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1 UVOD

Mikrobiota ¢lovéka je v mnoha ohledech prospé$na svému hostiteli. Plni
nezastupitelné funkce, diky kterym s nim mutze utvaret komplexni fungujici biosystém.
dojde Kk naruseni homeostazy. V mnoha studiich byla potvrzena asociace stfevnich
bakterii a jejich metabolitii se vznikem rizné zavaznych gastrointestinalnich onemocnéni,
vcetné idiopatickych stievnich zanétt (ISZ). Pro rozvoj ISZ jsou ziejmé klicové genetické
predispozice spolu se slizni¢nim imunitnim systémem jedince (Imhann et al. 2018). Pro
uplné porozuméni etiopatogeneze onemocnéni je vSak nutné posoudit i roli pro-
zanétlivych stievnich bakterii. Je také znamo, Ze u jedinct trpicich ISZ je vyssi riziko
progrese onemocnéni do sporadického kolorektalniho karcinomu (CRC) nez u zdravych
lidi (Ekbom et al. 1990; Langholz et al. 1992; Munkholm 2003; Fantini and Guadagni
2021). Piitomnost zanétu ve stieveé zvysuje riziko vzniku CRC a zjisténi pficin zanétd
proto patii mezi dtlezité cile mnoha studii.

Kromé¢ toho byly v mnoha publikacich s urcitym slozenim mikrofléry tlustého stieva
asociovany procesy, vedouci k mutagenezi onkogeni a tumor supresorovych genl
Vv bunikach stfevni sliznice (Schwabe and Jobin 2013; Warren et al. 2013; Compare and
Nardone 2014). Bakterie a jejich metabolity se mohou ucastnit iniciace a progrese CRC
riznymi mechanismy. Mezi zminéné mechanismy patii napt. aktivace prozanétlivych a
pro-onkogennich drah v epitelialnich buiikach, produkce reaktivnich forem kysliku a
konverze prokancerogennich slou¢enin v kancerogeny (Bonnet et al. 2014). Existuje vSak
také tada studii popisujici pozitivni asociaci bakteridlnich genotoxini s CRC, které

mohou modulovat buné¢nou diferenciaci, proliferaci a apoptozu (Lax and Thomas 2002).



1.1 Mikroorganismy asociované s CRC

CRC je multifaktoridlni onemocnéni, proto je velmi tézké objasnit cely proces vedouci

k rakoving stfeva od tzv. spoustéCe, pies vyvoj az k progresi tohoto zhoubného nadoru.

Rada studii se zabyva otdzkou, jakou roli p¥i tom hraje stfevni mikrobiota a jestli ndkteii

jeji zastupci nebo jejich metabolity mohou pfispivat k rozvoji CRC vyznamnéji nez jini.

Ve srovnani se stievni mikrobiotou zdravého jedince byla ve stfevni sliznici postizené

nadorem pozorovana vyssi Cetnost nékterych bakteridlnich druhti. Divody pro vyssi

zastoupeni téchto bakterii u CRC pacienti vSak nejsou jasné. Srovnani vysledka

z publikaci zabyvajicich se analyzou bakterialnich druhti ve stievni tkani CRC pacientti

oproti sttevnimu mikrobiomu zdravych jedincu je uvedeno v Tabulce 1.

Tabulka 1. Srovnani bakterialnich druhti asociovanych s CRC pacientti vV riznych studiich.

Leptotricha hofstadii
Campylobacter showae
Selenomonas sputigena

z kolonoskopie)

Soubor identifikovanych Typ klinického Metoda detekce Reference
bakterii materialu
Enterococcus spp. Stolice 454 pyrosekvenace a | (H.-M. Chen et
Streptococcus spp. 16S rRNA sekvenace, | 51 2013)

analyza dat za pouZiti

nastroje MOTHUR a

SILVA databaze
Fusobacterium nucleatum Tkan z tumoru (biopsie | 16S rRNA sekvenace, | (Warren et al.

Novoalign parovani
S naslednou analyzou
Vv nastroji Cytoscape
v2.8.2

2013)

Porphyromonas
assaccharolytica
Peptostreptococcus stomatis

Stolice a tkan z tumoru

Metagenomicka a
16S rRNA sekvenace,
analyza dat za pouZiti

(Zeller et al.
2014)

Parabacteroides distasonis
Parabacteroides merdae
Alistipes putredinis
Bilophila wadsworthia
Lachnospiraceae bacterium
Escherichia coli
Clostridium symbiosum
Fusobacterium sp.
Parvimonas micra

Gemella morbillorum
Peptostreptococcus stomatis

Fusobacterium nucleatum nastroje MOCAT a

Clostridium symbiosum USEARCH

Bacteroides fragilis

Bacteroides vulgatus Stolice Metagenomicka (Feng et al
Bacteroides ovatus sekvenace a analyza 2015)

dat za pouziti IMG
databaze a in house
metody




Soubor identifikovanych Typ klinického Metoda detekce Reference
bakterii materialu
Porphyromonas Stolice 16S rRNA sekvenace | (Baxter et al.

assaccharolytica
Parvimonas micra
Peptostreptococcus stomatis
Fusobacterium nucleatum
Gemella sp.

Prevotella sp.

za pouziti random
forest modelu

2016)

Porphyromonas
assaccharolytica
Fusobacterium nucleatum
Fusobacterium sp.
Parvimonas sp.
Porphyromonas sp.
Clostridium XI
Escherichia sp.
Ruminococcus sp.
Dorea sp.

Blautia sp.
Weissella sp.

Stolice a tkan z tumoru

16S rRNA sekvenace,
metaanalyza datasetil
ze 14 publikaci,

analyza dat za pouziti
random forest modelu

(Sze and Schloss
2018)

Porphyromonas
assaccharolytica
Peptostreptococcus stomatis
Parvimonas micra
Prevotella melaninogenica
Prevotella copri
Fusobacterium nucleatum
Gemella morbillorum
Clostridium SS2
Eubacterium hallii
Streptococcus vestibularis

NA

Metaanalyza
dostupnych datasetti
z ENA a NCBI
databazi za pouziti
random forest modelu

(Aietal. 2019)

Fusobacterium nucleatum
Parvimonas micra
Gemella morbillorum
Peptostreptococcus stomatis
Solobacterium moorei
Clostridium symbiosum
Anaerococcus vaginalis
Anaerococcus obesiensis
Porphyromonas
assaccharolytica
Porphyromonas somerae
Porphyromonas uenonis
Prevotella intermedia
Bacteroides fragilis
Streptococcus constellatus
Granulicatella adiacens

Stolice

Metaanalyza 5
datasett z publikaci:
(Zeller et al. 2014;
Yuetal. 2017; Feng
et al. 2015(Vogtmann
et al. 2016; Hannigan
etal. 2017)) aze 2
kohortnich studii za
pouziti nastroje
MetaPhlAn2 a
random forest modelu

(Thomas et al.
2019)




Soubor identifikovanych Typ klinického Metoda detekce Reference
bakterif materialu

Parvimonas micra Stolice Metagenomicka (Wirbel et al.
Gemella morbillorum sekvenace vlastnich 2019)
Peptostreptococcus stomatis vzorkll a metaanalyza

Fusobacterium nucleatum dat zahrnujici dalsi

Solobacterium moorei kohortni studie za za

Porphyromonas uenonis pouZziti nastroje

Clostridium symbiosum MOCAT, LASSO

Unknown Porphyromonas regresni analyz, atd.

Fusobacterium nucleatum Tkan z tumoru 16S rRNA sekvenace, | (Zorron Cheng
Corynebacterium sp. analyza dat za pouZiti | Ta0 Py et al.
Enterococcus sp. nastroje STAMP a

Neisseria sp. QIIME 2020)
Porphyromonas sp.

Prevotella sp.

Bacteroides sp.

Pro snadngjsi pochopeni vysoké prevalence nékterych bakterii u CRC pacienttt byl
formulovan tzv. “driver-passenger* model, podle kterého jsou bakterie asociované s CRC
zatazeny do dvou skupin (Tjalsma et al. 2012). Bakterie, které svou aktivitou (produkci
toxini a jinych faktori) pfimo nebo nepiimo zplisobuji poSkozeni DNA vedouci
k aktivaci pro-onkogend nebo k inhibici tumor supresorovych gend, a tedy iniciujici
CRC, jsou fazeny mezi ,,drivery*. Do této skupiny bakterii patii napt. genotoxické kmeny
E. coli, enterotoxigenni kmeny Bacteroides fragilis nebo producenti superoxidu,
Enterococcus faecalis. Skupina ,,passenger bakterii se vyskytuje ve vys$si mife v tkanich
SjiZz rozvinutym tumorem. Jednd se o bakterie, které vyuzivaji tumorigenni
mikroprostiedi ve sviij prospéch, avsak vznik tumoru by primarné zptusobovat nemély
(Candela et al. 2014). Ngkteré ,,passenger” bakterie dokonce mohou cely proces
tumorigeneze inhibovat, nicméné jiné mohou rlst tumoru dale podnécovat, proto se
uvazuje o piefazeni téchto bakterii do ,,driver* skupiny. Jedna se napft. o bakterialni rod
Fusobacterium, ktery byva ¢asto detekovan ve tkanich CRC. O piefazeni fusobakterii do
skupiny podnécujici vznik CRC se uvazuje kvili jejich schopnosti produkovat adheziny
vazajici E-kadherin v CRC buikach, coz vede k zanétu a celkové podpote rozvoje CRC
(Rubinstein et al. 2013).

