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Vliv rostlinnych alkaloida na stifevni mikrobiom

Souhrn

Alkaloidy amarylkovitych rostlin jsou slouceniny, které¢ patii do velké skupiny
izochinolinovych alkaloidli. V poslednich letech se ceni pfedevSim jejich antiproliferacni
aktivity a selektivity vii¢i nddorové zménénym bunéénym liniim. N&kteti zastupci této skupiny,
vcetné lykorinu a haemanthaminu, vykazuji cytotoxické i¢inky na bunécné linie kolorektalniho
karcinomu. Madlo se vi vSak o tom, jak tyto alkaloidy pisobi na stfevni mikrobiom a jak ho
ovliviiyji béhem 1éEby vyuzivajici cytostatika.

V této praci jsme testovali in vitro adherenci dvou bakteridlnich druhti. Jednalo se
o Lactobacillus gasseri a Lactobacillus plantarum. V obou ptipadech jsme zjist'ovali, jaka bude
jejich adherence na buiiky kolorektalniho karcinomu Caco—2 a HT29 spole¢né s vybranymi
alkaloidy. Tato bunécnd smés je kultivovana minimaln¢ 14 dni pti 37 °C a 5 % CO..
Pti vlastnim testu k nim byly pfidany lykorin a haemanthamin v koncentracich 2; 1; a 0,5
uM/ml a vinorelbin v 0,5 a 0,05 pM/ml. K bunéénému modelu byly po 14 dnech pifidany
alkaloidy s vybranym druhem laktobacild na dobu 2 hodin. Po této inkubaci byly bunky
sklizeny pomoci 1% TRITONU a nasledn¢ rozpustény ve fosfatovém pufru. Takto pfipravena
suspenze je pipetovana na Petriho misku a pfelita ROGOSA agarem. Petriho misky se nechaly

inkubovat 72 hodin s naslednym spocitdnim kolonii.

Vysledky naznacuji, Ze alkaloidy adherenci pfevdzné sniZzovaly. Pouze v ojedinélych
ptipadech doslo k jejimu navySeni, a to v pfipadé¢ haemanthaminu pfi pisobeni na L. gasseri
v koncentraci 0,5 uM/ml a pfi ptisobeni na L. plantarum v 2; 1 pM/ml. U vinorelbinu to bylo
pouze na L. gasseri a v koncentraci 0,5 uM/ml. Lykorin adhezi pouze sniZzoval. Co se tyce
rozdili mezi jednotlivymi druhy laktobacilli, adherence L. gasseri byla vice ovliviilovana
lykorinem a haemanthaminem neZ adherence L. plantarum. Po statistickém zhodnoceni se

ukézalo, ze rozdil v adherencich byl statisticky nevyznamny (p <0,05).

Z vysledkl je patrné, ze testované alkaloidy maji jen minimalni G¢inek na adherenci

MV

Nicméné, bylo by vhodné, aby se interakce mezi cytostatiky a probiotiky v budoucnu zcela

objasnila.

Klicova slova: Alkaloidy, adheze, lykorin, probiotika, Amaryllidaceae



Effect of plant alkaloids on intestinal microbiome

Summary

Alkaloids of amaryllis plants are compounds belonging to a large group of isoquinoline
alkaloids. In recent years, they have been particularly appreciated for their antiproliferative
activity and selectivity for tumour-modified cell lines. Some representatives of this group,
including lycorine and haemantamine, exhibit cytotoxic effects on colorectal cancer cell lines.
However, little is known about how these alkaloids act on the intestinal microbes and how they

affect it during treatment using cytostatics.

This work included in vitro adherence tests of two bacterial species. These
were Lactobacillus gasseri a Lactobacillus plantarum. In both cases, we investigated their
adherence to Caco—2 and HT29 colorectal carcinoma cells. This cell mixture is cultured
for at least 14 days at 37 °C and 5 % COz. In their own test, lycorine and haemantamine were
added thereto at concentrations of 2; 1; and 0.5 uM/ml and vinorelbine at 0.5 and 0.05 pM/ml.
After 14 days, the alkaloids with the selected lactobacilli strain were added to the cell model
for 2 hours. After this incubation, cells were harvested with 1% TRITON and subsequently
dissolved in phosphate buffer. The suspension thus prepared is pipetted into a Petri dish
and passed through ROGOSA agar. Petri dishes we are allowed to incubate for 72 hours

followed by counting colonies.

The results indicate that alkaloids mostly reduced adherence. Only in rare cases did
it increase, in the case of haemantamine when it acted on L. Gasseri at a concentration
of 0.5 uM/ml and on L. plantarum at a concentration of 2.1 uM/ml. For vinorelbine, this only
happened for L. Gasseri at a concentration of 0.5 uM/ml. Lycorine only reduced adhesion.
Regarding the differences between the different lactobacilli, the adherence of L. Gasseri was
more influenced by lycorine and haemantamine than it was found in L. plantarum adherence.
After statistical evaluation, the difference in adherence was found to be statistically

insignificant (p <0.05).

From the results, it is clear, that the tested alkaloids have only minimal effect
on lactobacilli adherence. This is probably due to the cytostatic effect on cell lines.
Nevertheless, in the future would be merited to clarify this interaction between cytostatics and

probiotics.

Keywords: Alkaloids, adhesion, lycorine, probiotics, Amaryllidaceae



Obsah

1 Uvod 8
2 Cil prace a hypotéza 9
3 Literarni reSerse 10
R 2 A Y 1 1) 0] 1) 1 RN 10
3.1.1 Charakteristika miKrobiomu ...........ccceeiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 10
3.1.2  Slozeni intestinalniho mikrobiomu...........ccccceeviiiiieniienieniecieeeeee 10
3.1.2.1 ACHNODACTETIA ...e.uteeueieiietieeiie ettt ettt ettt e te et ettt e sbtesetesateeneeenseeseens 10

3.1.2.2 Bacteroidetes ... .cccueeiieiieitieriie ettt 11

3.1.2.3 FITMICULES . ..ttt e 11

3.1.3  Zmény GIT mikrobiomu b&hem Zivota .........c.cceceevieveriineniinicneeiennne 12
3.1.4  Vngjsi vlivy na GIT miKrobiom..........ccceeeeieviieniiiiienieeieeeie e 13
3.1.5  Funkce intestinalniho mikrobiomu ............ccceeevviieiieeeciieecieecie e 14
3.1.5.1 Specifické funkce probiotik ..........cccuevevieciieciienierierie e 15

3.2  Kolorektalni karcinom a vIiv probiotik ..........ceeeeeveicnvricsvneicssneicssnncssnnenn 17
3.2.1 Charakteristika kolorektalniho karcinomu...........c.cccccvveeiiveeiieeecieecieen, 17
3.2.1.1 Rizikové a preventivini faktory .........ccceevevvieeiieciieiieieieciesre e 18
32.1.2 Formy kolorektalniho karcinomu............ccceeeieeiieiiieiiienieieieeeee e 19

32.13 Etiologie kolorektalniho KarcinOmu..........c.cccveevieciieiienierienieeie e, 20
32.1.4 S 11 RS PURRURRRRSR 21

3.2.2  Probiotika a n4dOrova ONeMOCNEN. .......eeevvieeciieeiieeeiiee e e evee e 21
32.2.1 Probiotika a radialni terapi€.........cceevreerierienieeriesieeseeseeseesereereereereesneens 22

3222 Role probiotik béhem chemoterapie ..........ccocceeeueeiieiienienieiieeieeeeieeee 23

3.2.3  Pusobeni mikrobiomu na chemoterapeutika............cccceeeerieriiniienreenenne. 24

R TR N | € 1 (1) U | 2RO 25
3.3.1 CharakteriStiKa ........eeeeiiieiieeciie ettt e e e saee e 25
3.3.2  Amarylkovité alkaloidy (Amaryllidaceae) ................ccoeeecueeeeveencveennnnn. 26
3321 Alkaloidy a bun€cny CyKIUS .......cccceevieriierieiieeir et 27

3.3.3  Pusobeni alkaloidii na stfevni mikrobiom ...........ccccceeevvievieeniieeniieenenen. 30

4 Material a metodika 31
T2 % TN\ 1 1) 3 1 TR 31

i N\ Y U101 ] R 31
4.2.1  Priprava bakteridlni SUSPENZE .........cccveeruiiriieniieeiienie et ns 31
4.2.2  Kultivace bunénych lnil .......ccccvvieiiiiieiiiieiiecee e 32
4.2.3  Zalozeni 24-jamKoveé destiCKY .......ccviiiriiieiiieeiieeeeeeeee e 32
424  Test AdNETENCE .....ccvievieeiiieiieeie ettt ettt e eaaeens 32
4.2.5 Statistick€ VyhodnoCen ..........cccviieiiieeiieeeeee e 33



5 Vysledky 34

6 Diskuze 36

T ZLAVEY aonuneenrenenrennennennennessessesessesssssssssssssesssssessessesssssssssssssssssssssssssesssssessesssssssssssssessesassssssssssnes 40

8 Seznam pouzité literatury .. 41



1 Uvod

V dnesni dob¢ je nadorové onemocnéni jednou z hlavnich pfic¢in imrti a pocet novych
ptipadl, stejné jako pocet lidi s nim Zzijicich, se neustdle zvySuje. Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) poukazuje na to, ze bez dalSich terapeutickych pokrokt se pocet umrti
dochdzi v poslednich letech k nartstu studii zamétujicich se pravé na mozné terapeutické
uplatnéni biologicky aktivnich latek rostlinného piivodu. Nékteré rostlinné latky jsou jiz proti
nadorovym onemocnim vyuzivany a mnohé jsou testovany v klinickych studiich. Nicméné,

stale existuje velké mnoZzstvi nedostatecné prozkoumanych latek a jejich interakci.

Alkaloidy jsou organické latky zéasadité povahy. Maji cyklickou strukturu a obsahuji
dusik v negativnim oxidacnim stavu. Jsou to produkty bakterii, hub, rostlin a Zivocichi.
Nejcastéji je vSak najdeme v rostlinach, kde plni roli sekundarnich metaboliti. Jednd se
pfevazné o toxické latky, které vykazuji farmakologické ucinky. Téch bylo vyuzivdno
jiz v starovéku a maji Siroké uplatnéni v tradi¢ni medicing. V roce 2017 bylo zndmo okolo 5 500
ruznych alkaloidl. Terapeuticky se vyuziva jejich protinddoroveé, protizanétlivé, antivirové
a antimalarické aktivity. Vzhledem k jejich poftu a moznym ucinkiim je velmi nadéjné,
ze praveé nekteré latky z této skupiny budou spliovat vSe pottebné pro boj proti nddorovym

onemocnénim.

Ovsem obrovsky vyznam ma pro lidsky organismus také mikrobiom a zejména jeho Cast
v distdlnim tseku gastrointestindlniho traktu. V poslednich letech se ukazuje, Ze mnoZstvi
a slozeni mikrobt hraje vyznamnou roli ve zdravi ¢loveka a pti vyvoji novych 1é¢iv by se na to
nemélo zapominat. Kromé& negativniho vlivu cytostatik na mikrobiom, je si tfeba také uvédomit,
ze 1 bakterie mohou pusobit na 1é¢ivo negativné a jeho u¢innost snizovat. Bohuzel interakce
mezi alkaloidy, jakozto cytostatiky a stfevnim mikrobiomem nejsou dosud dostatecné
prozkoumény a v ptipadé negativniho plsobeni latek vi¢i mikrobiim muze nastat celd fada
nezadoucich uc¢inki. Zvlastni pozornost by proto méla byt vénovéana predevsim vlivu alkaloid

na adherenci bakterii ke stievni sliznici.



2 Cil prace a hypotéza

Cilem prace bylo zjistit jaky vliv maji alkaloidy s antiprolifera¢ni aktivitou na stfevni
mikrobiom. A zda ptipadné jsou nékteré druhy probiotik vyrazné vhodnéjsi pro pacienty
s kolorektalnim karcinomem pti chemoterapii.

Hypotézou je, Ze rostlinné alkaloidy vyuzivané pii 1¢cbé nadorovych onemocnéni mohou

mit pozitivni vliv na stfevni mikrobiom.



3 Literarni reSerse

3.1 Mikrobiom

3.1.1 Charakteristika mikrobiomu

Lidské télo je hostitelem pro relativné nezdvisly mikrobiom zahrnujici pét hlavnich
regionalnich systémid. A to ekosystém dychacich cest, dutiny ustni, stfeva, kuze
a urogenitalniho systému. Mikrobiom zahrnuje bakterie, archea, eukaryota, houby a viry
(Greenhalgh et al. 2016; Cani 2018). Podet mikroorganismd je asi 10%*, coZ je vice neZ pocet
somatickych bunék (Maukonen & Saarela 2015; Cani 2018). NejvetSim rezervodrem mikrobi
v lidském téle je distalni ¢ast gastrointestinalniho traktu (GIT). Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos
(2014) uvadi, ze bylo identifikovano ptes 1000 druht mikroorganismt. Konkrétn¢ 92 druhti
eukaryot, 8 archei a 957 druht bakterii. Jiny zdroj udava, Ze pocet znamych druhii bakterii

ve stieve jiz presahl 1 000 jednotek (Ramakrishna 2013).

3.1.2 SloZeni intestinalniho mikrobiomu

Lidsky GIT mikrobiom ovladaji ¢tyfi hlavni bakterialni kmeny, jedna se o Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria a Proteobacteria (Mondot et al. 2013; Ramakrishna 2013).
Proteobacteria vSak oproti ostatnim tvoii pouze malé procento (Mondot et al. 2013). Do tohoto
kmene patii napiiklad celed’ Enterobacteriaceae s typickym rodem Escherichia (Jang et al.

2017).

3.1.2.1 Actinobacteria

Tento kmen tvoii fady Bifidobacteriales (napt. Bifidobacterium spp.), Coriobacteriales
(napt. Collinsella spp.) a mélo zastoupena tfida Actinobacteria (napt. Propionibacterium spp.,

Corynebacterium spp.) (Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos 2014).

Bifidobakterie jsou pfitomné jiz u kojenct, a to hlavné diky pfitomnosti v matefském
mléce. Diky jejich pfiznivym ucinkiim na lidské zdravi, jsou nektefi zéstupci tohoto rodu
komer¢né dostupni jako probiotika (Ramakrishna 2013; Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos 2014)
Tyto bakterie piisobi ptfiznivé proti nedostatku vitaminu K, atopickému ekzému, syndromu

drazdivého stfeva nebo autismu (Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos 2014).

Propionibacterium spp. se rovnéz pouzivaji jako probiotika, a to z toho divodu, Ze dokéazi
produkovat vitamin B2 a vyrabét propionat z laktatu. Tento rod je také pfitomen jiz kratce

po narozeni v intestindlnim traktu novorozence (Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos 2014). In vitro
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pokusy ukazaly, ze metabolické produkty dvou zastupcti dokazi indukovat apoptdézu bunck

kolorektalniho karcinomu (Jan et al. 2002).

