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Izolace a Kklasifikace kultivovatelnych bakterii z tkané
kolorektalniho karcinomu a zanétlivych intestinalnich
onemocnéni

Souhrn

V poslednich letech se stale vice zdlraziuje diilezitost mikrobiomu Vv lidském zdravi
a nemoci. Mikrobiom pfedstavuje komplexni ekosystém mikroorganismd, véetné bakterii, virt,
hub a dalSich mikroorganismi, které obyvaji lidské t€lo. Tyto organismy hraji kli¢ovou roli
vV udrzovani rovnovahy v téle ajejich nerovnovaha (tzv. dysbidza) muze vést k fadé
zdravotnich problémil. Nicmén¢ kazdy jedinec je genetickym unikdtem a negativni roli mohou
hrat rizné taxonomické jednotky intestinalnich bakterii. Ceska republika bohuZel patii mezi
zem¢ s nejvyssi prevalenci kolorektalniho karcinomu na svété. Vysoka prevalence u nas byla
zjiSténa také v ptipad¢ tzv. idiopatickych stievnich zanéta.

Cilem prace bylo ze tkani pacientd s kolorektalnim karcinomem a IBDs izolovat
bakterii s pouzitim modifikovanych izola¢nich a ristovych médii a jednoduse porovnat toto
spektrum s izolaty zdravych jedincu.

V Institutu klinické a experimentalni mediciny v Praze — Kr¢i bylo operativn¢ odebrano
z 8 pacientu (2 s kolorektalnim karcinomem, 2 s Crohnovou chorobou, 2 s ulcerdzni kolitidou
a 2 zdravi jedinci) 22 vzorku intestinalni tkan€. Celkové se povedlo izolovat 269 bakteridlnich
kment.

Pti porovnavani jednotlivych pacientii s CRC a s IBDs se zdravymi jedinci bylo izolovano
a klasifikovano také né€kolik shodnych bakterii. U CRC napi. Escherichia fergusonii,
Streptococcus mitis, Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus, Shigella flexneri a Collinsella
aerofaciens. UCD je to napf. Ruminococcus gnavus, Bacteroides Thetaiotaomicron,
Bacteroides fragilis, Bifidobacterium bifidum, Collinsella aerofaciens a Clostridium innocuum.
U UC napf. Ruminococcus gnavus, Bacteroides fragilis, Bifidobacterium bifidum, Collinsella
aerofaciens, Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus, Phocaeicola dorei, Clostridium
saccharogumia a Collinsela aerofaciens.

Hypotézu, kterd konstatuje, Ze by se intestinalni mikrobiota zdravych jedincti méla od
jedinct s CRC nebo S IBDs lisit, nemizeme svym zpusobem potvrdit ani vyvratit. Zalezi na
individualité kazdého jedince a pro urceni statisticky relevantniho vysledku nebylo poskytnuto
veétsi mnozstvi vzorkt. Kazdopadné i v tomto piipadé jsou dosazené vysledky velice vzacné.

Ziskané izolaty budou vyuZzity pro dal§i experimenty zaméfené piedevSim na
imunologické parametry, na mozné cytotoxické plisobeni (in vitro studie na bunéénych liniich
Caco 2- bunky aj.) apod. Vyskyt izolovanych bakteridlnich druht v kolorektalni tkani by mohl
také pfinést nové cesty v diagnostice 1é¢bé kolorektalniho karcinomu a IBDs a zaroven pfispét
Kk lepSimu pochopeni vztahu mezi mikrobiomem a lidskym zdravim.

Klicova slova: kolorektalni karcinom, intestinalni mikrobiota, idiopaticka stfevni onemocnéni,
Crohnova choroba, ulcerozni kolitida



Isolation and classification of culturable bacteria from
colorectal cancer tissue and inflammatory intestinal
diseases

Summary

In recent years, the importance of the microbiome in human health and disease has been
increasingly emphasized. The microbiome is acomplex ecosystem of microorganisms,
including bacteria, viruses, fungi and other microorganisms that inhabit the human body. These
organisms play akey role in maintaining balance in the body, and an imbalance (called
dysbiosis) can lead to a number of health problems. However, each individual is genetically
unique and different taxonomic units of intestinal bacteria can play a negative role.
Unfortunately, the Czech Republic is one of the countries with the highest prevalence of
colorectal cancer in the world. A high prevalence has also been found in the case of so-called
idiopathic intestinal inflammation.

The aim of this study was to isolate and classify as wide a spectrum of bacteria as
possible from tissues of patients with colorectal cancer and IBDs by means of 16S rRNA gene
comparative analysis using modified isolation and growth media and to simply compare this
spectrum with isolates from healthy individuals.

At the Institute of Clinical and Experimental Medicine in Prague - Kr¢, 22 intestinal
tissue samples were surgically collected from 8 patients (2 with colorectal cancer, 2 with
Crohn's disease, 2 with ulcerative colitis and 2 healthy individuals). In total, we were able to
isolate 269 bacterial strains.

Several identical bacteria were also isolated and classified when comparing individual
patients with CRC and IBDs with healthy individuals. In CRC, for example, Escherichia
fergusonii, Streptococcus mitis, Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus, Shigella flexneri
and Collinsella aerofaciens. For CD, these include Ruminococcus gnavus, Bacteroides
thetaiotaomicron, Bacteroides fragilis, Bifidobacterium bifidum, Collinsella aerofaciens and
Clostridium innocuum. In UC, e.g. Ruminococcus gnavus, Bacteroides fragilis,
Bifidobacterium bifidum, Collinsella aerofaciens, Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus,
Phocaeicola dorei, Clostridium saccharogumia and Collinsella aerofaciens.

We cannot confirm or refute the hypothesis that the intestinal microbiota of healthy
individuals should differ from those with CRC or S IBDs. It depends on the individuality of
each individual and a larger number of samples were not provided to determine a statistically
significant result. In any case, even in this case, the results obtained are very rare.

The obtained isolates will be used for further experiments, mainly focused on
immunological parameters, possible cytotoxic effects (in vitro studies on Caco 2-cell lines,
etc.), etc. The occurrence of isolated bacterial species in colorectal tissue could also provide
new avenues in the diagnosis of colorectal cancer and IBDs, and contribute to a better
understanding of the relationship between the microbiome and human health.

Keywords: colorectal cancer, intestinal microbiota, inflammatory bowel diseases,
Crohn’s disease, ulcerative colitis
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1 Uvod

Badatelé jako napt. Robert Koch ¢i Ilja Mecnikov a po nich fada dalSich upozornili na
skute¢nost, ze nase okoli véetné naseho téla neni sterilni, ba naopak, je obyvéano celou Skalou
riznych mikroorganismi. OvSem az v poslednich 50-70 letech byla prostfednictvim ¢etnych
vyzkumi prokdzana znacna role vyvazené, nenarusené stievni mikrobioty ve zdravi,
homeostaze ¢loveka. Naruseni skladby fyziologické mikrobioty intestindlniho traktu nazyvané
dysbidza doprovazi téméi veskera viceméné zavazna (nejen) stievni onemocnéni. Vzhledem
k faktu, ze intestinalni trakt reprezentuje podstatnou ¢ast imunitniho systému clovéka zahrnujici
az 70 % imunokompetentnich bunék, mohou intestinalni onemocnéni zdsadné ovlivnit aktudlni
I budouci =zdravotni stav ahomeostazu. Mezi takova onemocnéni nalezi infekéni
(napf. prijmova onemocnéni s definovanym virovym ¢i mikrobidlnim patogenem), nadorova
(kolorektalni karcinom) a zanétliva (Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida apod.).

Ceska republika bohuZel patfi mezi zemé s nejvyssi prevalenci kolorektalniho karcinomu
na svété. Vysokd prevalence u nas byla zjisténa také v ptipad€ tzv. idiopatickych stfevnich
zanétl. Pricinné faktory, aZz na dédi¢nost v pfipadé specifického nadorového onemocnéni,
nejsou zcela znamy. Spekuluje se kromé jiz vySe zminéné dédicnosti o nezdravém Zivotnim
stylu (koufeni, strava s dominujici slozkou v podobé masa a uzenin bez patfiéného pohybu),
pritomnosti organickych ¢i anorganickych polutanti ve stravé, vodé a ovzdusi, naruseni
fyziologické mikrobioty ustni dutiny ¢i v neposledni fad€ dysbioticky stav intestinalniho traktu.
Pti¢iny tohoto nezadouciho stavu jsou mnohdy nezndmé. Je charakterizovan dominanci
potencialné patogennich gramnegativnich bakterii rodu Escherichia, Salmonella, Shigella,
Bacteroides, Enterobacter, Pasteurella, Klebsiella, Fusobacterium spolu s nékterymi zastupci
grampozitivnich rod Streptococcus a Enterococcus, a zaroveit redukci grampozitivnich
zastupcu  fyziologické mikrobioty (Bifidobacterium, Faecalibacterium, Eubacterium,
Coprococcus, Roseburia aj.). Nutno podotknout, ze studie zahrnujici tyto zavéry byly zaméteny
na stolici pacient a metody sekvencovani nové generace (NGS-next generation sequencing).
Problematicka v tomto ohledu je analyza stolice, nikoli tkan¢ karcinomu a postizené tkané
v piipad¢ idiopatickych stfevnich zanét. RovnéZz diskutabilni jsou vysledky klasifikace
bakterii prostfednictvim NGS zaloZené na kratkém fragmentu (200—400 pard bazi) genu pro
16S rRNA (ribozomélni RNA male podjednotky ribozomtl). OvSem je$té v souCasné dobé
enormniho narastu védomosti diky pokroc¢ilym védnim technikdm neni jasné, zda za indukci
kolorektalniho karcinomu ¢i idiopatickych sttevnich zanéti stoji viceméné nahld zména ve
slozeni intestinalni mikrobioty, resp. dysbioza zpisobena mnoha faktory (vnitinimi i vnéj$imi),
¢i zda vlastni karcinogeneze naopak nezptsobuje dysbiézu. Nejpravdépodobnéjsi se ovsem zda
,,souhra““ obou faktoru.

Je nezbytné v dané oblasti ziskat dostate¢né penzum dalSich znalosti umoziujici do
budoucna navrhnout cilenou lécbu ¢i preventivni opatieni a vhodné zvolit pfedmét i metody
vyzkumu. Tedy tkan kolorektalniho karcinomu ¢i idiopatickych stievnich zanéth namisto
vzorkd stolice aprecizni klasifikaci mikrobialnich (pfedevsim bakterialnich) kment
izolovanych pomoci vhodné zvolenych ristovych médii.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Ekologie mikroorganismii ve tkani kolorektalniho karcinomu a pacientti s IBDs se vSemi
okolnostmi, zahrnujicimi detailni mechanismy negativniho ptsobeni v souvislosti s iniciaci
a prubé¢hem zavaznych intestindlnich onemocnéni, ovlivnénim imunitniho systému, zbylych
zastupct intestinalni mikrobioty spolu s detailni klasifikaci druhti véetné€ potencialniho vyskytu
novych taxonli pusobicich v postizenych tkénich, neni dostatecné prozkouman. Vzhledem
k naro¢nosti kultivace za pouzitych technik v dosavadnich studiich piedpokladame izolaci
znamych aneznamych Skodlivych/potencidlné patogennich bakteridlnich taxonti ve tkéani
pacienti s kolorektdlnim karcinomem aIBDs na bazi modifikovanych, fortifikovanych,
izolacnich a kultiva¢nich médii. Klasifikované izolaty by mély byt odlisné od izolath ze tkani
uzdravenych pacientt.

Cilem prezentované prace je ze tkani pacientd s kolorektalnim karcinomem a IBDs
spektrum bakterii s pouzitim modifikovanych izolac¢nich a riistovych médii a jednoduse
porovnat toto spektrum sizolaty zuzdravenych jedinci. Vysledky by mély prohloubit
védomosti v dané oblasti potencialn¢é vedouci k navrhu novych strategii modulace intestinalni
mikrobioty pii prevenci, supresi a 1é€b¢ téchto velmi zdvaznych intestinalnich onemocnéni.



3 Literarni reSerse
3.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (CRC) je zhoubny nador vychazejici z epitelialnich bunék sliznice
tlustého stieva a kone¢niku. Radime ho mezi tzv. adenokarcinomy zlazového pavodu (Lukas
2005). Patogenita kolorektalniho karcinomu vychéazi z maligni transformace kolorektalnich
adenomt, kdy adenomy ptedstavuji benigni zlazové predchtudce az 80 % malignich karcinomd.
Riziko maligniho zvratu zavisi na velikosti a histologickém slozeni polypu. U pacientil trpicich
ulcerdzni kolitidou ¢i Crohnovou chorobou mtize dojit k dysplastické zméné ve sliznici tlustého
stteva a tim ke vzniku karcinomu (Chlumska 2000). Pravdépodobnost vyvoje se zvysuje
s délkou trvani onemocnéni. Po 20 letech ulcerdozni kolitidy mélo riziko kolorektalniho
karcinomu 5 % pacientti a po 25 letech 12 % pacientt. Pfi onemocnéni Crohnovou chorobou je
maligni zvrat méné Casty nez u ulcerdzni kolitidy. Rakovina se obvykle vyskytuje v postizené
Casti stfeva, ale mize se objevit i V jizvach po piedchozi operaci (Holubec et al. 2004).

Prvotni zménou epitelu sliznice je faze nazyvana tzv. ,field defekt” — v piekladu lozisko
atypické sliznice, ktera je charakterizovana proliferaci a odlisnou diferenciaci epitelu. Rozdil
nadorovych onemocnéni tlustého stieva a konec¢niku spoc¢iva nejen v anatomii, ale lisi se také
klinicky a biologicky (Chlumska 2000).

Podle anatomické lokalizace je kolorektdlni karcinom rozdélen do nékolika oblasti
(Abramahova 2004):

e Oblast tra¢niku (znaci se C 18)
Rectosigmoidealni oblast (C 19)
Oblast konec¢niku (C 20)
Analni oblast (C 21)
Vice nez 90 % vSech zhoubnych nadort tlustého stieva zastupuje hlenotvorny a tabularni
adenokarcinom patfici mezi nejcastéji vyskytujici se kolorektalni karcinom. Dalsi druhy
kolorektalnich karcinomi jsou ojedin€lé, a ne tak moc Casté. V zavislosti na makroskopické

struktufe se mize jednat o karcinom z prstencovych bunék, adenoskvamozni
¢i neklasifikovatelny karcinom. Z histologického hlediska miizeme posuzovat stupen
diferenciace, to se nazyva ,,grading® nadoru a znadi se pismenem G a ¢&islicemi 1-4. Cim je
¢islice nizsi, tim je karcinom mén¢ zhoubny. G 1-2 tedy oznacuje dobie a stiedné diferencované
nadory. Oproti oznaceni G 3, které ndm udava Spatn¢ diferencované nadory. Nejhors$i mozna
varianta jsou praveé karcinomy S oznacenim G 4, které jsou jiz nediferencované, vysoce maligni
a maji nejhorsi prognézu. Az v 80 % lymfogenné metastazuji (Jech & Hoch 2004).

Existuje n¢kolik forem Sifeni karcinomu. MulZe se Sifit lokaln€, homogenné nebo
lymfatickou cestou. U lokalniho $ifeni mize dochazet k prorustani karcinomu skrze sténu
sttevni sliznice do okolnich tkéni a také pfilehlych orgdni. Homogenni forma Sifeni se
vyznacuje zanaSenim nadorovych bun¢k do organismu, pfi¢emz metastazuje nejcastéji v jatrech
a plicich. Lymfatickou formou se rozumi usazeni nadorovych bunck v lymfatickych uzlinach
anebo cévach, kde hrozi riziko bujeni. Samoziejmé existuji 1 dal§i formy Sifeni nddoru mezi
néZ patii napf. angioinvaze, neuroinvaze, aj. (Jech & Hoch 2004).
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Hereditarni (dédicné) ¢i exogenni faktory se také mohou podilet na vzniku kolorektalniho
karcinomu. Za familiarni vyskyt karcinomd odpovidaji ptredev$im faktory hereditarni.
Karcinomy nejcastéji vznikaji v oblastech vzestupného tracniku acéka. Za karcinomy
V sestupném trac¢niku, sigmoideu a konecniku jsou odpovédné predevSim exogenni faktory
(Holubec et al. 2004).

Hereditarni faktory

Dle soucasnych poznatkl a studii az 25 % gastrointestinalnich nadorti vznikd diky vlivu
prave hereditarni slozky. Existuji dva typy dédi¢ného kolorektalniho karcinomu, polypdzni
a nepolypozni dédiény kolorektalni karcinom (Lukas§ & Zak 2007).

Exogenni faktory

Mezi exogenni faktory patii nadbytek tuku ve strave, nedostatek vldkniny ve stravé,
nevhodna tepelna Uprava stravy, také nedostatek vapniku, vitamini A, C, E aselenu
a Vv neposledni fadé nadmérmé vylu¢ovani zlu¢ovych kyselin do stolice. Dalsim exogennim
faktorem, ktery ovlivituje vznik kolorektalniho karcinomu, je kouteni a konzumace alkoholu.
Vsechny tyto exogenni faktory negativné ovlivituji vznik kolorektalniho karcinomu (Holubec
et al. 2004).

3.1.1 Faktory iniciace vzniku

Faktory iniciace vzniku tohoto onemocnéni nejsou zcela objasnény. Jako pravdépodobné
se zdaji byt pfedevs§im pokrocily ve€k, nezdravy Zivotni styl (pfedevsim tzv. ,western diet*
s pfevahou konzumace Cerveného masa, uzenin, balenych, smaZzenych potravin, cukrovinek
a tuénych mlékarenskych potravin, slazenych a alkoholickych népojii na ukor zeleniny, ovoce
a Vv nich obsazen¢ vlakniny), nedostatek pohybové aktivity a S tim spojend obezita, diabetes
mellitus, genotoxické polutanty v potravé iovzdusi adédicné genetické zatiZeni
(Perillo et al. 2020). Mezi dalsi rizikové faktory patii pozitivni rodinnd anamnéza, nejen
kolorektalniho karcinomu, ale také pozitivni anamnéza karcinomu vaje¢niki, prsu ¢i délozniho
¢ipku. Idiopatické stfevni zanéty, ulcerdzni kolitida nebo Crohnova choroba je rovnéZ spojena
s vy$$im vyskytem tohoto onemocnéni. Udava se, Ze na zaklad€ dédic¢nosti se projevi piiblizné
3 % kolorektalnich karcinomt (Biichler 2017). Osoby, které absolvovaly radioterapeutickou
1éEbu v oblasti bficha nebo dlouhodobou adrogen-deprivacni terapii, ¢i muzi, ktefi absolvovali
1é¢bu radioterapii pro karcinom prostaty, maji také vyssi riziko ziskani karcinomu kolorekta
(Tomasek 2015).

3.1.2 Screening

Velmi vyznamnou roli v prevenci tohoto nadorového onemocnéni ma screeningovy
program kolorektalniho karcinomu, ktery byl zah4jen v roce 2009 Ministerstvem zdravotnictvi
Ceské republiky. Cilem je zachytit nddor v ranném stadiu. Navazuje tak na program pro
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screening nadoru prsu a délozniho hrdla. Tyto screeningy jsou doporu¢enim Rady Evropské
unie, kdy zarovenn dochazi ke sbéru dat o preventivnich vySetfenich, diagnostickych
procedurach a konecné stanovené diagnéze. Tyto data jsou zpfistupnéné nejen odborné, ale
i laické vefejnosti. Screeningové programy maji zlepSit prognézu onemocnéni a zahajit
vcasnou (levngjsi) a hlavné G¢inngjsi lécbu v pocatecnim stadiu onemocnéni. Tento program je
urcen osobam starsim 50 let, ktefi mohou preventivné jednou za 10 let podstoupit primarni
screeningovou kolonoskopii nebo jednou ro¢n¢ test okultniho krvaceni do stolice
(Dusek et al. 2022).

3.1.3 Epidemiologie ve svété a v CR

Celosvétové se jedna o jedno znejéastéji se vyskytujicich rakovinnych onemocnéni
s fatdlnimi disledky, pficemz napf. v USA reprezentuje druhé nejcastéjsi rakovinné bujeni
zpisobujici smrt. Prestoze celkovy hlaseny vyskyt kolorektalniho karcinomu v pritbéhu let
klesa, ¢isla zlstavaji vysoka a kolorektalni karcinom pfedstavuje nejen pro pacienty, ale také
i pro zdravotnické systémy a spoleénost zna¢nou humanistickou a ekonomickou zatéz
(Meester et al. 2019).

Dle statistik z roku 2020 bylo celosvétové diagnostikovano 1 931 590 nadortu kolorekta,
umrti (Ferlay et al. 2020).

Na uzemi Ceské republiky bylo dle Ceského statistického ufadu za rok 2020 zaznamenano
3435 umrti zcca 8000 pacienti diagnostikovanych kolorektalnich karcinomem (Cesky
statisticky tfad 2021). V zenské populaci je incidence a mortalita 0 néco niz$i nez u muzt. Od
roku 2005 do roku 2015 prevalence vzrostla 0 40 %. Incidence kolorektalniho karcinomu se
stabilizovala a soucasné dochazi k setrvalému snizovani mortality. V CR bylo v posledni
dekéd¢ sledovano snizeni mortality o 24 %. Podil novée diagnostikovanych nadoru kolorekta je
stale velmi vysoky. Mezi nejcastéj$i vékovou kategorii nemocnych patii starSi lidé ve véku
6079 let (Gregor et al. 2018).

3.1.4 Historie vzniku

Jeden z prvnich objevitelll, kdo se zacal zajimat a zkoumat (nejen) kolorektalni karcinom
byl doktor Aldred Warthin. Pfed vice nez 100 lety mél podezieni na poruchu v roding postiZzené
zeny, ktera nasledné zemfiela na rakovinu endometria. Z tohoto diivodu se tomuto ptipadu zacal
vénovat aVroce 1913 publikoval svou prvni zpravu dokumentujici vzorec gynekologické
rakoviny (konkrétné rakoviny endometria) a vzorec rakoviny traviciho traktu — zejména
zaludku a tlustého streva (Classics in oncology 1913). V roce 1971, kdy byly aktualizované
studie této rodiny badateli Lynch a Krush, se zjistilo, Ze porucha je v souladu s tzv. Lynchtv
syndromem (LS) (Lynch & Krush 1971). U pacienti s LS byl pozorovan vyrazny 70-80%
nadbytek proximalniho karcinomu tlustého stieva (Lynch et al. 1977). Bylo zjisténo, ze kozni
projevy tzv. Muir-Torreova syndromu, jako jsou mazové adenomy a mazové karcinomy, jsou
taktéZ spojeny s poruchou (Fusaro et al. 1996). Kolorektalni karcinomy jsou nejcastejsi
rakoviny spojené s LS. Rakovina endometria byla identifikovana jako druha hlavni rakovina
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spojena s LS (Yan 2000). Pii soucasnych moznostech detekce a 1écby se mé za to, Ze nikdo
s LS by nem¢l zemfit na kolorektalni karcinom za ptedpokladu, Ze pacient se zvySenym rizikem
byl diagnostikovan, méa erudované¢ho Iékafe a byl odeslan ke gastroenterologovi nebo
chirurgovi, ktery piedepisuje Casté (ro¢ni) screeningové kolonoskopie zahajené ve véku 25 let
(Schlussel et al. 2014).

Knudson svymi dvéma hypotézami poskytuje zakladni informace pro pochopeni, jak by
geny potlacujici nadory mohly ovlivnit propuknuti rakoviny umladé populace
(Knudson & Strong 1972; Knudson 1974). Fearon & Vogelstein nam ukazali, ze u nékterych
druhti rakoviny je po¢atecnim krokem v karcinogenezi mutovani adenomatézniho polypdzniho
coli genu (Fearon & Vogelstein 1990). Mutace v adenomatoznim polypdznim coli genu jsou
zodpovédné za syndrom, pivodné uznaného ve 30. letech 20. stoleti, nesouci néazev
autozomalné¢ dominantni familidrni t€zka polypdza. V soucasnosti je znama jako familidrni
adenomato6zni polypoza (Dukes 1930; Gardner & Woolf 1952; Bodmer et al. 1987).

Rozsitena historie a ziskdvani informaci casto vedli k charakterizaci dédicnych
rakovinovych syndromt a K jejich lep§imu pochopeni. Poprvé bylo mozné piedpoveédét
fenotypy z genotypu, ktery poskytuje cenné informace pro prevenci. Bylo prokazano, ze
lokalizace mutaci v genu adenomatdzni polypo6ze souvisi s extrakolonickymi projevy a také se
zavaznosti a vékem propuknuti polypozy (Giardiello et al. 1997). Kratce poté byly potvrzeny
extrakolonické karcinomy u LS (Mecklin et al. 1986). Identifikace familiarni mutace umoznila
presymptomatické genetické testovani ¢lent rodiny a oteviela moznost prevence a ¢asného
zachytu souvisejicich nadorovych onemocnéni (Schlussel et al. 2014).