Protoze neexistuje piesna hranice mezi ,,driver* a ,,passenger bakteriemi, je nezbytné

pokracovat ve snaze o objasnéni kauzality ve vztahu bakterie-CRC. Zaroven by mohly
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byt detekované bakterie nebo jejich metabolity asociované s CRC napomocné také pii

zavedeni novych diagnostickych metod, nebot’ detekce téchto bakteridlnich markert ve

stteveé by mohla slouzit jako neinvazivni metoda screeningu CRC. NejlepsSim feSenim se

jevi analyza cel¢ mikrobidlni komunity obyvajici

stteva nemocnych pomoci

metagenomickych nebo genotypovych metod. Studie zabyvajici se moznosti stanoveni

konkrétnich bakteridlnich druht slouzicich jako biomarkery CRC jsou uvedeny v

Tabulce 2.

Tabulka 2. Bakterialni druhy s potencialem slouzit jako CRC markery dle jednotlivych studii.

Bakterialni druh

Reference

Clostridium symbiosum

(Wirbel et al. 2019)
(Thomas et al. 2019)
(Xie etal. 2017)

Clostridium hathewayi

(Thomas et al. 2019)

Peptostreptococcus stomatis

(Thomas et al. 2019)
(Aietal. 2019)

Anaerococcusobesiensis vaginalis

(Wirbel et al. 2019)

Gemella morbillorum

(Wirbel et al. 2019)
(Thomas et al. 2019)

Parvimonas species

(Wirbel et al. 2019)
(Aietal. 2019)

Streptococcus parasanguinis

(Thomas et al. 2019)

Enterotoxické kmeny Bacteroides fragilis

(Haghi et al. 2019)
(Viljoen et al. 2015)
(Bao et al. 2019)
(Purcell et al. 2017)

Porphyromonas asaccharolytica

(Thomas et al. 2019)
(Aietal. 2019)

Prevotella intermedia

(Wirbel et al. 2019)

Prevotella copri

(Thomas et al. 2019)

Escherichia coli

(Thomas et al. 2019)

Fusobacterium nucleatum

(Wirbel et al. 2019)
(Thomas et al. 2019)
(Aietal. 2019)
(Tunsje et al. 2019)

(Zorron Cheng Tao Pu et al. 2020)
(Mangifesta et al. 2018)

(Xie et al. 2017)
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Pro vyssi specifitu screeningu CRC by vsak bylo vhodné&jsi zminéné genotypové
metody zkombinovat s konven¢nimi metodami umoznujici charakterizaci jednotlivych
bakterialnich druhti, u kterych by byly nasledn¢ identifikovany bakterialni faktory s
pro-onkogenni aktivitou. Na zéklad¢ vyskytu téchto faktortt u CRC vs. zdravych kontrol
by byly stanoveny jejich kombinace slouzici jako citlivé CRC markery. Pro tento ucel by
mohly idealné slouzit mj. genotoxiny produkované kmeny bakterii, které se ve vyssi mite

vyskytuji ve sttevech CRC pacientt.
1.2 Bakterialni markery s pro-onkogennim potencialem
1.2.1 Genotoxiny

1.2.1.1 Kolibaktin

Mezi nejvyznamnéj$i genotoxiny patii kolibaktin, u kterého byl v kombinaci se
zanétlivym prostfedim stiev popsan kancerogenni ucinek. U kolibaktinu byla prokézana
schopnost indukovat dvoufetézcové zlomy DNA (,,double-strand breaks* DSBs) v
eukaryotickych bunkach in vitro a in vivo, coz vede k inkompletnim reparacim DNA,
chromozomalnim aberacim a zastavé bunééného cyklu ve fazi G2/M (Nougayrede 2006;
Cuevas-Ramos et al. 2010). Jedna se o peptido-polyketidovou strukturu, ktera je
kodovana genomickym ostrovem pks o velikosti 54 kb. Tento ostrov patogenity nese
geny clbA-S kodujici tii neribosomalni peptidy (NRPS: CIbH, CIbJ, CIbN), tii polyketid
— syntazy (PKS: CIbC, CIbl, CIbO), dvé hybridni molekuly NRPS/PKS syntazy (CIbB,
CIbK) a devét pomocnych proteini (Nougayrede 2006). Schématicky je organizace

tohoto genotoxického ostrovu znazornéna na Obr. 1.

Obr. 1 Geneticka organizace pks ostrovu E. coli M1/5 (pfevzato z Wami et al. 2021)

clbD

clb clbP
clbG clbM clbQ
clbH clbl clbJ clbK clbL |clbN  clbO clbs

)

NRPS/PKS PKS NRPS PKS NRPS PKS/NRPS NRPS PKS

1 1 1 1 1
0 10000 20000 30000 40000 50000

|:| Phophopantheinyltransferase |:| Biosynthetic genes |:| Peptidase
|:| Transcriptional autoactivator |:| Transporter |:| Resistance factor
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Vsechny geny clb koéduji produkty nezbytné pro regulaci a aktivaci biosyntézy
kolibaktinu (zejména geny cIbA a clbR), pro jeho transport nebo pro rezistenci bunky E.
coli viici nému samotnému (protein CIbS) (Bossuet-Greif et al. 2016; Wami et al. 2021).
Po hlubsi genetické analyze ostrovu pks byly v genovém klastru clb detekovany dvé
oblasti s niz§im obsahem GC, pfi¢emz jedna z nich nalezi regionu s geny cIbA a clbR,
zahrnujici také rekombinacni misto, které je umisténo pied genem clbB nebo piimo
zasahuje do oblasti tohoto genu. Zajimavé je, ze mezi geny CIbR a clbB byly detekovany
variabilni tandemové repetice (VNTR), jejichz pocet kopii se vSak nelisi v zavislosti na
sekvencnim typu (ST) testované E. coli (Wami et al. 2021).

Chemicka struktura kolibaktinu byla studovana od jeho objeveni roku 2006, avsak
nestabilita izolovaného proteinu dlouho branila jeho kompletni analyze. AZ v roce 2019
za pomoci vSech dostupnych metod, zahrnujici chemickou syntézu, tandemovou
hmotnostni spektrometrii (MS), metody vyuzivajici znaceni izotopli a genetické a
bioinformatické analyzy, byla popsana kompletni struktura kolibaktinu (Xue et al. 2019).
Dal$im zlomem byl v roce 2019 poznatek, ze kolibaktin je schopen alkylovat DNA in
Vvivo a generovat DNA adukty jako jsou mezifetézcové spoje (,,inter-strand crosslinks®;
ICLSs) v infikovanych bunikach, s vysokou pravdépodobnosti tvofit mutace, pokud burika
neni opravena spravné (Wilson et al. 2019). Nestabilni ICLs prochazeji depurinaci
s naslednou eliminaci 3’-fosfatu. Vzniklé depurinované oblasti jsou akumulovany a
rozpoznavany restrikéni endonukledzou Sté€pici DNA v daném misté. Pomala a postupna
defosforylace by mohla byt pfi¢inou tvorby simultann€ vznikajicich DSBs, které byly u
bunék vystavenych kolibaktinu pozorovany (Xue, Wernke, and Herzon 2020). Vsechny
tyto objevy vyznamné pfispivaji k pochopeni mechanismu genotoxického pusobeni
kolibaktinu (Obr. 2.).
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Obr. 2. Shrnuti mechanismu u¢inku kolibaktinu (pfevzato z Tang-Fichaux et al. 2021).
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Kolibaktin zpasobuje ICLs, které jsou béhem procesu depurinace nebo snahy o reparaci DNA
konvertovany na DSBs. Nasleduje tvorba mutaci a aktivace kancerogeneze.

Obrovskym pfinosem byl také experiment, ve kterém byla ziskdna sloucenina
kolibaktin-645, a to pomoci inkubace nejvétsiho znamého derivatu kolibaktinu, tzv.
prekolibaktinu-969, s E. coli produkujici peptidazu nezbytnou pro maturaci kolibaktinu.
Kolibkatin-645 je makrocyklicka slou¢enina ptimo indukujici DSBs v DNA in vitro, a to
oxidativnim $tépenim pii oxidoredukéni reakci s Cu'' (Z.-R. Li et al. 2019). Ptesto Ze je
diky in silico modelim nebo sekvenaci BLISS o kolibaktinu uz znamo, ze pusobi
dvouretézcové zlomy zejména v oblasti DNA bohaté na A a T (Yan et al. 2017), zptisob
opravy DNA v dané oblasti je stale pfedmétem badani. Pfi reparaci zfejm¢ zélezi na fazi
bunééného cyklu, stdle ale neni zndm piesny princip a dal§i konkrétni dopady na
exponovanou bunku (Dziubanska-Kusibab et al. 2020).