3.1.2.2 Bacteroidetes

Vétsina téchto gastrointestindlnich zastupct patii do nasledujicich ¢eledi: Bacteroidaceae
(napt. Bacteroides spp.), Prevotellaceae (napi. Prevotella spp.), Rikenellaceae
a Porphyromonadaceae (napt. Porphyromonas spp.). Bakterie téchto celedi produkuji
jantarovou kyselinu, octovou kyselinu a v nékterych ptipadech propionovou kyselinu. Jedna se
o nejstabilngjsi slozku GIT mikrobiomu u zdravého dospé€lého ¢loveka (Rajilic-Stojanovié¢ &
de Vos 2014). Jejich snizené mnoZstvi ve stfev€ ma souvislost s obezitou nebo syndromem
drazdivého stfeva. Také se zdd, ze je tato skupina pfitomna ve vétSim mnozstvi u pacientli

trpicich diabetem typu 1 a 2 (Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos 2014).

Ackoliv Bacteroides spp. jsou stale povazovany za prilezitostné patogeny, maji i svou
svétlou stranku. Dokdzi metabolizovat sacharidy a proteiny na mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, a tim pifindsi nckolik zdravotnich ptinosti (Rajili¢-Stojanovi¢c & de Vos 2014;
Greenhalgh et al. 2016). Mezi jejich dalsi dulezité funkce patii dekonjugace zlucovych kyselin,
schopnost rdst na hlenu nebo vyuzit mocovinu jako zdroj dusiku. Stejné
jako Bifidobacterium spp. vyuzivaji kristu oligosacharidy z matefského mléka (Rajilic-

Stojanovi¢ & de Vos 2014).

3.1.2.3 Firmicutes

v

Tato skupina je nejrozmanitéjSi a nejbohat$i, n€kdy tvofi az 80 %  intestinalniho
mikrobiomu u zdravych jedinc (Rajili¢-Stojanovi¢c & de Vos 2014). Firmicutes miiZeme
rozdélit do tfid: Bacilli (napt. Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp.,
Staphylococcus  spp., Leuconostoc spp.), Clostridia (napt. Clostridium difficile,
Veillonella spp.) a Mollicutes (napt. Mycoplasma spp.). VétSina, a zejména Clostridium spp.
a Bacillus spp. dokazi tvofit spory, diky této vlastnosti jsou schopné prezit v gastrointestindlnim
traktu 1 mimo n&j (Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos 2014). Firmicutes jsou primarné spojeny
se ziskdvanim energie z potravy a souvisi s piiriistkem télesné hmotnosti (Mondot et al. 2013;

Greenhalgh et al. 2016).

Nejznaméjsim zastupcem tiidy Bacilli jsou laktobacily. Ty jsou zname predevsim diky
jejich probiotickym vlastnostem. OvSem oproti jinym intestinalnim rodiim (napt. Streptococcus

nebo Veillonella) jsou laktobacily zastoupeny v GIT pouze v malém mnozstvi, z tohoto ditvodu
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by mély byt soucasti stravy. Enterococcus spp. jsou obecné uznavany jako oportunni patogeny,
ackoliv jsou tyto druhy bézné a mohou dokonce vykazovat probiotické vlastnosti (Rajili¢-
Stojanovi¢ & de Vos 2014). Nicméng¢, zvysené hladiny Enterococcus spp. a Streptococcus spp.

byly pfitomné u pacientl s kolorektalnim karcinomem (Wang et al. 2012).

3.1.3 Zmény GIT mikrobiomu béhem Zivota

Kolonizace GIT mikroorganismy jedince mize zacit jiz v d€loze matky b&hem
té¢hotenstvi (Vitetta et al. 2014). Prokdzalo se, Zze se mikroorganismy vyskytuji na placent¢,
plodové membrané€ i v pupecnikové krvi, a to u zcela zdravych matek (Aagaard et al. 2014;
Greenhalgh et al. 2016) Vyznamny je, z hlediska mikrobidlnich zmén, také porod. Je znamo,
ze déti porozené ptirozenou cestou vykazuji vyssi vyskyt Lactobacillus spp. a Prevotella spp.,
zatimco déti rozené cisafskym fezem maji zvySené podily Staphylococcus spp.,
Corynebacterium spp. a Propionibacterium spp. (Mondot et al. 2013). Po narozeni se
mikrobiom rozvine a pfizpisobi novym podminkam, kdy dochéazi ke zménam ve variabilite,
struktufe i1 funkcnich vlastnostech (Thompson et al. 2015). Mezi prvni kolonizatory patii
bakterie Escherichia coli nebo jiné z celedi Enterobacteriaceae. Po vzniku anaerobniho
prostiedi za¢ne kolonizace striktné anaerobnimi bakteriemi, jako jsou Clostridium spp.,

Bacteroides spp., Bifidobacterium spp. (Mondot et al. 2013).

V détstvi ve stfevnim mikrobiomu pifevazuji opét zastupci kmenl Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobakteria a Bacteroidetes. Mimo jiné i rody (z tfidy Clostridia) Roseburia
spp., Faecalibacterium spp., Ruminococcus spp. (Hollister et al. 2015). Ty produku;ji butyrat,
ktery je spojovan se zdravym GIT mikrobiomem. Diilezita je také produkce vitaminu B2, ktery
podporuje trvaly vyvoj (Greenhalgh et al. 2016). V puberté se pak, na rozdil od dospélého
mikrobiomu, vyskytuji ve vétsi mite Clostridium spp. a Bifidobakterium spp. (Hopkins et al.
2001).

V dospélosti se lidsky mikrobiom ustali a nedochazi k vyznamnéj§im zménam. To vSak
plati pouze v pfipad¢€, kdy neni pfitomna infekce, antibioticka terapie nebo drasticka dietni
intervence (David et al. 2014). Nejvétsi zastoupeni maji kmeny Firmicutes a Bacteroidetes,

a rovnéz maji nejvetsi vliv na funkcei ekosystému GIT (Thomas et al. 2011).

Ve stafi se mikrobiom opét méni a predpoklada se, ze celkové zdravi starSich osob je tizce
spojeno s jeho slozenim. Ve staii jsou hladiny kmene Firmicutes o néco vyssi nez v dospélosti.
Avsak prevahu ma opét kmen Bacteroidetes viz obrazek 1. Také dochézi ke snizeni ochrannych

ucinkl komenzalnich bakterii rodt Bifidobakterium nebo Bacteroides (Merchant et al. 2016).
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Naopak se zvySuji pocty bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae nebo rodu Streptococcus a kvasinek
(Merchant et al. 2016). Tyto zmény souvisi s celkovym poklesem kvality zivota. Mohou byt
zpusobeny zvySenym uzivanim 1€ka, nedostatkem stravy nebo zménou hormonalni hladiny

(Greenhalgh et al. 2016).
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Obrazek 1: Fyziologické zmény mikrobiomu béhem Zzivota v ustech a GIT (Greenhalgh et al. 2016)

3.1.4 Vnéjsi vlivy na GIT mikrobiom

SloZeni mikrobiomu se méni s vékem, geografickou oblasti, ve které Zijeme, genetickou
vybavou jedince, stravou, pohlavim, pouzitim antibiotik a dal$imi (Greenhalgh et al. 2016).
Vse je vice ¢i méné propojeno, lidé bydlici ve méstech oproti t€ém na vesnicich ¢asto mivaji,
kromé& jinych environmentalnich vlivii, odliSné naptiklad stravovaci navyky. Co se tyce
genetiky, zjistilo se, Ze nékteré rody bakterii mohou mit dédi¢nou dispozici. Goodrich
a kolegové (2014) provedli studii ktera zkoumala, jaké mikrobialni rody jsou hostitelskou
genetikou ovlivnény. Nejvice se dédil Christensenella spp., ktery byl v korelaci s nizkym
indexem hmotnosti u lidi. Tuto skupinu také zajimalo, zda hladiny tohoto rodu nesouvisi spise

se stravovacimi navyky, to se vSak nepotvrdilo.

Stravovani ma rovnéZ podil na sloZeni bakterii v intestinalnim mikrobiomu, vliv byl
prokazan napiiklad u rodu Bacteroides spp.. Ukéazalo se, ze tento rod je velmi citlivy
na stravovaci navyky (David et al. 2014; Maukonen & Saarela 2015). Zmény jsou vyrazné

zvlasté u zapadni stravy, kde ptevladaji technologicky zpracované potraviny s vysokym
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obsahem jednoduchych sacharidii, zivoc¢isnych bilkovin a tukti. Hladina téchto bakterii pak
klesa (Greenhalgh et al. 2016). Bohuzel, pfitomnost vlakniny v jidelnicku je v této oblasti
nedostatecna. Bakterie fermentuji vlakninu na mastné kyseliny s kratkym fetézcem, proto by
méla byt zafazovana do stravy denné. Jeji piinos spociva v poskytovani energie pro mikrobiom,
¢imz se podili na modulaci imunitniho systému a udrzovani epiteliarni bariéry (Greenhalgh
et al. 2016). Také se zjistilo, ze mikrobiom u osob s nadvéhou, pfipadné obezitou produkuje
ménécenné metabolity a tim znesnadiiuje boj proti nadorovému onemocnéni. Mikrobiom
u osob s normalni hmotnosti byl schopen spustit apoptézu prostiednictvim katalazy a lipidové

peroxidace (Hernandez-Arriaga et al. 2017).

V poslednich letech se ¢asto diskutuje o vlivu antibiotik na stfevni mikrobiom a naopak.
Potvrdilo se, ze poddvani antibiotik pfimo narusuje ekosystém gastrointestindlniho traktu
anaslednd nerovnovaha vede k poklesu rozmanitosti. Tim, Ze se selektivné zmenSuje specificka
bakteridlni populace, mize dojit k prudkému rtstu jiného druhu, ktery byva za normalnich
okolnosti podfizen (Mondot et al. 2013). SloZzeni mikrobiomu se dokaZe obnovit, a to priblizné
po meésici od konce uzivani antibiotik. U nékterych druhli v§ak dochdzi k trvalé ztraté (Olle

2013). A ackoliv zmény po expozici antibiotik nemusi byt hned patrné, dochazi k dlouhodobym

Mrwe
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mikroorganismy GIT a ¢lovék je ohroZen infekei zplisobenou bakterii Clostridium difficile,
kterd ma sklon k recidivam (Martin et al. 2018). Infekce je nebezpecnd predev§im ve stafi.
Antibiotika mohou mit také Siroky dopad jiz v tlém véku. Dieta a 1éky (hlavné antibiotika),
kterym je novorozenec vystaven, v kombinaci s mikroby GIT v raném Zivoté, mohou byt
klicové pro aberantni molekularni signély, které vytvaii predispozici k chronickym zanétlivym
onemocnénim v dospélosti (Vitetta et al. 2014). K obnoveni pfirozeného mikrobiomu se
prokdzala byt u¢inna transplantace fekalni mikroflory (Dutta et al. 2014; Martin et al. 2018).
Nebo podavani probiotik, prebiotik nebo symbiotik.

3.1.5 Funkce intestinalniho mikrobiomu

Primarni aktivita mikrobiomu spoc¢iva ve fermentaci sacharidii naptiklad na laktat, acetat,
propionat, butyrat, H> a CO». Energie ziskana z téchto produkt pokryva asi 10 % potiebné
lidské denni energie (Mondot et al. 2013; Ramakrishna 2013; Maukonen & Saarela 2015).
Kromé tvorby energie, jsou metabolity dulezité z hlediska regulace pH, osmo6zy nebo motility
stteva (Mondot et al. 2013). Bakterie produkuji také enzymy nutné pro traveni, k tvorbe
vitamini (napf. biotin — vitamin B7, vitamin K) nebo dalSich klicovych sloucenin
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(napf. gamma-aminomaselna kyselina) (Ramakrishna 2013; Rajili¢-Stojanovi¢ & de Vos 2014;

Martin et al. 2018).

Samotnou svou piitomnosti jsou bakterie uzitecné, a to z divodu tvorby bariéry pied
kolonizaci exogennimi nebo oportunistickymi patogeny (Mondot et al. 2013; Takiishi et al.
2017). Podstatny vliv maji také na imunitni systém hostitele (Martin et al. 2018). Stfevni
bakterie jsou pfedpokladem pro produkci imunoglobulinu A ve stfevni sliznici. Dulezité je
1 funkce modulovat expresi hostitelskych genii, ty mohou regulovat nékteré fyziologické funkce
Clovéka (Maukonen & Saarela 2015). Vitetta a kolegové (2014) uvadi, Ze produkty
metabolismu bakterii ve stievé plsobi jako signaliza¢ni molekuly, které ovliviuji hostitelské
funkce metabolické odpovédi. Z téchto diivoda je mikrobialni slozeni GIT zkoumano daleko

vice nez mikrobidlni systémy na jiném misté v téle.

Specifickou skupinou bakterii jsou probiotika. Jejich pfinos neni zatim jednoznacny,

ale mnozi se domnivaji, ze poskytuji jak profylakticky ucinek, tak i terapeuticky.

3.1.5.1 Specifické funkce probiotik

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které pii poddvani v pfiméfeném mnozstvi maji
pro hostitele zdravotni ptinos (Boyle et al. 2006; Maukonen & Saarela 2015). Prvni mySlenka,
ze 7ivé mikroorganismy mohou zlepSit zdravi anebo piedchdzet nemocem, se zrodila
na pocatku dvacatého stoleti. Predpokladalo se, Ze podavani bakterii jejichZz produktem je
laktat, mize zmirnit rist a hladinu patogennich bakterii v GIT (Mego et al. 2013; Rushdy
& Gomaa 2013; Vitetta & Hall et al. 2014). Prebiotikum je neZiva sloZzka potravy, ktera
poskytuje hostiteli zdravotni ptinos. Ten je spojeny s modulaci sttevniho mikrobiomu (Fotiadis
et al. 2008). Jako prebiotika se napiiklad pouzivaji oligosacharidy z vldkniny. Kombinované
pouziti prebiotik a probiotik se oznacuje jako synbiotika. To ale plati, pouze pokud je ptinos
pro zdravi synergicky (Rushdy & Gomaa 2013). Probiotika a synbiotika byvaji nejcastéji

konzumovény v rozmanitych formach, jako je jogurt, mléko, syry a jiné mlécné vyrobky.

Probiotické bakterie jsou neinvazivni, a i pies silné pfilnuti k intestinalnimu epitelu by
nemély byt patogenni (Boyle et al. 2006; Mego et al. 2013). Obvykle kolonizuji lidské stievo
pouze piechodné a nevytvareji toxiny nebo metabolity nebezpecné pro lidské zdravi (Boyle
et al. 2006; Mego et al. 2013). Zaroven musi byt odolné vici zaludecni kyselin€ a zZlu€¢ovym

solim.

VétsSina  z aktudlné pouzivanych probiotik patfi do rodi: Bifidobacterium spp.

a Lactobacillus spp.. V probiotickych ptipravcich se vSak také pouzivaji rody: Enterococcus
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spp., Pediococcus spp., Streptococcus spp., Lactococcus spp., Propionibacterium spp., Bacillus

spp. a Saccharomyces spp. (Boyle et al. 2006; Maukonen & Saarela 2015).

