characterized by its antibacterial effect, which enables each species/
population to survive / protect itself. Some of the colicins and microcins do have anti-
neoplastic activity as well. All the colicins and majority of microcins are coded
extrachromosomally, in the plasmids. We have established a new methodology of bacteriocin
typing: mucosal biopsies were taken in the caecum, transverse colon and the rectum within
either diagnostic or therapeutic colonoscopy. After appropiate microbiological culture
bacteriocinogeny of each strain and genotypes of Escherichia coli strains were investigated by
PCR methods. Genotype A (associated with less virulent strains) was found least commonly
in patients with colorectal carcinoma (compared among all the groups tested) and genotype D
(associated with most virulent strains) was confirmed most frequently in patients with
colorectal carcinoma. The conclusion could be, that the large bowel mucosa of the patients
with colorectal carcinoma is colonized by Eschericha coli, which belongs to more virulent
strains. In patients with right-sided colorectal carcinoma there were found microcinogenic
strains of Escherichia coli, which belonged either to the genotype B2 and/or D. Escherichia
coli with the genotype B2 was confirmed in 75% of patients with right-sided colorectal
carcinoma. Recent studies declare, that Escherichia coli of B2 genotype are characterised by
the presence of a genomic island called ,,pks*, which could contribute to the development of
sporadic colorectal cancer. These results could help to explain, why the genesis of the
colorectal carcinoma from the serrated adenoma (which are localised mainly in the right
colon) occurs more quickly comparing sequence ,usual colorectal adenoma“ — colorectal

carcinoma.

Bacteriocinogeny did not differ among groups tested, however increasing bacteriocinogeny,

colicinogeny, microcinogeny and coliciogeny & microcinogeny was associated with the
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increasing staging of the colorectal carcinoma (assessed according to the TNM classification).
Statistically significant difference in bacteriocinogeny was observed between the group of
patients with non-advanced colorectal adenoma and advanced colorecal neoplasia (patients
with advanced colorectal neoplasia had higher bacteriocinogeny).

Colicins depolarizing membrane of the target cell were found most frequently in the group of
the controls. Colicins, which inhibit either DNA or RNA synthesis, were confirmed to be
most common in the patients with inflammatory bowel disease. All three groups of colicins
were found to have an antineoplastic potential in the experimental studies. On the contrary,
colicin M, which has never been confirmed as an antineoplastic one, was found in the patients

with colorectal carcinoma mainly.

Our work has confirmed high importance of the large intestinal microbiota and their
contribution to the etiopathogenesis of inflammatory bowel disease and colorectal carcinoma.
Colonic microbiota have been underestimated and still remain a ,,frequently forgotten organ®.
Extensive research of all potential role of large intestinal microbiota belongs to the challenges

in the contemporary medicine.
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7. Seznam pouZzitych zkratek

ACCA: antichitobioside carbohydrate antibodies, antichitobiosidové protilatky

AFP: alfafetoprotein

ALCA: antilaminaribioside carbohydrate antibodies, antilaminaribiosidové protilatky

ANCA: antineutrophil cytoplasmic antibodies, protilatky proti cytoplazmé neutrofil

anti-CBirl: antibodies to CBirl, protilatky proti bakterialnim flagelintim

anti-12: antibodies to Pseudomonas fluorescens, protilatky proti Pseudomonas fluorescens

anti-OmpC: anti-outer membrane protein C antibodies, protilatky proti proteinu C zevni
membrany

APC gen: adenomatous polyposis coli gene, gen pro adenomatdzni polypdzu stieva

ASCA: anti- Sacharomyces cerevisiae antibodies, protilatky proti Sacharomyces cerevisiae

BtuB: receptor pro vitamin B12

CA 19-9: cancer antigen 19-9, karcinomovy antigen 19-9

cAMP: cyklicky adenosinmonofosfat

CEA: carcinoembryonic antigen, karcinoembryonalni antigen

col: colicin, kolicin

CN: Crohnova nemoc
CRC: colorectal cancer, kolorektalni karcinom

DCC gene: gene deleted in colorectal carcinoma, deletovany gen u kolorektalniho karcinomu
DNA: deoxyribonukleova kyselina
E. coli: Escherichia coli
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, heterogenni enzymové imunoanalyza
FISH: fluorescent in situ hybridisation, fluorescent in situ hybridizace
GALT: gastrointestinal associated lymphoid tissue, lymfaticka tkan asociovana
s gastrointestindlnim traktem
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HeLa bunky: lidské epitelidlni bunééné linie pochdzejici z karcinomu délozniho hrdla