Pro-onkogenni aktivita kolibaktinu danid jeho genotoxickym plsobenim byla
demonstrovana v mnoha studiich. Transformace do premaligni formy byla pozorovana u
zdravych epitelidlnich bun€k po kratkodobé expozici kmenu E. coli produkujicimu
kolibaktin. Vysledkem byl organoid s nekontrolovanym rdstem, nezavislym na signalni

draze Wnt (Iftekhar et al. 2021). Wnt signalni draha je asociovana se stfevnimi tumory,
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pficemz aberantni Wnt signalizace byla prokazana u 93 % tumort rekta (Muzny et al.
2012; Aghabozorgi et al. 2020). Role kolibaktinu pii procesu vzniku a rozvoje CRC je
diskutovana také kvili ¢astéjsi detekci kmenu E. coli produkujicich kolibaktin u pacientt
s CRC oproti zdravym kontrolam (lyadorai et al. 2020). Diky vyssi prevalenci kolibaktinu
u bakterii izolovanych od pacienti s CRC oproti zdravym jedinciim roste snaha validovat
kolibaktin jako genovy marker CRC.

Pks ostrov patogenity je pravdépodobné Sifen cestou horizontalniho genového prenosu
primarné mezi kmeny bakterie E. coli (Putze et al. 2009). Tyto pks+ E.coli nej¢astéji patii
do fylogenetické skupiny B2, u které 1ze detekovat Sirokou $kalu gend kodujicich faktory
virulence (J. R. Johnson et al. 2008). Bylo také prokazano, Ze se nejcastéji jedna o kmeny
difuzné adherentni E. coli (DAEC), které musi byt v kontaktu se sliznici tlustého stieva,
aby byl pozorovan proonkogenni ué¢inek kolibaktinu (Prorok-Hamon et al. 2014).
Nicmén¢ zélezi také na tadé dalSich faktord, jako je napf. mnozstvi produkovaného
kolibaktinu, doba expozice v misté, kde tento genotoxin pusobi, nebo regulace exprese
kolibaktinu (Nougayrede 2006).

Expresni analyza genového klastru kolibaktinu jiz v roce 2006 odhalila ko-transkripci
geni clbA a cIbR. Produkt genu clIbA, fosfopantetein transferaza, je jeden
K jejich syntéze. Nepatrna regulace proteinu CIbA prostfednictvim genu cIbR, ktery
koéduje transkripéni aktivator LuxR, miZe vyznamné ovlivnit vyslednou expresi
kolibaktinu (Homburg et al. 2007). Pozdé&ji byla potvrzena role proteinu CIbR jako
jediného dosud zndmého transkripéniho aktivatoru, ktery je schopen efektivné a
specificky regulovat produkci kolibaktinu. Jak jiz bylo zminéno u popisu genetické
organizace pks ostrovu, gen clbR se nachazi v blizkosti VNTR (Wami et al. 2021), jejichz
délka a pocet ovliviiuje miru transkripce CIbR. Pfi zesileni exprese genu cIbR nebo pfi
jeho deleci nebyla detekovana zména u transkripce genti mimo pks ostrov, coz potvrzuje
specifitu tohoto transkripéniho aktivatoru. Kromé specifity regulace genu clbR, vztahujici
se pouze na pks ostrov, byla v experimentu pozorovana také schopnost piimé regulace
miry produkce kolibaktinu v zavislosti na over-expresi nebo deleci genu clbQ.
(Wallenstein et al. 2020). Produkt genu clbQ je tioesteraza typu 2, jejiz delece vede
k redukci cytotoxického puisobeni kolibaktinu(Guntaka et al. 2016). VVzhledem k tomu,
ze biosyntéza a nasledna produkce kolibaktinu je kaskadovity proces, v némz je zahrnuto
nespocet vnéjsich faktord a v neposledni fadé i vliv genové regulace exprese genotoxinu,

je pro-onkogenni aktivita kolibaktinu sice potvrzena, ale stale je tieba dalSich vyzkumi
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zamétujicich se na ko-faktory produkce a genotoxického ptsobeni kolibaktinu v lidskych

stievnich epitelialnich bunkach.
1.21.2 CDT

Tepelné labilni cytoletalni toxin (CDT) produkovany izolaty E. coli a Campylobacter
sp. byl poprvé popsan jiz v roce 1988 (W. M. Johnson and Lior 1988). U tohoto toxinu
byla pozorovana schopnost blokace bunééného cyklu na rozhrani G2/M faze, v jejimz
disledku dochazi k zastavé ristu buniky a nasledné k jeji apoptoze (Whitehouse et al.
1998; Péres et al. 1997). Na molekularni urovni se CDT sklada ze tii proteint, CdtA,
CdtB a CdtC (Obr. 3.), jejichz sekvenéni homologie se 1i§i v zavislosti na bakterialnim
druhu. Gen kodujici protein CdtB je ze vSech tii nejvétsi (819 bp), nasleduje cdtA (711
bp) a cdtC (570 bp) (Scott and Kaper 1994). Vsechny tii geny se vzajemné piekryvaji a
jsou umistény na chromozomu. Nicméné¢ pozdéji byl popsan také plazmidové kédovany
cdt-111 genovy klastr, ktery byl detekovan spolu s genem pro cytotoxicky nekrotizujici
faktor (CNF) (Péres et al. 1997).

Obr. 3. Krystalicka struktura holotoxinu CDT (ptevzato z publikace Grasso and Frisan 2015)

PrestoZze je znamo pét variant CDT alel, pro cytotoxickou aktivitu je vZdy nutna
exprese vSech tfi cdtA-C gent (Pickett et al. 1994; Scott and Kaper 1994). Podjednotky
CdtA a CdtC jsou zodpovédné za translokaci podjednotky CdtB do hostitelské buriky,
kde mliZe nésledné tento genotoxin piisobit. CdtB protein, ktery indukuje poSkozeni DNA
v infikované bunce, vykazuje homologii s lidskou DNazou I, coz vysvétluje nukleazovou
aktivitu CDT in vitro a in vivo (Frisan, Cortes-Bratti, and Thelestam 2001; Nesi¢, Hsu,
and Stebbins 2004; Elwell and Dreyfus 2000). Pisobenim CDT jsou indukovany
jednofetézcové zlomy DNA, které jsou nasledné v S fazi konvertovany do DSBs (Fedor

et al. 2013). Bunéény cyklus je poté zastaven v G2/M fazi a nasledovan apoptézou
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postizené bunky (Whitehouse et al. 1998; Pérés et al. 1997; Jinadasa et al. 2011). CDT je
schopen blokovat bunécny cyklus ireverzibilné v zavislosti na typu postizené bunky (L.
Q. Lietal. 2002; Fedor et al. 2013; Scott and Kaper 1994; Whitehouse et al. 1998). Navic
byla u ptasobeni CDT pozorovana schopnost indukovat DSBs také v neproliferujicich
bunkach (Hassane, Lee, and Pickett 2003; L. Q. Li et al. 2002). Tvorba téchto DSBs
aktivuje mechanismy reparace DNA (DNA damage response; DDR) vyhybajici se
replikaci, coz vede ke genetické nestabilité buniky poskytujici moznost vzniku a promoce
tumoru (Fahrer et al. 2014; Shiloh 2001).

Genotoxické pusobeni CDT se zdda byt vyznamnym faktorem pii rozvoji
prencoplastickych 1ézi asociovanych se zanétlivym mikrosprostiedim (Ge et al. 2007).
Tumorigenni u¢inek CDT byl pozorovan také u mysi infikovanych klinickym huméannim
izolatem Campylobacter jejuni produkujicim CDT. Ve stievnim epitelu nemocnych mysi
byla detekovana zesilena exprese nuklearniho -kateninu. Nadprodukce tohoto proteinu
je dana utlumenim exprese znamého tumor supresoru APC, coz je asociovano s CRC (He
etal. 2019). Podle dosavadnich studii v§ak CDT piimo neiniciuje CRC, ale mtze byt jeho

vyznamnym promotorem (Graillot et al. 2016).
1.2.1.3 BFT

Bacteroides fragilis je striktné anaerobni bakterie, ktera pfitahuje pozornost
v souvislosti s CRC hlavné kvuli schopnosti nékterych kment produkovat enterotoxin
s pro-onkogennim u¢inkem, BFT (Toprak et al. 2006). Bakterie druhu B. fragilis
produkujici tento toxin jsou ozna¢ovany jako enterotoxigenni B. fragilis (ETBF).