Obecn¢ se da fict, ze probiotika méni metabolickou aktivitu stfevniho mikrobiomu, méni
fyzikéalné-chemické podminky v tlustém stfevé, mohou vézat potencidlni karcinogeny,
produkuji mastné kyseliny s kratkym fetézcem a protinddorové nebo anti-mutagenni slouceniny
(Fotiadis et al. 2008). Kyseliny s kratkym fetézcem mohou byt vyuzity pfi restituci kolonocytt
(Mego et al. 2013). V ptipad¢ butyratu byla prokazana inhibice proliferace rakovinnych bunék
a podpora apoptozy in vitro. Pfiznivé ucinky byly pozorovany i u propiondtu a acetatu bakterie

Propionibacterium acidipropionici (Fotiadis et al. 2008).,

Mimo jiné, produkuji bakteriociny, peroxid vodiku a biosurfaktanty, ty napomahaji jejich
pteziti a mohou konkuren¢né inhibovat adherenci vice patogennich bakterii viuci stitevnimu
epitelu (Boyle et al. 2006). Také mnoho probiotickych druhii in vitro indukuje produkci mucinu
buiikami intestinalniho epitelu a nékteré také indukuji tvorbu defensinu - 2 (Boyle et al. 2006).
Defensin - 2 je antibioticky peptid, ktery je lokalné regulovan zanétem. Je produkovan

neutrofily (Schroder & Harder 1999).

Imunologicky pfinos probiotik spociva v regulaci bunécnych signalizacnich cest
a v regulaci produkce cytokintl (Vitetta & Hall et al. 2014). Zjistilo se, ze kli¢ova je signalizace
pomoci Toll like receptortt (TLR), kterou zajiStuje komenzalni mikrobiom a je esencialni
pro homeostazu sttevniho epitelu a ochranu pied poskozenim epitelu. Po rozpoznani
molekularnich vzorcli komenzalnich mikroorganismli, zacnou TLR stimulovat produkci
epiteliarnich ochrannych faktori. To je pravdépodobné dilezity mechanismus, kterym
probiotika ptisobi. TLR jsou aktivovany naptiklad pomoci lipopolysacharidi, flagellinu nebo
lipoteichoové kyseliny. TLR za¢nou ovliviiovat produkci cytokini pomoci intracelularnich

vvvvvvvv

latek (Boyle et al. 2006).

Ukézalo se, ze urcCité druhy vykazuji specifické imunologické ucinky. Konkrétné

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) zvySuje mitogenstimulaci a cirkulaéni koncentrace

-----

Ptiznivy Gcinek probiotik se potvrdil pti patologickych stavech jako je zacpa, prijem,
Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida, syndrom drazdivého tra¢niku, virova gastroenteritida
nebo nekrotizujici enterokolitida (Rushdy & Gomaa 2013; Vitetta et al. 2014) Také poméahaji

pfi atopickém ekzému, zmiriuji pfiznaky laktézové intolerance a snizuji sérovy cholesterol
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(Fotiadis et al. 2008). Pozornost je jim vénovana i v onkologii, a to ptevazné diky probiotickym
ucinkiim v oblasti prevence kolorektalniho karcinomu. Divodem je pouziti probiotik jako
adjuvantni terapie pro protinadorovou lé¢bu. Zplisoby, jimiz mohou bakterie ovliviiovat vyvoj

karcinomu je nékolik, zjednoduseny pohled na tuto problematiku ptinadsi obrazek 2.

M
T-lymfocyty s De
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Imunitni system
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Bakterie Epitel, nadorove bufky

Obrazek 2: Bakterie mohou spolehlivé ovliviiovat rakovinné buiilky tfemi cestami. Prvni spociva
v pfimém pisobeni, ve druhé jsou zménéné bunky ovliviiovany pomoci metabolitl, které mohou
zapfticinit reakci imunitniho systému nebo opét pisobit ptimo. Posledni mozna cesta je pomoci interakce
bakterii simunitnim systémem. Na obrazku zastupuji imunitni systém bunky T-lymfocyty,

Nf — neutrofily, Mf — makrofagy a DC — dendritické bunky (Posocco et al. 2015).

3.2 Kolorektalni karcinom a vliv probiotik

3.2.1 Charakteristika kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom (KK) je maligni nddorové onemocnéni tlustého stieva. KK je
pfi¢inou vysoké umrtnosti a morbidity u pacientld s rakovinou po celém svéte. Je to tieti
nejcastéji diagnostikovanou rakovinou u muz, a dokonce druhou nejCastéjSi u Zen
(Zhou & Zheng 2013; Doskocil et al. 2015; Kuipers et al. 2015). Incidence a mortalita KK
v poslednich letech jsou zobrazeny na obrazku 3. KK spolu s karcinomem Zaludku jsou
nejcastéj$i  karcinomy  gastrointestindlniho traktu. Spole¢né¢ patii do kategorie

gastrointestinalnich karcinomi.
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Obrazek 3: Incidence a mortalita KK na 100 000 osob (Schneiderova & Bencko 2015).

3.2.1.1 Rizikové a preventivni faktory

KK je siln€ spojeny s faktory Zivotniho stylu. Riziko onemocnéni stoupd s koufenim,
obezitou, konzumaci alkoholu, konzumaci stravy s vysokym obsahem tukd nebo s vyssi
konzumaci cerveného masa (Schneiderovd & Bencko 2015). Disledky se pak projevi
na bunécné a molekuldrni urovni. Kromé ovlivnitelnych rizikovych faktorti, existuji také
faktory neovlivnitelné. Zde patii pohlavi a v€k. Jak roste incidence s v€kem je patrné
na obrazku 4. Vys$§i incidence onemocnéni je typickd pro muze ve véku nad 50 let

(Schneiderova & Bencko 2015).

Na druhou stranu, existuji také preventivni doporuceni, kterd riziko snizuji. Patii zde
strava bohatd na vldkninu, kyselinu listovou a dal$i vitaminy (Coppede 2014;
Kuipers et al. 2015). Ptiznivy vliv maji také mlééné vyrobky, ovoce, zelenina a celozrnné
pecivo. Dulezitym faktorem v prevenci je 1 fyzicka aktivita, kterd by méla probihat alespon

30 minut denné (Kuipers et al. 2015).
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Obrazek 4: Vékova struktura pacientd s diagnostikovanym KK. Vékova struktura ukazuje % zastoupeni
vékovych skupin (popf. zemielych na diagnézu). Strmy vzestup tohoto onemocnéni zacina

jiz po 45. roce véku (Schneiderova & Bencko2015).

3.2.1.2 Formy kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom je zplsoben postupnou akumulaci jak genetickych,
tak epigenetickych zmén (Chen & Fang 2015). NejcCastéji se vyskytuje ve dvou formaéch,
ato ve form¢ sporadické (asi 70 %) a v men$i mife ve formé hereditarni (asi 30 %)
(Schneiderova & Bencko 2015). KK existuje také ve formé asociované s idiopatickymi
sttevnimi zanéty, jako jsou ulcerdzni kolitida nebo Crohnova nemoc. Tato forma spolu
s hereditarni (familiarni) formou vSak neni pfili§ Casta (Zavoral et al. 2013; Bosman & Yan

2014).

Sporadicka forma KK je disledkem akumulace epigenetickych zmén, které souvisi
pfedevsim s Zivotnim stylem (Hagland et al. 2013). Epigenetické zmény jsou ty, které ovliviiuji
genovou expresi, avSak nejsou zpusobeny zmeénou v nukleotidové sekvenci DNA
(Chen & Fang 2015). Podileji se naptiklad na zménach v metylaci DNA nebo pfi specifickych
histonovych modifikacich. Vysledkem je pak zména funkce urcitych genti (Coppede 2014;
Chen & Fang 2015).

Hereditarni forma vznika na podkladé genetickych syndromt. S touto problematikou je
spojovan naptiklad Lynchiiv syndrom nebo familidrni adenomat6zni polypoza (Coppede 2014;

Kuipers et al. 2015).
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3.2.1.3 Etiologie kolorektalniho karcinomu

KK vznikd z normalni sliznice tlustého stfeva, avSak v zavislosti na urcitych faktorech,
muze vdaném mist¢ vzniknout intraepitelidrni neoplazie a poté dojit k riistu benignich
adenomatoznich 1ézi. Pokud nedojde k jejich odstranéni, mohou se tyto léze rozvinout
v karcinomy, viz obrazek 5 (Hagland et al. 2013). Vyvoj asymptomatického adenomu
v karcinom trva obvykle n¢kolik let (Chen & Fang 2015). Takto pozménéné buiiky pak ztraci
schopnost bunéénych oprav a apoptodzy (Zavoral et al. 2013; Raskov et al. 2014).

Maligni polyp

Rizikowva Cast sliznice Pozdni adenom

tlusteho stieva Invazivni rakovina

tasny adenom I:il

)
P oL |

Lymfatické uzliny ~ Metastatické lymfatické uzliny

Obrazek 5: Vznik a vyvoj rakoviny tlustého stfeva (Hagland et al. 2013)

K lepsimu pochopeni mechanismi karcinogeneze byly popsany tfi hlavni koncepty
etiologickych cest (Bosman & Yan 2014). Prvni je draha chromozomalni nestability. Objasnéni
dréhy bylo usnadnéno objevem genu APC (adenomatous polyposis coli), ten je odpovédny
za familidrni adenomat6zni polypozu (FAP) (Zavoral et al. 2013; Bosman & Yan 2014).
Mutace APC aktivuji signalizacni drdhu Wnt, ktera hraje hlavni roli ve vyvoji KK. Aktivace
Wnt drahy je jiz pfitomna u adenomatdznich polyptl, prekurzorovych 1ézi KK, a proto je
povazovana za ¢asnou 1ézi v karcinogenezi. Velké mnozstvi adenomatdznich polypt a nasledna
mutacim dochdzi rovnéz i u pacientli se sporadickou formou. Obvykle vSak az od 70 let

a na rozdil od FAP jsou mutace somatické, nikoliv zarode¢né (Zavoral et al. 2013).

Druhd cesta je spojend s nestabilitou mikrosateliti a je zodpovédnd za vyvoj
hypermutujicich karcinomti. Prototyp téchto cest byl objeven pfi hledani genetického piivodu
dédi¢né nepolypoznich rakoviny tlustého stieva, ktera je dnes znama jako Lynchliv syndrom
(Bosman & Yan 2014). Béhem replikace DNA dochézi k chybam jako je chybné zatazeni nebo
vylouceni jedné baze nebo kratkého useku. Toto je ndsledné opraveno diky funkci enzymu

mutatorovych gent (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 nebo EPCAM) (Kuipers et al. 2015). OvSem
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pokud tyto geny nefunguji spravn€, dochazi k hromadéni mutaci, které se vyskytuji
v sekvencich mikrosatelitii. Jedna se o opakujici se sekvence DNA, vétSinou o délce 1 az 6 paru
bazi, které¢ se vyskytuji vcelém genomu (Zavoral et al. 2013; Kuipers et al. 2015).
Mikrosatelitova nestabilita se krom Lynchova syndromu vyskytuje ve 12 % také ve sporadické
formé. U té je zpuisobena promotorovou metylaci, kterd vypina transkripci proteinu, jenz je

zodpovédny za opravy DNA (Zavoral et al. 2013).

Tieti cesta souvisi s mechanismy regulujicimi transkripci, jenz ¢asto zpiisobi utlumeni
tumor-supresorovych genl. Ty jsou zodpovédné za regulaci bunécného déleni, ovliviuji
diferenciaci a apoptozu bunck. Klicovym regula¢nim faktorem je tumor supresorovy gen p53.
Jeho inaktivace hraje podstatnou roli ve vzniku malignich nadorovych onemocnéni

(Zavoral et al. 2013, Doskocil et al. 2015).

3.2.1.4 Terapie

Lécba KK se odviji od toho, v jakém stadiu se karcinom vyskytuje. Dle Modré knihy
ceské onkologické spolecnosti se v prvotnich stadiich pfistupuje kresekci bez pouziti
chemoterapie a radioterapie. Ty jsou vSak uz u pokrocilejSich 1ézi nutné a doplnuji
se chirurgickou 1é¢bou. Jako chemoterapeutika jsou doporuceny 5-fluorouracil/leukovorin
nebo kapecitabin. Dale se pouzivaji naptiklad léky irinotekan nebo oxaliplatina (Doskoc¢il et al.
2015; Kuipers et al. 2015) Dle potieby se pouzivaji také rizné kombinace a existuje celd fada

dalSich latek, které mohou byt pouzity.

Chemoterapie dosadhla, diky zmapovani lidského genomu, zna¢ného pokroku. Bylo
identifikovano nékolik potencidlnich molekularnich cilf, které mohou byt vyuzity ve specifické
1é¢bé jednotlivych podskupin pacientd. Proto by v nasledujicich letech mélo dojit k pokroku
v chirurgii 1 chemoradioterapii a 1écba by se méla stile vice individualizovat. To, spolecné

Mrwe

a lepsi kvalitu Zivota pacientl s kolorektadlnim karcinomem (Kuipers et al. 2015).

3.2.2 Probiotika a nadorova onemocnéni

Soucasné klinické dikazy ptiznivého pusobeni probiotik jsou omezené, a to hlavné
z diivodu obav tykajicich se vyvolani iatrogenni infekce zprostfedkované pfenosem rezistence
vuci antibiotikiim (Boyle et al. 2006; Mego et al. 2013). Pacienti s nddorovym onemocnénim
jsou imunokompromitovani, a to nejen v disledku samotného onemocnéni, ale také diky

protinadorové 1écbé (Mego et al. 2013). Znacna Cast probiotickych rodi je pfirozené¢ odolna

21



vuci antibiotikiim (napft. rod Lactobacillus spp. vici vankomycinu) (Boyle et al. 2006; Mego
et al. 2013). Rezistence je ve vétsSin€ ptripadi vnitini (chromozomalné kédovana) a tudiz nejsou
snadno prenosné na jiné druhy (Boyle et al. 2006). Bohuzel n¢které druhy mohou nést
potencialné prenosné plazmidové rezistence. To by mohlo byt nebezpecné, pokud by se
probiotika staly infekénimi ¢inidly nebo by svou odolnost ptenesly na endogenni mikrobiom

(Mego et al. 2013).

Probiotika svymi vlastnostmi napomahaji udrzovat homeostazu, tim také snizuji vedlejsi
ucinky spojené s 1écbou nadorového onemocnéni. Rovnéz ma mlééna kyselina ptiznivy ucinek
na toxické ucinky protinddorové terapie. Jeji ucinky ovliviiuji aktivaci nebo deaktivaci
metabolitl zpisobujicich prijem (Mego et al. 2013). Krom¢ toho, mohou byt mutagenni
slou€eniny, bézné ptitomné v zapadni stravé, vdzany bakteriemi mlééného kvasSeni. Pfitomnost
vazby byla v korelaci s redukci mutagenity pozorované po expozici bakteridlnich rodd. Bylo
prokazano, ze laktobacily rozkladaji nitrosaminy. To jsou prokdzané karcinogeny

u zvirat a byly nalezeny i v lidskych vykalech (Fotiadis et al. 2008).

Mnozstvi dikazi, které podporuji probiotické uzivani jako protinddorovou 1éc¢bu, je
nedostatecné a lisi se v poctu pouzitych druhli nebo v davce probiotik. Zaroven byla vétSina
pokust provedena pouze na malém mnozstvi osob, a proto je zapotiebi zrealizovat velké

propracované klinické studie na toto téma.