V roce 1990 kongres udélil 3 miliardy dolart projektu ,,Human Genome Project®, ktery
byl dokoncen v roce 2003. Nad¢je na genomické informace zvysily moznost nepiedvidanych
dasledki. Byl ziizen eticky, socidlni a pravni vybor. Technologicky pokrok poskytl impuls
k novym genetickym objeviim. Velké mnozstvi dat je nyni dostupné v kratkém case s malym
mnozstvim DNA. NaSe chapani kolorektalniho karcinomu stale roste a nyni se odhaduje, Ze az
10 % populace ma zndmy dédi€ny syndrom kolorektalniho karcinomu. Dilezit&si je, Ze
existuje 20-30 % piipadi kolorektalniho karcinomu s prikazem familiarniho komponentu, ale
bez identifikované dédicné genové mutace (Perea et al. 2009). Genetika rozsifila nase chapani
somatickych dé&jii tumorigeneze. V posledni dobé bylo zjisténo, jak miize byt rakovina
zpusobena  epigenetickou modifikaci  dédi¢nych i ziskanych rakovinnych — gent
(Schlussel et al. 2014).
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3.2 Idiopatické stievni zanéty

Idiopatické stfevni zanéty (IBDs) jsou zastieSujici termin pro skupinu chronickych
zanétlivych onemocnéni neznamé etiologie postihujicich gastrointestinalni trakt. Chronické
IBDs lze rozdélit do dvou hlavnich Sirokych kategorii, ulcerézni kolitidu (UC) a Crohnovu
nemoc (CD), klinicky charakterizované recidivujici zanétlivé stievni onemocnéni s ¢etnymi
projevy, které Casto vedou k neptedvidatelnému pribéhu onemocnéni. Do tieti skupiny fadime
tzv. nespecifické kolitidy, které nelze makroskopicky ani mikroskopicky charakterizovat. Mtize
se taktéz jednat jak o UC, tak i 0 CD (Lukas 1998).

UC je zanétlivé chronické onemocnéni postihujici predevsim sliznici tlustého stfeva.
Rozsah a zavaznost postizeni tlustého stfeva se 1isi. Ve své nejomezenéjsi formé muze byt
omezena na distalni rektum, zatimco ve své nejbeznéjsi forme je postizeno celé tlusté strevo.
U 80 % pacientil se vSak rozvine onemocnéni od rekta po ohyb sleziny a pouze 20 % trpi
pankolitidou. Ackoli etiologie IBDs ziistava nejasna, v posledni dobé byl u¢inén znacny pokrok
Vv identifikaci dulezitych patofyziologickych mechanismt a stale vice informaci bylo ziskdvano
z nedavnych studii epidemiologie, ptirozené historie, diagnostiky a 1é¢by (Glassner et al. 2020).

Nespecifické (neklasifikovatelné) kolitidy vykazuji mikroskopické i makroskopické
nalezy, kter¢ jsou typické jak pro Crohnovu chorobu, tak pro ulcer6zni kolitidu. Toto oznaceni
poprvé pouzil v roce 1978 A. Price. V soucasné dob¢ se jedna o 10-15 % takovych piipadu,
u kterych neni mozné stanovit jistou diagnozu (Luka$ 1998). Pro neklasifikované kolitidy
byvaji charakteristické ndlezy v tracniku, kde zanét tvofti preskocené tseky, rektalni oblast byva
vétSinou uSetfena (Luka$ 1998). Onemocnéni Casto miva téZ§i prubch, kdy je vyzadovan
chirurgicky zdkrok. Pfi chronickém pribéhu onemocnéni se vétsi ¢ast kolitid chova jako
ulcer6zni kolitida a po dlouhodobém sledovani a pii dostatku klinickych i endoskopickych
informaci je mozné stanovit diagnézu UC nebo CD. Jen malé mnozstvi pacientl nakonec
zustava nezarazeno (Lukas 1997)

Jak Crohnova choroba, tak ulcerézni kolitida jsou ve vét§iné¢ publikaci popsany
spole¢né, 1 kdyZ jde o dvé odlisné jednotky onemocnéni. Rozdily mezi obéma chorobami se
projevuji iV jejich patogenezi (Lukas 1997). Mikroskopické znaky ulcerdzni kolitidy svédci
0 pocatec¢nich zménach na sliznici tlustého stieva, které se dale projevuji jako krevni kataralni
zanét s tvorbou kryptového abscesu. Naproti tomu u Crohnovy choroby dochdzi k pocate¢nim
zménam lymfoidnich folikul a Peyerovych platd. Otecou, ulceruji atim vznikaji
charakteristické aftoidni 1éze obsahujici sarkoidni granulomy (Lukas 1998). Na vzniku zanétu
se podileji imunopatologické mechanismy kombinované s genetickymi a environmentalnimi
faktory (Ambriazova 2012). Patologickd odpovéd’ vede ke ztraté tolerance k fyziologicke flote
stfeva. Za poskozenim stfevni sliznice stoji imunitni reakce IV. typu, kdy tvorba imunitnich
komplext je tedy primarn€ zodpoveédna za extraintestindlni projevy (Bartiinkova & Vernerova
2002). Idiopaticky stfevni zanét ovliviiuje pacienty v mnoha smérech, jehoz necekana remise
narusSuje nemocnym schopnost pracovat, pldnovat, cestovat, cvicit ¢i vést normdalni rodinny
zivot (Duricova et al. 2018). Navozeni a udrzeni remise je proto rozhodujici pro zlep3eni kvality
Zivota téchto pacientd. Lékova terapie se vybira na zakladé aktivity onemocnéni a lokalizace
zanétu. Zahrnuje kortikosteroidy, aminosilikaty, antibiotika a imunosupresiva (Lukas 1997).
Priilomem v této problematice jsou samoziejmée bioterapeutika, kterd obsahuji monoklonalni
protilatky proti prozanétlivym cytokinlim, zejména TNF-a (Bortlik et al. 2016).
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IBDs jsou povazovany za dalsi rizikové faktory pro vznik kolorektalniho karcinomu.
U 7—14 % lidi s IBDs bylo hlaseno, Ze se u nich vyvinul kolorektdlni karcinom po 25 letech
tohoto onemocnéni. Jedinci s IBDs musi podstoupit vice screeningli kolorektalniho karcinomu,
aby vcas odhalili karcinogenezi. Zvysené riziko kolorektalniho karcinomu u IBDs lze pficist
pokracujicimu zanétu a zvySené permeabilité v bunééné sténé tlustého stieva. Typickou
histologickou (mikroskopickou) 1€zi ulcerdzni kolitidy je absces krypty, pii kterém se rozpada
epitel krypty a lumen se plni polymorfonuklearnimi buiikami. Lamina propria je infiltrovana
leukocyty. Jak jsou krypty zniceny, normalni slizni¢ni architektura se ztraci a vysledné jizvy se
zkracuji a mohou zuzit tlusté stievo (Lamichhane et al. 2020).

Sty¢nym bodem v ptipadé obou skupin intestindlnich onemocnéni je naruSend skladba
fyziologické mikrobioty (zahrnujici bakterie, mikroskopické houby, virové partikule a prvoky:
Protozoa), tzv. dysbidza (Dastich et al. 2018).

3.2.1 Klinické projevy IBDs

U pacientil s ulcerdzni kolitidou nebo Crohnovou chorobou dominuje bolest bficha,
prijem (is pfiméesi krve), tinava a ztrata hmotnosti (zejména u Crohnovy choroby). Ackoli
U pacientti s ulcer6zni kolitidou dominuje spiSe prijem, néktefi si mohou stéZovat i na zacpu
a rektalni spasmy. Také se u nich mtize objevit horecka, viedy v tistech nebo nevolnost. Lidé
trpici Crohnovou chorobou mohou pocitovat taktéz bolest nebo otok kolem kone¢niku, at’ uz
s vytokem nebo bez n&j. U nékterych pacientli toto onemocnéni postihuje i jiné ¢asti téla jako
otoky kloubli, zanicené oci, kozni bulky nebo vyrdzky (Luka$§ 1998). Ptfiznaky se lisi
v zavislosti na tom, kde se nemoc v t&le nachazi a jak zavazny je zanét. Casem se onemocnéni
mize zhorSovat ¢i zlepSovat. Mnoho lidi zazije obdobi remise, i kdyz jsou zcela bez piiznakd.
Cilem lécebné terapie je prodlouzit tato obdobi remise a zabranit opakovanému vzplanuti
aktivity onemocnéni. Pii soucasné I¢kaiské 1€¢bé je primérnd délka Zivota normalni
(Zbotil 2018).

3.2.2 Epidemiologie ve svété a v Cr

Soucasna data naznacuji, Ze vyskyt IBDs v populaci nartista. Vyssi vyskyt onemocnéni
je pozorovan hlavné ve vyspélych zemich jako je Skandinavie, Spojené kralovstvi ¢i naptiklad
zapad USA. Na jihu ma vyskyt IBDs klesajici trend (Carbonnel et al. 2009). Obyvateliim mé&st
a vys$im socioekonomicky tfidam hrozi zvysené riziko vzniku IBDs (Lukas 1998).

Dle Zbotila (2018) prevalence u IBDs, konkrétné u CD, je 18-12 nemocnych na 100
obyvatel. U UC se pocty o néco lisi, kdy se udava prevalence 40-45 pacientd na 100 tisic
a 3-5 nemocnych UC na 100 tisic obyvatel. Prvni vrchol IBDs byl pozorovan u mladsi vékové
skupiny 20-30 let a druhy vrchol IBDs u pacientd ve véku 50-60 let. Kdyby se hodnoty
porovnavaly celosvétoveé, incidence IBDs by odpovidala 3-10 novych piipadii onemocnéni
IBDs na 100 tisic obyvatel za rok (Zboftil 2018). Vzhledem ke kvalitni dostupné 1€cbé mortalita
neni vysoka. Hodnoty mortality se pohybuji mezi 0,2-0,4 umrti na 100 tisic obyvatel za rok
(Lukas 1997).
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Pacienti s rozsahlym postizenim tenkého stieva pted 20. rokem Zivota maji vyssi riziko
umrti. Jak jiz bylo zminéno, rizikovym faktorem je i pfitomnost kolorektdlniho karcinomu
(Lukas 1998). Zajimavé jsou studie imigrace zidovské populace, které prokazuji dulezitost
faktort Zivotniho prostiedi jako hlavnich ptispévatelti k fenotypovym projeviim IBDs. 10 Zid,
ktefi se prist€éhovali do Spojenych statii, méli mnohem vyssi Sanci, ze se u nich rozvine 1BDs
nez lid¢, kteti do Spojenych stath neemigrovali. K rozvoji onemocnéni u imigrantii dochazi az
po zmeénach socioekonomickych a klimatickych podminek, coz naznacuje, ze vnéjsi faktory
mohou vyznamné ovlivnit ndstup onemocnéni (Yang et al. 1993).

Castgjsi jsou tzv. familiarni faktory. Postizeni obou rodi¢ti znamenalo 36% riziko
rozvinuti IBDs U potomki. Pokud je postizen pouze jeden rodic, je riziko pro vyvijejici se
potomstvo 1,6-7,8 % (Grzybowska-Chlebowczyk et al. 2012). Role genetiky, resp. geneticka
nachylnost k rozvoji obou onemocnéni byla potvrzena ve studii dvojcat. Jednovaje¢na dvojcata
maji témef identickou genetickou informaci, takze vyskyt IBDs u sourozenct podporuje teorii
genetického efektu (Luka$ 1998). Histokompatibilni faktory na chromozomu 6 jsou jednim
z rizikovych faktort UC. Geny identifikované pro riziko CD jsou IRGM a ATG16L1. Tyto
geny jsou diileZité pro proces zvany autofagie (Loddo & Romano 2015). Pfedmétem vyzkumu
a antimikrobidlnich peptidi (Zbofil 2018). Rizikovym faktorem pro rozvoj IBDs jsou také
stravovaci navyky. Negativni vliv na vznik onemocnéni méla vysoka konzumace rafinovaného
cukru a nizka konzumace ovoce a zeleniny. Rizika pro pacienty jsou dlouha a nepravidelna
pracovni doba, stres aSpatnd hygiena (LukdS 1997). U CD je nebezpecné zejména
kouteni, ptipadé UC nebyly prokdzany Zadné negativni ucinky (Thomas et al. 2000). U téchto
onemocnéni se poji riziko s infekcemi paramixed virem, Mycobacterium paratuberculosis
a Listeria monocytogenes (Carbonnel et al. 2009). Mezi dalsi rizikové faktory patii koufenti,
alkohol, drogy, hormonalni antikoncepce a Spatné dusevni zdravi (Lukas 1998).

3.2.3 Historie onemocnéni

Ulcerozni kolitida byla poprvé popsana v roce 1875 dvéma britskymi Iékati Wilksem
a Moxonem, kteft1 ji odli$ili od prijmovych onemocnéni zpisobenych infekénimi agens. Zpravy
0 onemocnéni s ptiznaky podobnymi UC pochézeji z doby jiz pfed rokem 1875, avSak do
tohoto roku jesté¢ nemoc nebyla pojmenovéana. Crohnova choroba byla poprvé popsana v roce
1932 tfemi 1ékati — Burrillem Crohnem, Leonem Ginzbergem a Gordonem D. Oppenheimerem.
V této dobé bylo jakékoli onemocnéni tenkého stfeva povazovédno za stfevni tuberkulozu.
Lékati shromazdili udaje o 14 pacientech vykazujicich ptiznaky kieci v bfise, prijmu, horec¢ky
a hubnuti, které nebyly zpisobeny tuberkul6zou nebo jinymi znamymi nemocemi. Popisuji
novou jednotku onemocnéni, nejprve nazyvanou regionalni Crohnova choroba a pozdéji
Crohnova choroba. V letech od objevu zanétlivého onemocnéni stiev se udélal velky védecky
pokrok, ato zejména v genetice, imunologii a mikrobiologii. Doslo k lepsimu pochopeni
zakladnich mechanismil podilejicich se na IBDs, coz vedlo ke stale u¢inn&j§imu vyvoji
1écebnych metod (Ferrante 2007).
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3.3 Fyziologicka mikrobiota intestinalniho traktu ¢lovéka

Béhem poslednich 20 let rozsahly vyzkum lidského mikrobiomu ukazal, ze lidské zdravi,
i kdyzZ je silné spjato s nasim vlastnim genomem, je do zna¢né miry spojeno s mikroby, které
Ziji v nasem téle a na ném (Relman & Falkow 2018). Termin mikrobiota se vztahuje na soubor
mikroorganismil pfitomnych v definovaném prostiedi, véetné hub, virti a bakterii. Definovali ji
Lederberg a McCray, ktefi zduraznili vyznam mikroorganismt kolonizujicich lidské télo
(Ledeberg & McCray 2015). Fri¢ (2010) oznacuje pojem ,,sttevni mikrobiota™ za ekvivalent
diive pouzivaného pojmu ,stfevni mikrofléra®, jelikoz kotfen slova ,.fléra® muize byt
zameénovan s rostlinstvem.

Mikrobiom obecné oznacuje cely biotop, ktery zahrnuje mikroorganismy, jejich genomy
ageny, aokolni podminky prostfedi (Marchesi & Ravel 2015). V lidském téle je
gastrointestinalni trakt mistem nejhustéji osidlenym mikroorganismy a je hostitelem asi 40
bilioni mikrobii tvoficich vice nez 1000 druhti, z nichZ vétSina obyva tlusté a tenké stfevo
(Sendet et al. 2016; Pipek 2019.) Vzhledem k tomu, ze piedstavuji nejvétsi povrchovou plochu
pro interakce mezi imunitnim systémem hostitele a mikrobiotou tlustého stfeva, ocekava se, ze
tyto mikroorganismy budou mit hluboky vliv na lidskou fyziologii a metabolismus
(Sears & Garret 2014).

Bylo zjisténo, ze vzajemny kontakt mezi stfevni mikroflorou a lidskym hostitelem je
nezbytny pro udrZeni homeostazy a lidského zdravi. Interakce mezi hostitelem a mikrobiomem
je dynamickd a fizend velkym mnozstvim genetickych a environmentalnich faktort, jako je
veék, geografie, piijem alkoholu nebo drog a strava (Marmol et al. 2017).

3.3.1 Tvorba mikrobiomu

Mikrobiom se za¢ina tvofit jiz béhem nitrodélozniho vyvoje, kdy se plod dostava do styku
S bakteriemi pies placentu od matky ditéte. Slozeni mikrobioty ditéte ovliviiuje téZ cesta
porodu. Pti porodu a po narozeni dochazi k masivni kolonizaci (BozZensky 2020). Uvadi se, ze
porod klasickou, tedy vaginalni cestou, je pro sloZzeni mikrobioty mnohem pfiznivéjsi. Déti,
které se rodi pfirozenou cestou maji mnohem rozmanitéjsi intestinalni mikrobiotu s pfevahou
laktobacilti a bifidobakterii. Tyto mikroorganismy napoméhaji fyziologickému vyvoji
imunitniho systému. Pfi provedeni cisafského fezu prevazuji v mikrobiomu stafylokoky, které
se fadi pfevazné do koZzni mikrobitoty. Toto nefyziologické osidleni mikroflory muize vést
K neptiznivému vyvoji imunitniho systému. Hrozi zvySené riziko vyskytu atopickych
onemocnéni, alergické rymy, astmatu, celiakie, nespecifickych stfevnich zanétd, alergické
rymy, dale obezity, poruch chovani ditéte nebo nekrotizujici enterokolitidy (EFCNI 2018).
V Ceské republice se dle udaji cisaiskym fezem narodi pfiblizné 25 % déti, piicemz
v nékterych zemich je to az 60 % déti rodicich se cisatskym fezem (Bozensky 2020).

Kojeni je dalsim velice vyznamnym faktorem, ktery podporuje osidleni stfevni
mikroflory prospé€Snymi mikroorganismy. Dé&ti, jenzZ matka nemuize kojit, by mély pfijimat
kojeneckou stravu s probiotiky pro podporu osidleni intestindlni mikroflory spravnymi
mikroorganismy (Gao et al. 2017). Matetské mléko ma vhodné slozeni, které podporuje
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imunitu, chrani dité pfed respiracnimi ¢i stfevnimi infekcemi a taktéz snizuje riziko obezity
a diabetu. Pokud matka koji, méla by dodrzovat zdravy zivotni styl (Kasper 2015).

Aby byl podpoien spravny vyvoj mikrobiomu, je tieba dodrzet n€kolik zakladnich
vyzivovych doporuceni. Pfikrmy by se do stravy ditéte mély zacit zarazovat postupné, ptiblizné
0d 5. — 7. mésice véku ditéte. Konzumuje-li dité jiz 3 ptikrmy denné, je moznost zacit do stravy
pridavat vodu. Neni vhodné podéavat kravské mléko, cukr ¢i nepasterizovany med. Vhodna je
suplementace fluoridem a vitaminu K a D. Prvnich 1000 dni, jiz od poceti, je pro tvorbu
mikrobioty zasadni, jelikoz dochazi k vyvoji ditéte a jeho dlouhodobého zdravi (EFCNI 2018).
K ustaleni bakterii ve stievech dochazi mezi 1.-3. rokem Zzivota. Do této doby se spektrum
bakterii stfev stale rozsifuje (Shimizu 2018; Novik & Savich 2020).

3.3.2 Skladba IM

Lidsky mikrobiom je definovan tfemi zakladnimi enterotypy (Arumugan et al. 2011):

| - BACTEROIDES, Parabacteroides (oba G-: gramnegativni), Lactobacillus,
Clostridiales: sacharolytickd aktivita a fermentace proteini,, pentdzo-fosfatovd draha,
galaktosidazy, proteazy, hex6zaminidazy

Il - PREVOTELLA, Desulfovibrio, Veillonella, Escherichia (vSechny G-):
mucin degradujici, desufurikace mucinti

Il - RUMINOCCOCUS, Akkermansia, Clostridium, Blautia,
Lachnospiraceae — Roseburia (v§echny G+: grampozitivni): mucin degradujici bakterie

Tyto enterotypy nejsou ovlivnény narodnosti hostitele, pohlavim, vékem nebo indexem
télesné hmotnosti (BMI), ale jsou ovlivnény piedevsim skladbou stravy. Mezi hlavni vnéjsi
faktory fadime dietu a zivotni styl (pohyb a prevenci), piipadné faktory vnitini, tj. genetické.
Dominance Bacteroides je typicka pro enterotyp |. Enterotyp II byl obohacen piedevsim
0 zastupce rodu Prevotella aenterotyp III byl spojen se zastupci rodu Ruminococcus.
Prevotella i Ruminococcus se podileji na rozkladu mucinu (Arumugan et al. 2011).

Enterotypy Bacteroides a Ruminoccocus se vyskytuji u jedinc, jejichz strava je bohata
na zivocisné bilkoviny a nasycené tuky. Naproti tomu enterotyp Prevotella byl spojen se
stravou bohatou na sacharidy a jednoduché cukry (Wu et al. 2011).

Adak & Khan (2019) zminuje, ze kazdy ¢lovék je kolonizovan zhruba 150-170 druhy
bakterii. Mezi hlavni kmeny, které sidli ve stfevé, nejCastéji patii Firmicutes a Bacteroides,
které zaujimaji asi 80-90 % celkového podilu vSech bakterii v intestinalnim traktu. Az 50 %
bakterii reprezentuje pravé kmen Firmicutes z tfidy Clostridia. Zastupci z tohoto kmene jsou
dvé grampozitivni ¢eledé (nikoli gramnegativnich zahrnujici vétSinu patogennich bakterii),
Lachnospiraceae: rody jako Agathobacter, Blautia, Coprococcus, Dorea, Eubacterium,
Roseburia) a Ruminococcaceae: rody Butyricicoccus, Eubacterium, Faecalibacterium,
Ruminococcus (Salazar et al. 2017; Choi et al. 2018; Ishiguro et al. 2018; Rinninellaetal. 2019).
Jsou také Casto oznacovany jako Clostridium clustery X1Va and IV (Marmol et al. 2017).

Dalsi vyznamni zastupci fyziologické bakteridlni mikrobioty ¢lovéka nalezi kmen
Actinobacteria s vyznamnym rodem probiotickym rodem Bifidobacterium. Mezi dalsi bakterie
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normalniho mikrobiomu patfi kmeny Eubacterium, Bifidobacterium, Fusobacterium,
Lactobacilli, Enterococci, Streptococci nebo Enterobacteriaceae (Marmol et al. 2017).
Rinninella et al. (2019) v nasledujicim obrazku (Obrazek 1) rozdéluje slozeni stfevni
mirkobioty dle taxonomického fazeni, kdy ¢tverec zvyraziuje kmeny Firmicutes a Bacteroides,

které tvoti az 90 % stfevni mikrobioty.

PHYLUM CLASS ORDER FAMILY GENUS SPECIES
examples examples examples examples examples examples

Actinomycetales Corynebacteriaceae

Bifidobacteriales Bifidobacteriaceas
Actinobacteria

Coriobacteriales Coriobacteriaceae

Clostridiaceae

Clostridiales

Lachnospiraceas

k Ruminococcaceae S

Firmicutes

Veillonellales s Veillonellaceae

Bacteroidetes

Bacteroidales
Rikenellaceae

Prevotellaceae

Escherichia coll

Enterobacterales Enterobacteriaceae

Shigeila flexneri

Desulfovibrio
Desulfovibrio infestinalis
" Bilophila
Bliophita wadsworthia

Helicobacter
Campylobacterales Helicobacteraceae Helicobacter pylori

Fusobacteria Fusobacteriales Fusobacteriacese Fu:: P m’"m
Verrucomicrobia Verrucomicrobiales Akkermansiaceae Akkermansia A’:::m‘!':i

Obrazek 1: Slozeni strevni mikrobioty v taxonomickém razeni (Rinninella et al. 2019).

Proteobacteria Desulfovibrionaceae

19



Stfevni mikrobiom je vysoce adaptivni a reaguje na zmény, ke kterym dochazi béhem
lidského zivota. V pribéhu lidské evoluce se stale pfirozené méni. (Coman & Vodnar 2020).
Adak a Khan (2019) rozdé&lili mikroby do dvou skupin. Jednu nazval trvalé jadro a druhou
flexibilni ¢ast. Naptiklad Escherichia coli je schopna piezit v lidském stiev€, protoze je
geneticky velmi pfizptisobend a déli se kazdych 20 minut (Bischoff 2016). Flexibilitu stievnich
bakterii ¢ini mikrobiom relativné stabilni. Studie prokéazaly, ze ma potencidl obnovit své
puvodni slozeni po jeho naruseni, tzv. dysbidze (Coman & Vodnar 2020).

Bariéru mezi sttevnimi mikroby a stfevem tvoii mucinem potazené stfevni epitelidlni
bunky, které jsou prostiedkem komunikace mezi mikrobem a hostitelem (Chang & Kao 2019).
Mucinova vrstva, stfevni hlen, je modulovana stfevni mikroflérou (Paone & Cani 2020).
Nejvyznamngjs§imi  bakteriemi, které degraduji mucin jsou Akkermansia muciniphila
a Bacteroides spp. (DeJong et al. 2020). Pfestoze je mucin jejich potravou, podpofii rychlost
obnovy hlenu a posili jeho bariérni funkci (Cheng & Xie 2021). K tvorbé mucinu pfispiva
proces fermentace sacharidli (Choi et al. 2018), z nichZ mucin degradujici bakterie dodavaji
pohéarkovym bunikdm produkujicim mucin energeticky substrat (Cheng & Xie 2021).

3.3.3 Zakladni funkce IM

Stievni mikrofléora ma mnoho funkci, které musi byt zajistény. Mezi zakladni funkce
sttevni mikroflory patfi ochrana stfevniho prostiedi proti patogenim ¢i potenciondlnim
patogentim skrze mikrobialni bariéru, motilita a prokrveni stfevni stény, stimulace imunitniho
sttevniho systému, redukce bakterialni translokace a produkce vitaminii (Lata & Jurankova
2011). Stfevni mikroflora je spojena s jatry, centrdlnim nervovym systémem a plicemi,
tzv. ,,0sa stieva-jatra®, ,,0sa stfeva-mozek™ a ,,0sa stieva-plice (Stavropoulou & Bezirzoglou
2020).