Na molekularni Grovni je tento fragilyzin charakterizovan jako tepelné labilni protein
o velikosti 20 kDa, patiici do rodiny metaloproteaz (Moncrief et al. 1995, 1998).
Metaloprotedzy mohou kontrolovat zanétlivou aktivitu cytokinti, jsou schopné Stépit
povrchové receptory, aktivovat kaspazu 3 a regulovat ostatni proteiny z metaloprotedzové
rodiny (Kawasaki et al. 2008). Spolu se serinovymi a cysteinovymi proteazami se mohou
ucastnit degenerativnich a remodulaénich procesti pojivové tkané. Jak jiz bylo
demonstrovano dfive, izolovany BFT je schopen hydrolyzovat G-aktin nebo Zzelatinu in
vitro (Moncrief et al. 1995). Sekvenace genu bft odhalila tfi regiony se sniZzenou
homologii nasvédcujici existenci tii typt BFT: BFT-1, BFT-2 a Korea-BFT. Piestoze
existuji tf1 typy BFT, aktivita vSech tfi izoforem je zaloZena na jejich schopnosti §tépit

E-kadherin (Franco et al. 1997; Wu et al. 1998; G. T. Chung et al. 1999).
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Biologicka aktivita BFT byla poprvé demonstrovana na modelu lidskych linii
epitelidlnich bunék odvozenych z adenokarcinomi tlustého stieva (HT29/C1).Toxicita
BFT byla na buné¢né kulture reflektovana ztratou mezibunécéného spojeni, otokem buiiky
a dal$imi morfologickymi zménami (Weikel et al. 1991). BFT se totiz specificky vaze na
membranové receptory stfevnich bunék, coz vede k proteolytickému Stépeni
E-kadherinu (Wu et al. 2006, 1998). Po rozstépeni E-kadherinu je uvolnén B-katenin,
ktery plisobi v jadfe a spousti nadmérnou expresi onkoproteinu c-Myc, transkripéniho
faktoru nezbytného pro bunécnou proliferaci a embryogenezi bunck. Nasledkem je
indukce trvalé bunécné proliferace (Wu et al. 2003). Indukce pro-kancerogenni kaskady
reakci byla pozorovana také u mys$i nesoucich zarodecnou mutaci APC a spontanné
vyvijejicich tumory stievni tkané (APCMI"), které byly kolonizovany ETBF. Signalni
dréhy zapojené do zminénych kaskad reakci zahrnuji expresi pro-zanétlivych cytokinli
jako je interleukin (IL) 17, ktery indukuje aktivaci transkripéniho faktoru NF-«kB a Stat3
signalniho pfenaseCe v epitelovych bunkach distalni Casti tlustého stieva (CEC).
Konstitutivni aktivita NF-xB a Stat3 zde ma roli spoustée maligni transformace

myeloidni fady bunék v sestupném tra¢niku (Obr. 4. Chung et al. 2018; Wu et al. 2009).

Obr. 4. Schéma ETBF indukované tumorigeneze (pievzato z Chung et al. 2018)
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Ptestoze byl potvrzen pro-zanétlivy a pro-onkogenni efekt BFT, pfesny mechanismus
stimulace vyvoje a ristu nddort zlstava predmetem badani. V recentni studii Allen a kol.
byla popsana schopnost BFT indukovat epigenetické zmény v CEC bunikach, korelujici
s proliferaci tumorigennich bun¢k. Dle této studie ovliviiuje ptisobeni BFT Vv infikované
bunice pfistupnost chromatinu pro transkripci. Zpfistupnéni vazebnych mist pro
transkrip¢ni faktory vede k upregulaci strukturnich motivt transkripénich faktort jako
jsou JUND, JDP nebo FOSL1, kter¢ jsou soucasti signalni drahy MAP-kinazové kaskady.
Studie se nasledné zabyvala analyzou FOSL1 motivu. Asociace tohoto motivu s nadory
nesoucimi mutace genu KRAS byla popsana v mnoha publikacich. Vyssi exprese FOSL1
byla zaznamenana u pacientt s rakovinou plic, slinivky a prostaty (Vallejo et al. 2017,
Luo, He, and Qiu 2018; Elangovan et al. 2018). Ve studii Allen a kol. byla pozorovana
zvySend exprese Sesti ze sedmi genll asociovanych s FOSL1 v buiikdch CEC, které byly
vystaveny ucinku BFT. Vzhledem k procesim modifikace DNA, které jsou spojovany
s CRC, jako je tvorba jednonukleotidovych polymorfismi (SNP) nebo epigenetické
zmény jako metylace DNA (DMR), byly tyto jevy prozkoumany také po expozici CEC
bun¢k toxinu BFT. Ve vétsi mite byly pozorovany DMR tseky v mezigenové oblasti
euchromatinu hypometylované DNA, coZ naznacuje, Ze strukturalni zména chromatinu
indukovana pusobenim BFT nesouvisi s hypermetylaci CpG oblasti v regionech
promotort (Allen et al. 2019). Epigenetické zmény v CEC burikach se vSak mohou lisit
oproti zménam pozorovanym v in Vivo experimentech, kde se procest ti€astni cela fada
dalsich faktorti jako jsou IL-17R, NF-kB a Stat3, které mohou findlni pisobeni BFT na
bunku ovlivitovat (Chung et al. 2018). Zaroven byla prokazana vyssi produkce IL 17 u
mysi S vyvinutym karcinomem stfeva, kolonizovanym ETBF. Bylo detekovano
poskozeni DNA epitelialnich bunék stieva, rychlejsi progrese tumoru a vy$si mortalita u
mysi s ETBF (Dejea et al. 2018). Poznatky z této studie koresponduji s vysledky dalSich
dvou publikaci, ve kterych je Th 17-dependentni signalni draha navrZena jako vyznamny

kofaktor v procesu BFT indukované karcinogeneze (Wu et al. 2009; Chung et al. 2018).

1.2.2 Toxiny asociované s CRC bez indukce poskozeni DNA
1.2.21 CNF

Mezi dalsi toxiny, u nichZ byl popsan proonkogenni vliv, a které by mohly byt v

budoucnu povazovany za rizikové markery CRC, patii cytotoxicky nekrotizujici faktor
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(CNF) (Cuevas-Ramos et al. 2010; Nougayrede 2006). Cyklomodulin CNF je
produkovan zejména uropatogennimi kmeny E. coli, byl detekovan také u kment
zpusobujicich priijem, neonatalni meningitidy a bakteriémii u onkologicky nemocnych
pacientt (E. Oswald et al. 1991; Bouzari, Oloomi, and Oswald 2005; Hilali et al. 2000;
Bisicchia et al. 1985; Alonso et al. 1987). Existuji dva typy CNF, avSak pouze typ CNF1
byl detekovan u humannich klinickych izolatd, zatim co CNF2 byl detekovan pouze u
animalnich kment E. coli (Hilali et al. 2000; E. Oswald et al. 1991). U bunék
infikovanych kmeny produkujicimi CNF1 byly pozorovany nekrotické az letalni u¢inky,
proto se kmeny E. coli disponujici timto toxinem oznacuji jako nekrotoxické. In vitro
byla popsana také schopnost alterovat cytoskelet kultivovanych bunék (Caprioli et al.
1983; De Rycke, Phan-Thanh, and Bernard 1989). U CNF1 pozitivnich nekrotoxickych
kment E. coli byla zaroven pozorovana hemolyticka aktivita. Timto faktem se zabyvala
studie Falbo et. al. 1992, ve které byla prokdzana ptitomnost geni pro CNF1 a pro
hemolyziny na stejném genovém klastru (Falbo, Famiglietti, and Caprioli 1992).
Toxicka aktivita CNF byla demonstrovana in vitro a in vivo v fadé¢ studii (Kurnick et
al. 2019; Fabian et al. 2020; Morgan et al. 2019; Buc et al. 2013). Morfologické zmény
infikovanych bunék jsou zpiisobeny permanentni aktivaci p21 Rho GTPazy, ktera se
ucastni usporadani stresovych vlaken z aktinu (Carla Fiorentini et al. 1997). Tento proces
zahrnuje plsobeni proteinu Cdc42, ktery aktivuje Rac protein nésledné aktivujici Rho
proteiny. Rho proteiny organizuji stresova vlakna, zatim co Rac protein ma kli¢ovou roli
ve tvorbé lamelipodii, a Cdc42 ve tvorbé filopodii (Nobes and Hall 1995). CNF se sklada
ze dvou hlavnich proteinovych domén. Doména s N koncem zodpovida za transport
toxinu do bunky, zatimco doména s C koncem s deamidazovou aktivitou je po
endocytéze toxinu St€pena a dopravena do cytoplasmy bunky, kde je nezbytna pro
biologickou aktivitu toxinu (Buetow et al. 2001; Lemichez et al. 1997; Knust et al. 2009).
Vsechny tfi zminéné proteiny Rho, Rac a Cdc42, jsou totiz deamidovany, coz vede
Kk inhibici hydrolazové aktivity p21 Rho GTPazy a k jeji permanentni aktivité. Takto
stimulovand GTPéza indukuje polymerizaci aktinu vedouci k tvorbé stresovych vldken
(Gerhard et al. 1998; Schmidt et al. 1997; May et al. 2012; Flatau et al. 1997). Zaroven
aktivace téchto tii proteind (Rho, Rac a Cdc42) vyvolava u exponovanych epitelialnich
bunék makropinocytézu a pohlceni apoptickych bunék, které jsou poté lysosomalné
degradovany (C. Fiorentini et al. 2001). V kone¢ném dusledku ma tedy aktivace GTPazy

vliv na redukci apoptozy infikovanych bunék vedouci kjejich Sifeni, k tvorbé
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adherujicich plaki a k dalsim jevim spojenym s alteraci spravné funkce aktinovych
filament (Carla Fiorentini et al. 1997, 1998; Lacerda et al. 1997).