3.2.2.1 Probiotika a radia¢ni terapie

Radiacni terapie zodpovida za celou fadou nezadoucich ucinki. Mezi né patii ztraty chuti
k jidlu, nevolnosti nebo opét prijjem. lonizujici zareni plisobi na stfevni sliznici a tim také narusi
sloZeni stfevniho mikrobiomu. Prijem u lidi podstupujicich radia¢ni terapii v oblasti bficha
a panve se vyskytuje v rozmezi 50 az 90 % (Andreyev et al. 2005). Tento stav muze byt 1é¢en
1éky (napt. loperamid), ale v nékterych ptipadech musi byt radioterapie preruSena. Na rozdil
od chemoterapie nezplisobuje radioterapie hematologickou toxicitu a naslednou neutropenii.
Proto je riziko iatrogenni infekce zplisobené probiotiky velmi nizké (Andreyev et al. 2005;

Mego et al. 2013).

Probé¢hla dvojit€¢ zaslepend, placebem kontrolovana studie s 482 pacienty. Studie
zkoumala piipravek, ktery obsahoval Zivotaschopné lyofilizované bakterie nékolika riznych

druhti laktobacili a bifidobakterii a jeden Streptococcus spp.. Tato studie potvrdila,

cw v

prijmu a zadvaznost jeho projevi, ve srovnani s placebem. Autofii také hlasili vyznamné nizsi
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pocet stievnich polypt a krat$i dobu uzivani 1¢kti (lorepamid) v probiotické skupin¢ (Blanarova

et al. 2009).

3.2.2.2 Role probiotik béhem chemoterapie

Cilem chemoterapie je pomoci cytostatik zastavit prib&h rastu nddorovych bungk.
fadu nezadoucich ucinkii. Mezi né patii naptiklad alopecie, organova toxicita, prijmy nebo
neutropenie. Ubytek bilych krvinek je obzvlasté zavazny, a to z diivodu zhorSeni funkci
imunitniho systému a naslednym rizikem infekénich komplikaci (Mego et al. 2013). DalSim
problémem je zména slozeni stfevniho mikrobiomu. Bylo zjiSténo, Zze do jednoho dne
po hospitalizaci se zméni polovina endogennich mikroorganismi neutropenickych pacientd,
pfiCemz gramnegativni (Casto nozokomialni) kmeny nahrazuji ty ptivodni. Pivodni byvaji
nic¢eny samotnym chemoterapeutikem nebo dodate¢nym Sirokospektrym antibiotikem (Mego
et al. 2013). Probiotika mohou byt béhem chemoterapie uc¢inna prevence proti kolonizaci stiev

patogennimi mikroorganismy, vzniku neutropenie nebo prijmu.

Na téma neutropenie a probiotika probéhly dvé malé klinické studie (Mego et al. 2005;
Mego et al. 2006). V prvni byl probioticky druh Enterococcus faecium podavan 6 pacientim
s rakovinou varlat 1é¢enych chemoterapeutiky. Po podani probiotik nebyla febrilni epizoda
pozorovana ani u jednoho z nich (Mego et al. 2005). Nicméné ve studii od Mego a kolegl
(2006), do které bylo zatazeno 14 pacientti s akutni nebo chronickou myeloidni leukémii, nebyl
pozitivni Uc¢inek tohoto rodu prokdzan. E. faecium nebyl UCinny pii prevenci febrilni

neutropenie. To vSak nevylu€uje ochranny ucinek jinych probiotickych kment.

Potvrzeny je vSak ucinek probiotik a jejich produktu (mlé¢né kyseliny) v ptipadé prijmu.
Metaanalyzy (Kale-Pradhan et al. 2010; McFarland 2006; Hempel et al. 2012) potvrdily
ucinnost probiotik v prevenci antibiotiky vyvolanych priiymi, vCetné infekce vyvolané bakterii
Clostridium difficile (Kale-Pradhan et al. 2010). Vyskyt prijmu béhem 1éc¢by akutni leukémie
jemezi 15 % a 80 %. Te¢zké prijmy jsou nejCastéjsi béhem indukéni faze chemoterapie.
Ve studii bylo preventivni podavani probiotického kmene E. faecium spojeno s nizkou
incidenci (14 %) prijmu, a to i pies skutecnost, ze polovina pacientll dostavala induk¢ni terapii

(Mego et al. 2006).

Jednim z klicovych 1¢kt pouzivanych pii 1écbé kolorektalniho karcinomu je irinotekan.
Ten svym metabolitem (SN - 38) vyvolava prijem v 60 az 90 %. SN - 38 je glukuronidovan

v jatrech a nasledn¢ dekonjugovan ve stieveé. Za dekonjugaci je zodpovédny bakterialni enzym
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beta — D — glukuronidaza. Dekonjugovana forma zpusobuje piimé poskozeni sliznice a vznik
malabsorpce (Fotiadis et al. 2008). Je vSak znamo, ze probiotické bakterie snizuji aktivitu
beta — D — glukuronidazy, a proto se mohou aplikovat pii prevenci priijmu vyvolané¢ho timto

1éC¢ivem (Mego et al. 2013).

Dalsim Iékem vyuzivanym v 1é¢bé KK je 5 - fluorouracil (5 - FU). Ten rovnéz poskozuje
stievni sliznici a je spojen s vyvojem laktozové intolerance (Osterlund et al. 2004). Podavani
probiotik by mohlo zmirnit priijem podobnym zplisobem jako u klasické populace s lakt6zovou
intoleranci (Osterlund et al. 2004; Mego et al. 2013). V klinické studii (Osterlund et al. 2007)
byli pacienti s KK, lé¢eni 5 - FU a leucovorinem, ndhodné rozdé¢leni do dvou skupin. Jedna
skupina pacientll dostavala LGG a vldkninu, zatimco druha skupina pouze placebo. Pacienti,
kteti dostavali probiotika méli pouze mirné prijmy a hlasili méné bolesti v bfiSe a celkové

vyzadovali mén¢ péce.

Nicmén¢, nesmime ani zapominat, ze mikroorganismy mohou zapfiCinit i rizna
onemocnéni. Bakterie mohou byt zodpovédné za metabolické, autoimunitni nebo
neuropsychiatrické nemoci, naptiklad syndrom drazdivého tra¢niku, alergii, obezitu, diabetes,
onemocnéni jater nebo rakovinu (Cani 2018; Martin et al. 2018). Dilezité jsou také jejich

schopnosti ovliviiovat u¢innost celé rady 1é¢iv.

3.2.3 Pusobeni mikrobiomu na chemoterapeutika

Pii 1é€bé nadorovych onemocnéni musi byt terapeutické léky peclivé vybirany nejen
podle stadia progrese onemocnéni, ale také podle interakce s mikroby. Ty totiz mohou Uc¢inky
1éka ovliviiovat. Jsou znamy tii zpisoby. Mikrobiom muze usnadiovat ucinnost 1€kd, rusit
a neutralizovat  protirakovinné ucinky nebo zprostiedkovat toxicitu. Je znamo,
ze mikroorganismy moduluji naptiklad 5 - fluorouracil, cyklofosfamid, irinotekan, oxaliplatin,
gemcitabin nebo methotrexat. NejCastéjsi nasledky interakce chemoterapeutika s mikrobiomem
jsou: translokace bakterii, imunomodulace prostiedi, metabolizace 1é¢iva ¢i enzymaticka

degradace. Dulezité je také snizeni bakterialni rozmanitosti (Alexander et al. 2017).

Viaud a kolegové (2013) provedli studii na mysich, u kterych zkoumali vliv malych
intestindlnich komenzalnich mikroorganismil na 1écbu cyklofosfamidem. Zjistili, Ze toto 1é¢ivo
zpusobuje diskontinuitu stfevni bariéry. Tim se umoznil pfechod bakterii do sekundarnich
lymfatickych organt a dosSlo ke stimulaci specifickych T-lymfocytt, které napoméhaly
ucinkiim cyklofasfamidu a inhibici tumoru. U mysi, u kterych byl v disledku antibiotik

mikrobiom narusen, k inhibici tumoru nedochéazelo. Co se tyce imunomodulace, zde nedochézi
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k translokaci bakterii do sekundarnich organti imunitniho systému, ale bakterie samy produkuji
zanétlivé cytokiny nebo piimo aktivuji buitky imunitniho systému, ¢imz také podporuji G€inky

chemoterapeutika (Alexander et al. 2017).

Bakterie také diky jejich metabolismu a enzymatické degradaci mohou latky
napf. redukovat, hydrolyzovat, dekarboxylovat nebo dealkylovat. Do ob¢hu jsou nasledné
vyludovany metabolity, které mohou pisobit toxicky (Alexander et al. 2017). Casty je také
piipad, kdy diky bakteridlnim enzymim dojde k inaktivaci 1é¢iva. Bylo potvrzeno, Ze nékteré
bakterie mohou byt rezistentni na chemoterapeutické 1é¢ivo gemcitabin a pfeménovat ho
do jeho neaktivni formy. Klicovy se ukazal bakteridlni enzym cytidin-deaminaza, ktery je
typicky pro bakterie tfidy Gammaproteobacteria. Déle také zjistili, ze nékteré bakterie
zpusobuji rezistenci i1 na 1€k oxaliplatin. Zde vSak rezistence neni zprostiedkovana cytidin-
deaminazou (Geller et al. 2018). Enzymatickd degradace se projevuje také u irinotekanu

(Fotiadis et al. 2008), jak jiz bylo zminéno v ptedchozi kapitole.

Z ptedchozich poznatkti vyplyva, ze mikroorganismy hraji kliCovou roli v riznych
patologickych stavech. To vede k Gsili preventivné upravit sloZzeni mikrobiomu. a zajistit
podminky pfi kterych bude G¢inek chemoterapeutik mikroby podporovan (Mondot et al. 2013,
Alexander et al. 2017). Zdokonalovani znalosti v této oblasti mtZe byt kli€¢ové 1 pro sestaveni
terapeutik, které se v budoucnu zaméfi na mikrobiologicky zprosttedkované fizeni zdravi
v pritbéhu zivota (Greenhalgh et al. 2016). DileZité je také najit latky, které nebudou bakteriemi
negativné ovliviiovany, ale naopak budou mikrobi jejich pozitivni G€inky umociovat.
V soucasnosti je zkoumana celd fada cytostatickych latek, které by mohly doplnit nebo pfipadné
nahradit dosud pouZivanid chemoterapeutika. Velkou skupinou téchto latek jsou prave
alkaloidy, jejichz néktefi zastupci vykazuji zddouci UCinky proti n€kterym rakovinnym

onemocnénim.

3.3 Alkaloidy

3.3.1 Charakteristika

Alkaloidy jsou skupina pfirozené se vyskytujicich organickych chemickych sloucenin.
Maji cyklickou strukturu a obsahuji dusik v negativnim oxida¢nim stavu, ktery ma omezenou

distribuci v zivém organismu (Kabera et al. 2014; Roy 2017).

Jsou to produkty Siroké skaly organism, které¢ zahrnuji bakterie, houby, rostliny a nékteré
zivocCichy. V soucasnosti je znamo jiz 27 000 alkaloidii (Kukula-Koch & Widelski 2017).
NejcastéjSim zdrojem alkaloidd jsou kvetouci rostliny. Bylo zji§téno, Ze asi 20 % rostlinnych
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druhii obsahuje alkaloidy (Roy 2017). Ty pak, jako sekundarni metabolity rostlin, slouzi
predevsim k jejich ochrané proti bylozravcim a patogenim. Maji vyznamné biologicky aktivni
ucinky. Obecné plati, ze jsou alkaloidy velmi toxické, ale zdrovenn maji v malych davkach

terapeuticky ucinek (Ahmed et al. 2017).

U clovéka alkaloidy ovliviiuji nervovy systém prostfednictvim neurotransmiterti. Maji
vliv naptiklad na acetylcholin, epinefrin, norepinefrin, gama aminomadselnou kyselinu, dopamin
nebo serotonin. Vyhoda vyuzivani rostlinnych latek jako 1éCiv spocivd v tom, Ze jsou
rostlinné alkaloidy a jejich syntetické derivaty se pouzivaji jako zakladni 1éCivé latky na celém
svete pro jejich analgetické, antispastické a baktericidni G¢inky (Qiu et al. 2014; Roy 2017).
Neékteré také vykazuji antiproliferacni (Khazir et al. 2014), antivirové nebo antimetastatické

ucinky na rizné typy rakoviny in vitro 1 in vivo (Qiu et al. 2014).

Na zékladé jejich biosyntetického prekurzoru a heterocyklického kruhového systému
byly slouceniny zafazeny do riiznych kategorii, které zahrnuji indol, piperidin, tropan, purin,
pyrrolizidin, imidazol, chinolizidin, isochinolin, a pyrrolidin (Roy 2017). Latky jako
aminokyseliny, peptidy, nukleotidy, nukleové kyseliny a aminy nejsou obvykle nazyvané

alkaloidy (Kabera et al. 2014).

3.3.2 Amarylkovité alkaloidy (Amaryllidaceae)

Celed” Amarylkovitych zahrnuje 75 rodfi a asi 1100 druhi, ty jsou Siroce rozifeny
v tropickych a subtropickych oblastech Jizni Ameriky a Jizni Afriky (Ding et al. 2017). Mezi
zname zastupce patii narcisy (Narcissus), bledule (Leucojum) nebo snézenky (Galanthus). Jako
prvni z této rodiny byl izolovéan alkaloid lycorin z Narcissus pseudonarcissus (Narcis zluty)
v roce 1877 (Van Goietsenoven et al. 2010). JizZ v minulosti byly tyto rostliny vyuzivany nejen
jako okrasné, ale také jako lidové rostlinné Iéky. V soucasnosti bylo u mnoho alkaloidi z této
skupiny popsdno néckolik farmakologickych Uc¢inkd. Ptikladem jsou protinddoroveé,
antimikrobidlni, antimalarické, cytotoxické, antivirové a protizanétlivé uc¢inky nebo ucinky
na centralni nervovy systém (CNS) ¢i schopnost inhibovat acetylcholinesterdzu (AchE)
(Jin 2016; Cimmino et al. 2017; Ding et al. 2017). Uspé&$nym zastupcem je také galanthamin,
ktery je jiz schvalen pro pouziti v Evropské unii a ve Spojenych statech pro 1écbu Alzheimerovy
choroby (Ding et al. 2017). Dulezitou vlastnosti je také to, ze tito zastupci vykazuji vysokou
selektivitu vici nadorovym buitkdm a nizkou toxicitu vici buiikdm zdravym (Dalecka et al.

2013).
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Alkaloidy amarylkovitych rostlin jsou slouceniny, které patii do velké skupiny
izochinolinovych alkaloidii. Predpokldda se, Ze se alkaloidy tvoii biogeneticky
intramolekularni oxida¢ni vazbou norbelladinti. Dle zplisobu spojeni se tyto alkaloidy déli
do n¢kolika skeletarnich typa: lykorinovy typ (lykorin), galantaminovy typ (galanthamin),
tazettinovy typ (tazettin), pankratistatinovy typ (pankratistatin), homolykorinovy typ
(homolykorin), haemanthaminovy typ (haemanthamin), krinanovy typ (krinin), norbelladinovy
typ (norbelladin) nebo montaninovy typ (montanin). Dal$i jsou minoritni skupiny vychazejici
z fenanthidonu, fenanthridinu, plicaminu, gracilinu, galanthindolu. K dnesnimu dni bylo

ziskano celkem 357 riznych struktur (Ding et al. 2017).