Fyziologickéd intestindlni mikrobiota (IM) pfispiva ke zdravi a homeostaze clovéka.
ZlepSuje metabolické a fyziologické pochody téla. Enzymatickd aktivita ptispiva k traveni
slozek potravy, jako jsou polysacharidy a oligosacharidy. Napomaha konverzi na konecné
produkty fermentativnich procestt v podobé mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Kyselina
octova, propionova a kyselina maselna slouzi jako zdroj vitaminu E pro kolonocyty a vykazuje
jina dilezita plsobeni jako napf. inhibici citlivych (na nizké pH) potencidlné patogennich
gramnegativnich bakterii (Heavey & Rowland 2004). IM dale syntetizuje fyziologicky aktivni
latky napt. vitaminy fady B avitamin K, pfi¢emz folaty a biotin napomahaji regulovat
proliferaci sliznice tlustého stieva. IM dale zlepSuje sorpci nékterych makro a mikroelementt
V intestindlnich traktu, stimuluje a moduluje imunitni systém od narozeni ditéte (viz probiotické
vlastnosti napt. bifidobakterii), inhibuje patogenni a potenciadlné patogenni mikroorganismy
V travicim traktu (mastné kyseliny, competitive exclusion efekt: vytésnéni z ekologické niky,
bakteriociny aj.) a udrzuje rovnovahu intestinalni mikrobioty takzvané eubiozy.
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3.4 NarusSené sloZeni fyziologické intestinalni mikrobioty: dysbidza

Dysbioza intestinalniho traktu doprovazi cetna onemocnéni, predevsim vSak onemocnéni
kaudalnich ¢asti traviciho traktu véetné kolorektalniho karcinomu a IBDs. Ackoli neni jasné,
jak dysbidza piispiva ke karcinogenezi tlustého stieva, zda se, Ze primarnim mechanismem je
pravé chronicky zéanét. U pacientii s IBDs byla zpozorovana vétsi pravdépodobnost vzniku
kolorektalniho karcinomu asnim spjatd dysbioza, aproto byl mikrobiom povazovan za
jednoho z hlavnich podezielych ve vyvoji nebo rozvoji rakoviny tlustého stieva. Tato oblast
vyzkumu je zalozena na rozdilech v mikrobidlnich profilech mezi pacienty s kolorektalnim
karcinomem a zdravymi jedinci. Ve skute¢nosti metody sekvenovani nové generace zalozené
na 16S rRNA odhalily obohaceni prozanétlivych bakterii, jako je Fusobacterium, a nizsi pocet
producentd butyratu, jako je ochranné Bifidobacterium (Perrilo et al. 2020).

Dle Gao et al. 2017 se dysbioza vyznacuje prevalenci gramnegativnich, Skodlivych,
potencialné¢ patogennich bakterii rodu Escherichia (pfedev§im enterohemoragické,
enterotoxické a enteropatogenni kmeny Escherichia coli), Salmonella, Shigella, Bacteroides
(pfedev$im enterotoxigenni kmeny B. fragilis), Enterobacter, Pasteurella, Klebsiella
(pfedev$im K. pneumoniae), Fusobacterium (pfedev§im F. nucleatum) a grampozitivnich
bakterii rodu Streptococcus (piedevsim S. gallolyticus), Clostridium (ptedevsim C. septicum),
Gemella, Enterococcus a Peptostreptococcus (piedevs§im P. anaerobius). S IBDs
a kolorektalnim karcinomem je spojovana aktivita kment kvasinky Candida albicans
(Ramirez-Garcia et al. 2014).

Ptfevaha nezadoucich gramnegativnich bakterii zplsobuje trvalou zéanétlivou reakci
Vv intestinalnim traktu iniciujici a podporujici tumorgenezi (Wang et al. 2020). Latky, kterymi
bakterie nepfiznivé ovliviuji epitelidlni builky nebo imunitni buiky hostitele, maji
cyklomodula¢ni ¢i genotoxické u€inky. V epitelidlnich buiikach tak mtize dochéazet k poskozeni
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), akumulaci mutaci a nekontrolované proliferaci.
Bakteridlni produkty se mohou podilet na zabranéni déleni imunitnich bunék, ¢imZz umozZiuji
sob¢ 1 nadorovym buiikkdm uniknout imunitni reakci. Dal§im faktorem, kterym se bakterie
heterogennich  spolecenstev  mikroorganismi  tvoficich vys§i struktury obklopené
extracelularnimi polymery, které vytlacuji mikroorganismy z biofilmi a chrani je pred
neptiznivymi podminkami a imunitou. Bakterie, které mohou ulpivat na rizném povrchu, jsou
tzv. primarni kolonizatory a pozdéji se mohou pfidat bakterie (sekundarni kolonizéatory), které
by se jinak samy adherovat nemohly. Pfitomnost biofilmi méni metabolismus v nadorovych
tkdnich, produkci regulatorii bunééné proliferace a mize ovlivnit vyvoj a progresi nadoru
(Zwinsova et al. 2019).
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3.5 Nejvyznamnéjsi patogenni mikrobialni taxony spojované s CRC

Rezidentni bakterie jsou schopny ovliviiovat progresi kolorektalniho karcinomu riznymi
mechanismy. Stievni mikrofléra miize zahrnovat bakterie, které podporuji tvorbu a vyvoj
kolorektalniho karcinomu, stejné jako bakterie, které tyto procesy inhibuji (Yang & Jobin
2014). Produkty bakterii Escherichia coli, Bacteroides fragilis, Enterococcus faecalis,
Klebsiella pneumoniae, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus sp., Clostridium septicum,
Gemella sp. a kmeny kvasinek druhu Candida albicans (Saus et al. 2019) jsou genotoxické
a cyklus regulujici latky, které naruSuji genetickou informaci a ovliviiuji bunéény cyklus
(Zwinsova et al. 2019). Na druhé stran¢ bakterie, které brani progresi karcinogeneze
(viz Obrazek 2), jsou ziadu Clostridium, Lactobacillus, Bifidobacterium (B. longum)
a Actinobacteria (Wang et al. 2012). Bakterie v téchto sériich jsou schopny inhibovat proces
tumorigeneze syntetizaci prospéSnych metabolitd, indukci imunosupresivnich reakci
a detoxikaci potencialnich karcinogent (Yang & Jobin 2014).

{Potential) Role in CRC

. Mechanism of Action
Oncogenicity

Name

Opportunistic pathogens,
promotion of inflammation

Proteobacteria, especially the

! : Pro-oncogenic
Enterobacteriacenr family B

DNA damage by colibactin,
Escherichia coli Pro-oncogenic induction of a pro-inflammatory
environment

Colon cell hyperproliferation by
Pro-oncogenic p-catenin pathway activation and
IL-8 production

Enterotoxigenic Bacteroides
fragilis (ETBF)

Promotion of inflammation,
impairment of antitumor immunity,

Fusobacterium rucleatum Pro-oncogenic R .
= CTHITE et ro-oncogenic activation of f-catenin pathway,
DNA damage
Rumtinococcaceas family Anti-oncogenic SCFA production
Lachnospiracese family Anti-onoogenic SCFA production

SCFA production, reduction of
EBifidobacteria Anti-oncogenic pro-inflammatory cytokines,
epithelial cell renewal

SCFA production, reduction of
pro-inflammatory cytokines,
enhancement of antitumor
immunity, epithelial cell renewal

Lactobacilli, including L. casei,
L. plantarum, L. rhamnosus, Anti-oncogenic
and L. acidophilus

Boost of antitumor immunity,
Anti-oncogendic amelioration of inflammation by
PSA production

Non-enterotoxigenic
Bacteroides fragilis (NTBF)

Faecalibaculum rodentivm and

Holdemanella biformis Anti-oncogenic SCFA production

SCFA production, regulation of

Akkermansia muciniphila Anti-oncogenic . . S .
clnpi B intestinal barrier integrity
. . - Improvement of intestinal
Enterococcus faecalis Anti-oncogenic pros -
. inflammation

Obrazek 2: Bakterie oviiviujici kolorektalni karcinom (Perillo et al. 2020)

Také napiiklad celed” Lachnospira, zahrnujici bakterie Eubacterium hallii, Roseburia
inulinivorans, Coprococcus catus a Anaerostipes spp., zabranuje progresi kolorektalniho
karcinomu. Mastné kyseliny s kratkym fetézcem jako je butyrat a propionat jsou produkované
témito bakteriemi a slouzi primarné jako zdroj energie pro buiiky tlustého stieva. Butyrat
spolecné s propiondtem zabranuje zanétu ve stfevni tkani tim, Ze moduluje produkci
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prozanétlivych cytokinti a diferenciaci regulacnich FOXP3+ T bunék. Zvyseni koncentrace
mnozstvi butyratu ve stfevé dochdzi k zanétlivé reakci, kterd vede k naruseni mikrobialni
komunity (Louis et al. 2014). Kvalitativni a kvantitativni zastoupeni rtiznych mikrobidlnich
typu hraji zasadni roli v kone¢ném dopadu stievnich bakterii na hostitele, v ¢emz také hraje roli
typ dietniho substratu (Kohoutova & Bures§ 2013).

Skodlivé t¢inky gastrointestinalnich bakterii na hostitele zahrnuji, jak jiz bylo zminéno
vyse, produkci toxinu, aktivaci karcinogenu, karcinogenezi a genotoxickou syntézu. Aktivace
mnoha enzymatickych systému bakterii tlustého stfeva ma na hostitele negativni Ucinky.
Ptikladem je beta-glukuronidaza, nejdulezit¢jsi indukovatelny enzymaticky systém stfevnich
bakterii. Funkci B-glukuroniddzy je hydrolyzovat glukuronidové konjugéty a potencialné
karcinogenni metabolity vznikajici V jatrech, coz vede Kk jejich uvoliiovani v tlustém stieve.
Aktivita tohoto enzymu byla patrna u lidi, jejichz strava byla bohatd na cervené maso
a zivocisné tuky, naopak fermentovatelnd vlaknina aktivitu tohoto enzymu sniZzovala. Aktivita
beta-glukuronidazy je typicky zvySena u pacientd S kolorektalnim karcinomem (Kim & Jin
2001). Dalsimi bakterialnimi enzymy jsou nitratreduktaza ¢i nitroreduktaza. Nitraty, které jsou
pozity, byvaji redukovany nitratreduktasou bakteriemi tlustého stfeva na jesté toxictéjsi nitrity.
Ty jsou spolu s nitrogennimi substancemi z velké ¢asti karcinogenni a genotoxické. [-
glukosidaza a 7a-dehydroxyzlucové kyseliny (Kyselina chenodeoxycholova a cholova) jsou
transformovany na sekundarni zlu¢ové kyseliny (kyselina deoxycholova a litocholova). Také
se unich prokazuji kancerogenni a genotoxické ucCinky a ddle napomadhaji pii selekci
antiapoptickych buné¢k. Strava s vysokym obsahem tuku zvySuje koncentraci zlu¢ovych kyselin
ve stolici, zatimco vldknina z pSeni¢nych otrub ji snizuje (Kohoutova & Bure§ 2013). Pfimym
dikazem ucasti stfevnich bakterii na patogenezi kolorektalniho karcinomu je piitomnost
mutagennich ~ a genotoxickych  latek  bakteridlntho  ptvodu  vlidské  stolici
(Stanghellini et al. 2010). Studie na zvitatech potvrdily roli gastrointestinalnich bakterii pfi
anaddory pii kolonizaci tlustého stfeva, zatimco travici trakt nebyl naopak kolonizovéan
bakteriemi mysi). Ukazuje se, ze pouze polovina evropské a severoamerické populace jsou
exkretory metanu, zatimco 90 % africké populace metan produkuje (Kohoutova & Bures 2013).

Dle Kohoutové & Buresové (2013) je znamo, ze patogenni Citrobacter nebo Salmonella
v IM chybi nebo je jejich vyskyt v tlustém stievé velmi vzacny. Nicméné tyto bakterie byly
detekovany jak Vv nenddorové sliznici pacientii S kolorektalnim karcinomem, tak ve sliznici
pacientii s kolorektalnim adenomem. Ucast Enterobacteriaceae na vzniku kolorektalniho
karcinomu pak lze vysvétlit indukei asymptomatické, ale chronické zanétlivé reakce a produkci
genotoxind ovlivitujicich DNA ve sliznici tlustého stfeva (vedouci kakumulaci
charakteristickych mutaci — adenom-rakovinova sekvence). Podobna situace byla pozorovana
u Helicobacter pylori b&hem karcinogeneze Zaludku. Cetné studie zkoumaly vliv jednotlivych
bakterii na vznik kolorektalniho karcinomu. Druhy Bacteroides (zejména B. fragilis) produkuji
metaloproteinazy U pacient S kolorektdlnim karcinomem. U zkoumané kontrolni skupiny
tomu tak nebylo (Sears et al. 2008). Rod Prevotella a Clostridium, obzvlasté negativni
leticinasa, kterd pfeménuje primarni Zlu€ové kyseliny na sekundarni zZlu¢ové kyseliny, je také
spojovana s kolorektalnim karcinomem (dale rod Lactobacillus a Streptococcus bovis a s nimi
nadmérnd indukce proliferativni abnormalni tvorby krypt tlustého stieva, zvySené proliferativni
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markery a zvySena produkci IL-8 sliznici tlustého stfeva). Infekce Clostridium septicum je
vzéacna, ale je spojena S 81 % zakladnich malignit a 34 % kolorektalnich karcinomt (Kohoutova
& Bures 2013). Ve studii, ktera byla provedena Marchesi et al. (2011) bylo zjist€éno pomoci
metody detekce 16S rRNA, Ze Streptococcus bovis a Clostridium septicum nejsou
detekovatelné U pacienti s kolorektalnim karcinomem. Lze vSak ptredpokladat, ze tyto
oportunni patogeny jsou pifitomny predevSim VvV adenomové tkani a podileji se na vzniku
rakoviny a v samotné nadorové tkani jiz byt nemusi. Enterococcus faecalis je také nezadouci
bakterie, protoze produkuje volné radikdly kysliku. Studie na mySich prokazala souvislost
Helicobacter hepaticus a Citrobacter rodentii se vznikem kolorektalniho karcinomu. Vyssi
podil intraepitelialni E. coli se ocekava také u pacientli S kolorektalnim karcinomem
(Kohoutova & Bures 2013).

Kmeny Escherichia coli

Z taxonomického hlediska fadime Escherichia coli (E. coli) do bakterialni domény
Bacteria, mezi bakterie s gramnegativnimi bunéénymi sténami, kmen Proteus, tfida
Gammaproteobacteria, fad Enterobacteriaceae, Celed Enterobacteriaceae, rod Escherichia
a druh Escherichia coli (Sedlacek 2007).

Gramnegativni pohyblivé tyCinky se zaoblenymi konci mohou mit vldknity tvar ¢i tvar
kokobacilu. Bakterie maji primérnou délku 2-3 pm a $itku asi 0,6 pm. Pohybuje se bi¢iky nebo
fimbriemi, které se nachazeji na povrchu bunky (Bednai 2009).Nékteré E. coli jsou nepohyblivé
a nékteré mohou tvofit pouzdra (Zahradnicky 1987).

Bakterii poprvé izoloval vroce 1885 rakousky Iékai a bakteriolog Theodor von
Escherichia, odtud pochazi jeji soucasny nazev Escherichia coli (Votava 2003). Do rodu
Escherichia patii i dalsi druhy, napt. Escherichia vulneris, Escherichia hermannii, Escherichia
albertii, ale tyto druhy jsou u ¢lovéka vzacné (Schindler 2010).

E. coli je anaerobni bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae a je béznym komenzalem stievni
mikroflory. Bakterie ztohoto taxonu tvofi méné neZ 1% zdravého lidského stfevniho
mikrobiomu. Na druhé strané pacienti s mikrobiotou s kolorektalnim karcinomem se vyznacuji
zvySenym poctem E. coli (Yang & Jobin 2014).

Enteropatogenni bakterie E. coli produkuje genotoxin kolibaktin kodovany polyketid
syntazou (Garrett 2019). Kolibaktin zplisobuje poSkozeni dvouSroubovice DNA
(Louis et al. 2014), coz miize narusit normalni fungovani opravného mechanismu DNA (Wang
et al. 2012). Schopnost E. coli pfizplisobit se novym nepfiznivym podminkam ji umoziuje
kolonizovat zanicené tkan¢, kde jiné bakterie nemusi byt schopny piezit kvuli vysokym
hladinam reaktivnich forem kysliku a dusiku. E. coli je za takovych podminek schopna vyladit
své metabolické funkce, napf. mulze vyuZzivat dusicnany pifi anaerobnim dychéani
(Yang & Jobin 2014).
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Enterotoxigenni kmeny Bacteroides fragilis

Bakterie ze skupiny Bacteroides fragilis (B. fragilis) jsou pravidelnou a hojnou soucasti
fyziologické sedimentace Clovéka. Tato obligatorné anaerobni gramnegativni bakterie se
vyskytuje ve stfeveé, tstech, nosohltanu, hornich cestach dychacich a pochvé. Hojné kolonizuji
tlusté a tenké stfevo (az 10! bakterii na gram). Tlusté stfevo obsahuje velké mnozstvi riiznych
mikroorganismii, jejichz hlavnim znakem je symbioza. Jsou zodpoveédné za rozklad potravin,
které nase t€lo potiebuje pro energii. B. fragilis produkuje endotoxiny a enterotoxiny a je tzce
spojena s Castou intoxikaci témito typy bakterialnich toxini. Mize zpUsobit prijmové
onemocnéni (Julak 2006).

Rod Bacteroides je nejcastéji izolovany z klinickych vzorka jako etiologicky agens
endogennich hnisavych infekci. Patogenita B. fragilis souvisi s jeho sacharidovym pouzdrem,
proteiny vn¢j$i membrany a produkci specifickych enzymi, véetné nedavno znamého
enterotoxinu zvaného fragilysin. B. fragilis produkujici fragilysin, oznacovany jako
enterotoxigenni Bacteroides fragilis (ETBF), je spojovan s prujmem ulidi a mladych
hospodatskych zvitat. Byla nalezena vyznamna korelace mezi ptitomnosti ETBF ve vzorcich
stolice pacientil nebo toxinového genu ve vzorcich biopsie tlustého stfeva a pritomnosti
aktivniho zanétlivého onemocnéni stiev (Ulger 2006). K indukci zanétlivé reakce dochazi
prostiednictvim regulacni reakce T-bunék, ktera vede k akumulaci pomocnych Th17 bunék,
které zesiluji prozanétlivou reakci (Sobhani et al. 2011). Kromé toho B. fragilis spousti
beta-kateninovou signalizaci pro regulaci bunécné proliferace (Saus et al. 2019).

Bylo prokazéano, Ze oSetieni lidskych epitelidlnich bunék tlustého stteva (HT29/C1)
toxinem Bacteriodes fragilis (BFT) vedlo k ¢asové akoncentracné zavislé redistribuci
aktinovych mikroflamentt (F-aktin) ataké ke zvySeni objemu bun€k bez poskozeni. Tyto
zmény ve F-aktinu a objemu bunék mohou vést ke zméné funkce ve stfevnim epitelu, coz
piispiva k patogenezi prijmu U infekce ETBF. Dalsi studie ukdzala, Ze cilem fragilysinu byl
bunéény povrchovy protein E-cadherin, ktery je hlavni strukturalni sloZkou zonula adherens
a je zodpovédny za adhezi mezi buikami. Fragilysin zpisobujici St€peni extracelularni domény
E-cadherinu vede Kk uplné degradaci tohoto proteinu. Po BFT oSetfeni bunék HT29/C1 se také
zjistilo, Ze ztrata E-kadherinu asociovaného s membranou spustila jadernou lokalizaci
B-kateninu, ktery zase po vazbé s transkripcnimi aktivatory zavislymi na faktoru T-bunék
indukoval c-myc transkripce a translace, coz vede k trvalé buné¢né proliferaci (Ulger 2006).

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) je gramnegativni nepohybliva zapouzdiena
fakultativné anaerobni anaerobni tyCinkovita bakterie fermentujici laktozu, ktera se nachazi
v normalni flote Ust, kize a stiev (Antonic et al. 2013). Nejcasteji je spojena S pneumonii a je
Castou pricinou infekci v mocovych a dolnich zlucovych cestach. Také se mize vyskytovat
V mistech operacnich ran. Pyogenni jaterni absces (PJA) je zptisoben bakteriemi v zavislosti na
geografickych datech. Nejcastéji izolovanymi bakteriemi z pyogennich jaternich abscesu je
E. coli pro zapadni zem¢ a K. pneumoniae pro zemé vychodni. Existuje fada kazuistik
ukazujicich pozitivni korelaci mezi PJA zplUsobenou K. pneumoniae a kolorektalniho
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karcinomu. Pfipadova kontrolovana studie srovnavajici vyskyt kolorektalniho karcinomu
U pacientt s kryptogenni PJA byla provedena na 230 pacientech (Jeong et al. 2012). 81 pacientli
bylo kategorizovano jako kryptogenni PJA a 37 pacientli podstoupilo kolonoskopii. 77 %
pacientt s kolorektalnim karcinomem, lateraln¢ se Siticim nadorem, nebo viedy tlustého streva,
bylo pozitivné testovano na K. pneumonia ve vzorcich abscesu. Retrospektivni studie byla
provedena na 2 294 pacientech, z nichz 1 194 (52 %) m¢lo infekci K. pneumoniae. Béhem
desetiletého obdobi sledovani byl kolorektalni karcinom diagnostikovan u 54 (2,3 %) pacient.
U pacient s kolorektalnim karcinomem byl vyskyt 2,68krat vyssi s PJA K. pneumonia nez bez
n¢j (Antonic et al. 2013).

Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) je gramnegativni anaerobni bakterie
tyCinkovitého tvaru bézné vyskytujici se ve tkanich pacienti s kolorektdlnim karcinomem
(Castellin et al. 2012). F. nucleatum zasahuje do imunitniho systému hostitele pfedevsim tim,
ze narusuje cytotoxicitu NK bunék a funkci lymfocytt infiltrujicich nador (Garrett 2019).
Zvysené hladiny F. nucleatum jsou spojeny se snizenym poétem CD3+ T bunék, coz také
potvrzuje ucinky této bakterie na imunitni systém hostitele (Pope et al. 2017). F. nucleatum
muze vyvolat prozanétlivou reakci piimym pfilnutim k epitelidlnim bunkam a nasledné invazi
do epitelialnich tkani (Kostic et al. 2012). Stejné jako B. fragilis je i C. nucleatum schopen
aktivovat -catenin signalizaci (Saus et al. 2019).

Streptococcus sp.

Streptococcus gallolyticus (S. gallolyticus) je grampozitivni oportunni patogen, ktery
zpusobuje bakteriémii a endokarditidu u lidi (Kumar et al. 2017). Na mysich modelech bylo
bakterialni sondou prokazano, ze Streptococcus gallolyticus zvysuje proliferaci nadorovych
bun¢k zavislych na B-kateninu. Podobné jako u F. nucleatum bylo nedavno prokazano, ze
S. gallolyticus ovliviiuje mikroprostfedi nadoru. Byl pozorovan néabor imunitnich bunék
infiltrujicich nador po expozici S. gallolyticus, ¢imz se vytvofilo imunosupresivni
mikroprostiedi, které fidi neoplazii. Prozanétlivé stavy, vyznacujici se vysokou expresi
NF-xB a IL-8 messenger RNA v tkanich, jsou vSak také spojeny S pacienty pozitivnhimi na
S. gallolyticus. Zatimco S. gallolyticus pfitahuje stale vétsi pozornost v oblasti asociace
mikrobiom—kolorektalni karcinom, pii studiu interakce hostitel-mikrob je potfeba rozliseni na
urovni poddruhti. Pouze urcité poddruhy S. gallolyticus byly schopny stimulovat proliferaci
hostitelskych bunék (Ternes et al. 2020).

Skupina Streptococcus anginosus (S. anginosus) se v soucasnosti sklada ze tii ¢len:
Streptococcus  anginosus,  Streptococcus constellatus  a Streptococcus intermedius.
Streptokokové druhy patiici do této skupiny prodélaly n€kolik taxonomickych zmén. Diive byli
oznacovani jako skupina ,,Streptococcus milleri“, ale nikdy to nebyl oficialni taxonomicky
termin. Ackoli se ptivodné navrhovalo, ze by cela skupina méla byt povazovana za jediny druh,
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mnohé publikace dokladaji pfitomnost tii odlisSnych druhii, coz je v soucasnosti akceptovany
taxonomicky status této skupiny (Asam & Spellerberg 2014).

Streptococcus anginosus jsou mikroaerofilni katalaza-negativni grampozitivni koky
(Petti & Stratton 2015) a jsou souc¢asti normalni flory lidského gastrointestinalniho traktu.
Jejich schopnost zptlisobit abscesy je velmi jedinecnd a odliSuje je od ostatnich skupin
streptokokll. Zatimco asociace streptokokové bakteriémie skupiny D aendokarditidy
s kolorektalnim karcinomem je dobfe prokazana, infekce S. anginosus jsou ziidka spojeny
s malignitou tlustého stfeva. AvSak piipad 62letého muze, ktery se dostavil do nemocnice
S inavou a generalizovanymi bolestmi bficha, potvrdil souvislost mezi bakteriémii S. anginosus
a pritomnosti kolorektalniho karcinomu, ktera byla v literatufe zdiiraznéna pouze v né€kolika
kazuistikach. Pocitacova tomografie bficha odhalila mnohocetné jaterni abscesy a ztlusténi
rekta. Bylo zjisténo, ze na hemokulturach rostou bakterie S. anginosus. Kolonoskopie odhalila
rektalni masu, ktera byla pozd¢ji potvrzena jako rektalni adenokarcinom (Masood et al. 2016).