Tyto zminéné bunécné defekty indukované toxinem CNF mohou pfispivat k maligni
transformaci buriky. Pro objasnéni vlivu CNF na postizenou butiku a na nasledny mozny
rozvoj CRC, byly ve studii Zhang a kol. pouzity lidské stfevni nadorové bunky. Po
vystaveni bun€k toxinu CNF byla pozorovana zistava bunécného cyklu ve fazi
cytokineze, indukovana endoreplikace a polyploidni transformace bunék vedouci
k reverzibilnimu starnuti. Klicem pro preziti infikovanych bunék je ziejmé schopnost
mnohojadernych bun¢k vstoupit do dal§iho bunééného cyklu misto aby doslo k zastaveé
jejich proliferace. Vzniklé mnohojaderné polyploidni bunky podstupuji asymetrické
déleni béhem depolyploidizace, které dava vznik geneticky nestabilnim dcefinym
buitkdm. Proonkogenni aktivitu CNF také podporuje fakt, ze aneuploidni buiiky patii u

tumort mezi nejéastéji se vyskytujici jev (Zhang et al. 2018).
1.2.2.2 Cif

Cyklomodulin zvany “faktor inhibujici bunéény cyklus“ (Cif) ma schopnost zastavit
buné&ny cyklus ve fazi G2 bez piimého pisobeni na DNA. Prestoze je ucinek Cif na
exponovanou buiiku velmi podobny aktivit¢ CDT, tento protein nezptsobuje tvorbu
DSBs a tudiz neni povazovan za genotoxin. Poprvé byl tento toxin, disponujici sekre¢nim
systémem typu III (TTSS), popsan v roce 1999 u enteropatogenni E. coli (EPEC) a poté
u enterohemoragické E. coli (EHEC) indukujici reorganizaci cytoskeletu hostitelské
buiiky (Marches et al. 2003).

Struktura Cif toxinu je tvofena tfemi katalytickymi doménami, které jsou nezbytné pro
jeho ptsobeni na infikovanou buiiku, konkrétné pro zastavu jejiho bunééného cyklu,
zvétSeni bunky, a pro reorganizaci cytoskeletu (Hsu et al. 2008). Cif ptedstavuje
efektorovou molekulu, ktera po své translokaci v hostitelskych HeLa buiikdch spousti
cytopaticky efekt vedouci k zastavé bunécného cyklu pii ptechodu bunky z faze G2 do
M (Jean Philippe Nougayrede et al. 1999; J. P. Nougayrede et al. 2001). Buiikky uvéznéné
vV G2/M nasledné¢ inhibuji proces aktivace cyklin-dependentni proteinkinazy Cdkl, to
zpusobuje akumulaci inaktivnich fosforylovanych forem Cdkl, coz vede k zastave
bunécné progrese (Marches et al. 2003). Ve studii Samba-louaka a kol. (Samba-louaka et
al. 2008) byla pozorovana schopnost toxinu Cif zastavit infikované bunky také v

postmitotické fazi G1. Tyto buniky pak vykazovaly akumulaci proteinti p21 a p27, coz
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jsou inhibitory cyklin-dependentni kinazy. Akumulace té€chto dvou proteint byla ziejmé
zpusobena inhibici jejich degradace v proteazomu. Nebylo vSak pozorovano zapojeni
proteinu p53 jako hlavniho transkripcniho aktivatoru, coz nasvédcuje skutecnosti, ze Cif
neovlivituje proces syntézy p21 a p27. Vzhledem k vysledné zastavé bunécéného cyklu ve
fazi G1/S infikované bunky lze vSak predpokladat, Zze p21 a p27 nejsou jediné proteiny
ze vSech molekul zahrnutych v bunééném déleni, které jsou ovlivnény aktivitou toxinu
Cif (Samba-louaka et al. 2008).

Krome¢ uc¢inku Cif toxinu na HeLa buriky byla jeho aktivita testovana také na stievnich
epitelovych bunkach IEC-6. Tato bunécna linie simuluje pfirozené stfevni prostredi pii
infekci EPEC kmeny. Po vystaveni IEC-6 bun¢k Cif toxinu byla po 48 hodinach
pozorovana apoptéza bunék. To korespondovalo s pfedchozimi poznatky, Ze ve
vystavenych buiikach nejprve dochazi k akumulaci Cdk proteint v diisledku zabrany
jejich degradace v proteazomu, ktera vede Vv pozdni fazi k apoptdze postizenych bunék
(Samba-Louaka et al. 2009).

1.2.2.3 Kandidalyzin

Kromé bakteridlnich toxinli asociovanych s CRC bychom méli vzit v potaz také prvni
popsany cytolyticky toxin produkovany kvasinkami druhu Candida albicans. Za
cytotoxické puisobeni patogennich kvasinek je zodpovédny toxin kédovany tzv. ,.cell
elongation 1 (ECE1) genem, jehoZ zvySena exprese byla zaznamenana u kvasinek
produkujicich hyfy béhem povrchové kandidézy. ECE1 koduje pre-protein z 271
aminokyselin, ktery je $tépen enzymem Kex8p do 8 mensich peptidi. Jednim z nich je
peptid s ona¢enim Ece-111-93, ktery slouzi jako aktivator slizni¢ni imunity a pfispiva k
cytolytické aktivit¢ C. albicans. U kment kvasinek disponujicich timto genem byla
pozorovana schopnost indukovat v hostitelské bunce extenzivni invazi hyf, tvorbu
mikroabscest infiltrovanych neutrofily, a poskozeni tkan¢ v misté postizeni (Moyes et al.
2016).

Produkt genu ECE1, Ece-111-93, se nachazi v regionu Ecelp, ktery je zodpovédny za
indukci fosforylace MKP1 (mitogenem aktivované proteinové kinazy fosfatazy), za
aktivaci protoonkogenu c-Fos, cytokinu IL-1a, IL-6, a G-CSF, a za poskozeni epitelu.
Navic byla potvrzena klicovd uloha kandidalyzinu pfi cytolyze makrofagh a
dendritickych bun¢k béhem kvasinkové infekce. Cytolyticky peptid kddovany genem

ECE1 je totiz povazovan za spoustéce kaskady inflamazomu NLRP3, ktery se bézné
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exprimuje v makrofazich a ktery ma za ukol detekovat produkty posSkozenych bunék.
Aktivace NLRP3 je fizena mechanismem efluxu draslikovych iontl. Kandidalyzin poté
indukuje prostfednictvim NLRP3 vyplaveni interleukinu IL-1f lidskymi makrofagy.
Poskozeni hostitelské tkané se vSak odehrava také nezavisle na inflamazomové odpovédi.
Nedochazi tedy k pyroptoze, kterd je charakterizovdna jako nasledek ptlisobeni
sekretovanych kaspazal-dependentnich IL-1p, ale k cytolyze makrofagi (Kasper et al.
2018).