3.3.2.1 Alkaloidy a bunécny cyklus

Alkaloidy, které jsou schopny modulovat bunéény cyklus, se lisi tim, ve které fazi cyklu
pusobi a jakym zplisobem buiiku moduluji (Dalecka et al. 2013). Buné¢ny cyklus se sklada
z taze G1, faze S, faze G2 a M faze. V Gl fazi dorista bunka po ptedchozim déleni a ptipravuje
se na dal$i. Po této fazi miZe bunka zacit S fazi nebo mize opustit bunéény cyklus a prejit
do tzv. klidové faze GO, kde se jiz ned¢li. (Nair & van Staden 2018). V S fazi dochazi
k replikaci DNA a vznikd chromozom se dvéma sesterskymi chromatidami (Li et al. 2004).
Nasledné se v G2 fazi zdvojndsobi organely a tvoii se struktury pro déleni (Kastan & Bartek
2004). Poté nastava M faze, ktera se sklada z mitozy a cytokineze. Béhem mitozy rozdéli bunika
svou DNA a cytoplazmu na dvé Casti. Mitoza se sklada z profaze, prometafaze, metafaze,

anafaze a telofaze (Hirano 2015; Paier et al. 2018).

Regulaci bunééného cyklu zajiStuji dva kontrolni body, jeden na ptelomu faze G1
a S a druhy mezi G2 a M fazi. Mimo jiné, zde piisobi nejznamé;jsi tumor supresorovy gen p53.
Ten rozhoduje, zda bube bunka opravena nebo dojde k apoptoze. Také existuje kontrolni bod
v metafazi, ktery zjist'uje, zda se chromozomy srovnaly a napojily na délici vieténko. Cyklus
je kontrolovan i proteiny, zejména cykliny. Ty se vaZzi na cyklin-dependentni kindzy (CDK)
a tidi je. Hladina CKD v pribéhu bunécného cyklu je konstantni, méni se v§ak hladiny cyklint

pro vstup do jednotlivych fazi. Urcuji postup bunéénym cyklem (Nair & van Staden 2018).

Spousta chemoterapeutik ovlivituje pravé bunécny cyklus. Naptiklad 5-fluorouracil,
gemcitabin, methotrexat a irinotekan plisobi v S fazi. Cistiplatina na pielomu S a G2 faze.
Docetaxel, paclitaxel jsou zndmy tim, ze moduluji M fazi (Nair & van Staden 2018).
Také Vinca alkaloidy (vinkristin, vinblastin, vindesin, vinorelbin a vinflunin) jsou schopné

vazat mikrotubuly a zapfiCinit jejich rozpad (Paier et al. 2018). Stejné¢ jsou na tom nékteré
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amarylkovit¢ alkaloidy (lykorin, heamanthamin, heamanthidin), které zodpovidaji
za dezorganizaci mikrotubull. Ty, jsou nutné pro tvorbu déliciho vietena a spravny prubéh
mitdzy (Van Goietsenoven et al. 2010). Li a kolegové také zjistili, ze lykorin dokaze inhibovat
histon deacetylazu, a ta zapii¢ini zastaveni bunécného cyklu ve fazi GO/G1. Lécba lykorinem
také snizila expresi genu p53 (Li et al. 2012). Jiny zdroj uvadi, ze lykorin indukuje apoptozu
nadorovych buiiek vnitini mitochondridlni cestou prostfednictvim modulace proteinu Mcl-1,
ktery apoptozu inhibuje (Dalecka et al. 2013). He et al. (2015) uvadi, Ze haemanthamin (obr. 6)

vyvolava apoptdzu také snizenim procentudlniho zastoupeni bunék ve fazi S bunécného cyklu.

<)j",MeO

Heamanthamin

Obrazek 6: Vzorec haemanthaminu (Jin 2016)

Ackoli jsou protinadorové aktivity detekované ve vSech fadach amarylkovitych alkaloida,
lykoriny (obr. 7), haemanthamin, haemanthidin a fenantridonovy typ (pancratistatin,
narciklazin) jsou nejcastéj$imi volbami v takto zaméfenych studiich (Van Goietsenoven et al.

2010).

Lykorin

Obrazek 7: Vzorec lykorinu (Jin 2016)

V soucasnosti jsou pancratistatin a narciklazin, diky jejich protinddorové aktivité,
pfitomny v riznych fazich klinického testovani s moznou komercializaci. Oba inhibuji rtizné
nadorové bunky, pancratistatin komplikuje cévni zasobeni nadoru a zptsobuje jeho nekrézu
(Ding et al. 2017). Narciclasin a pancratistatin ptusobi na rakovinné bunky epitelidlniho ptivodu
(karcinom), ale ne na gliomové buiiky. Jako dalsi nadéjny amarylkovity alkaloid se vSak jevi
lykorin. Ten nejspise u€inkuje prostiednictvim cytostatickych u¢inkli (Van Goietsenoven et al.
2010).
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Naptiklad ve studii (Van Goietsenoven et al. 2010) uc¢inku vybranych alkaloidl na Sest
ruznych rakovinnych bunéénych linii se pohybovaly ICso lykorinu v rozmezi od 4,2 po 8,7 pM.
Ukéazalo se, ze apoptdéza nebyla indukovana v lidskych glioblastomovych buiikach ani
v koncentraci 10x vyss$i nez jeho in vitro inhibi¢ni hodnota ICso. Také ve studii Lamoral-Theys
a kolegové (2009) byl lykorin testovan na ¢tyfi rizné rakovinné bunééné linie, zde se jeho ICso
pohybovala od 4,3 do 8,5 uM. V jiné studii byl lykorin testovan na bunécnou linii leukémie

HL60, ICs0 se pohybovala okolo 1 uM (Li et al. 2004)

Haemanthamin nebyl soucésti vyzkum tolikrét jako lykorin, ale objevil se naptiklad
ve studii Nair (2018), kde je uvedeno, ze haemanthamin a haemanthidin vykazuji v davkach
od 5 do 20 uM inhibi¢ni G¢inky na leukemickou bunécnou linii Jurkat. Také He a kolegové
(2015) zjistili, ze ICs0 haemanthaminu na 6 riznych rakovinnych bun&énych liniich se pohybuje

od 4,5 uM do 8,5 uM.

Kromé¢ vySe zminénych se nadéjné jevi i dal§i zastupci amarylkovitych alkaloidi.
Ve studii Chen a kolegové (2016) zjistili, ze amarylkovity alkaloid hipeastrin inhiboval
bunééné linie HT29 pii davce ICso = 3,98 pg/ml. Vanéckova a kolegové (2016) testovali
cytotoxickou aktivitu proti Caco—2 a HT29. Buphanisin prokéazal zajimavou cytotoxicitu proti
obéma liniim, ICso v pfipadé¢ Caco-2 byla 8,59 uM a v piipadé¢ HT29 byla 5,32 uM. Masi
a kolegové (2019) testovali alkaloidy z Haemanthus humilis (B€lokvét) na 6 ruznych
rakovinnych linii a zjistili, ze alkaloid montanin mél v ptipad¢ stfevni linie HCT—-15 ICs0=6,8

uM.

BohuzZel nékteré amarylkovité alkaloidy vykazuji i znaéné toxické ti¢inky. Mohou nastat
gastrointestinalni problémy (zvraceni, prijem), kardiopulmonalni uc¢inky (respiracni
onemocnéni, paralyza, az zéstava srdce), halucinace nebo neurotoxické ucinky na CNS
(Ding et al. 2017). Boophone disticha a Crinum macowanii (Kfin), coZ jsou amarylkovité
rostliny, projevily genotoxicky U¢inek vici lidskym lymfocytim a rostliny rodu Narcissus
(Narcis) jiz byly v minulosti pouZzivany k vyvolani halucinace nebo k sebevrazdam. Po poZiti
N. pseudonarcissus (N. zluty) nebo N. jonquilla (Narcis okolikaty) dochdzi z pocatku
k bolestem bficha, zvySenému slinéni, nevolnosti, zvraceni a k priijmu. PoZiti malého mnozstvi
rostliny miiZze nasledné zplsobit neurologické nebo srdecni nasledky, ovSem pokud je pozito

vetsi mnozstvi muze nasledovat i smrt (Ding et al. 2017).

Toxicky ucinek mohou mit alkaloidy také na probiotické bakterie, a pravé to by mohlo

vyvolat spoustu komplikaci s jejich vyuzitim v terapii nddorovych onemocnéni.
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3.3.3 Pusobeni alkaloidi na stifevni mikrobiom

Na druhou stranu, v nékterych piipadech je toxicky ucinek alkaloidi na bakterie Zadouci.
Je tomu tak hlavné v pfipadé patogennich bakterii. Svétova zdravotnicka organizace
v poslednich letech bojuje s narGstajici rezistenci bakterii vii¢i antibiotikiim. Nemoci,
bakteridlniho ptivodu, které se dnes bézné 1é¢i, nebudou na soucasné¢ pouzivana antibiotika
reagovat. Proto jsou alkaloidy zkoumany také z hlediska antibakterialnich u¢inka (Nair et al.
2017). Bohuzel diky tomuto trendu je vétSina studii zaméfend pravé na vliv alkaloidi
proti patogentim, a nikoliv na interakci s prospéSnymi druhy bakterii. Nicméné, je zadouci,
aby doSlo k nalezeni takovych latek, které by dokdzaly inhibovat proliferaéni aktivitu
nadorovych bunék a zaroven by zvySovaly adherenci prospéSnych bakterii k nddorovym

bunkam.
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4 Material a metodika

4.1 Material

Lactobacillus plantarum (CCM 385; lidska stolice) a Lactobacillus gasseri (DSMZ 2243;
lidsky kmen). Ceské sbirky mikroorganismii. Bujon Wilkins Chalgren a Rogosa agar od Oxoid
(UK).

Bunééné kultury adenokarcinomu tlustého stieva Caco—2, HT29 zakoupené z European
Collection of Cell Culture (ECACC). Dulbecco‘s Modified Eagles Medium (DMEM), fetalni
bovinni sérum (FBS), neesencialni aminokyseliny, hydrogenuhli¢itan sodny, pyruvat sodny,
penicilin, streptomycin, trypsin, fosfatovy pufr (PBS), byly ziskdny od Sigma-Aldrich (CZ).
Dimethylsulfoxid (DMSO) zakoupen u Lach-Ner (CZ). Triton-X100 od Sigma-Aldrich (USA).

Amarylkovité¢ alkaloidy lycorin, haemanthamin byly izolovdny z rostlin druhu
Zephyranthes robusta. Jako standard byl pouZit komer¢né dostupny vinca alkaloid Vinorelbin
od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Cistota viech testovanych slou¢enin byla
>95%. Tento vysledek byl ovéfen spektroskopii a nukledrni magnetickou rezonanci.
Amarylkovité alkaloidy pouzité v této praci byly pfipraveny na Farmaceutické fakulté

Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Dale byly pouzity Reader infinite M200 (Tecan Austria GmbH, Grodig, Austria), vodni
lazeti (Schoeller Instruments, CR), vodni lazeni (Huber Kiltemnsaschinenbau AG, DE),
termostat (Schoeller Instruments, CR), centrifuga (Universal 320, Schoeller Instruments, CR),
analytické vahy Practum 213-1S (Sartorius, Némecko), laboratorni michacka Vortex (IKA®,
DE), souprava na ¢isténi vody (Merck Millipore, USA). Kultivacni ldhve, serologické pipety,
24-jamkové kultivacéni desticky a 96-ti jamkové kultivacéni desticky, Petriho misky byly
potizeny od ThermoFisher (UK).

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava bakterialni suspenze

Lactobacily byly pfes noc kultivovany ve Wilkins-Chalgren bujonu pii 37 °C
za anaerobnich podminek. Poté byly centrifugovany (2000 rpm, 10 minut), tfikradt promyty
fostatovym pufrem PBS a resuspendovany v PBS na koncentraci 108 KTJ/ml, stanovené

z jejich optické hustoty pti 600 nm, pomoci Tecan Infinite M200.
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4.2.2 Kultivace bunéénych linii

Bunécné linie kolorektalniho karcinomu ve formé bunécéné linie Caco—2 a HT29 byly
péstovany v DMEM mediu s 10% FBS, 1% roztokem penicilinu a streptomycinu, 1%

hydrogenuhli¢itanem sodnym, 1% pyruvatem sodnym, 1% neesencialnimi aminokyselinami.

Buriky byly péstovany v kultiva¢nich lahvich (75 cm?) s 15 ml pfislu§ného media, ty pak
byly vloZeny do inkubétoru s fizenou atmosférou obsahujici 95 % vzduchu, 5 % CO: pii teploté
37 °C. Medium bylo ménéno kazdé dva dny. Buiiky byly po sedmidenni kultivaci proplachnuty
pomoci PBS, aby bylo odstranéno staré¢ medium a inhitor trypsinu. Nasledné bylo ptidano 5 ml
trypsinu na dobu 3 minut. Po 3 minutach byl trypsin neutralizovan pomoci 1 ml media.
Nésledné byla bunécnd monovrstva seSkrdbana pomoci bunécné Skrabky a piepipetovana
do 15 ml zkumavky typu Falcon. Takto byly vzorky centrifugovany po dobu 10 minut
pii 200 x g. Bylo odstranéno staré medium a buiky byly nafedény v novém mediu. Z takto
nachystané suspenze bylo odebrano 0,5 ml media s bunkkami a dany k 15 ml nového DMEM,
media v kultivacni 1ahvi pro dalsi kultivaci. Kultivacni lahev byla umisténa do CO; inkubatoru

(37 °C a 5% CO; atmosféra).

4.2.3 ZaloZeni 24-jamkové desticky

Z bunécné suspenze, kterd byla dikladné rozpusténa, bylo odebrano 100 pl, smichano se
100 pl tripanové modie a nasledné byla odebrana kapka a byla dina na Biirkerovu komirku.
V 1 ml suspenze byl spocitan obsah bunék. Dle vypoctu byla zjiSténa pfesnd koncentrace
sklizenych bunék. Do smési bylo pfiddno 3,6 x 10* Caco-2 a 0,4 x 10* HT29. Tato smés byla
pipetovana na jamku v objemu 500 pl a takto pfipravena desticka byla uloZena v kultivanim
boxu. Po dobu 14 dni bylo kazdé 2—-3 dny vyménéno medium za Cerstvé. Po 14 dnech by méla

probéhnout plna diferenciace bunck a také by mélo dojit k plné konflucenci monovrstvy.

4.2.4 Test adherence

Staré medium bylo odsato a bunééné monovrstva byla 3x promyta PBS. Poté byly
na monovrstvu pfidany 3 rtzné alkaloidy. V pfipadé lycorinu a haemanthaminu
v koncentracich: 2, 1 a 0,5 uM. V pfipad¢ vinorelbinu v koncentracich 0,5 a 0,05 uM. Pouzité
koncentrace vychazi z ¢lanku Doskocil a kolegové (2015), kde byly stanoveny ICso a my jsme
pracovali s hodnotami okolo této koncentrace. Ddle byly na monovrstvu pfidany bakteridlni
kmeny L. plantarum a L. gasseri. Poté nasledovala inkubace po dobu 2 hodin pti 37 °C v 5%
atmosféfe CO>. Po uplynuti této doby byly jamky 3x promyty PBS, pro odstranéni
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neadherovanych bakterii na monovrstvach, které byly nasledné rozruseny ptidanim 300 pl 1%
Tritonu-X100 na jamku po dobu 30 s a diale doplnény PBS. Poté byly suspenze
s zivotaschopnymi bakteriemi zfedény a naoCkovany na Petriho misky a zality Rogosa agarem.
Po 72 hodinach inkubace za aerobnich podminek a pti 37 °C byly spocitany KTJ a byla
stanovena adherence, vyjadiena jako procento adherovanych bakterii s danym alkaloidem

na mnozstvi adherovanych bakterii bez piisobeni alkaloidu.