Clostridium septicum

Clostridium septicum (C. septicum) je grampozitivni sporotvorna obligatni anaerobni
bakterie. Pro tuto bakterii je vyskyt v gastrointestinalnim traktu zcela bézny, avSak v ptipadé
kolorektalniho zanétu se muze premistit a zptsobit bakteriémii a plynovou gangrénu. Tyto
komplikace mohou vést az ke smrti, ato pouze béhem 48 hodin (Dahmus et al. 2018).
U 71-85 % pacientl se s plynovou gangrénou zpusobenou C. septicum piidruzuje i zakladni
malignita, nejcastéji v tlustém stieveé. VEtsinou se jedna 0 pokrocilé malignity, které se objevuji
az po vyznamné invazi tumoru, kterd vytvari kanal pro bakterialni translokaci pfes slizni¢ni
ulceraci. Az 57 % téchto kolorektalnich zhoubnych nadora s pfidruzenymi C. septicum se
lokalizuje ve slepém stievé (Larsson et al. 1995). To je vyznamné vys$$i pocet piipadl ve
srovnani s béznou populaci, kde bylo zjisténo, ze méné nez 20 % piipadii ma pivod ve slepém
stteve. Slepé stievo, coz je nejkyselejsi cast tlustého stteva s pH 5,7, poskytuje vhodné prostiedi
pro rast této bakterie (Dahmus et al. 2018).

C. septicum neiniciuje karcinogenezi, ale ma symbioticky vztah s rustem jiz vyvijejicich
se malignit (Dahmus et al. 2018). Hypoxické a nekrotické prostiedi podporuje kli¢eni spor
vedouci k mnozeni organismu. Jak organismus roste, indukuje prostfednictvim svého alfa-
toxinu nekrdzu, coz vede k ulceraci sliznice, ktera umoZziuje hematogenni Sifeni. V ptipadé
C. septicum hematologickych malignit se casto soub&zné¢ vyskytuje ineutropenicka
enterokolitida (Hammond et al. 2014). Ve srovnani se C. septicum vyskytuje ¢astéji u leukémie
nez U lymfomu. Alfa-toxin, nekrotizujici cytolyzin tvofici pory, indukuje bunéfnou smrt
prostednictvim mitochondrialni dysregulace a destrukce buné¢né membrany. Zplisobuje také
trombocytopenii a hemolyzu, coz mtize ptispivat ke krvaceni nadorovych bun¢k do systémové
cirkulace. Histologickd analyza C. septicum myonekrozy ukazuje nedostatek leukocytl
V postizené tkani v disledku schopnosti alfa toxinu selektivné indukovat apoptdzu neutrofild,
atak interferovat simunitni odpoveédi (Kennedy et al. 2005). To je prospé€sné pro rist
organismu, ale také to mize hrat roli v ristu nadort. V zavislosti na mikroprostfedi nadoru
mohou neutrofily hrat pro nebo protinadorovou roli. V tomto piipadé je teoreticky mozné, ze
protinddorovym neutrofilim, jako jsou neutrofily spojené¢ snadorem NI, je zabranéno
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potlacovat rust nadoru v disledku apoptoézy zprosttedkované alfa toxinem. S alfatoxinem
vytvafejicim mikroprostfedi bez leukocyti nedochdzi k modulaci imunitniho systému
hyperproliferujicich malignich bunék (Dahmus et al. 2018).

Gemella sp.

Do rodu Gemella miizeme zatadit pét znamych druhti: Gemella haemolysans, Gemella
morbillorum, Gemella bergeri, Gemella sanguinis a Gemella palaticanis. Vsechny kromé
posledniho jsou oportunni lidské patogeny, které mohou zplsobit zivazné infekce.
G. palaticanis byl identifikovan pouze u psi (Purcell et al. 2001).

Gemella morbillorum (G. morbillorum) je fakultativné anaerobni grampozitivni kok
vyskytujici se Vparech nebo kratkych fetizcich. Je nepohyblivy, netvoii spory a je
komenzalnim organismem Ustni, gastrointestinalni a genitourinarni sliznice (Singer et al. 2021).
Bylo prokazano, ze Gemella morbillorum snizuje hladiny IL-12 u oralnich infekci. Kromé toho
ma schopnost §tépit [gA1, coz bakteriim umoziiuje vyhybat se ochrannym funkcim adaptivnich
imunitnich odpovédi na povrchu sliznic. G. morbillorum primarné infikuje
imunokompromitované pacienty a lokalizuje se pak v okoli nadora (Ternes et al. 2020).

Kmeny kvasinek druhu Candida albicans

Candida albicans (C. albicans) je grampozitivni oportunni houbovy patogen, ktery je
zodpovédny za kandidozu u lidskych hostiteld. C. albicans roste v nékolika rtznych
morfologickych formach, od jednobunéénych pucicich kvasinek az po pravé hyfy s paralelnimi
bocnimi sténami (Holland et al. 2014).

Candida albicans, kvasinka z fise Funghi, je pomoci enzymu alkoholdehydrogenazy
schopna metabolizovat alkohol a dalsi latky, jako jsou sacharidy, na acetaldehyd, ktery je
karcinogenni. Acetaldehyd je schopen vyvolat vyvoj nadoru rlznymi cestami. Tento
karcinogen se vaze na proteiny a DNA, modifikuje jejich strukturu a funk¢nost a snizuje
antioxidac¢ni aktivitu glutathionu, coZ zvySuje hladiny reaktivnich forem kysliku v buiice. Tyto
zmény mohou zpusobit nestabilitu genomu, kterd je spojena s inhibici apoptotického aparatu
a mize vést k rozvoji nadoru (Ramirez-Garcia et al. 2014).

Dle studie Starého et al. (2020), ktera zkoumala 52 pacientii s nové diagnostikovanym
adenomem kolorektalniho karcinomu, bylo moZzné pozorovat silné a vyznamné nadmérné
zastoupeni kvasinky Candida albicans (C. albicans) z rektalnich vytéra. Stale nové mnozstvi
dikazt podporuje nazor, ze C. albicans skute¢né zpisobuje rakoviny u lidi. Pfepoklada se, ze
ptitomnost C. albicans ve stievé mutze vyvolat nebo usnadnit nekteré casti sporadickych
ptipadi kolorektalniho karcinomu. Dle Starého et al. (2020) by toto pozorovani me¢lo byt silnym
podnétem K ovéfeni potencialni uzitecnosti snadno kultivovatelné kvasinky C. albicans jako
screeningového markeru pro pacienty S rizikem kolorektalniho karcinomu nebo pro pacienty
s ¢asnym asymptomatickym stadiem kolorektalniho karcinomu.
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3.6 NejvyznamnéjSi patogenni mikrobialni taxony spojované s IBDs

V patogenezi IBDs hraje dilezitou roli rovnovdha mezi prozanétlivymi faktory
(napt. slizni¢ni bariéry a hlen), modifikovana genetickymi faktory a faktory prostiedi.
Ditlezitou roli hraje sliznicni kompartment mikrobioty, pfi¢emz nékteré kmeny jsou
povazovany za patogenni (Lata & Jurdnkova 2011). Do patogennich bakterii, které jsou
spojovany se vznikem IBDs, jsou zafazeny napi. Fusobacterium sp., Campylobacter sp.,
Helicobacter sp., Peptostreptococcus sp., Clostridium difficile (Rajilic-Stojanovic et al. 2013),
Bacteroides vulgatus, enteroinvazivni Escherichia coli (Lata & Jurankova 2011)
a Mycobacterium avium (Golan et al.2009).

Vzhledem k tomu, Ze probiotika mohou samoziejm¢ fadu téchto faktor ovlivnit, jevi
se jejich podavani v této indikaci jako pfinosné. Prvni popis u¢innosti Escherichia coli Nissle
pochazi z prvni poloviny minulého stoleti. Pozitivni vysledky byly prokazany zejména
U ulcerodzni kolitidy, efekt u Crohnovy choroby je zatim nejasny (Lata & Jurankova 2011).

V 1écbé ulcerdzni kolitidy byly publikovany studie pfedevSim na jiz zminénych
kmenech Escherichia coli. Tato 1é¢ba byla opakované prokazana jako stejné€ G¢inna v udrzeni
remise ve srovnani se zlatym standardem 1é¢by, mesalazinem (Kruis et al. 2004). Podani
VSL#3 mélo podobné ucinky. Obsahovalo tii druhy Lactobacillus sp., tfi druhy
Bifidobacterium sp. a Streptococcus thermophilus. Predbézné studie naznacuji, Ze v této
indikaci lze Gspésné pouzit i Saccharomyces boulardii. Pfekvapivé se zda, ze pomérné velka
¢ast pacientll s IBDs v praxi uziva probiotika, ¢asto vSak bez konzultace s I¢katem a vybéru
kmeni, u kterych nebyl prokazan vliv na tuto indikaci (Mullard et al. 2010).

Bacteroides vulgatus

Bacteroides vulgatus (B. vulgatus) je jednou z nejcastéji izolovanych anaerobnich
bakterii U pacientti s UC. Ma se za to, Ze tato bakterie mize hrat roli i pti vzniku UC. Pokus na
bezmikrobnich moréatech ukazal, ze kdyZ jim byla podana bakterie B. vulgatus, vyvinula se
unich kolitida. Pokud vSak byla morcata pfedem oSetfena metronidazolem pied podanim
B. vulgatus, kolitida se nevyskytla (Campieri & Gionchetii 2001). Pfedpoklada se, Ze roli mize
hrat antigen vnéj$i membrany B. vulgatus. Dal$im moznym mechanismem pfispivajicim
k patogenezi miiZze byt produkce sulfatu degradujiciho mucin, ktery mtze vést k chronickému
zanétu Vv disledku naruSeni bariérové funkce epitelialni vrstvy. U pacienti s UC byly hlaseny
zvysené hladiny téchto sulfatd (Lucke et al. 2006).

Fusobacterium varium

Fusobacterium varium (F. varium) je gramnegativni bakterie rodu Fusobacterium, ktera
je Casto pfitomna ve stievni tkani pacientii S UC, a proto se predpoklada, ze hraje roli ve vyvoji
UC (Afra et al. 2013). Japonska studie prokazala ptitomnost F. varium u pacienti s UC.
Imunohistochemické testovani exsudatii, povrchového hlenu a krypt tlustého stteva odhalilo,
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ze ze 112 pacient s UC bylo 45 (40,2 %) z nich pozitivni na pfitomnost F. varium, zatimco ze
128 zdravych jedinct byla bakterie nalezena pouze u 20 (15,6 %) (Minami et al. 2009).

F. varium napada hlen asliznici. Pfeziva v kryptach tlustého stfeva. Zde produkuje
kyselinu maselnou, kterd je zdrojem energie pro epitelialni bunky. V rostoucim mnozstvi vSak
pusobi jako toxin a mize vyvolat apoptdzu a loziska zadnétu, coz mize byt jednou z pficin
ulcer6zni kolitidy (Ohkusa et a. 2003).

Kmen Firmicutes

U pacienti s CD byl hlasen snizeny pocet grampozitivni Firmicutes, zejména ttidy
Clostridium. Clostridium spp. fermentuje karboanhydrazu na butyrat, ktery je nejen zdrojem
cytokinové reakce. Proto se ma za to, ze nedostatek bakterii tfidy Clostridium mize byt pti¢inou
CD (Grophna et al. 2006). Stejné vysledky prokazuje i studie Joossens et al. (2010), kdy byla
srovnavéana stfevni mikroflora pacienti s CD, jejich pfibuznych a zdravych jedinci. Mezi
kmeny Firmicutes doslo u pacientti s CD ke snizeni Faecalibacterium prausnitzii, Dialister
invisus ablize nespecifikovanych druhd zklastru Clostridium XlIVa. Naproti tomu
u Ruminococcus byly zjistény zvySené pocty.

Enteroinvazivni Escherichia coli

Adherentné invazivni gramnegativni Escherichia coli (AIEC) je patogen, ktery byl
nalezen ve stfevni sliznici pacientti S CD. Priizkum z roku 2004 zjistil, ze AIEC byl nalezen ve
21,7 % vzorki sliznice tenkého stfeva ve srovnani S 6,2 % u zdravych jedinct. Ve vzorcich
tlustého stieva byla AIEC hlasena u 3,7 % pacientti s CD a 1,9 % zdravych jedincii (Darfeuille-
Michaud et al 2004). AIEC kolonizuje stfevni sliznici adherovanim k buiikam epitelu. Néasledné
byly diky makropin6ze schopny proniknout do makrofagi, kde se replikovaly a uvolnily velké
mnozstvi cytokinll. Neustalym narusovadnim této stfevni bariéry jsou schopny vyvolat
pretrvavajici sttevni zanét (Darfeuille-Michaud 2002). V experimentu Sasaki et al. (2007) byl
zkouman mechanismus, kterym AIEC zptsobuje CD. Experimenty in vitro zjistily, ze kmeny
E. coli izolované od pacientii s IBD vedly ke zvysené produkci cytokinu TNF-a v makrofazich.
Dale zjistili, Ze tyto patogeny mohou indukovat silnou expresi cytokinu IL-8, ale ptekvapivé
byla produkce IL-8 sniZzena, kdyz byly epitelialni bunky infikovany E. coli odebranymi ze
zanicené¢ tkan¢. AIEC maji také negativni ucinky na stfevni sténu, kde mohou snizit
transepitelialni rezistenci, narusit F-aktin a vytésnit protein ZO1 a E-cadherin, coz ma za
nasledek dvojndsobné zvySeni permeability stfevni stény.

Helicobacter pylori

Bakterie Helicobacter sp. casto kolonizuji gastrointestinalni trakt. Diskutuje se také
0 moznosti jejich vlivu na rozvoj IBDs. Bylo prokazano, ze Helicobacter pylori (H. pylori)
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koncentrace specifickych antigeni H. pylori mohou pfispivat krozvoji CD
(Oliveira et al. 2006). Ve studii pediatrickych pacientti analyza PCR zjistila, ze 59 % (17 z 29)
déti s Crohnovou chorobou bylo pozitivnich na H. pylori, ve srovnani s 9 % (1 z 11) zdravych
déti. Sekvenovani genu 16S rRNA u 11 ze 17 déti s CD odhalilo, Ze nejreprezentativnéjsi byly
druhy: Helicobacter bilis, Helicobacter canis a Flexispira rappini. U zbylych Sesti déti byl
H. pylori zastoupen nejvyse (Man et al. 2008).

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Jednim z bakterialnich druhti, 0 nichz se ptedpoklada, ze zpisobuji Crohnovu chorobu,
je Mycobacterium avium (M. avium) subsp. paratuberculosis. Tato grampozitivni bakterie je
zodpovédna za Johnovu chorobu, kterd zplisobuje zanétlivé onemocnéni sttev U riznych druhii
savcu a je podobna Crohnové chorobé. Bylo zjisténo, ze M. avium adheruje ke sliznici stfevniho
epitelu a migruje na apikalni povrch poharkovych bunék, kde napada akolonizuje, coz
zpusobuje poskozeni tkdn¢ a zanét (Golan et al. 2009).

Immunoterapie, chemoterapie a chirurgické zakroky znac¢né zatézuji fyziologické
a metabolické pochody v téle pacientl s kolorektalnim karcinomem a IBDs, a mnohdy vedou
Kk naruseni a dokonce zhorSeni (minimalné pifechodné) homeostazy a zdravi (Wu et al. 2016).
Z téchto divodu se badatelé snazi hledat alternativni moznosti prevence a profylaxe téchto
zavaznych lidskych onemocnénich. Ty nejdiskutovanéjsi a nejslibnéjsi predstavuji metody
zaloZené na vyuziti pozitivniho piisobeni a vlastnosti tzv. fyziologické bakteridlni mikrobioty,
tedy metody modulace IM, které jsou zminény v nasledujici kapitole (Perillo et al. 2020).
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3.7 Modulace IM pfi prevenci, supresi a 1écbé CRC a IBDs

Existuje mnoho terapeutickych pfistupti k [écbé zanétlivych stfevnich onemocnéni
vcetné uzivani probiotik, prebiotik, postbiotik ¢i synbiotik az po fekalni mikrobidlni
transplantaci (Perrilo et al. 2020). Synbiotika jsou kombinaci prebiotik a probiotik. Studie
fikaji, ze synbiotika by mohla byt uc¢inna v lécbé akutni i chronické Crohnovy choroby
a vV udrzovani ulcerdzni kolitidy ve stadiu remise (Aggeletopoulou et al. 2019).

Stievni mikrobiom a S nim spjaty zanét jsou skutecné klicovymi hraci a hlavnimi
regulatory nastupu a progrese kolorektalniho karcinomu. World Cancer Research Foundation
(Londyn, Velka Britanie) a Americky institut pro vyzkum rakoviny (Washington DC, USA)
jakozto doplnéni konvencni 1éCby rakoviny se vénuje stale vétsi a veétsi pozornost. Slozeni
stravy také urCuje dostupnost zivin v rakovinotvorném prostiedi. Manipulace s metabolickym
prostfedim rakovinnych bunék vyrazné meéni jejich metabolickou aktivitu, coz vede k posuniim
v citlivosti na léky, rychlosti proliferace a metabolickych pozadavcich. Strava také ovlivituje
slozeni sttevni mikroflory a tim i vliv sttevnich mikrobt na vySe uvedené mechanismy. Zmény
nejen ve straveé, ale také v pouzivani potravinarskych ptidatnych latek (pouzivanych
k prodlouZeni trvanlivosti zpracovanych potravin) vedly ke zna¢nému posunu v kvalité
potravin a zvySenému riziku vzniku kolorektalniho karcinomu (Perrilo et al. 2020).

3.7.1 Probiotika

Svétova  zdravotnickd organizace (2001) definuje probiotika jako ,Zivé
mikroorganismy, které, pokud jsou v dostatecném mnozstvi, maji pfiznivy vliv na zdravi
hostitele a v poslednich letech se hojné vyuzivaji k 1é¢bé riznych vnitinich onemocnéni.

Probiotika jsou nepatogenni mikroorganismy, které pfi konzumaci pozitivné ovliviuji
zdravi nebo fyziologii hostitele. Probiotické mikroorganismy se pouzivaji k vyrobé
fermentovanych mléénych vyrobku. Obvykle se jedna o kmeny rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium (Hronek et al. 2004).

Probiotika se pouZivaji pfi 1é€bé (napf. antibiotiky) nebo po dietnich chybéach. Upravuji
mikrofloéru naruSenou antimikrobidlnimi latkami tak, aby nedoslo k vymyceni nebo pfemnozeni
nékterych kment (Hronek et al. 2004).

Obecné  pozitivné  ovliviiuyjyi  lidsky  organismus  aplsobi  detoxikacné
(Hronek et al. 2006). V experimentalni studii na potkanech bylo prokazano, ze pozivani
probiotik je spojeno se zménénymi fyzikalné-chemickymi podminkami stfev, vazbou
a degradaci potencialnich karcinogent a zesilenymi imunitnimi reakcemi. Bakterie produkuji
latky, které snizuji toxické slozky (Wollowski et al. 2001).

Pro prevenci a 1écbu kolorektalniho karcinomu maji pozitivni uc¢inky. Ovliviiuji mistni
mikrobiotu, buiiky sttevniho epitelu a celkov€ imunitni systém (Perillo et al. 2020). Dle Ding
et al. (2020) vyhody probiotik zahrnuji mnoho specifickych aspekti:

e Mohou podporovat sekreci hlenu, zvysit expresi pevné se vazicich proteina
a chranit stfevni bariéru
e Reguluji imunitni buniky a cytokiny a snizuji zanét stiev
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e Reguluji reaktivni formy kysliku a snizuji poSkozeni stfevnich epitelidlnich

bunék

e Snizuji aktivitu patogennich enzymu k inhibici ptisobeni patogenti
e Hraji klicovou roli v regulaci proliferace a apoptdzy nadorovych bun¢k

e Obnovuji rovnovahu stfevni flory a zvysuji homeostdzu hostitele
V soucasnosti se jako probiotika pouziva nékolik druha bakterii, které jsou komeréné

dostupné — viz nésledujici obrazek (Perillo et al. 2020).

Brand Name Strain Producer
Dicoflor Lactobacillus rhamnosus GG AGPHARMA
Enterogermina Bacillus clausii SANOFI
Enterolactis Lactobacillus casei SOFAR
Lactobacillus acidophilus DDS-1
Nutriflor Lac “ﬁﬁ;ﬁfi,ﬁ}‘ﬂf,‘i;’if; dﬁ: frs 4 NUTRIGEA
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus acidophilus NCFM
Probactiol Duo Lactobacilius puracasei Lpe-37 METAGENETICS

Bifidobacterium lactis Bi-07
Bifidobacterium lactis Bi-04

Streptococcus thermophilus
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium infantis

FC, _— . I -
VSL#s Lactobacillus acidophilus FERRING FARMACEUTICI
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Yakult Lactobacillus casei Shirota YAKULT (Tokio)

Obrazek 3: Priklady nékterych komercné zastoupenych probiotik (Perillo et al. 2020)

Lactobacillus acidophilus, ktery je obsazeny v kysaném mléce pomaha snizovat pocet
hnilobnych bakterii ve stfevech. Predpoklada se, Ze hnilobné bakterie jsou rizikovym faktorem
pro rakovinu tlustého stfeva a konec¢niku (Hronek et al. 2004).

Dalsi schopnosti bakterii mlééného kvaseni je vazat metabolity vzniklé pii odbourdvani
tukti. Stfevni bakterie dokazou syntetizovat vitamin K a nékteré vitaminy skupiny B, zvysit
vstfebavani vapniku a snizit hladinu LDL lipoproteint. Probiotika mohou byt konzumovéna ve
zminénych mléénych vyrobcich obsahujicich mlééné kultury nebo ve formé doplikti (Hronek
et al. 2004).

Jiné kmeny jsou naopak doporucovany pro prevenci a lécbu gastrointestinalnich
onemocnéni (Hronek et al. 2004). Probiotika pomahaji 1éCit enteritidu, gastroenteritidu
a rotavirovy prujem. Plsobenim aerobnich bakterii vznikd kyselina maselna, ktera ptiznivé
plsobi na sliznici tlustého stfeva, snizuje toxické ucinky nitrosaminll a peroxidu vodiku
(Wollowski et al. 2001).

Vyuziti probiotik v 1é€b¢ idiopatickych stfevnich zanét (Crohnova choroba a ulcer6zni
kolitidu) je zatim relativné nizké. Patogeneze obou onemocnéni izce souvisi s pfitomnosti
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sttevnich bakterii, bez kterych tyto zanéty ve stfevé neprobihaji, jak bylo prokazano
V bezmikrobnich pokusech na zvifatech. Experimentalni prace dale naznacuji, ze idiopaticky
stievni zanét je vysledkem abnormalni imunitni reakce na fyziologickou stfevni floru geneticky
nachylnych jedinci. OvSem praktické zkuSenosti rozhodné zaostavaji za teoretickymi
ocekavanimi (Bortlik 2009; Lukas 2015).

Nicméné jeden znovodobych vyzkuml prokéazal, ze mastné kyseliny s kratkym
fetézcem a jejich soli, zejména butyrat sodny, ma pozitivni vliv nejen v prevenci IBDs. Butyrat
jako takovy byl v poslednim desetileti predmétem mnoha studii, od zédkladniho vyzkumu pies
preklinicky vyzkum az po trovei klinickych studii. Dysbioza u pacientti s IBDs hraje dilezitou
roli, protoze vyskyt bakterie Roseburia inulinivorans produkujici butyrat je vyrazn¢ nizsi. Bylo
prokazano, ze butyrat indukuje apoptézu nebo zabranuje proliferaci nadorovych bungk in vitro
ovlivnénim genové exprese. Metabolity se tvoii z vldkniny a polysacharidi piijimanych
Z potravy stfevnimi bakteriemi a maji fadu ucinki na télo. Butyrat reguluje tvorbu zanétlivych
cytokinli a mize tak pozitivn€é ovlivnit zanétlivé onemocnéni stfev. Také muze zvysit
hostitelskou produkci antimikrobidlnich peptidl k obrané proti patogennim mikroorganismiim.
Utinky butyratu maji potencial byt v budoucnu vyuzity k prevenci, 16¢bé nebo zmirnéni
priznaki diabetu, kardiovaskularnich onemocnéni a nékterych neurodegenerativnich
a vrozenych onemocnéni. Podavani butyrdtu pacientim se zanétlivym onemocnénim stfev
snizuje pfiznaky zanctu a zéroven obnovuje integritu slizni¢niho epitelu. V této souvislosti
muze byt butyrat také ochranny proti rozvoji mozného neoplastického stievniho onemocnéni
zpisobeného chronickym zanétem (Rysavka et al. 2018).

3.7.2 Prebiotika a postbiotika

Prebiotika jsou definovdna jako nestravitelné slozky potravy, které stimuluji riist
prospésnych bakterii ve sttevech a maji pozitivni vliv na organismus. Jedna se o slozku potravy,
ktera je selektivné vyuzivéana jako potrava gastrointestindlni mikrobiotou, coZ ma za nasledek
sekundérni zmény v jejim sloZeni nebo aktivité (Coutts et al. 2020).

Prebiotika se podavaji jako dopliiky stravy, ale neni tézké zajistit jejich pfirozeny piijem
Vv potravé (Coutts et al. 2020). Jedna se o komplexni sacharidy nachazejici se v obilovinach,
v ovoci aV zelening (Salazar et al. 2017), nejcastéji v riznych formach jako napi. pektin,
celuloza a oligosacharidy (Ondriova et al. 2015). Vyznamné jsou v cibuli, endivii, porku,
chiestu, bananech a topinamburu (Coutts et al. 2020). Mezi nestravitelné oligosacharidy
s vyznamnymi probiotickymi uéinky patii napt. xylo-oligosacharidy, galaktooligosacharidy
(GOS), fruktooligosacharidy (FOS) (Coman & Vodnar 2020), vcetné¢ inulinu
(Coutts et al. 2020), sacharozy a laktul6zy (Ondriova et al. 2015).