Vzhledem k prokazané schopnosti kandidalyzinu vyvolat silnou zanétlivou odpovéd’
v infikovanych bunkach a vzhledem Kk predispozici rozvoje CRC u pacientd s ISZ,
bychom méli tento toxin vzit v potaz pii vybéru faktorli potencialné uzite¢nych jako
markery CRC. BohuZel se v soufasné dobé studie zamétuji hlavné na genotoxiny
produkované enterobakteriemi, zejména na kolibaktin. Kandidalyzinu by v§ak neméla byt
odepfena pozornost, data o expresi tohoto toxinu u kvasinek izolovanych od CRC
pacientii by mohla pfinést dalsi poznatky o jeho mozné asociaci s CRC. V recentni studii
Satiman a kol. je popsana moznost zapojeni kandidalyzinu pfi vyvoji malignich nadora

Vv dutin¢ ustni (Nasrullah Satiman et al. 2020).
1.2.3 Ostatni bakterialni markery asociované s CRC
1.2.3.1 Fusobacterium nucleatum

Bakterie druhu F. nucleatum je spojovana se zanétlivym onemocnéni stiev i s CRC.
Vyskyt této bakterie ve stfevnim mikrobioté osob se sttevnim zénétem je signifikantné
vysSi nez ve stievech lidi bez sttevniho onemocnéni (Tunsje et al. 2019). Bylo prokézano,
ze F. nucleatum akceleruje CRC v preklinickych modelech in vitro, ale také in vivo
(Kostic et al. 2013; Rubinstein et al. 2013). F. nucleatum ma schopnost inhibovat imunitni
odpovéd’ proti tumortim prostfednictvim Fap2 proteinu, ktery pfimo interaguje s jednim
z tlumivych receptortt T lymfocytd, TIGIT. Navazani na TIGIT receptory vede k inhibici
cytotoxicity NK bun¢k (Gur et al. 2015). Dalsi studie popsala schopnost proteinu Fap2
fusobakterii rozeznat epitelidlni polysacharid Gal-GalNac, ktery je zvySené exprimovan
tumory stfev. Rozeznani tohoto hostitelského polysacharidu umoznujici nasledné
uchyceni fusobakterii na tumor by vysvétlovalo zvySenou cetnost tohoto druhu bakterii
ve stievech pacientii s CRC (Abed et al. 2016).

Zaroven bylo nedavno prokazano, ze Fusobacterium nucleatum indukuje poSkozeni

DNA a naruseni bunéfného cyklu ve tkéanikarcinomu stfeva prostfednictvim
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mechanismu FadA-dependentni aktivace E-kadherin/B-kateninové kaskady vedouci ke
zvySené expresi chk2 (Obr. 5, Guo et al. 2020). Chk2 je serin-threoninova kinaza
podilejici se na opravé DNA pii jejim poskozeni (Magni et al. 2014). Nadprodukce chk?2
vede Kk rozsahlému poSkozeni DNA bunék u CRC in vivo. Potvrzena byla také ucast
proteinu chk2 na progresi CRC (Takemura et al. 2006; Oka et al. 2010).

Obr. 5. FadA-dependentni poskozeni DNA prostfednictvim zvySené exprese chk2 vedouci

Kk tumorigenezi (pfevzato z Guo et al. 2020)

non-cancerous

cancerous

F.nu: Fusobacterium nucleatum cloe

chk2—>

U F. nucleatum byla demonstrovana schopnost produkovat extracelularni vezikuly
S membranovymi poriny FomA, které¢ mohou spustit odpovéd’ slizni¢niho imunitniho
systétmu stfeva dynamin-zprostfedkovanou endocytézou vedouci k aktivaci
transkripénich faktort NF-KkB. Pravé povrchovy protein FomA je ziejmé zodpovédny za
aktivaci NF-kB, ktera je TLR2-dependentni. Tyto dva proteiny, TLR2 a FomA, jsou proto
povazovany za hlavni stimulatory stfevni slizniéni imunity pii infekci F. nucleatum
(Martin-Gallausiaux et al. 2020). Vsechny pro-zanétlivé procesy ve stievé mohou
usnadnit vznik a rozvoj CRC, proto by se o F. nucleatum m¢lo uvazovat jako o ,,driver*

bakterii v souvislosti s CRC.

1.3 Metody screeningu CRC
Sance na dobrou prognézu CRC roste pii véasné diagndze tohoto onemocnéni. Hlavni
screeningovou metodou CRC je kolonoskopie. Jedna se o velice citlivou, avSak zaroven

nekomfortni metodu, a proto je snahou vyvinout citlivé a specifické neinvazivni
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screeningové metody. Standardné je pouzivan test okultniho krvaceni ze stolice (FOBT),
ktery je rychly a technicky jednoduchy. Jeho citlivost a specifita byla vyznamné zvysena
vyuzitim imunochemické reakce (FIT), takZze je schopen detekovat mezi 71 a 80 %
ptipadi CRC, pii specifit¢ az 94 % (Hirai et al. 2016). Falesna pozitivita je dana
pfedevSim vyskytem jinych onemocnéni, zptsobujicich zvySenou piitomnost krve ve
stolici (typicky hemeroidy). I pfes svou vysokou sensitivitu tohoto testu mu vsak stale
unika 20-30 % piipadi CRC, které neuvoliluji do stfevniho obsahu vyznamné mnoZzstvi
krve. Test navic vyzaduje samoodbér stolice po defekaci, coz snizuje ochotu populace
k jeho pouzivani. Pro v¢asny zachyt CRC by navic mél byt opakovan 1x ro¢né, zatimco
u primarni screeningové kolonoskopie s negativnim vysledkem u osoby z obecné
populace bez specifického rizika CRC postacuje opakovani nejdiive po 5 letech, pfi
opakovaném negativnim vysledku se tento interval dale prodluzuje. Proto trva snaha o
zvySeni zejména citlivosti neinvazivniho screeningu CRC vyvojem dal§ich metod.

U onkologickych pacientt je v krevnim séru pozorovana abnormalni exprese molekul
microRNA (miRNA). Tento fakt vyuZzivd metoda detekce Sesti specifickych miRNA
molekul slouzicich jako CRC markery. Z podstaty pouzitého typu vzorku (sérum) se
jedna o minimalngé invazivni metodu, proveditelnou nezavisle na defekaci a bez nutnosti
pfimého zapojeni pacienta; pro rutinni vyuziti vSak musi byt vyzkouSena na vétSim poctu
pacienti (J. Wang et al. 2014). Dalsi vyvoj pfinesl fadu kandidatnich molekul miRNA,
které by mohly slouzit nejen jako markery CRC, ale pomahat i pfi neinvazivnim stanoveni
charakteru a miry progrese tumoru (Di et al. 2020). Dalsi recentni studie Wang a kol
navrhuje FOBT kombinovany s detekci metylované DNA ve stolici (sSDNA-FOBT).
Piestoze tato metoda vykazuje vyS$si citlivost pro zachyt Casnych forem CRC a
prekancerdz nez bézné provadény test FOBT, citlivost detekce rané¢ho stadia CRC pomoci
SDNA-FOBT zatim nedosahuje statistické signifikace (D. Y. Wang et al. 2021).

V naSi praci jsme se zaméfili na potencidlni markery CRC predstavované
bakterialnimi druhy nebo toxiny, asociovanymi s CRC, které by bylo vhodné validovat
jako markery pro screening CRC. Dilezitym argumentem podporujicim tento smeér
vyzkumu je také ekonomicka dostupnost a Siroka aplikovatelnost technik zalozenych na
detekci bakteridlnich druht a toxind. Bakterialni kultivace z klinickych vzorka,
identifikace ziskanych izolati pomoci ,,matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight* (MALDI-TOF) hmotnostni spektrometrie (MS), porovnani kulturomu
zdravych jedincii s CRC pacienty a nasledna PCR detekce gent koddujicich toxiny u
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vybranych bakterii by mohla pifedstavovat dostupnou a snadno proveditelnou

screeningovou metodu.
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2 CILE PRACE

Cilem predlozené disertacni prace bylo:

>
>

Pribézné zpracovavat vytéry z rekta od pacienti s CRC a od zdravych kontrol.
Z primokultivaci subkultivovat vSechny morfologicky odlisné kolonie a
identifikovat vSechny ziskané izolaty pomoci MALDI-TOF MS.
Identifikované bakterialni druhy podrobit statistické analyze a posoudit jejich
prevalenci u CRC pacientd ve srovnani s kontrolami bez CRC.

Uchovavat pribézné pro dalsi analyzy pti -80 °C izolaty bakteridlnich druht,
které jsou dle literatury pozitivné asociovany s CRC.

Otestovat bakterialni izolaty, které by mohly nést geny kodujici toxiny s pro-
onkogennim potencidlem.

Zhodnotit potencial jednotlivych metod pro neinvazivni screening CRC u

pacienti starSich 50 let.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pacienti a klinicky material

Pro nasi studii byly vzorky odebirany metodou vytéru z rekta od pacientli s nové
diagnostikovanym CRC. Kromé pacientli s CRC byla v ramci probihajici studie oslovena
také kontrolni skupina pacientii za i¢elem porovnani stfevni mikrobioty. Pro odbér byly
pouzity odbérové soupravy, sestavajici ze sterilnich vatovych tamponu s transportnim
médiem Amies (COPAN Diagnostics Inc.-Transystem™ 116C). Odbér vzorkt probihal
na chirurgické ambulanci FN Olomouc Vv letech 2015 - 2019. Po celou dobu této pétileté
studie byly vzorky od vSech pacienti pribézné zpracovavany za ucelem izolace
maximalniho poctu druhil bakterii, kvasinek a vldknitych hub, ze kterych byly nasledné
vybirani adepti na testovani toxind. Pro nejvyssi vyskyt toxint v souvislosti s CRC dle
dosavadnich publikaci a zaroven pro kultivacni nenaro¢nost byly vybrany bakterie druhu

E. coli jako hlavni testovaci soubor izolatu.

3.2 Zpracovani vzorkl

Odebrané vzorky na vatovém tamponu byly nejprve resuspendovany ve 200 pl
nutricné bohatého média Brain Heart Infusion Broth (Infuze mozkové a srde¢ni tkang,
BHI) s piidavkem 10% séra (Oxoid s.r.0., Ceska republika). Poté byly takto piipravené
vzorky podrobeny bakteriologické kultivaci na selektivnich a selektivné diagnostickych

pudach viz Tabulka 3.