4.2.5 Statistické vyhodnoceni

K statistickému vyhodnoceni byl vyuzit f-test k analyze rozptylu a nasledné t-test
pii hladiné vyznamnosti p <0,05 prostiednictvim aplikace Excel. U zjisténych dat byl vyjadien

primér + smérodatné odchylka.
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5 Vysledky

V této préaci jsme porovnavali in vitro adherenci bakterii L. plantarum a L. gasseri
v prostiedi, kde byl pfitomny dany alkaloid. Vysledna hodnota byla porovnana s adherenci,
ktera probéhla za stejnych podminek az na pfitomnost alkaloidu. Pouzili jsme lykorin
a haemanthamin. Jako kontrola byl pouzit Vinca alkaloid vinorelbin. Namétené hodnoty jsou

shrnuty v tabulce 1 a znazornény v grafech 1 a 2.

Lykorin inhiboval adherenci jak v ptipad¢ L. gasseri, tak i v ptipad¢ L. plantarum. U obou
druhil bakterii byl inhibi¢ni vliv lykorinu pfi 1 pM/ml o néco malo vyssi nez u koncentrace
2 uM/ml. Koncentrace 0,5 pM/ml také adherenci snizovala, ale hodnoty jsou oproti pfedchozim
koncentracim nizsi. Pokud srovndme L. gasseri a L. plantarum je patrné, ze lykorin mél mensi

vliv na adhezi L. plantarum.

Haemanthamin v ptipadé€ L. gasseri opct adhezi snizoval a opét pii koncentraci 1 pM/ml
vice nez pfi koncentraci 2 pM/ml. Pfi koncentraci 0,5 pM/ml naopak doslo k zvySeni
adherence, pouze ale 0 0,15 % =+ 1,46 oproti adheze bez haemanthaminu. U L. plantarum doslo
k zvySeni adherence pii koncentraci 2 uM/ml 1 1 uM/ml, bylo to o hodnoty 0,48 % + 1,17
a 0,32 % + 1,50. Pti koncentraci 0,5 uM/ml byla adheze opét niZsi, oproti vzorku bez alkaloidu.
Co se ty€e miry negativniho ovlivnéni adherence, z vysledki je patrné, Ze haemanthamin, stejné

jako lykorin, vice ovliviioval L. gasseri.

Posledni byl vinorelbin, ten byl pouzit pouze ve dvou koncentracich, a to v 0,5 uM/ml
a 0,05 uM/ml. Pfi koncentraci 0,5 pM/ml v ptipadé L. gasseri doslo k mirnému zvySeni adheze

0 0,30 % = 0,78. V ostatnich ptipadech doslo u obou druhti bakterii ke snizeni adheze.
Nicméné statistickd analyza ukazala, Ze vysledky nejsou statisticky prukazné (p <0,05).

Tab. 1: Adherence laktobacill s alkaloidy ve srovnani s adherenci laktobacill bez alkaloidi

Alkaloid Druh laktobacilu
L. gasseri L. plantarum
uM/ml prumér (%) + SD pramér (%) + SD

2 -238+1,18 -0,83 +£0,38

Lykorin 1 -2,56 £ 1,15 -1,27 £ 0,98
0,5 -127+1.23 -0,38 + 1,09

2 -1,25+ 1,37 048 £1,17

Haemanthamin 1 -2,08 + 1,01 0,32 + 1,50
0,5 0,15+ 146 -0,83 +£1,43

Vinorelbin 0,5 0,30 + 0,78 -0,78 £ 1,53
0,05 -0,24 + 1,35 -041 + 1,64
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Vliv alkaloidu na adhezi laktobacila z hlediska koncentraci

) [11] |
(R ” \ HT

0,5 0,05

Adherence (%)
adherence laktobacild bez alkaloidu

o
Koncentrace alkaloid (uM/ml)
m L. gasseri + lykorin m L. gasseri + haemanthamin L. gasseri + vinorelbin
L. plantarum + lykorin H L. plantarum + haemanthamin u L. plantarum + vinorelbin

Graf 1: Adherence laktobacili na bunéfnou linii kolorektalniho karcinomu s alkaloidy.
Lykorin, haemanthamin v koncentracich 2, 1 a 0,5 uM a vinorelbin v koncentracich 0,5 a 0,05
uUM. Z grafu je patrné, ze alkaloidy adherenci bakterii spiSe snizuji a se snizujici se koncentraci
dochazi k mensimu vlivu na adherenci.

Vliv alkaloidu na adhezi laktobacilu z hlediska bakterii
| X
0

| ] I
e

L. gasseri L. plantarum
Druhy bakterii

Adherence (%)
adherence laktobacilt bez alkaloidd

0=

® Lykorin 2 uM/ml ® Lykorin 1 pM/ml Lykorin 0,5 pM/ml
Haeman. 2 pM/ml Haeman. 1 pM/ml Haeman. 0,5 pM/ml
= Vinorelbin 0,5 pM/ml Vinorelbin 0,05 pM/ml

Graf 2: V prvni ¢asti grafu vidime tfi testované alkaloidy a jejich vliv na L. gasseri, v druhé
¢asti vliv na L. plantarum. Pokud srovname ob¢ Casti vidime, ze vétsi koncentrace alkaloida
vice ovliviluji L. gasseri nez L. plantarum.
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6 Diskuze

Posledni verze databdze GLOBOCAN obsahuje odhady vyskytu, imrtnosti a prevalence
36 typt nadorovych onemocnéni v 185 zemich svéta. Odhadlo se, ze rok 2018 mél piinést
18,1 milionti novych ptipadii nddorového onemocnéni. Pro kolorektalni karcinom byl odhad
1,8 milionti novych ptipadt a 881 000 umrti. Celkovée se kolorektalni karcinom fadi na 3. misto

z hlediska incidence a na 2. misto z hlediska timrti (Bray et al. 2018).

V ptirodé mizeme najit celou fadu aktivnich latek, které mohou byt vyuzity i jako 1éCiva.
Rostliny syntetizuji mnoho sekunddrnich metabolitl, které jim pomahaji piezit. Mezi né patfi,
mimo jiné, alkaloidy. Ukazalo se, Ze alkaloidy mohou byt pfinosné i pro zdravi lidi nebo zvitat
(Debnath et al. 2018). Pro alkaloidy obsazené v amarylkovitych rostlinach je typicka jejich
strukturdlni rozmanitost, stejné¢ tak 1 velké mnozstvi rtiznych biologickych aktivit.

Dominantnim tématem se vSak staly jejich cytotoxické uc¢inky (Nair et al. 2016).

Hlavni strategii nddorovych onemocnéni je chemoterapie. K té¢ mohou byt vyuZity praveé
amarylkovité alkaloidy. Jejich ucinky na kolorektalni karcinom se staly v mnoha ptipadech
predmétem zkoumani poslednich let. Stejné tak, se rozviji 1 vyzkumy zaméfené na plisobeni
lidského mikrobiomu a jeho interakce s 1é¢ivy. Mikrobiom muiZe ovliviiovat 1é¢ivo nékolika
zpiisoby, at’ uz pfiznivé nebo negativné. Stejné tak, funguje tato interakce i z druhé strany,

kdy 1é¢ivo mtize ovlivitovat mikrobiom.

Mikrobiom ma dilleZitou funkci ve fyziologickém fungovani organismu. Velkou roli ma
1 pfi nadorovych onemocnénich, jak v regulaci imunitni odpovédi, tak i v ptipadé zmirnéni
disledkt terapie (Helmink et al. 2019). Pfiznivé G¢inky v téchto situacich vykazuji hlavné
probiotika, do nichz patii ptedevSim Lactobacillus spp. nebo Bifidobacterium spp. (Sharif et al.
2018). Probiotika jsou ptipravky obsahujici zivotaschopné mikroby (Posocco et al. 2015). Mezi
jejich hlavni vyhody patii schopnost prezit v gastrointestinalnim traktu, adherovat ke sttevnimu
epitelu, schopnost imunomodulace nebo bakteridlniho antagonismu. Schopnost bakterii
adherovat ke stfevni sliznici se li§i v zdvislosti na druhu bakterie. Bylo prokézano,

ze rozhoduyjici jsou hlavné biofyzikalni a biochemickeé vlastnosti (Santarmaki et al. 2017).

Kromé dobrych adheren¢nich vlastnosti, je nutné, aby probiotika pouzivana u pacientii
s kolorektalnim karcinomem vykazovala i dalsi prospésné vlastnosti. Napiiklad, v in vivo studii
(Sivan et al. 2015) mysi s nadorovym onemocnénim, doslo, diky Bifidobacterium breve
a Bifidobacterium longum, k nartistu imunitni odpovédi a vétSi odezvé na chemoterapii

nez u kontrolni skupiny. Prob¢hla také mensi klinicka studie (Liu & Huang 2014), které se
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zucastnilo 100 pacientli, jenz trpéli kolorektalnim karcinomem nebo karcinomem Zzaludku.
Po 4 tydnech doslo u 96 % skupiny, kterd dostavala mix bifidobakterii, ke zlepSeni stavu.
Ve skupiné, kterd probiotika nedostavala hlésilo zlepSeni pouze 32 %. Vyjma bifidobakterii,
také lactobacily vykazuji celou fadu prospesnych tcinkti. Ramiah a kolegové (2008) testovali,
zda L. plantarum zabranuje adhezi jinych bakterii na buiikkdch Caco-2. Jeho kolonizace
na zminéné bunécné linii zabranila adhezi 81 % bunék Clostridium sporogenes a 91 %
Enterococcus faecalis. Navic L. plantarum A7 a L. rhamnosus GG snizily rychlost ristu
nadorovych bun¢k HT29 a Caco—2 (Sadeghi-Aliabadi et al. 2014). Také druhy L. acidophilus
a L. casei dokazi spolehlivé inhibovat proliferaci nddorovych bunék, vcetné¢ linie HT29
(Choi et al., 2006). Rovnéz L. paracasei, dokaze inhibovat proliferaci, ale zaroven,
ma 1 schopnost adherovat k bunikdm karcinomu tlustého stieva Caco—2 (Chondrou et al., 2018).
Ovsem bakteridlni adheze mlze byt ovlivnéna pravé chemoterapeutikem a disledkem muze

byt jeji snizeni nebo naopak zvyseni.

Na zminénou problematiku je zaméfend i tato prace, ve které, bylo cilem zjistit jaky
budou mit amarylkovité alkaloidy na adhezi vliv. Co se ty€e vybéru laktobacilli, zvolili jsme
dva druhy a to L. gasseri a L. plantarum. L. plantarum vykazuje skvélé funk¢ni vlastnosti

a vysokou adhezni kapacitu ke sttevnimu epitelu (Santarmaki et al. 2017).

Pro nastoleni podminek in vitro prosttedi kolorektalniho karcinomu jsme pouZzili smésnou
kulturu bunéénych linii Caco—2 a HT29. Tato smésnd kultura dokaZe simulovat vhodné
podminky pro bakteridlni adhezi, bakterialni transport nebo pro sledovani bakteridlniho

antagonismu (Grajek & Olejnik 2004).

S vybérem alkaloidii jsme navazali na studii Doskocil a kolegové (2015), kde
nejvyrazngjSich cytotoxickych vysledkii bylo dosazeno u tii alkaloidd, a to u haemanthaminu,
haemanthidinu a lykorinu. Inhibi¢ni koncentrace pro 50 % buné¢k (ICso) haemanthaminu byla
v piipad¢ Caco—2 = 0,99 uM a v ptipadé HT29 = 0,59 uM; u haemanthidinu to bylo 3,3 uM
a 1,7 uM au lykorinu 0,99 uM a 1,2 uM. V této praci jsme pouzili lykorin a haemanthamin.

V nasi studii jsme pracovali s koncentraci 2; 1 a 0,5 uM. Tyto koncentrace byly vybrané
zamérn€, aby se posoudil vliv na adhezi s koncentraci vyssi a nizsi, nez je ICso. Vysledky,
ale ukézaly, ze testované alkaloidy nemaji statisticky vyznamny vliv na adhezi testovanych
testovanym kmentim. Tu jiz dokézali Narasimha Rao & Venkatachalam (2000), kteti zkoumali
fenantroindolizidinové alkaloidy pergularinin a tylophorinidin z indické rostliny Pergularia
pallida. Tyto alkaloidy byly hodnoceny z hlediska své biologické aktivity, a predevsim aktivity
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vuci Lactobacillus leichamnnii. 1Cso byla u pergularininu 45 pM a tylophorinidinu 40 uM.
Koncentrace alkaloidti 75-95 uM vedly k Gplné ztraté aktivity enzymu dihydrofolatreduktaza,
ktery je klicovym cilem v chemoterapii a byl purifikovan pravé z L. leichmannii. Nicméng,
takto vysoké koncentrace se jiz nepovazuji za cytotoxické a nemaji dalsi vyznam pii hledani
1éku proti nadorovym onemocnénim. Jiné studie (Kato et al. 2008), ktera zkoumala inhibi¢ni
aktivitu alkaloidi zjistila, Ze sinomenin inhiboval Lactobacillus spp. pti koncentraci ICso = 969
uM. Coz je opét vysokd koncentrace, kterd by méla pravdépodobné fatdlni dusledky

pro gastrointestindlni trakt a navazujici soustavy bez rozdilu nadorovych a normalnich bunék.