Dilezitym faktorem je délka podavéani prebiotika (Coman & Vodnar 2020).
Oligosacharidy jsou nejpouzivanéjSimi latkami v prebiotickych dopliicich stravy
(Coutts et al. 2020). Nejcastéji pouzivané jsou na bazi galaktozy, GOS, a na bazi fruktozy, FOS
(Adak & Khan 2019). GOS a FOS byly schvaleny EU jako bezpecné prebiotické slozky
potravin, zatimco Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv je neuznal. Prebiotika GOS a FOS maji
také pozitivni uc¢inky na nervovy systém (Adak & Khan 2019).
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Brady, Gallaher a Busta (2000) porovnavali pifedchozi studie na zvifatech, aby zjistili
ptesné informace o prebiotickych a probiotickych u¢incich. Probiotika maji inhibi¢ni G¢inky na
prekancerozni 1éze soucasné s uzivanim prebiotik, ale i bez nich.

Postbiotika jsou faktory vylucované zivymi bakteriemi nebo uvoliiované po lyze
bakterii. Postbiotika zahrnuji inaktivované mikrobidlni buiikky, bunécéné frakce a bunécné
metabolity (Perrilo et al. 2020). Mechanismy u¢inku postbiotik jsou rozmanité: postbiotika
mohou vyvolat apoptézu bunék kolorektalniho karcinomu, zabranit translokaci patogenti
a obnovit stfevni bariéru, regulovat imunitni aktivitu v boji proti zanétu, inhibovat patogenni
bakteridlni enzymy, vykazovat antimutagenni a antioxidac¢ni UCinky, snizovat stfevni pH
astfedni signalni drahy spojené s karcinogennim postupem. Mastné kyseliny s kratkym
fetézcem jsou postbiotika, které jsou hlavnimi produkty bakteridlnich metaboliti vldkniny.
Bunky kolorektalniho karcinomu mohou pouzivat mastné kyseliny s kratkym fetézcem
V procesu aerobni glykolyzy a vykazuji na n¢ zvySenou citlivost. Butyrat je nejrozsifendjsi
mastnd kyselina s kratkym fetézcem vykazujici silné protirakovinné vlastnosti tim, ze reguluje
nékteré signalni drahy (Gao et al. 2021).

Prebiotika a postbiotika povzbuzuji probiotika k pfeméné slozek potravy na prospésné
metabolity a vykazuji protizanétlivé Gc¢inky. V klinickych aplikacich je kombinace probiotik,
prebiotik a postbiotik ocekavana (Gao et al. 2021).

3.7.3 Fekalni transplantace

Transplantace fekalni mikrobioty (TFM) je charakterizovana pfenosem mikrobidlni
ekologie ze zdravého darce na pacienta. V soucasné dob¢ je TFM zkoumaéna jako terapeuticka
strategie k obnoveni normobidzy, normalniho stavu lidské stfevni mikroflory, v rtiznych
patologickych kontextech. Vzhledem k tomu, ze je kolorektdlni karcinom charakterizovan
stavem dysbidzy, TFM je povazovana za potencialni klinickou aplikaci u pacientd
(Perrilo et al. 2020).

Tato terapie suspenzi stolice se datuje do 4. stoleti naseho letopoétu v Cing, kdy &insky
ucenec Ge Hong podéval oralni stolici pacientim trpicim otravou jidlem a t€zkym prdjmem.
Koncem 16. stoleti znamy c&insky lékar a védec popsal piipravek v lidskych vykalech
a pojmenoval jej ,,Huang Tang®. Léky pak pouzival k 1é€bé pacientli s prijmem, horeckou,
bolestmi bficha, zvracenim a zacpou. Fekalni transplantace vyuZzivali také veterinafi k 1écbé
prijymt u koni v 17. stoleti (Vejmelka et al. 2014). Cilem 1écby je navozeni normalni stfevni
mikroflory, kterd je primarné naruSena uzivanim antibiotik a podléha tak naslednému
pfemnozeni kmend Clostridium difficile. Doposud nebyl stanoven zadny standardni postup
lécby fekalnich bakterii. Existuji urcité rozdily v manipulaci s fekaliemi, pouziti rozpoustédel,
metodach homogenizace anasledné filtraci materialu. Kazdé pracovist€¢ ma svilj presné
definovany pftistup k transplantaci. (Bfezina et al. 2016).

TFM ukazala jako vysoce Uispé€Sna pouze pii 1é€bé recidivujicich a rezistentnich infekci
Clostridium difficile (C. difficile) na antibiotika, smirou wvyléceni pfiblizné 90 %
(Perrilo et al. 2020).

Na my$im modelu kolorektalniho karcinomu byla TFM schopna normalizovat stfevni
mikrofloru prostfednictvim sniZzeni rtstu nddoru. TFM pfrispéla ke sniZzeni urovni zanétu
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snizenim hladin IL-1B, IL-6 a TNF-a azvySenim protizanétlivych cytokinti, jako je
IL-10 a TGF-B prostfednictvim inhibice kanonické aktivity NF-kB a bunécné proliferace.
Transplantace mikrobioty snizila zavaznost prijmu a stfevni mukozitidy, potlacila hladiny
IL-6 a obnovila pocet poharkovych bunék, =zonula occludens-1, apoptotickych
a NF-kB-pozitivnich bun¢k, stejné jako expresi toll-like receptori a MYDS8S8. Vsechny tyto
pfiznivé ucinky byly doprovazeny obnovenim slozeni stfevni mikroflory, aniz by doslo
Kk bakteriémii. Je vSak tfeba poznamenat, Ze dopad TFM na imunitni systém piijemce je
komplikovany a neptedvidatelny a nelze zabranit riziku Sifeni nezndmych patogent. Kromé
toho zbyva zodpovédét mnoho otazek, vcetné vlastnosti, které by mél mit ,,dobry darce®,
zpusobt podani a dlouhodobych ucinkd této terapie (Perrilo et al. 2020).

3.7.4 Zména dietnich navyka

Vznik kolorektalniho karcinomu je v nasi populaci ovlivnén predevSim dietdrnimi
faktory, které ptedstavuji obrovsky potencial pro prevenci. Vyziva muze jak snizovat riziko
iniciace nadorového bujeni, tak také zvySovat. Konkrétné se jednd nejen o nutriéni sloZeni
stravy, ale také o pohybovou aktivitu a télesnou hmotnost (Fiala & Brazdova 2000). Nadmérny
piijem energie a nizky energeticky vydej vede k obezit¢ jako rizikovému faktoru. Navic se
setkavame s nebezpecnymi latkami, které podporuji nebo dokonce zpusobuji tvorbu
karcinogeni, nazyvané kancerogeny (slouceniny vznikajici pii spalovani tuki nebo pfi uzeni).
Na progresi kolorektalniho karcinomu ma téz vliv konzumace alkoholu ¢i cigaretovy kouf.
Dulezitou roli je prevence. Urcita strava a vV ni obsazené konkrétni ziviny mohou snizit i€inky
Skodlivych karcinogent (Fiala 2004).

Potraviny mohou byt kontaminovany riznymi chemikaliemi nebo mikroorganismy.
Chemické latky jsou pfedevsim zbytky bézné€ pouZivanych primyslovych hnojiv, pesticidd,
herbicidi, veterinarnich 1éCiv a tézkych kovi. Dichlordifenyltrichlorethan, diive pouzivané
hnojivo, bylo v mnoha zemich zakazano a nahrazeno méné Skodlivymi organofosforovymi
pesticidy. VétSina téchto chemikalii se v potravinach nenachdzi v dostateCném mnozstvi, aby
byla spojovana s rakovinou. V zemich EU bylo zakazano pouzivani hormonalnich anabolitd
v chovu zvitat. Vliv geneticky modifikovanych potravin na riziko vzniku rakoviny je nejasny
(AICR 2007).

Aditiva se pouzivaji ke zlepSeni vlastnosti a ke konzervaci potravin. Jedna se o rtizna
barviva, vonné latky a dal$i konzervaéni latky. Neckteré zté€chto latek jsou na seznamu
karcinogent skupiny III IARC (Augustsson et al. 1999). Zmrazovani, suSeni nebo vakuovani
je vhodné pro uchovavani potravin, protoze nejsou potieba zddné dalsi konzervacni latky.
Konzervovani potravin, pridadvanim rdznych dusitand a dusi¢nant, je nejhor$i zptsob
konzervace potravin. Rizikovym faktorem je manipulace s masem pii vysokych teplotach. Pti
grilovani a smazeni vznikd mnoho karcinogenii heterocyklickych aminii. Riziko rozvoje
kolorektalniho karcinomu zavisi na druhu masa, dob¢, teploté¢ a zpisobu lécby, frekvenci
konzumace téchto potravin a koncentraci heterocyklickych aminti (Augustsson et al. 1999).
Vareni a duSeni se jevi jako vhodné&jsi forma tpravy (Fiala 2004).
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3.7.4.1 Zakladni nutri¢ni slozky

Mezi zakladni nutricni slozky potravy ftadime lipidy, sacharidy a bilkoviny.
Neopomenutelnou soucasti jsou také vitaminy a mineralni latky. Strava by méla byt nutricné
vyvazena a pestra. Rostlinnd strava by méla mit nejvétsi podil v nasem jidelnicku. Jidelnicek
by m¢él byt bohaty na rizné druhy zeleniny, ovoce a lusténin. Ovoce a zelenina by mély tvorit
minimalné 7 % celkového piijmu. Potraviny z jinych rostlinnych zdroji, jako jsou fazole nebo
obiloviny, by mély tvofit cca 45—60 % stravy. Méné nez 10 % ptijmu by mélo tvofit cervené
maso (Vyzula & Zaloudik 2007). Butyrét s protizanétlivymi a antineoplastickymi schopnostmi
mize chranit intestinalni epitelidlni buniky pied tumorigenezi (Gao et al. 2021). Misto
¢erveného masa se doporucuje konzumovat driibez nebo ryby. Co se tyce tuku, je vhodné
omezit piijem tucnych jidel, zejména rostlinného piivodu. Konzumace alkoholu neni obecné
nedoporucovana. Dospéli by méli piijmout méné¢ nez 6grami soli denné
(Vyzula & Zaloudik 2007).

Nedostatecny pfijem vitamini muaze ovlivnit riziko vzniku rakoviny. Dilezita funkce
vitamind spoc¢iva predevsim V jejich antioxida¢nich ¢incich. Antioxidanty inhibuji volné
radikaly, které poskozuji tkan, a tim snizuji odolnost vici rakoving. S timto rizikem jsou
spojeny nejvice prospéSné anepostradatelné vitaminy: A, D, E, K, B5, B6, B12 aC.
Doporucuje se suplementace vitaminii konzumaci ovoce a zeleniny. Pro zdvazné nedostatky
vitamint jsou K dispozici vitaminové dopliky (Manouskova 2010).

Mikroziviny maji také ochranné u¢inky na rizné typy nadord. Selen a zinek byly hodnoceny
jako stopové prvKy s protinadorovymi ucinky. Dale by nemél byt opomenut vapnik, sira,
koenzym Qo a fytochemikalie. Fytochemikalie jsou biologicky aktivni latky obsaZzené
Vrostlinné  stravé, které se téz vyznaCuji svym antikarcinogennim  u¢inkem
(Manouskova 2010).

Sacharidy

Sacharidy vykazuji rizny absorpéni profil ve stfevé podle stupné jejich polymerace. Tenké
sttevo hydrolyzuje a absorbuje jednoduché cukry (glukézu, fruktézu, sachardézu a Skrob),
zatimco  mikrobialni  druhy  vtlustém stfevé odbouravaji  fruktooligosacharidy
a galaktooligosacharidy spolu s inulinem (Mentella et al. 2020).

Ne vSechny formy sacharidi byly prokazany jako ptimy rizikovy faktor pro vznik
rakoviny. Napftiklad Svédska studie Larsona et al. (2006) neprokazala kauzalni vztah mezi
pfijmem potravy S Vysokym glykemickym indexem a kolorektalnim karcinomem. Jednoduché
sacharidy (cukr, med, melasa atd.) obsazené¢ ve slazenych népojich ajinych slazenych
potravindch vSak maji vysokou kalorickou hodnotu a mohou stimulovat rakovinu. Jak ukazuji
mnohé dalsi studie, roste konzumace jednoduchych sacharidi anepiimo zvySuje riziko
rakoviny tlustého stfeva a kone¢niku.

Ovsem rané studie z konce 70. let poprvé naznaCovaly, Ze sacharidy by mohly byt
rizikovym faktorem pro CD. Pozd¢ji nékolik studii zdraznilo korelaci mezi vysokym piijmem
cukru anizkym piijmem vlakniny S IBDs (zejména S vyskytem CD) s odlisSnym ucinkem
riznych sacharidi. MoZznym mechanismem, ktery je zédkladem u¢inkl sacharidli na stfevni
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mikrofloru, je nerovnovaha ve stfevni absorpci vedouci K tomu, ze ve stievnim lumen jsou
dostupné rtzné profily cukru, coz podporuje piemnozeni specifickych patobiontd. Tato
hypotéza je v souladu s pozorovanim, ze malabsorpce fruktdzy a intolerance laktdzy jsou
spojeny s IBDs as pozorovanimi na zvifatech, ktera ukazuji, Ze vysoky piijem sacharidi
podporuje dysbidozu (Mentella et al. 2020).

Pfijem rafinovaného cukru by mél tvofit méné nez 10 % z celkového energetického
ptijmu (AICR 2007).

Dietni vldknina, sloZzena z neskrobovych polysacharidt, rezistentnich oligosacharidu
a ligninu, je dulezitou ochrannou slozkou proti nadortim tlustého stfeva a kone¢niku. VIdknina
je odolna vici hydrolyze travicimi enzymy, prochézi sttevem nezménéna a ovlivituje motilitu
sttev. Rychlejsi prichod stfevniho obsahu zkracuje dobu, po kterou jsou Skodlivé slozky
potravy vystaveny sliznici tlustého stfeva. Nasledné zabranuje malabsorpci latek. Rozpustna
Cast vlakniny vaze nejen vodu, ale také mastné kyseliny, zlucové kyseliny a steroly.
Fyziologickym pfinosem je snizené vstiebavani téchto latek a snizeni hladiny cholesterolu
a glukozy v krvi (Fiala & Brazdova 2002). Nizky piijem vldkniny byl také spojen se zvySenym
vyskytem IBDs. Vldknina je fermentovdna V tlustém stfevé a pozitivné moduluje stfevni
homeostdzu a snizuje zanét. Pacienti s IBDs vykazuji pokles bakteridlnich druhti produkujicich
butyrat a také snizenou expresi butyratovych transportérti (Mentella et al. 2020).

Vléknina je pfirozenou soucasti rostlinné stravy a je hojné zastoupena vV ovoci, zelening,
lusténinach, obilovinach a ofesich. Doporucené denni davky se V literatuie lisi. Kovacova et al.
(2003) doporucuje denni davku 25 grami. Wilhem et al. (2004) uvadéji primérny piijem ceské
populace cca 25-29 grami U muzu a 19-21 gramt U zen, doporucuji vSak 35-50 gramd. Denni
davka ke snizeni rizika adenomu je stanovena na 30 grami. AICR (2007) popisuje vyznamné
nezadouci U€inky pouze pii davkach nizSich nez 10 gramii denné.

Bilkoviny

Nedavné studie spojuji vysoky piijem bilkovin se zménami ve vyskytu IBDSs, coZ
naznacuje, Ze vysoky piijem bilkovin z riiznych zdroji, vCetné Cerveného masa, ryb, vajec,
mléka, syrl, ofechd, muze byt také faktorem modulujicim vyskyt IBDs (Dixon et al. 2015).
Prospektivni dvoulety prizkum mezi 67 581 Zenami stfedniho v€ku ukazal, ze ZivociSné
bilkoviny z ryb nebo z masa, s vyjimkou bilkovin z vajec nebo z mlé¢nych vyrobkd, korelovaly
se zvySenym rozvojem IBDs. Dalsi prospektivni studie klinického prib&hu a relapsu u pacientti
s UC ukazala, Ze vysoky pfijem masa byl spojen S vyznamné zvySenym rizikem relapsu. Jiné
studie na velkém poctu pacientii vSak nedokazaly najit souvislost mezi vysokym piijmem
bilkovin a zvysenym vyskytem UC (Mentella et al. 2020). Mechanismy, které¢ jsou zakladem
role proteinli jako faktoru modulujiciho nastup IBDs, zlstavaji do zna¢né miry neznadmé
(Dixon et al. 2015). Spekulovalo se, ze degradace zivociSnych proteinti ve stfevé miize
produkovat substraty podporujici expanzi patobiontli nebo mastné kyseliny s kratkym fetézcem
modulujici funkci enterocyti (Jowett et al. 2004). Zejména se zda, ze n€které metabolity
pochazejici z fermentace proteind, jako je amoniak a celkovy sulfid, jsou u pacientii s UC ve
srovnani se zdravymi subjekty zvysené (Gilbert et al. 2018). Dle Mentella et al. (2020) jiné
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metabolity, pochdzejici z normalni degradace proteinl, mohou byt povazovany za Skodlivé
a mohou zpusobovat zménu mikroflory a zanét stiev.

e Fenolové slouceniny, produkty fermentace aromatickych aminokyselin bakteriemi
Bacteriodetes spp. anckterymi Firmicutes (kyselina fenyloctova, fenoly, indoly
a p-kresol), maji in vitro skodlivy Géinek na slizni¢ni bariérovou funkci, ktera in vivo
zavisi na pritomnosti jiné Ziviny.

¢ N-nitrososlou¢eniny maji karcinogenni potencial prostfednictvim alkylace DNA.

e Polyaminy (putrescin, spermidin a spermin) mohou ovlivnit expresi konkrétniho
kotransportéru pro monokarboxylaty, jako je laktat, pyruvat, leucin a mnoho dalSich,
které prispivaji k regulaci centralnich metabolickych drah a sekreci inzulinu.

e Metabolismus oxidu dusnatého (NO), pochazejiciho z argininu, produkuje prooxida¢ni
latky u IBDs.

e Neabsorbované zluCové kyseliny ovliviiuji rovnovahu mezi  bakteriemi
citlivymi/tolerantnimi vici kyselindm.

Za zminku stoji, ze polyaminy jsou také vyuzivany nékolika patogeny, jako jsou Shigella
flexneri, Streptococcus pneumoniae, Salmonella enterica, Helicobacter pylori ke zvySeni jejich
virulence (Louis et al. 2017). Pfi zvazovani proteinové fermentace jsou zvlasté dulezité Gcinky
na matrici produkované slizovou bariérou. Slizni¢ni matrix hraje zdkladni ochrannou roli ve
sttevé, vyrovnava mikrobiotu a zabranuje Skodlivym bakteriim V kontaktu se stievnim
epitelem. U pacientd s UC je vrstva hlenu ten¢i nez U zdravych subjekti a vykazuje zménéné
slozeni mucinu, jako je zménéna O-glykosylace MUC2, hlavniho vylu¢ovaného mucinu.
Muciny postizenych subjektli maji naruSenou glykosylaci, sialylaci a sulfataci, které se ve
fazich remise mohou posunout na normalni hladiny. Naopak pacienti s CD vykazuji zvySenou
expresi MUC2 a snizenou sulfataci a glykosylaci ménici viskoelastické vlastnosti hlenu béhem
akutniho zanétu. Dohromady tato pozorovani poukazuji na zmény mucinti IBDs v disledku
zvySené miry kolonizace patogeny a jejich metabolismu jako siln€ ovliviiujici zhorSeni
onemocnéni (Mentella et al. 2020).

Tuky

PiileZitostny vztah mezi dietou s vysokym piijmem tukd a IBDs byl poprvé vysloven
hypotézou korelujici spotfeby tuku a vyskyt CD a UC. Byl pozorovan nartst vyskytu CD po
zavedeni margarinu V Evropé¢ na zacatku 20. stoleti. Tato souvislost je nyni povazovana za
urcity rizikovy faktor pro rozvoj IBDS. Podrobné;jsi studie zdiraziuji odlisny dopad rtiznych
typu tukti na patogenezi onemocnéni (Mentella et al. 2020).

Zvlastni pozornost byla vénovana odlisné tloze omega-3 a omega-6 polynenasycenych
esencidlnich mastnych kyselin (PUFA). Nékolik studii prokazalo, Ze omega-3 PUFA maji
protizanétlivy ucinek, zatimco omega-6 PUFA prozanétlivy. Jejich vyvazeny pomér vede
k homeostaze (Raphael et al. 2013). Zapadni diety obvykle zahrnuji vysoky pomér omega-6 ku
omega-3, coz vede K vétsi pravdépodobnosti rozvoje IBDs (Mentella et al. 2020).

Dalsi tuky, které se podileji na zvySeni rizika rozvoje IBDs, jsou triglyceridy s dlouhym
fetézcem, které podnécuji proliferaci stievnich lymfocyti a reguluji prozanétlivé mediatory.
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Triglyceridy se stfedné dlouhym fetézcem misto toho potlacuji produkcei interleukinu-8 (1L-8)
— mediatoru neutrofilniho atraktantu nadmérné exprimovaného ve sliznici pacient s IBDs,
byt zpusobeno jak zvySenou propustnosti stieva, tak i zménou stfevni mikroflory. U vétSiny
zdravych subjektli dodrzujicich stravu s vysokym piijem tukii po dobu jednoho meésice se
hladiny endotoxint v plazmé zvysily, | kdyz se U nich nevyvinul zanét. Mechanismus, ktery je
zakladem zvySené permeability, miize zahrnovat nedostatecnou expresi okludinti a nékterych
proteint tvoticich epitelialni tésna spojeni (Mentella et al. 2020).

Tuk by mé¢l tvofit maximaln¢ 30 % celkového energetického pfijmu a u jedinct S vyS$im
energetickym vydejem 35 % denniho energetického prijmu (Dostalova et al. 2004). Tento fakt
byl prokéazan studii, kdy riziko recidivy kolorektalniho karcinomu klesalo s tim, jak klesal podil
celkového energetického piijmu z tukli. Stejné jako U sacharidd jsou nepiimé ucinky tukt
spojeny se zvySenym celkovym energetickym piijmem a obezitou, ktera prokazatelné zvysuje
riziko rakoviny (Manouskova 2010).
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4 Material a metodika
4.1 Odbér vzorki

V Institutu klinické a experimentalni mediciny v Praze — Kr¢i bylo operativné odebrano
z 8 pacientu (2 s kolorektalnim karcinomem, 2 s Crohnovou chorobou, 2 s ulcerdzni kolitidou

a 2 zdravi jedinci) 22 vzorku intestinalni tkané, jak je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1: Oznaceni a charakteristika odebranych vzorkai. 7 — Zena, M — Muz

Vék /

Vzorek / Onemocnéni
/ Pohlavi

Oznaceni odebranych tkani

1CC/1: tkan tumoru

1CC / kolorektalni karcinom | 72 /M 1CC/2: tkan proximalné (cca 10 cm) od
tumoru

2CC/1: tkan tumoru

2CC / kolorektalni karcinom | 70 /Z | 2¢C/2: tkaii proximalné (cca 10 cm) od
tumoru

CR1/1: tkan vystelky rekta
CR1 / Crohnova choroba 34 /7 |CR1/3: tka vystelky céka: slepé stievo

CR1/5: tkan vystelky ilea: tenké stirevo
CR2/1: tkan vystelky rekta
CR2 / Crohnova choroba 30 /M [CR2/3:tkan vystelky céka: slepé stfevo

CR2/5: tkan vystelky ilea: tenké stirevo

UC1/1: tkan vystelky rekta

UC1 / Ulcerozni kolitida 28 /M | UC1/3: tkan vystelky céka: slepé stfevo
UC1/5: tkan vystelky ilea: tenké stirevo

UC2/1: tkan vystelky rekta

UC2 / Ulcerozni kolitida 19 /Z | uC2/3: tkan vystelky céka: slepé stievo
UC2/5: tkan vystelky ilea: tenké stirevo

K1/1: tkan vystelky rekta

60 / Z K1/3: tkan vystelky céka: slepé strevo

K1 / Kontrola - zdravy
jedinec

K1/5: tkan vystelky ilea: tenké stfevo

K2/1: tkan vystelky rekta

45 /M | K2/3: tkan vystelky céka: slepé stfevo

K2 / Kontrola - zdravy
jedinec

K2/5: tkan vystelky ilea: tenké stievo
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Vzorky byly asepticky v pribéhu opera¢niho zakroku odebrany v mnozstvi 40-200 mg
a ihned vlozeny do hermeticky uzaviratelnych Hungateho zkumavek. Ty obsahovaly 1,8 mL
sterilniho anaerobniho modifikovaného TPY bujonu (TPMF), jehoz slozeni je uvedeno
v Tabulce 2, a také sklenéné stiepiny nutné pro homogenizaci tkani. Anaerobni prostiedi bylo
ve vSech pripadech kultiva¢nich médii v ramci této prace, pokud neni zminéno jinak, zajisténo
vytésnénim aerobni atmosféry prostfednictvim smési plynt: N2 75%, CO, 20% a Hz 5%.
U vSech pouzitych médii byla pouzita sterilace pii 106 °C po dobu 50 minut. VVzorky byly
Vv pritbéhu 4 hodin po odebrani nafedény Vv laboratofi po kratké ru¢ni homogenizaci desitkovym
systémem ve shodném médiu v Hungateho zkumavkach.