Tabulka 3. Kultiva¢ni pady

Nazev kultiva¢niho média Skupiny bakterii, pro Vztah ke kysliku Teplota
které je médium ur¢eno kultivace (°C)
Columbia krevni agar Aerobni druhy G+ i
(Trios s.r.o., Ceska republika) G- bakterii ]
aerobni 37
MacConkey agar

. 9 . Enterobacteriaceae
(Trios s.r.o., Ceska republika)

Deoxycholat citratovy agar (Trios

9y i Enterobacteriaceae
s.r.o., Ceska republika)

Sabouraudiv agar Kvasinky aerobni 30
(Trios s.r.0., Ceské republika) Vlaknité houby
NAS agar Streptococcus Mikroaerofilni
(Oxoid s.r.0., Ceska republika) Enterococcus (bez katalyzatoru,
McKay agar vakuovani 75 %, 37
(Oxoid s.r.0., Ceska republika — Streptococcus plynovani 55 %,

Enterococcus slozeni: 80 % N2, 10

vyrobeno na zakazku)

% Hz, 10 % CO»)
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(Oxoid s.r.0., Ceska republika)

druhy, inhibice E. coli

(s katalyzatorem,
vakuovani 99,5 %,

Néazev kultivaéniho média Skupiny bakterii, pro Vztah ke kysliku Teplota
které je médium urceno kultivace (°C)
Anaerobni krevni agar Anaerobni druhy
(Trios s.r.o., Ceska republika) G+ i G- bakterii
Schaedleriv anaerobni agar s ov¢i
krvi, haeminem a vitaminem K1 Aerobni i anaerobni Anaerobni

Fastidious anaerobni agar s Bacteroides plynovéni 70,5 %, 37
Neomycinem Eubacterium sloZeni: 80 % Nz, 10
(Oxoid s.r.o., Ceska republika) Fusobacterium % Hz, 10 % COz)
Propionibacterium
Porphyromonas
Veillonella
Bylo pouzito celkem 9 typl kultivaénich pid pro pokryti co nejSirSiho spektra

bakterialnich druhli ze stfevni mikrobioty (Obr. 6). Naockované plotny byly v aerobni

atmosféfe inkubovany minimalné¢ dva dny, Vv anaerobni atmosféfe byla kultivace

prodlouzena na minimélné 3 az 5 dnd. Pro pfipravu anaerobniho prostiedi byl pouzit

Lataltiv Anaerobni systém (LAS; Trios s.r.0., Ceska republika).

Obr. 6. Nartst na vSech typech kultivaénich pud.

D 7~ I

N —

. fada: Schaedlertiv anaerobni agar, Anaeroni krevni agar, MacConkey agar
. fada: McKay agar, NAS agar, Sabouraudav agar

3. fada: Fastidious anaerobni agar s Neomycinem, Columbia krevni agar, Deoxycholat-citratovy agar
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Byla provedena subkultivace kazdé morfologicky odlisné kolonie na kazdé plotné.
Aerobni bakterie byly subkultivovany na Columbia krevnim agaru, mikroaerofilni a
anaerobni bakterie na anaerobnim krevnim agaru (Obr. 7). Cisté kultury byly nasledng
identifikovany pomoci MALDI-TOF MS s vyuzitim pfistroje Microflex LT/SH a
software Biotyper (Bruker s.r.o., Némecko) za pouziti matrice HCCA (a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid, Sigma-Aldrich) po hrub¢ extrakci proteint pisobenim kapky 70%
kyseliny mravenéi. Celkem bylo identifikovano 158 bakterialnich druhd, u dvou rodd
(Enterobacter sp. a Porhyromonas sp.) bylo upusténo od snahy o piesnou druhovou
identifikaci, ktera je pfi pouziti MALDI-TOF MS nespolehliva. Potencialné toxigenni
bakterialni druhy byly zamrazeny za pouziti soupravy ITEST kryobanka B (ITEST plus
s.r.o., Ceska republika) a uchovavany v -80 °C. U vsech izolatd druhu E. coli byla

zaznamenavana hemolyticka aktivita na Columbia krevnim agaru.

Obr. 7. Bakterialni kultury subkultivované na anaerobnim krevnim agaru.

3.3 Geneticka analyza izolat
3.3.1 Extrakce DNA
3.3.1.1 Hruba extrakce DNA tepelnou lyzou

Ze vsech bakterialnich druhti E. coli byl ptipraven hruby extrakt DNA pomoci tepelné
lyzy. DNA byla extrahovana vzdy z ¢isté bakterialni kultury na Columbia krevnim agaru.
Nejprve byla resuspendovana 1 bakterialni kolonie v 50 pl destilované vody v 1,5 ml

mikrozkumavce typu Eppendorf. Takto ptipravena bakterialni suspenze byla inkubovana
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10 minut pti 90 °C v tepelném bloku. Lyzat byl nasledné centrifugovan po dobu 2 minut

pti 13 000 g. Supernatant byl ptenesen do nové zkumavky a skladovan pii -20 °C.
3.3.1.2 Izolace DNA pomoci DNeasy Blood and Tissue kitu

Z bakterialnich druhi B. fragilis byla izolovana DNA pomoci kitu DNeasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN, Némecko) dle instrukei vyrobce S mirnymi upravami. Pomoci 1 pl
bakteriologické klicky byla sklizena bakterialni kultura z anaerobniho krevniho agaru a
resuspendovana v 1 ml sterilni destilované vody a nasledné centrifugovana (10 minut, 5
000 Q). Supernatant byl odstranén a k peletu bylo pfidano 180 ul pufru ATL a 20 pl
proteinazy K (20 mg/ml). Suspenze byla promichana vortexem a inkubovana 1 hodinu
pii 56 °C. Poté byla suspenze opét vortexovana a bylo piidano 200 ul pufru AL. Tato
suspenze byla opét promichana vortexovanim a bylo pfidano 200 ul 96 % ethanolu.
Nasledovalo dalsi vortexovani a pieneseni 700 pl této smési na kolonku v zachytné 2 ml
zkumavce. Tyto 2 ml zkumavky s kolonkami byly centrifugovany po dobu 1 minuty pfi
6000 g. Zachytna kolonka byla pfemisténa do nové 2 ml zachytné zkumavky. Ke smési
bylo pfidano 500 pl promyvaciho pufru AW1 a nasledovala dalsi centrifugace (1 min
6000 g). Kolonka byla opét pfemisténa do nové zachytné 2 ml zkumavky a bylo pfidano
dalSich 500 pl promyvaciho pufru AW2. Nasledovala centrifugace po dobu 3 minut pii
13000 g. Kolonka byla nakonec piemisténa do nové 1,5 ml mikrozkumavky typu
Eppendorf a na zachytnou kolonku bylo ptidano 200 pl elu¢niho pufru AE. Nésledovala
inkubace po dobu 1 minuty pti 37 °C a poté centrifugace po dobu 1 minuty pii 6 000 g.
Ziskany supernatant byl uchovan pfi -20 °C.

3.3.1.3 lIzolace DNA kvasinek pomoci kitu YeaStar Genomic DNA Kit

Z kvasinek Candida albicans byla izolovana DNA pomoci kitu YeaStar Genomic
DNA Kit (Zymo Research, USA) dle instrukci vyrobce S mirnymi Gpravami. Pro izolaci
byl aplikovan protokol II, ktery je urcen pro izolaci DNA bez pouziti chloroformu.