Inhibi¢ni vlivy na probiotika byly také objeveny u berberinovych alkaloidt. Napiiklad
Xie a kolegové (2011) zjistili, Zze berberin inhiboval rast Lactobacillus spp., jehoz vétsi
zastoupeni ma mit souvislost s obezitou. Berberinové alkaloidy testované na Bifidobacterium
adolescentis prokazaly inhibi¢ni Uc¢inek se vzriistajici koncentraci, ICso byly 790,3 pg/ml
(berberin), 339,6 ng/ml (koptisin) a 229,8 ug/ml (palmatin) (Yan et al., 2009). U mikrobiomu
krys byla inhibovana i cela fada patogennich bakterii, ale u Lactobacillus spp. doslo k posileni
(Zhang et al., 2015). Podobné dopadla i studie (Fan et al. 2015), kterd zkoumala n¢kolik skupin
prasat. Skupina, kde prasata dostavala probiotické bakterie 1 berberin, méla ve vykalech vyssi
hladiny probiotickych bakterii oproti kontrolni skupin€ a zaroven stejné hodnoty jako ta
skupina, kde prasata dostavala pouze probiotika. Kromé¢ vyzkumu na zvitatech, byl berberin
soucasti 1 randomizované, dvojité zaslepené, placebem kontrolované klinické studie (Yifei et
al. 2018), které se zii€astnilo 409 pacientli s diagnostikovanym diabetes mellitus 11. typu. Studie
ukazala, Zze u pacientd, kterym byly podavany probiotika v kombinaci s berberinem, doslo
k vyraznému zlepSeni kontroly glykémie oproti skuping, kterd dostavala placebo nebo pouze
probiotické bakterie. Z tohoto 1ze odvodit, Ze kombinace berberinu s probiotickymi bakteriemi
muze byt prospésna.
Existuji 1 dal$i, nize zminéné, ptipady, kdy alkaloidy probiotika negativné neovlivnily.
Gupta a kolegové (2016) zkoumali antimikrobidlni aktivitu rostliny Azadirachta indica
(Azadirachta indickd). Alkaloidy byly pfitomné v ke, listech a semenech. Nicméné v listech
a semenech byly kromé alkaloidl také taniny, saponiny, flavonoidy a fenolové slouceniny.
Pouze vkife byly samotné alkaloidy. U jednotlivych c¢asti rostliny byla zjiStovéana
antimikrobialni aktivita proti L. acidophilus, L. rhamnosus a L. casei. Kira ani u jednoho
z probiotickych druhti nejevila antibakterialni u¢inky. Také Thuy a kolegové (2012) se zamétili
na dva nové aporfinové alkaloidy z ¢eledi ldhevnikovitych. Tyto dva alkaloidy vykazovaly

sttedni aktivitu proti Ctyfem testovanym rakovinnym bunécnym liniim. Nasledné byla
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zkoumana také jejich aktivita proti bakteriim Lactobacillus fermentum, Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus a Bacillus subttilis. Prvni alkaloid bohuzel vykazoval antibakterialni
aktivitu proti vSem ctyfem druhiim. Nicméné druhy alkaloid, inhiboval pouze S. aureus

a B. subttilis, probiotické bakterie nijak neovlivnil.

Alkaloidy lykorinového typu, nemaji vyrazny vliv nejen na probiotické bakterie, jak
ukdzaly naSe vysledky, ale ani na ty patogenni. Lykorin byl testovan napiiklad proti
grampozitivnimu patogenu Corynebacteriu fascians, ale dle vysledki k antibakterialnim
ucinkim zde nedoSlo. Testoval se i proti dal§im 11 riznym patogenim v nékolika
koncentracich a ani tady vyznamné inhibi¢ni G¢inky lykorin nevykazoval (Nair et al. 2017).
Opét, pouze jen, mirné antibakteridlni ucinky lykorinu na nékteré druhy stievnich bakterii
uvadéji Bendaif a kolegové (2018). Stejné tak, Locarek a kolegové (2015), ktefi testovali
nékolik amarylkovitych alkaloidl proti kvasinkdm, E. coli a S. aureus. Lykorin inhiboval pouze
kvasinky a ani na jeden z bakteridlnich druhti neptsobil. Podobné na tom byl také
haemanthamin, ktery mél vliv pouze na n¢které kvasinky, ale nemél zadny vliv na bakterie.
Minimélni antibakteridlni U¢inky lykorinu mohou byt spjaty s mitochondridlnimi geny.
Bakterie, jez neobsahuji mitochondridlni DNA jsou pak vici lykorinu rezistentni (Cao et al.

2013).

Ackoliv to vypada, Ze lykorin ani haemanthamin nevykazuji na bakterie Zadné inhibicni
ucinky nebo pouze malé, bohuzel, vyzkumy provedené na toto téma se mezi sebou lis§i v mnoha
faktorech. Proto neni zcela adekvatni je porovndvat a vyvozovat zavéry pouze z téchto
informaci. Je potieba dalSich vyzkumd, které by se zamétily vyloZené na vliv antiproliferacnich
alkaloid na probiotické bakterie, jelikoz ani mnozstvi studii zabyvajicich se touto

problematikou neni dostatecné.
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7 Zavér

Amarylkovité¢ alkaloidy lykorin a haemanthamin vykazuji pozitivni antiprolifera¢ni
aktivitu proti nadorovym buinikdm. Oba alkaloidy by proto mohly byt zvazovany jako budouci
chemoterapeutikum pfi 1é¢be kolorektalniho karcinomu. Na zakladé této diplomové prace Ize
fici, Zze alkaloidy adhezi laktobacili ovlivnily pouze minimalné. To se shoduje 1 s nékterymi
poznatky dosavadnich studii, které nejCastéji dokazuji, ze amarylkovité alkaloidy v nizkych
koncentracich nemaji na probiotické bakterie vyrazny negativni vliv. Hypotéza, ze alkaloidy
vyuzivané pti 1écbé naddorovych onemocnéni mohou mit pozitivni vliv na mikrobiom, byla
vyvracena. K jejimu pifipadnému potvrzeni by bylo potieba provést dalsi a rozsdhlejsi vyzkum.

Co se tyce vybeéru probiotickych bakterii pro pacienty s kolorektalnim karcinomem, dobré
adherentni vlastnosti a piiznivé ucinky na nadorové bunky vykazuji zastupci Lactobacillus spp.,
naptiklad L. plantarum, L. acidophilus, L. casei nebo zéstupce Enterococcus spp., jimZ je
E. faecium. Vhodnymi probiotiky jsou také zastupci Bifidobacterium spp.. OvSem vysledky

studii se mnohdy lisi a urcit jednoznac¢né nejvyhodnéjsi druhy neni mozné.

40



8 Seznam pouzité literatury

Aagaard K, Ma J, Antony KM, Ganu R, Petrosino J, Versalovic J. 2014. The placenta harbors
a unique microbiome. Science Translational Medicine 6:1—11.

Ahmed E et al. 2017. Secondary metabolites and their multidimensional prospective in plant
life. Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry 6:205-214. Dostupné z
http://www.phytojournal.com/archives/2017/vol6issue2/PartC/6-2-2-130.pdf.

Alexander JL, Wilson ID, Teare J, Marchesi JR, Nicholson JK, Kinross JM. 2017. Gut
microbiota modulation of chemotherapy efficacy and toxicity. Nature Reviews
Gastroenterology and Hepatology 14:356-365. Nature Publishing Group. Dostupné z
http://dx.doi.org/10.1038/nrgastro.2017.20.

Andreyev HIN, Vlavianos P, Blake P, Dearnaley D, Norman AR, Tait D. 2005. Gastrointestinal
symptoms after pelvic radiotherapy: Role for the gastroenterologist? International Journal
of Radiation Oncology Biology Physics 62:1464—1471.

Bendaif H, Melhaoui A, Ramdani M, Elmsellem H, Douez C, El Ouadi Y. 2018. Antibacterial
activity and virtual screening by molecular docking of lycorine from Pancratium foetidum
Pom (Moroccan endemic Amaryllidaceae). Microbial Pathogenesis 115:138-145.
Elsevier Ltd. Dostupné z https://doi.org/10.1016/j.micpath.2017.12.037.

Blanarova C, Galovicova A, Petrasova D. 2009. Use of probiotics for prevention of radiation-
induced diarrhea. Bratislava Medical Journal 110:98—-104.

Bosman FT, Yan P. 2014. Molecular pathology of colorectal cancer Pathways in the
development of colorectal cancer. Pol J Pathol 65:257-266.

Boyle RJ, Robins-Browne RM, Tang MLK. 2006. Probiotic use in clinical practice: What are
the risks? American Journal of Clinical Nutrition 83:1256-1264.

Bray F, Ferlay J, Soerjomataram I, Siegel RL, Torre LA, Jemal A. 2018. Global cancer statistics
2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185
countries. CA: a cancer journal for clinicians 68:394—424.

Cani PD. 2018. Human gut microbiome: Hopes, threats and promises. Gut 67:1716—1725.

Cao Z, Yang P, Zhou Q. 2013. Multiple biological functions and pharmacological effects of
lycorine. Science China Chemistry 56:1382—-1391.

Cimmino A, Evidente M, Evidente A, Superchi S, Masi M. 2017. Amaryllidaceae alkaloids:
Absolute configuration and biological activity. Chirality 29:486—499.

Coppede F. 2014. The role of epigenetics in colorectal cancer. Expert Review of
Gastroenterology and Hepatology 8:935-948.

Dalecka M, Havelek R, Kralovec K, Briickova L, Cahlikova L. 2013. Alkaloidy rostlin ¢eledi
Amaryllidaceae jako potencialni 1é¢iva v terapii nadorovych onemocnéni. Chemicke Listy
107:701-708.

David LA et al. 2014. Diet rapidly and reproducibly alters the human gut microbiome. Nature
41


http://www.phytojournal.com/archives/2017/vol6issue2/PartC/6-2-2-130.pdf.
http://dx.doi.org/10.1038/nrgastro.2017.20
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2017.12.037.

505:559-563. Nature Publishing Group. Dostupné z
http://dx.doi.org/10.1038/nature12820.

Debnath B, Singh WS, Das M, Goswami S, Singh MK, Maiti D, Manna K. 2018. Role of plant
alkaloids on human health: A review of biological activities. Materials Today Chemistry
9:56-72. Elsevier Ltd. Dostupné z https://doi.org/10.1016/;.mtchem.2018.05.001.

Ding Y, Qu D, Zhang KM, Cang XX, Kou ZN, Xiao W, Zhu JB. 2017. Phytochemical and
biological investigations of Amaryllidaceae alkaloids: a review. Journal of Asian Natural
Products Research 19:53—-100.

Doskoéil 1, Hosalkova A, Safratova M, BeneSova N, Havlik J, Havelek R, Kune§ J, Kralovec
K, Chlebek J, Cahlikova L. 2015. Cytotoxic activities of Amaryllidaceae alkaloids against
gastrointestinal cancer cells. Phytochemistry Letters 13:394-398.

Dutta SK, Girotra M, Garg S, Dutta A, von Rosenvinge EC, Maddox C, Song Y, Bartlett JG,
Vinayek R, Fricke WF. 2014. Efficacy of combined jejunal and colonic fecal microbiota
transplantation for recurrent Clostridium difficile infection. Clinical Gastroenterology and
Hepatology 12:1572-1576. Elsevier, Inc. Dostupné z
http://dx.doi.org/10.1016/j.cgh.2013.12.032.

Fan G, Chang J, Yin Q, Wang X, Dang X. 2015. Effects of probiotics, oligosaccharides, and
berberine combinations on growth performance of pigs. Turkish Journal of Veterinary and
Animal Sciences 39:637-642.

Fotiadis CI, Stoidis CN, Spyropoulos BG, Zografos ED. 2008. Role of probiotics, prebiotics
and synbiotics in chemoprevention for colorectal cancer. World Journal of
Gastroenterology 14:6453—6457.

Geller LT et al. 2018. Potential role of intratumor bacteria in mediating tumor resistance to the
chemotherapeutic drug gemcitabine. HHS Public Access 357:1156-1160.

Goodrich JK et al. 2014. Human genetics shape the gut microbiome. Cell 159:789-799.
Elsevier Inc. Dostupné z http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2014.09.053.

Grajek W, Olejnik A. 2004. Epithelial cell culture in vitro as a model to study functional
properties of food. Polish Journal of Food and Nutrition Sciences 13:5-24.

Greenhalgh K, Meyer KM, Aagaard KM, Wilmes P. 2016. The human gut microbiome in
health: establishment and resilience of microbiota over a lifetime. Environmental
microbiology 18:2103-2116.

Gupta Y, Sharma D, Sharma Y. 2016. Bactericidal aktivity of different parts of Azadirachta
indica on probiotic microbes. Asian Journal of Pharmaceutical and Clinical Research 9:50—
53.

Hagland HR, Berg M, Jolma IW, Carlsen A, Sereide K. 2013. Molecular pathways and cellular
metabolism in colorectal cancer. Digestive Surgery 30:12-25.

He M, Qu C, Gao O, Hu X, Hong X. 2015. Biological and pharmacological activities of
amaryllidaceae alkaloids. RSC Advances 5:16562—-16574. Royal Society of Chemistry.
Dostupné z http://dx.doi.org/10.1039/C4RA14666B.

42


http://dx.doi.org/10.1038/nature12820
https://doi.org/10.1016/j.mtchem.2018.05.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.cgh.2013.12.032
http://dx.doi.org/10.1016/j.cell.2014.09.053
http://dx.doi.org/10.1039/C4RA14666B

Helmink BA, Khan MAW, Hermann A, Gopalakrishnan V, Wargo JA. 2019. The microbiome,
cancer, and cancer therapy. Nature Medicine 25:377-388. Springer US. Dostupné z
http://dx.doi.org/10.1038/s41591-019-0377-7.

Hempel S, Newberry SJ, Maher AR, Wang Z, Miles JN V, Shanman R, Johnsen B, Shekelle
PG. 2012. Probiotics for the prevention and treatment of antibiotic-associated diarrhea.
JAMA: The Journal of the American Medical Association 307:1959-1969.

Hernandez-Arriaga AM, Dave Oomah B, Campos-Vega R. 2017. Microbiota source impact in
vitro metabolite colonic production and anti-proliferative effect of spent coffee grounds
on human colon cancer cells (HT29). Food Research International 97:191-198. Dostupné
z http://dx.doi.org/10.1016/].foodres.2017.04.004.

Hirano T. 2015. Chromosome dynamics during mitosis. Cold Spring Harbor Perspectives in
Biology 7:1-15.

Hollister EB et al. 2015. Structure and function of the healthy pre-adolescent pediatric gut
microbiome. Microbiome 3:36. Microbiome. Dostupné z
http://dx.doi.org/10.1186/s40168-015-0101-x.

Hopkins MJ, Sharp R, Macfarlane GT. 2001. Age and disease related changes in intestinal
bacterial populations assessed by cell culture, 16S rRNA abundance, and community
cellular fatty acid profiles. Gut 48:198-205.

Chen H-M, Fang J-Y. 2015. Epigenetic Biomarkers for the Early Detection of Gastrointestinal
Cancer. Gastrointestinal Tumors 1:201-208. Dostupné z
https://www.karger.com/Article/Full Text/380784

Chen GL, Tian YQ, WuJL, Li N, Guo MQ. 2016. Antiproliferative activities of Amaryllidaceae
alkaloids from Lycoris radiata targeting DNA topoisomerase i. Scientific Reports 6:1—
10.

Choi SS, Kim Y, Han KS, You S, Oh S, Kim SH. 2006. Effects of Lactobacillus strains on
cancer cell proliferation and oxidative stress in vitro. Letters in Applied Microbiology
42:452-458.

Chondrou P, Karapetsas A, Kiousi DE, Tsela D, Tiptiri-Kourpeti A, Anestopoulos I,
Kotsianidis I, Bezirtzoglou E, Pappa A, Galanis A. 2018. Lactobacillus paracasei K5
displays adhesion, anti-proliferative activity and apoptotic effects in human colon cancer
cells. Beneficial Microbes 9:975-983.

Jan G, Belzacq AS, Haouzi D, Rouault A, M¢étivier D, Kroemer G, Brenner C. 2002.
Propionibacteria induce apoptosis of colorectal carcinoma cells via short-chain fatty acids
acting on mitochondria. Cell Death and Differentiation 9:179-188.

Jang J, Yan T, Ishii S, Hur H-G, Sadowsky MJ, Byappanahalli MN. 2017. Environmental
Escherichia coli: ecology and public health implications-a review. Journal of Applied
Microbiology 123:570-581.