4.2 Kultivace a inkubace vzorka

-----

Pro tucely izolace co moznd nejSirSiho spetra predevSim anaerobnich bakterii
Z intestinalnich tkani byla navrhnuta a pouzita 3 modifikovana média (TPMF: modifikované
TPY médium, BHMF: modifikované BHI-brain heart infusion médium a WMF-modifikované
Wilkins Chalgren médium) obsahujici gastricky mucin (porcine gastric mucin 1l, Oxoid,
Anglie) a lidsky fekalni extrakt. Kromé téchto 3 médii byla jesté pouzity komeréné dostupna
média M.R.S. (pouzivané predevsim pro kultivaci bakterii mlé¢ného kvaseni), McConkey
(pouzivané predevS§im pro kultivaci aizolaci Escherichia coli ¢i zastupct celedi
Enterobacteriaceae) a krevni agar (umoziujici izolaci hemolytickych, ale i jinych bakterii).
Tato tfi média byla zakoupena od firmy ThermoFisher scientific (dfive Oxoid) (USA). Mucin
byl cilen¢ zahrnut do vybranych médii, nebot” jsme predpokladali pfitomnost mucinolytickych
bakterii (Stépici a vyuzivajici intestindlni mucin, resp. polysacharid s proteinovym jadrem
produkovany intestinalnimi buitkami — enterocyty) v intestinalni tkani. Lidsky fekalni roztok
potencialné obsahujici nedefinované bakterialni riustové faktory (kratké peptidy aj. latky) byl
pfipraven nasledovné: 100 g fekalniho vzorku odebraného ze 3-letého jedince muzZského
pohlavi bylo aplikovano do 900 mL destilované vody. Po rozmichani a kratkém povateni
(5 minut) byl odstfedén (6000 otacek / 6 minut), probublan smési plynd a sterilovan za vyse
zminénych podminek. Skladba, resp. zastoupeni jednotlivych komponent médii a objem
pouzitého fekalniho roztoku, je uvedena v Tabulce 2.

Nafedéné intestinalni tkan¢é byly aplikovany na dno sterilnich Petriho misek a prelity
prislusnymi kultivaénimi médii. Vzorky byly poté vlozeny do 3,51 anaerostatti (Anaerobic Jar,
Oxoid, Anglie) se soucasnym pfidanim vyvijeCe anaerobni atmosféry (AnaeroGen 3.5L
generation system; ThermoFisher scientific, USA). Vzorky byly inkubovany po dobu 72 hodin
pii 37 °C. Jen néckteré vzorky byly kultivovany voln€ na vzduchu za stejnych podminek
(37°C/ 72 hodin), tzv. aerobni kultivace uvedena ve vysledcich u jednotlivych bakterialnich
kmeni.
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Tabulka 2: Slozeni kultivacnich médii pouzitych pro izolaci Sirokého spektra predevsim anaerobnich
bakterii 7 biopsii intestinadlnich tkani

Komponenta (g/L KA

destilované Hz0) / TPMF | BHMF | WMF | M.R.S. | MacConKkey | (krevni
Médium agar)
Trypton 10 15 10
Pepton 20 10
Glukoéza 10 2 4 20 2
Laktoza 10

Kvasnicny extract 5 5 6

Séjovy pepton

Beef extract 2 2 2 4
Brain infusion solids 12,5
Beef heart infusion solids 5 10
Protease pepton 10
Zlu¢ové soli
NaCl 2 5 5 6 5 5
KH2PO4 3
KzHPO4 0,5
Na2HPO4 2.5
MgClz x 6H20 1 0.5
Pyruvat sodny 1
Acetat sodny 5
Cystein x HCI 0,5 0,3
L-arginin 1
Mucin (praseci gastricky 2 2 2
1)
Tween 80 (mL / L) 1 1

Fekalni roztok (mL/L) 50 50 50
Defibrilovana konska
krev (mL/L)
Agar bakteriologicky 15 15 15 15 15 15

100

4.3 lzolace a Klasifikace bakterialnich izolata

Separované bakterialni kolonie rliznych tvart byly vybrany pro izolaci bakteridlnich kmeni
z vySe uvedenych médii. Ty byly prostfednictvim sterilni bakteriologické klicky odebrany do
7 mL pfislusnych anaerobnich médii v Hungateho zkumavkach a kultivovany po dobu 24-48
hodin pii 37 °C. Poté byla jednoduse mikroskopicky zhodnocena ¢istota, resp. kontaminace,
bakterialnich izolati. Morfologicky uniformni izolaty byly nasledné pouzity pro izolaci
bakterialni chromozomalni DNA. Kultury v objemu 1,3 mL byly v umélohmotnych sterilnich
1,5mL ,eppi‘ zkumavkach odstfedény (8000 otacek / 5 minut). K bakteridlnimu peletu byl
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nasledné pridan roztok ,PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent* (ThermoFisher Scientific,
USA) o objemu 80 pL. Po dikladném promichani na vortexu byly vzorky vlozeny do vrouci
lazné na 10 minut. Po zchladnuti byly odstfedény (13500 otacek / 3 minuty). Supernatant
obsahujici bakterialni DNA vhodnou pro PCR (polymerazova fetézova reakce) byl pouzit pro
zmé&feni koncentrace DNA na NanoDrop One (ThermoFisher Scientific, USA). Bakterialni
DNA byla poté nafedéna PCR ultra deionizovanou vodou na koncentraci 10-100 ng / uL.

Bakterialni DNA v uvedeném koncentra¢nim rozmezi byla pouzita v PCR reakci jako
templat pro amplifikaci témér celého genu pro 16S rRNA (ribozomalni RNA malé podjednotky
ribozomu). Tento gen, resp. 16S rDNA, je nejhojnéji pozivanym klasifikanim markerem
V taxonomii bakterii, resp. prokaryot. PCR sm¢s pro amplifikaci se skladala z templatové DNA,
PCR PPP Master Mixu od firmy Top-Bio, Cesko ((75 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pii 25 °C), 20
MM (NH4)2SOg4, 0,01 % Tween 20; 2,5 mM MgClz, 200 uM dATP, 200 uM dCTP, 200 uM
dGTP, 200 uM dTTP, 50 U/ml Taq DNA polymerazy, barvivo)), PCR vody a primera
o koncentraci 5 uM. Pro ucely prace byly zvoleny tyto dvojice primera: fP1 (5" — 3"
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG) - P2 (5 — 3%
CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT) (Forster et al. 1996) a 27FP (5°
— 3" AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) —1492RP (5" — 3: GGYTACCTTGTTACGACTT)
(Galkiewicz & Kellogg, 2008). Pro amplifikaci téméf celého 16S rRNA genu 0 délce cca 1520
nukleotidii byl zvolen tento PCR program: 95 °C po dobu 6 minut, 36 cykla (95 °C po dobu 50
vtetin, 52 °C po dobu 75 vtefin a 72 °C po dobu 100 vtefin) a 72 °C po dobu 8 minut.

Pritomnost amplikonii byla zkontrolovana pomoci 1,5 % agar6zového (Agardza, SERVA,
Némecko) gelu s piidavekm (5ul/100 ml v koncetraci 10 mg/ml) ethidium bromidu pro téely
vizualizace pod UV lampou. Elektroforéza probihala v 0,5x nafedéném TBE pufru (PanReac
AppliChem, Némecko) po dobu 30 minut pii 130 V.

Amplikony byly nasledné piecistény pomoci komercniho kitu Monarch PCR & DNA
CleanUp Kit (New England BioLabs, Velka Britanie) a pouzity po zméteni na NanoDrop One
(ThermoFisher Scientific, USA) v koncentraci > 200 ng aza ptitomnosti vedouciho /
reverzniho primeru (2,5 pL o koncentraci 10 uM) pro téely stanoveni DNA sekvenci firmou
Seqme (Cesko).

Zkontrolované sekvence pomoci aplikace Chromas Lite 2.6.6. (Technelysium, Australia)
byly dale v programu BioEdit (https://bioedit.software.informer.com/7.2/) poskladany do,
pokud mozno, témét kompletnich sekvenci genu pro 16S rRNA.

Tyto sekvence byly findlné¢ vlozeny do databaze EzBioCloud (Yoon et al. 2017;
https://www.ezbiocloud.net/) s cilem ziskat homologii, resp. sekven¢ni shodu genu (V %)
s nejbliz§im piibuznym taxonem. V piipad¢ ziskani homologie > 98,65 % muzeme klasifikovat
izolaty jako databazi urené taxonomické jednotky (druhy, poddruhy), pfi nizsich hodnotach
této komparativni analyzy je nutno uvaZovat 0 novych taxonomickych jednotkach (druzich,
rodech, ¢eledich apod.) (Kim et al. 2014).
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5 Vysledky

Nize v podkapitoldich podle odebranych typd vzorkli, resp. podle itestindlniho
onemocnéni, jsou zaznamenany vysledky klasifikace 269 bakterialnich izolatt.

5.1 Bakterialni kmeny izolované z pacienti s kolorektalnim karcinomem

V Tabulce 3jsou uvedeny Kklasifikace bakteridlnich izolati ze dvou pacienti
S kolorektdlnim karcinomem. Tabulka zahrnuje oznaceni kmene v interni sbirce LAM
(Laboratofe anaerobni mikrobiologie UZFG AV CR, v.v.i.), oznadeni vzork®, pouZité
kultiva¢ni médium, atmosféru, % homologie (shody) s nejblizsim pfibuznym taxonem podle
databaze EzBioCloud a délky porovnavaného fragmentu genu pro 16S rRNA.

Tabulka 3: Seznam 74 bakteridalnich kmenii izolovanych ze vzorkii 2 pacientii s kolorektalnim
karcinomem

CK Kmen Pacient| Médium |Atmosféra| Klasifikace (16S rRNA homologie) izasg:.ll;::
(nts)
1 1A/McC1 1CC/1 | McConkey AE Raoultella ornithinolytica (99.86%) 1468
2 1A/McC2 1CC/1 | McConkey AE Raoultella ornithinolytica (99.86%) 1441
3 1A/McC4 1CC/1 | McConkey AE Raoultella ornithinolytica (99.86%) 1435
4 2A/McC2 1CC/2 | McConkey AE Raoultella ornithinolytica (99.86%) 1450
5 2A/McC3 1CC/2 | McConkey AE Escherichia fergusonii (99.65%) 1445
6 1B/Mc/1 2€C/1 | McConkey AE Kleb:sieglg quasipn?umoniae subsp. 846

similipneumoniae (99.41%)
7 1B/Mc/3 2CC/1 | McConkey AE Aeromonas jandaei (100%) 1076
8 1B/Mc/4 2CC/1 | McConkey AE KIeb;ie{Ig quasipngumoniae subsp. 1373
similipneumoniae (99.59%)
9 2B/Mc/1 2CC/2 | McConkey AE Shigella flexneri 99.86% 1410
10 2B/Mc/3 2CC/2 | McConkey AE Aeromonas jandaei (99.79%) 1410
11 1A/TPM2 1CC/1 TPMF AN Escherichia fergusonii (99.72%) 1434
12 1A/TPM3 1CC/1 TPMF AN Lactobacillus mucosae (100%) 1464
13 [ 2A/TPW/MM5 | 1CC/2 TPMF AN Raoultella ornithinolytica (99.86%) 1446
14 | 2A/TPW/M1 | 1CC/2 TPMF AN Escherichia fergusonii (99.65%) 1447
15| 2A/TPW/M4 | 1CC/2 TPMF AN Streptococcus mitis (99.72%) 1462
16 | 2A/TPW/M5 | 1CC/2 TPMF AN Streptococcus parasanguinis (99.1%) 1452
17 | 2A/TPW/MM3 | 1CC/2 TPMF AN Streptococcus chosunense (99.44%) 1446
18 [ 2A/TPW/MM4 | 1CC/2 TPMF AN Raoultella ornithinolytica (99.86%) 1449
19 1B/TPMF/1 | 2CC/1 TPMF AN Bacteroides fragilis (99.65%) 1416
20 | 1B/TPMF/2 | 2CC/1 TPMF AN Prevotella denticola (99.64%) 1410
21| 1B/TPMF/4 | 2CC/1 TPMF AN Prevotella denticola (99.64%) 1399
22| 1B/TPM/1 2CC/1 TPMF AN Prevotella denticola (99.64%) 1395
23 1B/TPM/3 2¢C/1 TPMF AN Streptococcus anginosus subsp. whileyi 1468
(99.79%)

45



24| 1B/TPM/4 2Cc/1 TPMF AN Bacteroides nordii (99.71%) 1398
25| 2B/TPMF/1 2CC/2 TPMF AN Aeromonas jandaei (99.72%) 1419
26 | 2B/TPMF/2 2CC/2 TPMF AN Gemella morbillorum (99.86%) 1472
Ligilactobacillus  salivarius ~ subsp.
27 | 2B/TPMF/3 2CC/2 | TPMF AN salivarius (99.79%) 1408
28 | 2B/TPMF/5 | 2CC/2 TPMF AN Bacteroides fragilis (99.93%) 1405
Streptococcus anginosus subsp.
29| 2B/TPM/1 2CC/2 TPMF AN anginosus/whileyi (99.86%) 1473
Streptococcus anginosus subsp.
30| 2B/TPM/2 2CC/2 TPMF AN anginosus/whileyi (99.86%) 1469
31| 2B/TPM/5 2CC/2 TPMF AN Prevotella denticola (99.58%) 1418
32 1A/BHI/2 1CC/1 BHMF AN Streptococcus halitosis (99.93%) 1434
Streptococcus oralis subsp. oralis
33 2A/BHI/1 1CC/2 BHMF AN (100%) 1033
34 1B/BHMF/1 | 2CC/1 BHMF AN Prevotella nigrescens (99.44%) 1076
Streptococcus anginosus subsp. whileyi
35| 1B/BHMF/2 | 2CC/1 BHMF AN (99.79%) 1468
36 | 1B/BHMF/3 | 2CC/1 BHMF AN Prevotella denticola (99.72%) 1417
37| 1B/BHMF/5 | 2CC/1 BHMF AN Prevotella denticola (99.72%) 1405
38| 2B/BHMF/2 | 2CC/2 BHMF AN Bacteroides fragilis (99.86%) 1399
39| 2B/BHMF/3 | 2CC/2 BHMF AN Prevotella denticola (99.64%) 1404
40 | 2B/BHMF/4 | 2CC/2 BHMF AN Prevotella denticola 99.50% 1394
Ligilactobacillus salivarius subsp.
411 1A/MRS/1 1CC/1 MRS AN salivarius (99.93%) 1463
Streptococcus oralis subsp. tigurinus /
42 1A/MRS/3 1cc/1 MRS AN Streptococcus halitosis (99.10%) 1468
43 2A/MRS/3 1CC/2 MRS AN Streptococcus parasanguinis (99.1%) 1448
Ligilactobacillus salivarius subsp.
441 2A/MRS/4 1CC/2 MRS AN salivarius (99.73%) 1457
45 2A/MRS/5 1CC/2 MRS AN Escherichia fergusonii (99.65%) 1450
46 | 2A/MRS/6 1CC/2 MRS AN Raoultella ornithinolytica (99.86%) 1426
Streptococcus anginosus subsp. whileyi
47| 1B/MRS/2 2CC/1 MRS AN (99.79%) 1468
Streptococcus anginosus subsp.
48| 1B/MRS/5 2CC/1 MRS AN anginosus (99.86%) 1478
Streptococcus anginosus subsp. whileyi
49| 2B/MRS/2 2CC/2 MRS AN (99.71%) 1471
50| 2B/MRS/3 2CC/2 MRS AN Shigella flexneri (99.28%) 1382
51 2B/MRS/4 2CC/2 MRS AN Lactobacillus crispatus (99.86%) 1472
Streptococcus oralis subsp. tigurinus
52 1A/W/3 1CC/1 WMF AN (99.17%) 1448
53 1B/W/2 2CC/1 WMF AN Bacteroides fragilis (99.72%) 1408
54 1B/W/3 2CC/1 WMF AN Gemella morbillorum (100%) 1036
Streptococcus anginosus subsp. whileyi
55 1B/W/4 2CC/1 WMF AN (99.79%) 1472
56 1B/WMF/1 2CC/1 WMF AN Prevotella denticola (99.51%) 1419
57 1B/WMF/3 2CC/1 WMF AN Prevotella nigrescens (99.45%) 1451
58 1B/WMF/4 2CC/1 WMF AN Prevotella denticola (99.51%) 1418
59 2B/W/1 2CC/2 WMF AN Bacteroides faecis (99.86%) 1404
60 2B/W/2 2CC/2 WMF AN Collinsella aerofaciens (99.42%) 1377
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61 2B/W/3 2CC/2 WMF AN Bacteroides fragilis (99.86%) 1409
62| 2B/WMF/2 2CC/2 WMF AN Bacteroides faecis (99.79%) 1408
Streptococcus anginosus subsp. whileyi
63| 2B/WMF/3 2CC/2 WMF AN (98.36%)!! 1470
Bifidobacterium longum subsp. longum
64| 2B/WMF/4 2CC/2 WMF AN (99.91%) 1105
65| 2B/WMF/5 2CC/2 WMF AN Prevotella denticola (99.64%) 1409
66 1B/KA/1 2CC/1 KA AN Aeromonas jandaei (99.86%) 1411
67 1B/KA/2 2CC/1 KA AN Gemella morbillorum (100%) 1481
68 1B/KA/3 2CC/1 KA AN Bacteroides fragilis (99.72%) 1407
69 1B/KA/4 2CC/1 KA AN Prevotella denticola (99.57%) 1409
70 2B/KA/1 2CC/2 KA AN Bacteroides fragilis (99.79%) 1410
71 2B/KA/2 2CC/2 KA AN Bacteroides vulgatus (99.64%) 1399
72 2B/KA/3 2CC/2 KA AN Lactobacillus gasseri (100%) 1417
73 2B/KA/4 2CC/2 KA AN Bacteroides xylanisolvens (99.49%) 1411
74 2B/KA/5 2CC/2 KA AN Streptococcus parasanguinis (99.31%) 1462
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Pro ptehlednost a pro ucely diskuzni ¢asti jsou v nasledujici Tabulce 4 uvedeny bakteridlni
taxony izolované zjednotlivych vzorkii pacienti s diagnostikovanym kolorektalnim
karcinomem.

Tabulka 4: Bakterialni taxony izolované z pacientii s kolorektalnim karcinomem

Vzorek Taxon

1CC/2 Raoultella ornithinolytica

Escherichia fergusonii

Streptococcus mitis

Streptococcus parasanguinis

Streptococcus chosunense

Streptococcus oralis subsp. oralis

Ligilactobacillus salivarius subsp. salivarius

2CC/1 Aeromonas jandaei

Klebsiella quasipneumoniae subsp.
similipneumoniae

Bacteroides nordii

Bacteroides fragilis

Prevotella denticola

Prevotella nigrescens

Streptococcus anginosus subsp. whileyi

Streptococcus anginosus subsp. anginosus

Gemella morbillorum

2CC/2 Shigella flexneri

Aeromonas jandaei

Bacteroides fragilis

Bacteroides faecis

Bacteroides vulgatus

Bacteroides xylanisolvens

Prevotella denticola

Streptococcus anginosus subsp. whileyi

Streptococcus parasanguinis

Streptococcus sp.

Gemella morbillorum

Ligilactobacillus salivarius subsp. salivarius

Lactobacillus crispatus

Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium longum subsp. longum

Collinsella aerofaciens
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5.2 Bakterialni kmeny izolované z pacientii s Crohnovou chorobou

V Tabulce 5jsou uvedeny klasifikace bakterialnich

izolath ze dvou pacientl

s diagnostikovanou Crohnovou chorobou. Tabulka zahrnuje oznaceni kmene v interni sbirce
LAM (Laboratofe anaerobni mikrobiologic UZFG AV CR, v.v.i.), oznageni vzorki, pouzité
kultivaéni médium, atmosféru, % homologie (shody) s nejbliz§im ptibuznym taxonem podle
databaze EzBioCloud a délky porovnavaného fragmentu genu pro 16S rRNA.

Tabulka 5: Seznam 61 bakterialnich kmenii izolovanych ze vzorkii 2 pacientii S Crohnovou chorobou

5 Fragment
CK Kmen Pacient | Médium | Atmosféra Klasifikace (16S rRNA homologie) 16S rRNA
(nts)
1 |CR1/1/BHMF/1| CR1/1 | BHMF AN Ruminococus gnavus (98.29%) 830
2 [CR1/1/BHMF/3 | CR1/1 | BHMF AN Bacteroides thetaiotaomicron (99.29%) 1412
3 [CR1/1/BHMF/4 | CR1/1 | BHMF AN Bacteroides fragilis (99.64%) 1378
4 |CR1/1/BHMF/5| CR1/1 | BHMF AN (Clostridium) innocuum (pouze 95.06%!!) 1451
5 | CR2/1/BHMF1 | CR2/1 | BHMF AN Bacteroides stercoris (99.86%) 1438
6 | CR2/1/BHMF4 | CR2/1 | BHMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.81%) 1046
7 | CR2/1/BHMF5 | CR2/1 | BHMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.62%) 1315
8 | CR2/1/BHMF8 | CR2/1 | BHMF AN Bifidobacterium bifidum (100%) 1424
9 |CR1/3/BHMF/1| CR1/3 | BHMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.51%) 1438
10 | CR1/3/BHMF/3 | CR1/3 | BHMF AN Enterocloster bolteae (99.56%) 1379
11 |CR1/3/BHMF/4 | CR1/3 | BHMF AN Ruminococcus gnavus (99.65%) 1444
12 | CR1/3/BHMF/5| CR1/3 | BHMF AN Bacteroides fragilis (99.64%) 1379
13 | CR1/3/BHMF/6 | CR1/3 | BHMF AN Bifidobacterium bifidum (99.21%) 1389
14 | CR1/3/BHMF/7 | CR1/3 | BHMF AN Ruminococcus gnavus (97.54%) 985
15 | CR2/3/BHMF2 | CR2/3 | BHMF AN BmebaCteri“Tglggi‘gZ) subsp. longum 1038
16 | CR2/3/BHMF4 | CR2/3 | BHMF AN Bifidobacteirum bifidum (100%) 1381
17 | CR2/3/BHMF6 | CR2/3 | BHMF AN Bifidobacteirum bifidum (99.58%) 1412
18 [ CR1/5/BHMF/1| CR1/5 | BHMF AN Bacteroides vulgatus (99.44%) 1421
19 [ CR1/5/BHMF/2 | CR1/5 | BHMF AN Bacteroides xylanisolvens (97.41%) 1372
20 [ CR1/5/BHMF/3 | CR1/5 | BHMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.51%) 1396
21 [ CR1/5/BHMF/4 | CR1/5 | BHMF AN Collinsella aerofaciens (99.50%) 808
22 | CR1/1/WMF/1 | CR1/1 WMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.51%) 1386
23 | CR1/1/WMF/3 | CR1/1 | WMF AN Bifidobacterium bifidum (100%) 1395
24 | CR1/1/WMF/4 | CR1/1 WMF AN Collinsella aerofaciens (98.90%) 1082
25| CR1/1/WMF/7 | CR1/1 WMF AN Collinsella aerofaciens (99.26%) 1085
26 | CR1/3/WMF/2 | CR1/3 WMF AN Collinsella aerofaciens (99.44%) 1422
27 | CR1/3/WMF/3 | CR1/3 | WMF AN Flavonifractor plautii (99.72%) 1448
28 | CR1/3/WMF/4 | CR1/3 WMF AN Ruminococcus gnavus (99.58%) 1445
29 | CR1/3/WMF/5 | CR1/3 WMF AN Bacteroides thetaiotaomicron (99.27%) 1378
30 | CR1/5/WMF/1 | CR1/5 WMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.51%) 1437
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Fragment

CK Kmen Pacient | Médium | Atmosféra Klasifikace (16S rRNA homologie) 16S rRNA
(nts)
31| CR1/5/WMF/2 | CR1/5 WMF AN Bacteroides fragilis (99.65%) 1431
32 | CR1/5/WMF/4 | CR1/5 WMF AN Bacteroides fragilis (99.52%) 1446
33 | CR1/5/WMF/7 | CR1/5 WMF AN Collinsella aerofaciens (99.01%) 1422
34 | CR2/1/TPMF3 | CR2/1 | TPMF AN Bifidobacterium bifidum (100%) 1072
35| CR2/1/TPMF4 | CR2/1 | TPMF AN Bifidobacterium bifidum (100%) 999
36 | CR2/1/TPMF5 | CR2/1 | TPMF AN Ruminococcus gnavus (98.90%) 1082
37 | CR2/1/TPMF7 | CR2/1 | TPMF AN Clostridium innocuum (98.91%) 1013
38 | CR2/3/TPMF1 | CR2/3 | TPMF AN (Clostridium) spiroforme (94.18%) 1117
39 | CR2/3/TPMF4 | CR2/3 | TPMF AN Bifidobacterium bifidum (99.82%) 1098
40 | CR2/3/TPMF5 | CR2/3 | TPMF AN Bifidobacteirum bifidum (100%) 1075
41| CR2/3/TPMF6 | CR2/3 TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.86%) 1420
42 | CR2/5/TPMF2 | CR2/5 | TPMF AN Bifidobacteirum bifidum (100%) 1078
43| CR2/5/TPMF4 | CR2/5 | TPMF AN (Clostridium) spiroforme (93.99%) 1107
44 | CR2/5/TPMF6 | CR2/5 | TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.58%) 1422
45| CR2/5/TPMF7 | CR2/5 | TPMF AN Bifidobacterium breve (99.90%) 995
46 | CR2/5/TPMF10 | CR2/5 | TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.61%) 1029
47 | CR2/5/TPMF11 | CR2/5 TPMF AN Ruminococcus gnavus (98.79%) 1410
48 CR2/1/KA1 CR2/1 KA AN Ruminococcus gnavus (98.54%) 1438
49 CR2/1/KA2 CR2/1 KA AN Ruminococcus gnavus (99.15%) 1413
50 CR2/1/KA5 CR2/1 KA AN Bifidobacterium bifidum (99.90%) 1041
51 CR2/1/KA6 CR2/1 KA AN Clostridium innocuum (98.07%) 1457
52 CR2/3/KA2 CR2/3 KA AN Clostridium innocuum (99.0%) 1394
53 CR2/3/KA3 CR2/3 KA AN Bifidobacteirum bifidum (100%) 1383
54 CR2/3/KA4 CR2/3 KA AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.38%) 1443
55 CR2/3/KA5 CR2/3 KA AN Clostridium innocuum (98.47%) 1442
56 | CR2/5/KA1 CR2/5 KA AN Clostridium innocuum (98.47%) 1333
57 CR2/5/KA2 CR2/5 KA AN Ruminococcus gnavus (98.67%) 1426
58 CR2/5/KA4 CR2/5 KA AN Clostridium innocuum (99.1%) 984
59 CR2/5/KA8 CR2/5 KA AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.65%) 1435
60 | CR2/1/MRS4 | CR2/1 MRS AN Bacillus licheniformis (99.79%) 1455
61| CR2/1/MRS5 | CR2/1 MRS AN Bacillus licheniformis (99.7%) 1046
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Pro ptehlednost a pro ucely diskuzni ¢asti jsou v nasledujici Tabulce 6 uvedeny bakterialni
taxony izolované z jednotlivych vzorki pacientti s diagnostikovanou Crohnovou chorobou.