IBD: inflammatory bowel disease, idiopatické stievni zanéty

Ig: imunoglobulin

IL: interleukin

m: mikrocin

MALDI-TOF MS: matrix-assisted laser desorption-ionisation time-of-flight mass

spectrometry

MALT: mucosa associated lymphoid tissue, lymfaticka tkan asociovana se sliznici

NBI: narrow band imaging, zazeny pas svétla

NF-«B: nuclear factor-xB, nuklearni faktor-xB

NK: natural killers cells, NK bunky

NOD?2 receptors: nucleotide-binding oligomerization domain receptors, receptory pro vazbu

nukleotida

Omp: outer membrane protein, protein zevni membrany

OmpLA: fosfolipaza A zevni membrany

PAMPS: pathogen associated molecular patterns, molekularni vzory asociované s/typické pro
patogeny

pANCA: perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic antibodies, perinuklearni typ protilatek proti
cytoplazmé neutrofili

PCR: polymerase chain reaction, polymerazova tfetézova reakce

PRR: pattern recognition receptors, receptory rozeznavajici (bakteridlni) vzorce

RNA: ribonukleotidova kyselina

rRNA: ribozomalni ribonukleotidova kyselina

SSU: sequencing of small subunit, sekvenovani malych podjednotek

TCR-B: T-cell receptor B, T-bunécny receptor f3

TGF-B: transforming growth factor-, transformujici rustovy factor 8
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TLR: toll cell like receptor

TNF: tumor necrosis factor, faktor nadorové nekrozy

tRNA: transkripéni ribonukleotidova kyselina

TY agar: trypton yeast agar, agar s tryptonem a extraktem z kvasinek
UC: ulcerative colitis, ulcerdzni kolitida

5-ASA: 5-aminosalicylova kyselina
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9. Prilohy
Priloha 1: Informovany souhlas pacienta se studii:
Univerzita Karlova v Praze, Lékarska fakulta v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice Hradec Kralové, II. interni
gastroenterologicka klinika; Sokolska 581, 500 05 Hradec Kralové, tel: +420 495 834240, fax: +420 495
834785

Nazev studie:

Koordinator vyzkumu: MUDr. Darina Kohoutova

Cil studie: Stanovit anti-porinové protilatky z periferni krve (odbér 5 ml krevniho séra) a zjistit zastoupeni
bakterii v tlustém stfevé (kultivace vzorkt odebranych pii koloskopii)

Informovany souhlas nemocného

Jméno a prijmeni: ...cocvviiniiiiniiiiiiiiiiaiieiaiieiiecaens
ROANE CiSI0: veerveeneieriieiieeeireeeraeeereccrnneceneen
D NG oY PP

1.

1. Souhlasim, aby osobni udaje o mé osobé (jméno a piijmeni, rodné cislo, adresa, zdravotni
pojistovna) byly trvale zapracovany do dokumentace II. interni gastroenterologické kliniky, Fakultni
nemocnice Hradec Kralové, pro ucely védecké a vyzkumné

2. Souhlasim s jednorazovym odbérem krve (mnozstvi 5 ml, bude provedeno pii zavadéni periferniho
zilniho katetru)

3. Souhlasim s bezbolestnym odbérem bioptickych vzorki z tlustého stfeva v ramci rutinni koloskopie

2. Udaje uvedené v bodé 1 poskytuji dobrovolné a jsem si védom toho, Ze sviij souhlas se zpracovanim
osobnich udaji mohu kdykoliv odvolat.

DoplInék k informaci pro pacienta (pacientku)

Pii zatazeni do studie budou Vase osobni data uchovana s plnou ochranou duvérnosti. Do Vasi
dokumentace budou moci na zékladé Vami udéleného souhlasu nahlédnout za ucelem ovéfeni ziskanych udaja
zastupci nezavislych etickych komisi a zahrani¢nich nebo mistnich kompetentnich ufadd. Pro tyto pfipady je
zarucena ochrana divérnosti Vasich osobnich dat. Pfi vlastnim provadéni studie mohou byt osobni udaje
poskytnuty jinym nez vySe uvedenym subjektim pouze bez identifika¢nich udajd, to je anonymni data pod
Ciselnym koédem. Rovnéz pro vyzkumné a védecké ucely mohou byt Vase osobni tidaje poskytnuty pouze bez
identifika¢nich udaji (anonymni data) nebo s Vasim vyslovnym souhlasem.

(s odvoldnim na Metodicky navod Ministerstva zdravotnictvi CR k zabezpeceni a ochrané tidajii v informacnich
systémech provozovanych ve zdravotnictvi CR k zabezpeceni a ochrané tdajit v informacnich systémech
provozovanych ve zdravotnickych zaiizenich uverejnény ve Veéstniku MZCR, castka 6/1994 s odvoldnim na
ustanoveni paragrafu 55, odstavec 2, pismeno d) zakona 230/1996 Sbirky o péci o zdravi lidu v platném znéni).

Datum Podpis nemocného Podpis 1ékare
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