Jin Z. 2016. Amaryllidaceae and: Sceletium alkaloids. Natural Product Reports 33:1318—1343.
Royal Society of Chemistry. Dostupné z http://dx.doi.org/10.1039/C6NPO0068A.

43


http://dx.doi.org/10.1038/s41591-019-0377-7
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2017.04.004
http://dx.doi.org/10.1186/s40168-015-0101-x
https://www.karger.com/Article/FullText/380784
http://dx.doi.org/10.1039/C6NP00068A

Kabera JN, Semana E, Mussa AR, He X. 2014. Plant Secondary Metabolites: Biosynthesis,
Classification, Function and Pharmacological Properties. Journal of Pharmacy and
Pharmacology 2:377-392.

Kale-Pradhan PB, Jassal HK, Wilhelm SM. 2010. Role of Lactobacillus in the prevention of
antibiotic-associated diarrhea: A meta-analysis. Pharmacotherapy 30:119-126.

Kastan MB, Bartek J. 2004. Cell-cycle checkpoints and cancer. Nature 432:316-323.

Kato A, Yasui M, Yano N, Kawata Y, Moriki K, Adachi I, Hollinshead J, Nash RJ. 2009.
Alkaloids inhibiting I-histidine decarboxylase from Sinomenium acutum. Phytochemistry
Letters 2:77-80.

Khazir J, Mir BA, Pilcher L, Riley DL. 2014. Role of plants in anticancer drug discovery.
Phytochemistry Letters 7:173—181. Phytochemical Society of Europe. Dostupné z
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytol.2013.11.010.

Kuipers EJ, Grady WM, Lieberman D, Seufferlein T, Sung JJ, Boelens PG, Velde CJH,
Watanabe T. 2015. Colorectal cancer. Nature Reviews Disease Primers 1:1-25. Dostupné
z: https://doi.org/10.1038/nrdp.2015.65

Kukula-Koch WA, Widelski J. 2017. Alkaloids. Pharmacognosy 163—198.

Lamoral-Theys D et al. 2009. Lycorine, the main phenanthridine amaryllidaceae alkaloid,
exhibits significant antitumor activity in cancer cells that display resistance to proapoptotic
stimuli: An investigation of structure-activity relationship and mechanistic insight. Journal
of Medicinal Chemistry 52:6244—-6256.

Li F, Long T, Lu Y, Ouyang Q, Tang C. 2004. The yeast cell-cycle network is robustly
designed. Proceedings of the National Academy of Sciences 101:4781-4786.

Li L, Luo Y, Dai H-J, Zheng J, Chen H-Y, Wang S-L, Liu J, Xiao X-J, Ye M. 2012. Lycorine
induces cell-cycle arrest in the GO/G1 phase in K562 cells via HDAC inhibition. Cancer
Cell International 12:49.

Liu J, Huang XE. 2014. Efficacy of Bifidobacterium tetragenous viable bacteria tablets for
cancer patients with functional constipation. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention
15:10241-10244.

Locarek M et al. 2015. Antifungal and Antibacterial Activity of Extracts and Alkaloids of
Selected Amaryllidaceae Species. Natural product communications 10:1537-1540.

Martin TC, Visconti A, Spector TD, Falchi M. 2018. Conducting metagenomic studies in
microbiology and clinical research. Applied Microbiology and Biotechnology 102:8629—
8646.

Masarykiiv onkologicky ustav. 2018. Modra kniha Ceské onkologické spoleénosti. Masarykiv
onkologicky ustav. Brno.

Masi M et al. 2019. Alkaloids isolated from Haemanthus humilis Jacq., an indigenous South
African Amaryllidaceae: Anticancer activity of coccinine and montanine. South African
Journal of Botany:1-5.

44


http://dx.doi.org/10.1016/j.phytol.2013.11.010
https://doi.org/10.1038/nrdp.2015.65

Maukonen J, Saarela M. 2015. Human gut microbiota: Does diet matter? Proceedings of the
Nutrition Society 74:23-36.

McFarland L V. 2006. Meta-analysis of probiotics for the prevention of antibiotic associated
diarrhea and the treatment of Clostridium difficile disease. American Journal of
Gastroenterology 101:812—-822.

Mego M et al. 2005. Prevention of febrile neutropenia in cancer patients by probiotic strain
Enterococcus faecium M-74. Phase I study. Neoplasma 52:159-164.

Mego M et al. 2006. Prevention of febrile neutropenia in cancer patients by probiotic strain
Enterococcus faecium M-74. Phase II study. Supportive Care in Cancer 14:285-290.

Mego M, Holec V, Drgona L, Hainova K, Ciernikova S, Zajac V. 2013. Probiotic bacteria in
cancer patients undergoing chemotherapy and radiation therapy. Complementary
Therapies in Medicine 21:712-723. Elsevier Ltd. Dostupné z
http://dx.doi.org/10.1016/j.ctim.2013.08.018.

Merchant HA, Liu F, Orlu Gul M, Basit AW. 2016. Age-mediated changes in the
gastrointestinal tract. International Journal of Pharmaceutics 512:382—395. Elsevier B.V.
Dostupné z http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2016.04.024.

Mondot S, de Wouters T, Doré J, Lepage P. 2013. The Human Gut Microbiome and Its
Dysfunctions. Digestive Diseases 31:278-285. Dostupné z
https://www.karger.com/Article/Full Text/354678.

Nair JJ, Bastida J, van Staden J. 2016. In Vivo Cytotoxicity Studies of Amaryllidaceae
Alkaloids. Natural Product Communications 11:1934578X1601100. Dostupné z
http://journals.sagepub.com/doi/10.1177/1934578X1601100134.

Nair JJ, Wilhelm A, Bonnet SL, van Staden J. 2017. Antibacterial constituents of the plant
family Amaryllidaceae. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 27:4943-4951.
Elsevier Ltd. Dostupné z https://doi.org/10.1016/;.bmcl.2017.09.052.

Nair JJ, van Staden J. 2018. Cell cycle modulatory effects of Amaryllidaceae alkaloids. Life
Sciences 213:94-101. Elsevier Inc. Dostupné z https://doi.org/10.1016/1.1fs.2018.08.073

Narasimha Rao K, Venkatachalam SR. 2000. Inhibition of dihydrofolate reductase and cell
growth activity by the phenanthroindolizidine alkaloids pergularinine and tylophorinidine:
the in vitro cytotoxicity of these plant alkaloids and their potential as antimicrobial and
anticancer agents. Toxicology in Vitro 14:53-59.

Nobel YR et al. 2015. Metabolic and metagenomic outcomes from early-life pulsed antibiotic
treatment. Nature Communications 6:1-15. Nature Publishing Group. Dostupné z
http://dx.doi.org/10.1038/ncomms8486.

Olle B. 2013. Medicines from microbiota. Nature Biotechnology 31:309-315. Nature
Publishing Group. Dostupné z http://www.nature.com/doifinder/10.1038/nbt.2548.

Osterlund P, Ruotsalainen T, Peuhkuri K, Korpela R, Ollus A, Ikonen M, Joensuu H, Elomaa
I. 2004. Lactose Intolerance Associated With Adjuvant 5-Fluorouracil — Based
chemotherapy for colorectal cancer. Clinical gastroenterology and hepatology 2:696—703.

45


http://dx.doi.org/10.1016/j.ctim.2013.08.018
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2016.04.024
https://www.karger.com/Article/FullText/354678
http://journals.sagepub.com/doi/10.1177/1934578X1601100134.
https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2017.09.052
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2018.08.073
http://dx.doi.org/10.1038/ncomms8486
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/nbt.2548

Osterlund P, Ruotsalainen T, Korpela R, Saxelin M, Ollus A, Valta P, Kouri M, Elomaa I,
Joensuu H. 2007. Lactobacillus supplementation for diarrhoea related to chemotherapy of
colorectal cancer: A randomised study. British Journal of Cancer 97:1028—1034.

Paier C, Maranhdo S, Carneiro T, Lima L, Rocha D, Santos R, Farias K, Moraes-Filho M,
Pessoa C. 2018. Natural products as new antimitotic compounds for anticancer drug
development. Clinics 73:1-11.

Posocco D, Dmitrieva O, Grivennikov SI. 2015. Microbiome Implications in Intestinal
Tumorigenesis. Intestinal Tumorigenesis:189—209.

Qiu S, Sun H, Zhang AH, Xu HY, Yan GL, Han Y, Wang XJ. 2014. Natural alkaloids: Basic
aspects, biological roles, and future perspectives. Chinese Journal of Natural Medicines
12:401-406. China Pharmaceutical University. Dostupné z
http://dx.doi.org/10.1016/S1875-5364(14)60063

Rajili¢-Stojanovi¢ M, de Vos WM. 2014. The first 1000 cultured species of the human
gastrointestinal microbiota. FEMS Microbiology Reviews 38:996—-1047.

Ramakrishna BS. 2013. Role of the gut microbiota in human nutrition and metabolism. Journal
of gastroenterology and hepatology 28:9—-17.

Ramiah K, van Reenen CA, Dicks LMT. 2008. Surface-bound proteins of Lactobacillus
plantarum 423 that contribute to adhesion of Caco-2 cells and their role in competitive
exclusion and displacement of Clostridium sporogenes and Enterococcus faecalis.
Research in Microbiology 159:470-475.

Raskov H, Pommergaard HC, Burcharth J, Rosenberg J. 2014. Colorectal carcinogenesis-
update and perspectives. World Journal of Gastroenterology 20:18151-18164.

Roy A. 2017. A Review on the Alkaloids an Important Therapeutic Compound from Plants.
International Journal of Plant Biotechnology 3:1-9.

Rushdy AA, Gomaa EZ. 2013. Antimicrobial compounds produced by probiotic Lactobacillus
brevis isolated from dairy products. Annals of Microbiology 63:81-90.

Sadeghi-Aliabadi H, Mohammadi F, Fazeli H, Mirlohi M. 2014. Effects of Lactobacillus
plantarum A7 with probiotic potential on colon cancer and normal cells proliferation in
comparison with a commercial strain. Iranian journal of basic medical sciences 17:815—
819.

Santarmaki V, Kourkoutas Y, Zoumpopoulou G, Mavrogonatou E, Kiourtzidis M,
Chorianopoulos N, Tassou C, Tsakalidou E, Simopoulos C, Ypsilantis P. 2017. Survival,
Intestinal Mucosa Adhesion, and Immunomodulatory Potential of Lactobacillus
plantarum Strains. Current Microbiology 74:1061-1067.

Sharif MK, Mahmood S, Ahsan F. 2018. Role of probiotics Toward the Improvement of Gut
Health With Special Reference to Colorectal cancer. Diet, Microbiome and Health 35-50.
Elsevier Inc. Dostupné z http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-811440-7/00002-8.

Schneiderovd M, Bencko V. 2015. Kolorektalni karcinom — soucasny pohled na rizikové a
protektivni faktory, moznosti prevence. Onkologie 9:178-182.

46


http://dx.doi.org/10.1016/S1875-5364(14)60063
http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-811440-7/00002-8.

Schroder J, Harder J. 1999. Human beta-defensin 2. The International Journal of Biochemistry
and Cell Biology 31:645651.

Sivan A et al. 2015. Commensal Bifidobacterium promotes antitumor immunity and facilitates
anti-PD-L1 efficacy. Science 350:1084—1089.

Takiishi T, Fenero CIM, Camara NOS. 2017. Intestinal barrier and gut microbiota: Shaping our
immune responses throughout life. Tissue Barriers 5:1-12. Taylor & Francis.

Thomas F, Hehemann JH, Rebuffet E, Czjzek M, Michel G. 2011. Environmental and gut
Bacteroidetes: The food connection. Frontiers in Microbiology 2:1-16.

Thompson AL, Monteagudo-Mera A, Cadenas MB, Lampl ML, Azcarate-Peril MA. 2015.
Milk- and solid-feeding practices and daycare attendance are associated with differences
in bacterial diversity, predominant communities, and metabolic and immune function of
the infant gut microbiome. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology 5:1-15.
Dostupné z http://journal. frontiersin.org/Article/10.3389/fcimb.2015.00003/abstract.

Thuy TTT, Quan TD, Anh NTH, Sung T Van. 2012. Cytotoxic and antimicrobial aporphine
alkaloids from Fissistigma poilanei (Annonaceae) collected in Vietnam. Natural Product
Research: Formerly Natural Product Letters 26:1296—-1302.

Van Goietsenoven G et al. 2010. Amaryllidaceae alkaloids belonging to different structural
subgroups display activity against apoptosis-resistant cancer cells. Journal of Natural
Products 73:1223-1227.

Vanéckova N et al. 2016. Isolation of Amaryllidaceae alkaloids from Nerine bowdenii W.
Watson and their biological activities. RSC Advances 6:80114-80120.

Viaud S et al. 2013. The Intestinal Microbiota Modulates the Anticancer Immune Effects of
Cyclophosphamide. Science 342:971-976.

Vitetta L, Briskey D, Alford H, Hall S, Coulson S. 2014. Probiotics, prebiotics and the
gastrointestinal tract in health and disease. Inflammopharmacology 22:135-154.

Vitetta L, Hall S, Linnane AW. 2014. Live probiotic cultures and the gastrointestinal tract:
symbiotic preservation of tolerance whilst attenuating pathogenicity. Frontiers in Cellular
and Infection Microbiology 4:1-5. Dostupné z
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fcimb.2014.00143/abstract.”

Wang T, Cai G, Qiu Y, Fei N, Zhang M, Pang X, Jia W, Cai S, Zhao L. 2012. Structural
segregation of gut microbiota between colorectal cancer patients and healthy volunteers.
ISME  Journal  6:320-329. Nature  Publishing  Group.  Dostupné z
http://dx.doi.org/10.1038/ismej.2011.109.

Xie W, Gu D, Li J, Cui K, Zhang Y. 2011. Effects and action mechanisms of berberine and
Rhizoma coptidis on gut microbes and obesity in high-fat diet-fed C57BL/6J mice. PLoS
ONE 6:1-10.

Yan D, Han YM, Wei L, Xiao XH. 2009. Effect of berberine alkaloids on Bifidobacterium
adolescentis growth by microcalorimetry. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry
95:495-499.

47


http://journal.frontiersin.org/Article/10.3389/fcimb.2015.00003/abstract
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fcimb.2014.00143/abstract.¨
http://dx.doi.org/10.1038/ismej.2011.109

Yifei Z et al. 2018. Probiotics Plus Berberine as an Anti-Diabetic Regimen in Patients with
Type 2 Diabetes, Particularly in the Elderly: A Multicentre Randomised Controlled Trial.
Available at SSRN: https://ssrn.com/abstract=3204706

Zavoral M, Vojtéchova G, Suchanek S. 2013. Klasifikace kolorektalnho karcinomu. Onkologie
(Switzerland) 7:172—175.

Zhang X et al. 2015. Modulation of gut microbiota by berberine and metformin during the
treatment of high-fat dietinduced obesity in rats. Scientific Reports 5:1-10.

Zhou JJ, Zheng S. 2013. Colorectal Cancer: Basic and Translational Research. Gastrointestinal
tumors 1:18-24. Dostupné z http://www.karger.com/Article/Full Text/354994.

48


https://ssrn.com/abstract=3204706
http://www.karger.com/Article/FullText/354994