Tabulka 6: Bakteridlni taxony izolované z pacientii S Crohnovou chorobou

Vzorek Taxon

CR1 /1 Ruminococus gnavus

Bacteroides thetaiotaomicron

Bacteroides fragilis

(Clostridium) gen. sp. nov.

Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus

Bifidobacterium bifidum

Collinsella aerofaciens

CR1/3 Ruminococcus gnavus

Bacteroides thetaiotaomicron

Bacteroides fragilis

Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus

Bifidobacterium bifidum

Collinsella aerofaciens

Enterocloster bolteae

Flavonifractor plautii

CR1/5 Bacteroides fragilis

Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus

Bacteroides xylanisolvens

Bacteroides fragilis

Collinsella aerofaciens

CR2/1 Ruminococcus gnavus

Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus

Bacteroides stercoris

Bifidobacterium bifidum

Clostridium innocuum

Bacillus licheniformis

CR2/3 Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus

Clostridium innocuum

Clostridium sp.

(Clostridium) gen. sp. nov.

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium longum subsp. longum
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Vzorek

Taxon

CR2/5

Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus

Clostridium innocuum

Clostridium sp.

(Clostridium) gen. sp. nov.

Ruminococcus gnavus

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium breve

5.3 Bakterialni kmeny izolované z pacientii s Ulcerozni kolitidou

V Tabulce 7 jsou uvedeny klasifikace bakterialnich

izolath ze dvou pacientl

s diagnostikovanou ulcerdzni kolitidou. Tabulka zahrnuje oznaceni kmene v interni sbirce
LAM (Laboratofe anaerobni mikrobiologie UZFG AV CR, v.v.i.), ozna¢eni vzorkil, pouZité
kultiva¢ni médium, atmosféru, % homologie (shody) s nejbliz§im ptibuznym taxonem podle
databaze EzBioCloud a délky porovnavaného fragmentu genu pro 16S rRNA.

Tabulka 7: Seznam 74 bakterialnich kmenii izolovanych ze vzorkii 2 pacientii S ulcerozni kolitidou

Fragment

CK Kmen Pacient | Médium | Atmosféra Klasifikace (16S rRNA homologie) 16S rRNA
(nts)

Streptococcus gallolyticus subsp. pasteurianus
1 | UC1/1/BHMF1 | UC1/1 | BHMF AN (99.9%) 1013
2 | UC1/1/BHMF3 | UC1/1 | BHMF AN Bifidobacterium bifidum (99.58%) 708
3 | UC1/1/BHMF4 | UC1/1 | BHMF AN Blautia provensensis (99.58%) 956
4 | UC1/1/BHMF6 | UC1/1 | BHMF AN Streptococcus gallolyticus subsp. pasteurianus 986
(99.9%)

5 1/UC2/BH3 uC2/1 | BHMF AN Streptococcus oralis (98.77%) 1466
6 1/UC2/BH4 UC2/1 | BHMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.91%) 1112
7 1/UC2/BH6 uc2/1 | BHMF AN Parabacteroides distasonis (98.75%) 1442
8 | uci/3/BHMF1 | UC1/3 | BHMF AN Streptococcus gallo(lggc;)u(;;ubsp. pasteurianus 1079
9 | UC1/3/BHMF2 | UC1/3 | BHMF AN Bifidobacterium adolescentis (99.84%) 956
10 | uC1/3/BHMF4 | UC1/3 | BHMF AN Bifidobacterium adolescentis (100%) 1101
11 2/UC2/BH1 UC2/3 | BHMF AN Bacteroides ovatus (99.31%) 1443
12 | UC1/5/BHMF3 | UC1/5 | BHMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.42%) 1030
13 | uc1/5/BHMF6 | UC1/5 | BHMF AN Streptococcusgalloé)ité%léz)subsp. pasteurianus 1019
14| 3/UC2/BH1 UC2/5 | BHMF AN Blautia faecis (97.31%) 1378
15 3/UC2/BH2 ucC2/5 | BHMF AN Clostridium saccharogumia (99.52%) 1445
16 uC1/3/Ws3 uc1/3 WMF AN Collinsella aerofaciens (99.41%) 875
17 UC1/5/W3 UC1/5 WMF AN Bifidobacterium bifidum (100%) 1013
18 1/UC2/W1 ucz2/1 WMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.73%) 1117
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Fragment

CK Kmen Pacient | Médium | Atmosféra Klasifikace (16S rRNA homologie) 16S rRNA
(nts)
19 1/UC2/W2 ucz2/1 WMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.73%) 1008
20 1/UC2/W5 ucz2/1 WMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.53%) 1053
21 2/UC2/wW1 ucz2/3 WMF AN Bacteroides fragilis (99.58%) 1440
22 2/UC2/W3 ucz2/3 WMF AN Bacteroides ovatus (99.51%) 1445
23 3/UC2/W2 ucz2/5 WMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.91%) 1070
24 | UC1/1/TPMF1 | UC1/1 | TPMF AN Ruminococcus gnavus (98.98%) 705
25| UC1/1/TPMF6 | UC1/1 | TPMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.81%) 1080
26 | UC1/1/TPMF7 | UC1/1 TPMF AN Bacteroides coprocola (99.63%) 1081
27 |UC1/1/TPMF10| UC1/1 TPMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.81%) 1080
28 1/UC2/TP1 UC2/1 | TPMF AN Bacteroides fragilis (99.45%) 1444
29 1/UC2/TP2 ucz2/1 TPMF AN Anaerostipes hadrus (99.72%) 1368
30 1/UC2/TP4 uc2/1 | TPMF AN Parabacteroides distasonis (99.03%) 1438
31 1/UC2/TP5 uc2/1 | TPMF AN Bifidobacterium pseudocatenulatum (99.82%) 1100
32 1/UC2/TP6 uc2/1 | TPMF AN Bacteroides thetaiotaomicron (98.54%) 1373
33 1/UC2/TP8 uc2/1 | TPMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.93%) 1439
34 | UC1/3/TPMF3 | UC1/3 | TPMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.81%) 1066
35| UC1/3/TPMF7 | UC1/3 | TPMF AN Bifidobacterium bifidum (100%) 956
36 2/UC2/TP1 uc2/3 | TPMF AN Bacteroides fragilis (99.57%) 1384
37 2/UC2/TP3 ucz2/3 TPMF AN Faecalibacillus intestinalis (99.79%) 1442
38 2/UC2/TP4 uc2/3 | TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.50%) 1391
39 2/UC2/TP5 uc2/3 | TPMF AN Bacteroides fragilis (99.65 %) 1443
40 2/UC2/TP6 uc2/3 | TPMF AN Bifidobacterium pseudocatenulatum (99.91%) 1081
41 2/UC2/TP8 uc2/3 | TPMF AN Faecalibacillus intestinalis (99.79%) 1438
42 | UC1/5/TPMF1 | UC1/5 | TPMF AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.78%) 919
43 | UC1/5/TPMF2 | UC1/5 | TPMF AN Streptococcus pasteurianus (100%) 1027
44| uci/s/TPMF4 | UC1/5 | TPMF AN Streptococcus galloﬁgglé/so;ubsp. pasteurianus 991
45| UC1/5/TPMF8 | UC1/5 | TPMF AN Bifidobacterium bifidum (100%) 988
46 3/UC2/TP2 uc2/5 | TPMF AN Bifidobacterium pseudocatenulatum (99.82%) 1119
47 3/UC2/TP5 uc2/5 | TPMF AN Faecalibacillus intestinalis (99.79%) 1445
48 3/UC2/TP7 uc2/5 | TPMF AN Bacteroides fragilis (99.58%) 1443
49 UC1/1/KA2 uc1/1 KA AN Collinsella aerofaciens (99.38%) 892
50 UC1/1/KA3 UC1/1 KA AN Blautia provensensis (98.78%) 1068
51 UC1/1/KA5 uc1/1 KA AN Collinsella aerofaciens (99.38%) 759
52 UC1/1/KA6 uc1/1 KA AN Bifidobacterium bifidum (100%) 1036
53 1/UC2/KA3 ucz/1 KA AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.73%) 1117
54 1/UC2/KA5 ucz/1 KA AN Bifidobacterium pseudocatenulatum (99.91%) 1100
55 1/UC2/KA6 ucz/1 KA AN Bacteroides ovatus (99.24%) 1443
56 UC1/3/KA3 UcC1/3 KA AN Phocaeicola (Bacteroides) dorei (100%) 1088
57 | UC1/3/KA4 UC1/3 KA AN Blautia Iuti (98.60%) 1075
58 2/UC2/KA5 ucz/3 KA AN Bacteroides fragilis (99.55%) 1352
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Fragment

CK Kmen Pacient | Médium | Atmosféra Klasifikace (16S rRNA homologie) 16S rRNA
(nts)
59 3/UC2/KA3 ucz/5 KA AN Bacteroides ovatus (99.31%) 1441
60| UC1/1/MRS5 | UC1/1 MRS AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.82%) 1073
61| 1/UC2/MRS1 | UC2/1 MRS AN Bifidobacterium pseudocatenulatum (99.79%) 1448
62| 1/UC2/MRS4 | UC2/1 MRS AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.93%) 1440
63| 1/UC2/MRS5 | UC2/1 MRS AN Bifidobacterium pseudocatenulatum (99.93%) 1444
64 | 1/UC2/MRS6 | UC2/1 MRS AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.64%) 1322
65| uci/3/Mrsz | uci/s MRS AN Streptococcusgalloé)ité%lé;))subsp. pasteurianus 1267
66 | UC1/3/MRS3 | UC1/3 MRS AN Bifidobacterium bifidum (100%) 926
67 | 2/UC2/MRS1 | UC2/3 MRS AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.93%) 1441
68| 2/UC2/MRS2 | UC2/3 MRS AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.59%) 970
69 | 2/UC2/MRS3 | UC2/3 MRS AN Bifidobacterium pseudocatenulatum (99.91%) 1115
70 | 2/UC2/MRS4 | UC2/3 MRS AN Faecalibacillus intestinalis (99.79%) 1442
71| 2/UC2/MRS6 | UC2/3 MRS AN Bifidobacterium pseudocatenulatum (99.93%) 1443
72| 3/UC2/MRS2 | UC2/5 MRS AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.64%) 1119
73| 3/UC2/MRS3 | UC2/5 MRS AN Bifidobacterium longum subsp. longum (99.46%) 1110
74| 3/UC2/MRS5 | UC2/5 MRS AN Bifidobacterium pseudocatenulatum (99.93%) 1089

taxony izolované z jednotlivych vzorki pacientt s ulcerdzni kolitidou.

Tabulka 8: Bakteridalni taxony izolované z pacientii S ulcerdzni kolitidou

Vzorek

Taxon

uct /1

Streptococcus gallolyticus subsp.
pasteurianus

Collinsella aerofaciens

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium longum subsp. longum

Blautia provensensis

Ruminococus gnavus

Bacteroides coprocola

uc1/3

Streptococcus gallolyticus subsp.
pasteurianus

Collinsella aerofaciens

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium longum subsp. longum

Bifidobacterium adolescentis

Phocaeicola (Bacteroides) dorei

Blautia luti
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Pro ptehlednost a pro ucely diskuzni ¢asti jsou v nasledujici Tabulce 8 uvedeny bakteridlni




Vzorek

Taxon

uc1/s

Streptococcus gallolyticus subsp.
pasteurianus

Streptococcus pasteurianus

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium longum subsp. longum

ucz/1

Bifidobacterium longum subsp. longum

Bifidobacterium pseudocatenulatum

Bacteroides fragilis

Bacteroides thetaiotaomicron

Parabacteroides distasonis

Bacteroides ovatus

Anaerostipes hadrus

Streptococcus oralis

ucz/3

Faecalibacillus intestinalis

Bacteroides fragilis

Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus

Bacteroides ovatus

Bifidobacterium pseudocatenulatum

ucz/s

Faecalibacillus intestinalis

Bacteroides fragilis

Bifidobacterium pseudocatenulatum

Bifidobacterium longum subsp. longum

Blautia faecis

Clostridium saccharogumia
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5.4 Bakterialni kmeny izolované ze zdravych jedinct

V Tabulce 9 jsou uvedeny klasifikace bakterialnich izolati ze dvou zdravych pacienti —
kontrol. Tabulka zahrnuje oznaCeni kmene v interni sbirce LAM (Laboratofe anaerobni
mikrobiologie UZFG AV CR, v.v.1.), oznaceni vzorki, pouzité kultivaéni médium, atmosféru,
% homologie (shody) s nejbliz§im piibuznym taxonem podle databaze EzBioCloud a délky
porovnavaného fragmentu genu pro 16S rRNA.

Tabulka 9: Seznam 60 bakteridlnich kmenii izolovanych ze vzorkii zdravych pacientii

CK Kmen Pacient | Médium | Atmosféra Klasifikace (16S rRNA homologie) I;?Sg:;&l::
(nts)
1 1/K/TPY2 K1/1 TPMF AN Blautia massiliensis (99.09%) 1104
2 1/K/TPY3 K1/1 TPMF AN Ruminococcus gnavus (99.82%) 1305
3 1/K/TPY4 K1/1 TPMF AN Clostridium butyricum (99.26%) 1402
4 1/K/TPY5 K1/1 TPMF AN Bifidobacterium dentium (99.37%) 1216
5 1/K/TPY6 K1/1 TPMF AN Clostridium butyricum (99.28%) 1354
6 1/K/TPY7 K1/1 TPMF AN Dorea longicatena (99.63%) 1421
7 1/K/MTPY1 K1/1 TPMF AN Escherichia fergusonii (99.08%) 1260
8 1/K/MTPY2 K1/1 TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.73%) 1325
9 1/K/MTPY3 K1/1 TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.53%) 1411
10 | 1/K/MTPY5 K1/1 TPMF AN Bacteroides thetaiotaomicron (99.73%) 1198
11| 1/K/MTPY6 K1/1 TPMF AN Streptococcus mitis (99.71%) 1325
12| 1/K/MTPY7 K1/1 TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.82%) 1300
13| 1/K/MTPY8 K1/1 TPMF AN Bacteroides thetaiotaomicron (99.73%) 1355
14 K2/1/T3 K2/1 TPMF AN Bacteroides fragilis (99.79%) 1385
15 K2/1/T4 K2/1 TPMF AN Bacteroides fragilis (99.9%) 1295
16 2/K/TPY1 K1/3 TPMF AN Dorea longicatena (99.73%) 1295
17 2/K/TPY2 K1/3 TPMF AN Clostridium perfringens (99.91%) 1420
18 2/K/TPY5 K1/3 TPMF AN Clostridium perfringens (100%) 1378
19 2/K/TPY6 K1/3 TPMF AN Dorea longicatena (99.82%) 1114
20 2/K/TPY7 K1/3 TPMF AN Dorea phocaeensis (99.91%) 1325
21| 2/K/MTPY1 K1/3 TPMF AN Phocaeicola dorei (100%) 1220
22| 2/K/MTPY3 K1/3 TPMF AN Collinsella aerofaciens (98.76%) 1178
23| 2/K/MTPY4 K1/3 TPMF AN Bacteroides thetaiotaomicron (99.73%) 1408
24 | 2/K/MTPY5 K1/3 TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.73%) 1287
25| 2/K/MTPY6 K1/3 TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.84%) 1389
26 | 2/K/MTPY7 K1/3 TPMF AN Collinsella aerofaciens (98.76%) 1057
27 | 2/K/MTPY10 | K1/3 TPMF AN Clostridium perfringens (99.73%) 1292
28 K2/2/T1 K2/3 TPMF AN Escherichia fergusonii (99.9%) 1311
29 K2/2/T2 K2/3 TPMF AN Bacteroides fragilis (99.9%) 1420
30 K2/2/T5 K2/3 TPMF AN Bifidobacterium bifidum (99.79%) 1365
31 K2/2/T7 K2/3 TPMF AN Bacteroides fragilis (99.9%) 1432

56



Fragment

CK Kmen Pacient | Médium | Atmosféra Klasifikace (16S rRNA homologie) 16S rRNA
(nts)
32 K2/2/T8 K2/3 TPMF AN Bacteroides fragilis (99.9%) 1400
33 3/K/TPY2 K1/5 TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.55%) 1121
34| 3/K/MTPY4 K1/5 TPMF AN Shigella flexneri (98.79%) 1123
35| 3/K/MTPY5 K1/5 TPMF AN Collinsella aerofaciens (97.79%) 1065
36 | 3/K/MTPY6 K1/5 TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.64%) 1345
37 | 3/K/MTPY7 K1/5 TPMF AN Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus (99.64%) 1215
38 K2/3/T3 K2/5 TPMF AN Bifidobacterium bifidum (100%) 1430
39 K2/3/T4 K2/5 TPMF AN Escherichia fergusonii (99.9%) 1260
40 K2/3/T6 K2/5 TPMF AN Collinsella aerofaciens (99.81%) 1385
41 3/K/BH3 K1/5 BHMF AN Clostridium saccharogumia (99.90%) 1285
42 K2/1/BH2 K2/1 BHMF AN Phocaeicola dorei (100%) 1240
43 K2/1/BH3 K2/1 BHMF AN Escherichia fergusonii (99.9%) 1385
44 K2/1/BH4 K2/1 BHMF AN Bacteroides fragilis (99.9%) 1400
45 K2/2/BH3 K2/3 BHMF AN Collinsella aerofaciens (99.81%) 1380
46 K2/2/BH5 K2/3 BHMF AN Phocaeicola dorei (100%) 1411
47 2/K/Wé6 K1/3 WMF AN Escherichia marmotae (99.14%) 1152
48 K2/1/W1 K2/1 WMF AN Escherichia fergusonii (99.91%) 1295
49 K2/1/W2 K2/1 WMF AN Bacteroides fragilis (99.85%) 1298
50 K2/2/W2 K2/3 WMF AN Bifidobacterium bifidum (100%) 1330
51 K2/2/W3 K2/3 WMF AN Bifidobacterium bifidum (99.8%) 1331
52 K2/2/W4 K2/3 WMF AN Collinsella aerofaciens (99.81%) 1360
53 K2/2/W5 K2/3 WMF AN Clostridium innocuum (99.85%) 1450
54 K2/3/W2 K2/5 WMF AN Phocaeicola dorei (100%) 1435
55 K2/3/W3 K2/5 WMF AN Escherichia fergusonii (99.91%) 1389
56 K2/3/W5 K2/5 WMF AN Collinsella aerofaciens (99.81%) 1405
57| K2/2/MR1 K2/3 MRS AN Shigella flexneri (100%) 1412
58 K2/2/MR3 K2/3 MRS AN Bifidobacterium bifidum (100%) 1415
59 | K2/3/MR1 K2/5 MRS AN Shigella flexneri (100%) 1438
60| K2/3/MR4 K2/5 MRS AN Escherichia fergusonii (99.91%) 1269
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Pro piehlednost a pro ucely diskuzni ¢asti jsou v nasledujici Tabulce 10 zaznamenany
bakteridlni taxony izolované z jednotlivych vzorkl zdravych pacientd.

Tabulka 10: Bakteridlni taxony izolované ze zdravych jedincii

Vzorek Taxon
K1 /1 Blautia massiliensis
Ruminococcus gnavus

Clostridium butyricum

Bifidobacterium dentium

Dorea longicatena

Escherichia fergusonii

Phocaeicola (Bacteroides)
vulgatus

Bacteroides thetaiotaomicron

Streptococcus mitis

K1/3 Dorea longicatena

Clostridium perfringens

Dorea phocaeensis

Phocaeicola dorei

Collinsella aerofaciens

Bacteroides thetaiotaomicron

Phocaeicola (Bacteroides)
vulgatus

Phocaeicola (Bacteroides)

K1/5 vulgatus

Shigella flexneri

Collinsella aerofaciens

Clostridium saccharogumia

K2/1 Bacteroides fragilis

Phocaceicola dorei

Escherichia fergusonii

K2/3 Escherichia fergusonii

Bacteroides fragilis

Collinsella aerofaciens

Phocaceicola dorei
Bifidobacterium bifidum

Clostridium innocuum

Shigella flexneri

K2/5 Escherichia fergusonii
Bifidobacterium bifidum

Collinsella aerofaciens

Phocaceicola dorei

Shigella flexneri
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6 Diskuze

V ramci mikrobiomu jsou bakterie nejpocetnéj$i skupinou mikroorganismi. Jejich
pfitomnost a slozeni muze ovlivnit funkci imunitniho systému, metabolismus, a dokonce
I psychické zdravi.

6.1 Izolaty z tkané CRC

U obou jedinct, U nichz byla odebrana tkan z kolorektalniho karcinomu, byla prokazana
ptitomnost zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae — Escherichia, Shigella, Raoutella, Klebsiella
a Aeromonas. Piitomnost téchto bakterii v tkani kolorektalniho karcinomu byla prokéazana
I v n¢kolika jinych studii (Xie et al 2021; Gagniere et al 2016). Tyto bakterie jsou znamé pro
svou schopnost prezit v travicim traktu a mohou hrat roli v rozvoji a progresi CRC, ato
prostfednictvim riznych mechanismi, jako je zanét, produkce toxinti a ovliviiovani imunitniho
systému.

Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae jsou piiklady bakterii, které mohou produkovat
toxin kolibaktin, ktery mlze poskozovat DNA bunék a zpisobovat mutace, coz miize vést
K nadorovému rastu. Tyto bakterie byly nalezeny v nékterych ptipadech CRC abylo
prokdzano, ze jsou schopny stimulovat riist a invazi nadorovych bunck (Xie et al 2021;
Gagniere et al 2016).

Escherichia fergusonii byla detekovana u jedince 1CC/2, ovsem pocet studii v souvislosti
s E. fergusonii a CRC je omezeny. Nicméné napi. studie z roku 2016 publikovana v ¢asopise
,PLOS One*“ identifikovala, ze E. fergusonii je jedna z bakterii, ktera se vyskytovala ve
zvySeném poctu U jedince s CRC abyla schopna aktivovat signalni drahu, ktera mohla vést
k proliferaci bunék a potencialné ptispét k rozvoji CRC (Prokopova 2016). Dalsi studie, ktera
prokdzala vyraznéjsi pfitomnost v karcinomu se srovnanim s tkdnémi zdravého jedince, byla
publikovana v Casopisu Frontiers in Microbiology (Basso 2019). Nicméné, je tieba
poznamenat, ze v soucasné dobé neexistuje dostate¢né mnozstvi vyzkumu, ktery by mohl
jednoznacné prokazat vliv bakterie na vyvoj CRC.

Shigella a Raoutella jsou bakterie, které mohou zpisobovat zanétlivé reakce v travicim
traktu. Tyto zanétlivé reakce mohou byt téZ spojeny s vyskytem CRC, protoze dlouhobé
zanétlivé podnéty mohou vést k poskozeni DNA a naslednimu rozvoji nadort (Xie et al 2021).

Piekvapujicimi izolovanymi bakteriemi byly téz Streptococcus a Gemella morbillorum.
Tyto bakterie fadime do stejného fylogenetického fadu zvaného Lactobacillales. Ob¢ bakterie
jsou katalaza-negativni, coZ znamend, ze nedokazi rozkladat peroxid vodiku. Obvykle se
vyskytuji v astni mikrobioté ¢lovéka a mohou byt asociované s nékterymi onemocnénimi, jako
je naptiklad zanét sttedniho ucha (Jandova et al 2019). Dle onkologického reportu od Flint et
al. (2020) se ukazalo, ze téZ mohou hrat roli pti vyvoji CRC prostiednictvim nékolika
mechanismi. Jednim z téchto mechanismii mize byt produkce toxinl nebo jinych Skodlivych
latek, které mohou poSkodit DNA bungk a ptispét k nadorovému bujeni. DalSim mechanismem
muze byt interakce s imunitnim systémem hostitele, coz mize vést k chronické zanétlivé
odpovédi a dalSimu poskozeni tkani. OvSem, stale neni Gplné jasné, jaké je presné spojeni mezi
témito bakteriemi a CRC. Proto je nezbytny dalsi vyzkum, aby bylo mozné 1épe porozumét této
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problematice avyuzit tuto znalost k vyvoji novych terapeutickych pfistupi a prevence
kolorektalniho karcinomu (Hong at al 2020).

Izolovana bakterie Lactobacillus salivarius, jak jiz z ndzvu vyplyva, je bakterie nachazejici
se Vv ustni, ale i ve stfevni mikrobioté. Vyskyt této bakterie ve vzorku CRC mize byt velice
diskutabilni. Ruzné studie ukazuji vylucujici se zavery. Napt. studie z roku 2021 zjistila, Ze
Lactobacillus salivarius muze byt spojen s niz§im rizikem vzniku CRC, protoze vEétsi mnozstvi
této bakterie se vyskytuje v mikrobiomu zdravych jedinct ve srovnani s pacienty s CRC. Také
bylo prokazano, ze bakterie mize produkovat nékteré latky, které maji protirakovinné tcinky,
jako naptiklad kyselinou mlé¢nou (Karpinski at al 2021). Oproti tomu studie publikovana
v Casopise ,,Nature Commumications v roce 2019 nastinuje, ze Lactobacillus salivarius mize
hrat roli naopak pfi zhorSovani CRC tim, Ze aktivuje imunitni odpovéd’ a podporuje riist
nadorovych bun¢k. V této studii byly izolovany bakterie z tkani kolorektalniho karcinomu
U pacientu, U kterych se prokazal vysoky vyskyt L. salivarius. Tato studie dospéla k zavéru, ze
L. salivarius muze hrat roli v patogenezi CRC stimulaci protizanétlivych procest a podpory
progrese nadoru (Wang et al 2019). Pfitom L. salivarius je jedna z bakterii pouZzivajici se jako
probiotikum v ramci prevence CRC. Dle dalSich vyzkum, které byly provedeny na zvifecich
modelech CRC, vysledky ukazuji, Ze smés probiotik snizovala pocet prekancerdznich lezi
V tlustém stieve a také ovliviiovala imunitni systém hostitele k leps$i obranyschopnosti proti
rakoviné (Ouyang at al 2019; Yu at al 2018).

Dalsi izolovanou a klasifikovavnou bakterii je Prevotella denticola, kterd je cCasto
spojovana s paradontalnimi onemocnénimi. V posledni dobé se objevily studie, které spojuji
ptitomnost P. denticola s CRC. Studie od Huang at al. (2021) se zabyva vztahem mezi ustni
mikrobiotou a CRC. Autofi zjistili, Ze vysoké hladiny P. denticola v tstni dutiné byly spojeny
s vy8$im rizikem vzniku CRC. Studie byla provedena na lidskych vzorcich a vyuzila analyzu
16S rRNA sekvenovani pro zkouméni slozeni mikrobioty v ustech a ve stolici. Autoii dale
diskutuji 0 mozném mechanismu, ktery P. denticola muze pfispivat k rozvoji CRC,
napt. prostfednictvim produkce karcinogennich latek. Tudiz se potvrzuje korelace ustni
a sttevni mikrobioty.

Je tfeba zminit, ze bakteridlni mikrobiota v intestindlnim traktu kazdého jedince je velmi
unikatni a mize se vyrazné liSit od mikrobioty jiného jedince. To mize byt zplsobeno
genetickymi faktory, Zivotnim stylem, stravou a mnoha dal§imi faktory. Toto odvétvi jesté neni
fadné prozkoumano. Duvodem je nedostatek odebranych vzorkt a nedostatek dat, aby se daly
vyvodit statisticky vyznamné rozdily Vv intestinalni mikrobioté mezi jednotlivci a jejich vliv na
zdravi jedince.

Pro vyvozeni specifickych zavéra bylo odebrano malé mnozstvi vzorkd. Nicméné ziskani
vzorkl z tkani CRC pro analyzu mikrobioty pifedstavuje sloZitou a narocnou proceduru, a proto
jsou vysledky téchto analyz velmi cenné a vyzaduji mnoho prace. Navic, i kdyz jsou vzorky
Kk dispozici, neni jisté, zda budou vSechny bakterie uspésné kultivovany. Média, ktera jsou
pouzivana pro kultivaci bakterii, maji své limity, a i ta nejlepsi navrzena média nedokazou
kultivovat celé spektrum bakterii v intestindlnim traktu. Uvadi se, Ze pouze 1 % intestinalnich
bakterii je kultivovatelnych. To znamend, ze vétSina bakterii, které obyvaji nas travici trakt,
zustavaji neodhalené, a tudiz jsou jejich biologické funkce nezndmé. OvSem v posledni dobé
se neustale vyvijeji nové metody a technologie pro studium mikrobi (Smith & Jones 2021).
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Homologie 16S rRNA u izolatl, ktera je nizsi nez 98,65 %, naznacuje, ze se jedna
pravdépodobné 0 nové druhy. Potencialné nové druhy odhalené v této praci nalezi do
nasledujicich rodt: Streptococcus, Clostridium, Parabacteroides, Ruminococcus, Bacteroides
a Blautia. Je dilezité zdaraznit, Ze tyto nové druhy byly indentifikovany pouze diky pouziti
modifikovanych médii a jejich potencialni funkce je neznama.

Tato prace prispela k poznani, Ze intestinalni trakt pacientl s intestindlnimi onemocnénimi
muze byt domovem dosud nepopsanych taxona s nezndmou funkci. Tyto nové druhy bakterii
mohou mit potencialné patogenni nebo probiotické vlastnosti, av§ak pro potrvzeni jejich statutu
bude nutné provést dalsi analyzy na trovni celého genomu. Tyto nové objevy maji velky
vyznam pro dal$i vyzkum intestindlni mikrobioty amohou vést ke vzniku novych
terapeutickych moznosti pro pacienty s intestinalnimi onemocnénimi.

6.2 Izolaty z tkani pacientii s CD

U obou vzorki ztkané jedinct trpici Crohnovou chorobou byly izolovany nasledujici
bakterialni taxony: Ruminococcus gnavus, Bifidobacterium bifidum, Phocaeicola (Bacteroides)
vulgatus, Bacteroides fragilis a (Clostridium) gen. nov.

Ruminococcus gnavus a Bifidobacterium bifidum jsou grampozitivni bakterie, které jsou
bézné pritomné Vv lidském gastrointestinalnim traktu, a to zejména v tlustém stieve. Vyznacuji
se vysokou schopnosti rozkladat polysacharidy, coZ jim umoziuje hrat dulezitou roli v traveni.
Jednim z vyznamnych aspektt spojenych s témito bakteriemi je jejich interakce s mucinem,
glykoproteinem, ktery tvoii ochranny povrch sliznice v travicim traktu a chrani ho pted
patogennimi mikroorganismy. R. gnavus a B. bifidum produkuji n€kolik glykosidaz, které
dokazi S$tépit sacharidové fetézce v mucinu, dochédzi kjeho rozkladu, coz mulze vést
k poskozeni sliznice a zanétu.

Pti¢iny Crohnovy choroby nejsou zcela jasné, ale nedavné studie ukazuji, Ze R. gnavus
muze hrat dtlezitou roli v patogenezi Crohnovy choroby. Studie, ktera byla publikovana v roce
2019 ukazala, ze u pacient s Crohnovou chorobou je bakterie R. gnavus pfitomna vyrazné vice
nez U zdravych jedinct (Zhang at al 2019). Vzhledem ke stejnym vysledkiim v autorové praci,
toto zjisténi naznacuje, ze mize R. gnavus mize hrat roli v patogenezi tohoto onemocnéni.
Dalsi studie, z roku 2021, ukézala, Zze R. gnavus ma schopnost modulovat imunitni odpoved’
hostitele a mtize tak ptispét k rozvoji Crohnovy choroby (Cantoro et al 2021). Tyto vysledky
by mohly pfispét k vyvoji novych terapii pro 1é€bu Crohnovy choroby.

Vyskyt bakterie Bifidobaterium bifidum u pacientt 1é¢icich se s IBDs je dost diskutabilni
téma, zda tato bakterie spiSe profituje a brani vzniku zanétu ¢i naopak pomahd jejimu rozvoji.
Vysledky studii jsou stale mirn€ rozporuplné a pravdépodobné bude zaviset na samotném poctu
bakterii a individualité jedince. Je tfeba uvazit, ze mnoho studii, které byly provedeny ohledné
korelace B. bifidum a IBDs, spise poukazuji na pozitivni vliv. Napiiklad studie z roku 2019
publikovana v ¢asopise ,,Frontiers in Microbiology* zkoumala G¢inky probiotického piipravku
obsahujiciho Bifidobacterium bifidum na pacienty s Crohnovou chorobou. V této studii bylo
zjiSténo, Ze piipravek vedl ke sniZeni zavaZnosti klinickych pfiznakl u pacientll s mirnou
a stiedné téZkou formou Crohnovy choroby (Wang et al. 2019).
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Ptestoze existuje mnoho pozitivnich vysledki, je nutné poznamenat, Ze ne vSechny studie
maji shodné vysledky aucinky B. bifidum mohou byt zavislé na konkrétnich rozdilech
a davkovani. Studie publikovana v roce 2020 ukazala, Ze pacienti s Crohnovou chorobou méli
V porovnani se zdravymi jedincemi zvySené hladiny B. bifidum v travicim traktu (Samuelsson
et al. 2020). Jina studie, ktera byla provadéna na mysSich, potvrdila, Ze B. bifidum muze
zhorSovat zanétlivou odpovéd’ v modelu ulcerdzni kolitidy (Hou et al. 2017).

U nékterych pacientd mize byt B. bifidum kontraindikovan vzhledem k jeho specifickym
ucinklim na stfevni mikrobiom. B. bifidum je volné pfistupny v probiotickych a synbiotickych
preparatech, aniz by v ptibalovych letacich byla informace 0 tom, ze neni vhodné pro pacienty
s IBDs. Ovsem U zdravych jedinct pravdépodobné mohou diky schopnosti §t€peni mucinu
zpiistupfiovat organické uhlikaté latky (monosacharidy: N-acetylglukézamin, fukoéza
aJ. pritomné v oligosacharidovych fetézcich mucinu) jinym zastupciim fyziologické mikrobioty
intestinalniho traktu.

Celkov¢ lIze ale podotknout, Ze B. bifidum a dalsi probiotické bakterie maji potencial jako
terapeuticka strategie pro IBDs, a proto je tieba vyzkum v této oblasti stale rozvijet.

Velice zajimava je pfitomnost pravdépodobné nového bakteridlniho rodu ptibuzného
klostridiim (Clostridium) gen. nov. u obou pacientd, ale jakou roli hraje v etiologii Crohnovy
choroby, to se mizeme jen domnivat.

Druh Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus je jednou z nejhojnéjsich bakterii v intestinalnim
traktu ¢loveka. Spolu s jinymi druhy jako napt. Bacteroides thetaiotaomicron, B. fragilis a B.
ovatus tvoii az 30 % vSech bakterii v intestindlnim traktu. Bakteroidy hraji v intestinalnim
traktu dilezitou roli v traveni a vyuzivani potravy. Kromé toho také produkji riizné latky, jako
jsou vitaminy a mastné kyseliny s krat§imi fetézci, které jsou dlilezité pro zdravi stievni sliznice
a imunitni systém. Na druhé strané, u pacientii s IBDs byly zaznamenany zmény v populaci
bakteroidu, jako je snizena diverzita a zvySeny pocet patogennich druhti (Zhang et al. 2019).
Napt. studie publikovna v roce 2019 ukazuje, ze vyskyt B. vulgatus mize byt spojen
s exacerbaci IBDs (Shah et al. 2019).

U pacienta CR1 byla ze vSech vzorku tkani izolovana bakterie Collinsella aerofaciens,
nacez U pacienta CR2 tato bakterie izolovana nebyla. Nedavna studie z roku 2020 publikovana
Vv Casopise ,,Microorganisms* se zamétila na zkoumani zmén v bakteriadlni komunité u pacientli
s Crohnovou chorobou, ktefi byli 1éceni biologickou terapii. V této studii bylo zjisténo, Ze po
1é¢bé doslo ke snizeni hladin C. aerofaciens, coz muze naznacovat patogenezi této bakterie
u pacientu trpicich Crohnova choroba.

U pacienta CR2 byla ze vSech vzorkt tkani izolovana bakterie Clostridium innocuum,
v porovnani s pacientem CR1, kde tato bakterie izolovana nebyla. Tento druh je soucasti
normalni stfevni mikrobioty. Co se tyce korelace s IBDs je stale pfedmétem vyzkumu a zatim
nejsou dostupné zadné piesvédCivé dikazy 0 vyznamné roli této bakterie v patogenezi IBDs.
Studie z roku 2014 zjistila, ze pacienti s Crohnovou chorobou méli vyznamné vyssi hladiny
C. innocuum v porovnani s kontrolnimi jedinci, av§ak piesny mechanismus podilejici se na
rozvoji onemocnéni je nejasny (Kverka et al. 2014).
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6.3 Izolaty z tkani pacientii s UC

Spektrum izolati ve tkani pacientd s ulcer6zni kolitidou je rtiznorodé€jsi a lisici se mezi
jedinci zna¢né&ji nez U izolat z tkani pacientt s Crohnovou chorobou. U obou pacientti s UC
byla prokazana piitomnost mucinolytickych bakterii jako je Rumimoccocus gnavus
a Bifidobacterium bifidum, stejné tak, jako u pacientti s CD (viz vySe zminéné).

Bifidobacterium longum subsp. longum je izolatem ze vSech druhii tkani u obou pacient
s UC. B. longum je jednim z klicovych bakterii zdravé stievni mikrobioty. Tento druh se podili
na mnoha klicovych funkcich traviciho traktu, jako je naptiklad fermentace vlakniny
a produkce kyseliny mlécné, kterda poméha udrzovat stifevni pH v optimalni hladingé. Také
produkuje latky s protizanétlivymi a imunomodula¢nimi G¢inky, coz muze piispét ke sniZeni
rizika vzniku UC. Studie zroku 2021 potvrzuje pozitivni ucinky B. longum na sniZeni
zanétlivych procest U pacientti s UC, tudiz B. longum je i vhodnym probiotikem pro prevenci
IBDs. Pacienti s UC maji vétSinou snizenou hladinu této bakterie, proto se doporucuje jeji
suplementace (Gupta & Paul 2021). Mezi dalsi bakterie s prospésnymi G¢inky pii 1é¢bé UC
patii i Bifidobacterium pseudocatenulatum v kombinaci s dalsimi probiotickymi kmeny
(Lee & Kang 2018). Bakterie Bifidobacterium pseudocatenulatum byla izolovana u pacienta
UC2 ze vsech vzorkl tkéani. Mezi dalsi probiotické druhy mizeme zatadit izolované bakterie
Bacteroides coprocola a Bifidobacterium adolescentis (UC1/1), aizolat s ochrannou roli
Faecalibacillus intestinalis (UC1/3+5).

U pacienta UCI1 byla ve vSech vzorcich izolovana bakterie Streptococcus gallolyticus
subsp. pasteurianus. Nékteré studie naznacuji, ze je to potencialni patogen u lidi s UC. Kromé
toho bylo zjisténo, Ze tato bakteria mtize indukovat zanétlivou rekaci ve stievni sliznici (Li at
al. 2017; Huang et al. 2019).

Mezi dalsi potencialné patogenni izolované druhy fadime Parabacteroides distasonis
(izolovany z UC2/1), Collinsella aerofaciens (izolovany z UC1/1+3) a Bacteroides fragilis
(UC2/1+3+5). Ovsem stale je tfeba pokracovat ve vyzkumu, aby bylo mozné piesné porozumét
dané problematice do hloubky.

6.4 Izolaty z tkani zdravych jedinci

U zdravych jedinct byly porovnavany spektra bakterialnich izolath ze vzorkid nemocnych
jedinct (kolorektalnim karcinomem, Crohnovou chorobou a ulcer6zni kolitidou).

Mezi bakterie, které byly izolovany z tkani vzorkl zdravych jedinct a téz z tkani vzorka
pacienti s CRC, patii Escherichia fergusonii, Streptococcus mitis, Bacteroides fragilis,
Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus, Shigella flexneri a Collinsella aerofaciens. Co se tyce
vétsiny zminénych bakterii, ty jsou béznou soucasti lidské intestinalni mikrobioty a nemély by
ptispivat ke vzniku CRC, az na bakterie E. fergusonii, Shigella flexneri a B. fragilis. Jejich
pfevaha mulzZe zplsobovat trvalou zanétlivou reakci v intestindlnim traktu iniciujici
a podporujici tumorgenezi (Wang et al. 2020).

Mezi bakterie, které byly izolovany z tkani vzorkl zdravych jedinct a téz z tkani vzorkl
pacientd s CD, patii Ruminococcus gnavus, Bifidobacterium bifidum, Bacteroides fragilis,
Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus, Collinsela aerofaciens, Clostridium innocuum
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a Bacteroides thetaiotaomicron. Jak jiz bylo vyse zminéno, R. gnavus a B. fragilis jsou soucasti
I fyziologické mikrobioty, av§ak mohou byt potencialné patogenni. Je tieba provést podrobné;jsi
vyzkum, za jakych podminek se projevuje jejich patogenita.

Mezi bakterie, které byly izolovany z tkani vzorkd zdravych jedincu a téz z tkani vzorkt
pacienta s UC, patii Ruminococcus gnavus, Bifidobacterium bifidum, Bacteroides fragilis,
Phocaeicola (Bacteroides) vulgatus, Phocaeicola dorei, Clostridium saccharogumia
a Collinsela aerofaciens.

Izolovani zastupci z tkan€ zdravého jedince rodu Blautia a Dorea, které nebyly izolovany
u pacientit s CRC aIBDs, by mohly byt potencialni aklicovy kadidati pro vyuziti jako
probiotika v 1é¢bé téchto onemocnéni. Tyto rody jsou soucasti fylogeneticky blizké skupiny
bakterii, které jsou bézné¢ pritomné v lidské stfevni mikrobioté. Jsou schopné fermentace
polysacharidi, které jsou poté snadno vyuzitelné pro dalsi bakterie. Mohou pomoci udrzovat
rovnovahu fyziologické mikrobioty, coZz by mohlo mit pozitivni dopad na traveni a celkové
zdravi. Nicméng, je tfeba provést dalsi klinické studie, aby bylo mozné posoudit jejich ucinnost
a bezpecnost pii pouziti jako probiotikum.
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[ Zavér

V poslednich letech se stale vice zdtrazituje dilezitost mikrobiomu v lidském zdravi
a nemoci. Mikrobiom pifedstavuje komplexni ekosystém mikroorganismt, véetné bakterii, virt,
hub a dalSich mikroorganismu, které obyvaji lidské té€lo. Tyto organismy hraji kli¢ovou roli
V udrzovani rovnovahy v téle a jejich nerovnovaha (dysbioza) miize vést k fad¢ zdravotnich
problémi. Zdravi jedinci je charakterizovano eubiotickym stavem intestinalni mikrobioty, kde
dominuji  pfedevS§im grampozitivni bakteric rodu Bifidobacterium, Lactobacillus,
Faecalibacterium, Eubacterium, Coprococcus, Roseburia atd. Dysbioticky stav je spojen se
zvySenou prevalenci patogennich gramnegativnich bakterii, jako jsou napftiklad zastupci rod
Escherichia, Salmonella, Shigella, Bacteroides, Enterobacter, Pasteurella, Klebsiella
a Fusobacterium. U pacienti s kolorektalnim karcinomem doprovazenym dysbidzou hraji
dilezitou roli kmeny druhti Escherichia coli, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis,
Streptococcus gallolyticus a Enterococcus faecalis. Nicméné kazdy jedinec je genetickym
unikatem a negativni roli mohou hrat riizné taxonomické jednotky intestinalnich bakterii. Ceska
republika bohuzel patfi mezi zemé& s nejvyssi prevalenci kolorektalniho karcinomu na svété.
Vysoka prevalence u nas byla zjisténa také v piipadé tzv. idiopatickych stievnich zanétu.

Cilem prace bylo ze tkani pacientd s kolorektalnim karcinomem a IBDs izolovat
bakterii s pouzitim modifikovanych izola¢nich a ristovych médii a jednoduse porovnat toto
spektrum s izolaty z uzdravenych jedincu.

V Institutu klinické a experimentalni mediciny v Praze — Kr¢i bylo operativné odebrano
z 8 pacientu (2 s kolorektalnim karcinomem, 2 s Crohnovou chorobou, 2 s ulcerdzni kolitidou
a2 zdravi jedinci) 22 vzorkll intestindlni tkdné. Celkové se ndm povedlo izolovat
269 bakteridlnich kmend.

Ze vzorkll dvou pacientt s kolorektalnim karcinomem bylo izolovano 74 bakterialnich
kment. Uobou  jedinct byla  prokdzana  pfitomnost zastupcii celedi
Enterobacteriaceae — Escherichia, Shigella, Raoutella, Klebsiella a Aeromonas. Tyto
gramnegativni bakterie jsou prokazanymi patogeny pro vznik CRC a zptsobuji dysbiozu
intestinalni mikorbioty. | pfesto, ze Streptococcus a Gemella morbillorum jsou grampozitivni
bakterie, pravdépodobné také hraji roli pti vyvoji CRC. Prevotella denticola, bakterie
nachazejici se v ustni mikrobioté a zplsobujici paradentalni onemocnéni, je téZ spojovana
s CRC, kdy se potvrzuje korelace Ustni a stievni mikrobioty. Lactobacillus salivarius se
pouziva jako probiotikum, na druhé strané, existuje studie, kterd dospéla k zavéru, ze
L. salivarius pravdépodobné hraje urcitou roli Vv patogenezi CRC, proto je nutné dalsiho
podrobngjsiho vyzkumu.

Ze vzorkii dvou pacientti trpici Crohnovou chorobou bylo izolovano 61 bakterialnich
kment. Zvysena piitomnost grampozitivnich mucinolytickych bakterii Ruminococcus gnavus
a Bifidobacterium bifidum, které jsou ibézné pfitomné v intestinalnim mikobiomu (coz
potvrzuji iizolaty ztkan¢ zdravého jedince), muze piispivat k rozvoji CD. Phocaeicola
(Bacteroides) vulgatus je jednou z nejhojnéjsich bakterii intestinalniho traktu. Spolu s jinymi
druhy jako napt. Bacteroides thetaiotaomicron, B. fragilis a B. ovatus tvoti az 30 % intestinalni
mikrobioty. Gramnegativni bakterie P. vulgatus muze byt spojena s exacerbaci IBDs.
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Clostridium innocuum byla izolovana taktéz u zdravého jedince. Co se ty¢e kolerace s IBDs je
stale pfedmétem vyzkumu, stejné tak jako Collinsella aerofaciens.

Ze vzorkl dvou pacientil trpici ulcerdzni kolitidou bylo izolovano 74 bakteridlnich kmend.
Byla prokazana pritomnost mucinolytickych bakterii jako je Rumimoccocus gnavus
a Bifidobacterium bifidum, stejné tak, jako u pacienti s CD. Grampozitivni bakterie
Bifidobacterium longum subsp. longum, Bifidobacterium pseudocatenulatum, Bifidobacterium
pseudocatenulatum, Bifidobacterium adolescentis, Faecalibacillus intestinalis se vykazuji
prospéSnymi probiotickymi ucinky a ochrannou roli. Grampozitivni Streptoccoccus
gallolyticus subsp. pasteurianus pravdépodobné prokazuje patogenitu a mize indukovat
zanétlivou reakci ve stfevni sténé. Izolované gramnegativni Parabacteroides distasonis,
Collinsella aerofaciens a Bacteroides fragilis patfi t¢Z mezi potencialné patogenni izolované
druhy, ovsem je potieba dalSiho vyzkumu.

Ze vzorki dvou zdravych jedinct bylo izolovano 60 bakteridlnich kmenii. Pfi
porovnavani jednotlivych pacientii s CRC asIBDs se zdravymi jedinci bylo izolovéno
a klasifikovano nekolik shodnych bakterii. Hypotézu, kterd konstatuje, ze by se intestindlni
mikrobiota zdravych jedinci méla od jedinci s CRC nebo s IBDs lisit, nemizeme svym
zpiisobem potvrdit ani vyvratit. Zalezi na individualité¢ kazdého jedince a pro urceni statisticky
signifikantniho vysledku nebylo poskytnuto vétsi mnozstvi vzorki. Kazdopadné iv tomto
ptipadé jsou dosazené vysledky velice vzacné.

Ziskané izolaty budou vyuzity pro dalSi experimenty zaméfené piedevSim na
imunologické parametry, na mozné cytotoxické pusobeni (in vitro studie na buné¢nych liniich
Caco 2- buriky aj.) apod. Vyskyt izolovanych bakterialnich druht v kolorektalni tkani by mohl
také pfinést nové cesty v diagnostice 1é€bé kolorektalniho karcinomu a IBDs a zaroven ptispét
Kk lepsimu pochopeni vztahu mezi mikrobiomem a lidskym zdravim.
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11 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AIEC adherentn¢ invazivni Escherichia coli
ATG16L1 autophagy related 16-like gel

BFT Bacteroides fragilis toxin

E. Coli Escherichia coli

CD Crohnova choroba (crohn disease)

CRC kolorektalni karcinom (colorectal cancer)
CR Ceska republika

ETBF enterotoxigenni Bacteroides fragilis

FOS fruktooligosacharidy

GOS galaktooligosacharidy

IBDs idiopatické stievni zanéty (inflammatory bowel disease)
IRGM imunity-related GTPase M

IM intestinalni mikrobiota

LS Lynchiv syndrom

PJO pyohenni jaterni obcesy

PUFA polynenasycené mastné kyseliny

TFM Transplantace fekalni mikrobioty

ucC Ulcerozni kolitida (ulcerative colitis)
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