Z ¢istych 24-hodinovych kultur kvasinek na Sabouraudové agaru byla odebrana
kultura bakteriologickou kli¢ckou do 1 ml sterilni destilované vody. Po dosahnuti optické
hustoty ODsgo = 1 byla suspenze centrifugovana (2 minuty, 1 000 g) a nasledn¢ byl odlit
supernatant. K peletu bylo ptfidano 120 pl pufru YD a 5 pl R-Zymolazy. Pelet byl
resuspendovan vortexovanim a inkubovan 1 hodinu pii 37 °C. Poté bylo do smési ptidano

120 pl lyzac¢niho pufru. Smés byla jemné promichdna vortexovanim. Nasledovala
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centrifugace 2 minuty pfi 12 000 g. Supernatant byl ptenesen do zachytné kolonky v ¢isté
1,5 ml mikrozkumavce. Nasledovala centrifugace po dobu 1 minuty pti 12 000 g. Poté
bylo ptidano 300 ul promyvaciho pufru a tato smés byla centrifugovana po dobu 1 minuty
pii 12000 g, tento krok byl opakovan. Zachytnad kolonka byla pienesena do Cisté
mikrozkumavky a na kolonku bylo ptidano 60 pl sterilni destilované vody a nasledovala
inkubace smési po dobu 1 minuty pii pokojové teploté. Na zavér byla smés

centrifugovéana 1 minutu pii 12 000 g.
3.3.2 Geneticka analyza izolati Escherichia coli
3.3.2.1 Detekce gent kodujici toxiny u E. coli

Pro detekci gent kodujici toxiny byla pouzita PCR amplifikace za pouziti gPCR 2x
SYTO-9 Master Mix, ktery je vhodny pro naslednou analyzu kiivek tani DNA produktl
(Top-Bio, Ceska republika). PCR reakéni smés o objemu 20 ul byla slozena z 1x gPCR
SYTO-9 Master Mixu, primert o vysledné koncentraci 0,1 uM a 1 pl templatové DNA.
Nejprve byla testovana ptitomnost dvou genti kddujici toxin kolibaktin; clbB — marker
5’-konce ostrovu pks a clbN — marker 3'-konce ostrovu pks. U vsech izolati byla
provedena dalsi PCR reakce pro detekci genti cnfl a cdtB.

Primery pouzité pro detekci gent kodujici zminéné toxiny jsou uvedeny v Tabulce 4.
Pro PCR genli kodujici toxin kolibaktin bylo pouzito nasledujici schéma PCR
amplifikace: preinkubace 95 °C 300 s, tii-krokova amplifikace opakujici se ve tficeti
cyklech 94 °C 455,57 °C 45, 72 °C 60 s; zavére¢na extenze 72 °C 600 s (upraveno
dle Johnson et al. 2008). Pti detekci genti pro toxin CNF byl pouzit program: preinkubace
95 °C 30 s, nasledovala dvou-krokova amplifikace v péti opakovani 95 °C 30
S, Se snizujicim se teplotnim gradientem o 1 °C ze 72 °C na 63 °C. Poté byla provedena
tii-krokova amplifikace ve dvaceti opakovani: 95 °C 30 s, 63 °C 30 s, 72 °C 30s;
zavereéna extenze 72 °C 300 s (upraveno dle Pass, Odedra, and Batt 2000). Pro detekci
genu cdtB byl pouzit program: preinkubace 95 °C 300s, tii-krokova amplifikace ve
Ctyficeti opakovani 94 °C 60 s, 56 °C 60 s, 72 °C 60 s; zaveérecna extenze 72 °C 600 s
(upraveno dle Toth et al. 2003).
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Tabulka 4. Primery pouzité pro detekci toxing.

Cilovy .. . : s D Ta
Ndzev primeru sekvence primeru (5'— 3 reference
gen P primeru ("= 3) (bp)  (°C)
cIbB F GAT TTG GAT ACT GGC GAT AAC CG OR
R CCATTT CCC GTT TGA GCA CAC . Johnson
57 57
et al.
cIbN F GTT TTG CTC GCC AGA TAG TCA TTC 2008)
R CAG TTC GGG TAT GTG TGG AAG G
F GGCGACAAATGCAGTATTGCTTGG (Pass,
Odedra,
cnfl 552 63 4B
GACGTTGGTTGCGGTAATTTTGGG and Batt
R 2000)
CDTsl-F GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG
CDTasl -R AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA )
catB 266 56 | (Tothet
CDTs2-F GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG al. 2003)
CDTas2 - R AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA

1D- velikost amplifikovaného tiseku
2T, — teplota nasedani primert

Pro detekci vzniklych produkti byla pouzita analyza tani S vysokym rozliSenim
(HRMA) s nasledujicim schématem: 95 °C 605,40 °C 60 s, 65 °C 1 s s ptrechodem 2,2
°Cls, 92 °C 1s. Po optimalizaci PCR reakci byla takto nastavena analyza tani pro detekci
produkti PCR pouzita u v§ech provedenych PCR.

Déle byla pomoci triplexni PCR provedena biotypizace izolath pro urceni
fylogenetické skupiny dle publikace Clermont, Bonacorsi, and Bingen 2000. Schéma
PCR reakce bylo upraveno dle Clermont a kol: preinkubace 95 °C 300 s, tii-krokova
amplifikace opakujici se ve tficeti cyklech 94 °C 30's, 60 °C 90 s, 72 °C 60 s; zavérecna

extenze 72 °C 600 s. Primery pro biotypizaci izolati jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5. Primery pouzité pro uréeni fyloskupin izolatt E. coli

;:érl]ovy Nazev primeru sekvence primeru (5'— 3") D (bp) 2Ta (°C)
chuA.1F GACGAACCA ACGGTCAGGAT
chuA 279
chuA.2R TGCCGCCAGTACC AAAGACA
) yjaA.1F TGAAGTGTCAGGAGACGCT G
yjaA _ 211 60
yjaA.2R ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TspE4C2.1F GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TspE4.C2 152
TspE4C2.2R CGCGCCAACAAAGTATTACG

D - velikost amplifikovaného tseku
2T, — teplota nasedani primerd

33



Pro zhodnoceni statistické vyznamnosti vyskytu gent kodujicich toxiny a schopnosti
danych izolatd hemolyzovat byl pouzit test chi-kvadrat za pomoci online kalkulatoru

doporuceného statistikem (https://www.socscistatistics.com/tests/chisquare/).

3.3.2.2 Gelova elektroforéza

Pfi optimalizaci PCR reakci a pro ovéfeni jejich specifity byla pouzita gelova
elektroforéza. Byl pouzit 1,5 % agar6zovy gel se 4 ul barviva SYBRSafe (Thermo Fisher
Scientific, Velka Britanie). Do jamek gelu bylo pieneseno 10 pl vzorku smichaného s 2
ul nanaseciho pufru (DNA loading dye, Thermo Scientific, Velka Britanie). Separace
probihala po pieliti gelu 1x TBE pufrem (Biotech, Ceska republika) p¥i napéti 5 VV/ cm po
dobu 30 az 50 minut. PCR produkty byly vizualizovany pomoci fotodokumenta¢niho
systému Azure 200 (Azure Biosystems, USA). Velikost produktt byla stanovena pomoci
DNA markeru o rozsahu 200 — 1500 bp (Top-Bio, Ceska republika).

3.3.2.3 Klonalni analyza kolibaktin-pozitivnich E. coli pomoci RAPD PCR

Pomoci RAPD PCR byla provedena klonalni analyza 43 kolibaktin-pozitivnich kmenti
E. coli a 1 izolatu E. coli, u kterého nebyl gen clb detekovan. Pro RAPD analyzu byl
pouzit primer 1247 (5'-AAGAGCCCGT) (Madico, Akopyants, and Berg 1995). PCR

reakéni smés o celkovém objemu 20 ul obsahovala 1x gPCR SYTO-9 Master Mix, 1 ul
templatové DNA, primer 1247 o vysledné koncentraci 2,5 uM a MgCl. o vysledné
koncentraci 2,5 mM. PCR reakce byla provedena za podminek: preinkubace 94 °C 300
s, nasledovala odstupniovana amplifikace ve 40 opakovanich s preinkubaci 45 °C 60
S, Se snizujicim se teplotnim gradientem 0 2,2°C/sz 94 °C na 38 °C 60 s a se zvySujicim
se teplotnim gradientem o 4,4 °C/s na 72 °C 120 s. Poté byla provedena zavére¢na
extenze pii 72 °C 600 s. Pro separaci amplifikovanych DNA sekvenci byla pouZita gelova
elektroforéza viz kapitola 3.3.2.2 s tim rozdilem, ze byl pouzit 2 % agardzovy gel a

separace probihala pfi napéti 5 V/cm po dobu 3 hodin. Gelova elektroforéza s takto

nastavenymi parametry byla pouzita pro vizualizaci produktti pro vsechny RAPD profily.
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3.3.3 Geneticka analyza izolatti Bacteroides fragilis
3.3.3.1 Detekce gent kodujicich B. fragilis toxin

Pro detekci genu kodujiciho toxin B. fragilis byla opét pouzita PCR za pouziti gPCR
2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio, Ceska Republika). Nejprve byla u vsech izolati
testovana pritomnost genu bft. Pokud byl tento gen detekovan, byla provedena dalsi PCR,
ktera uz detekovala gen kodujici konkrétni typ toxinu (bftl, bft2 a bft3). Primery pouzité
pro detekci gent kodujici zminéné toxiny jsou uvedeny v Tabulce 6 dle publikace
Odamaki et al. 2006. Vysledna koncentrace u jednotlivych primerd byla 0,5 uM, zbylé
slozeni reak¢éni smési odpovidalo PCR smési popsané v kapitole 3.3.2.1. Pro amplifikaci

gentl kodujici toxin B. fragilis bylo pouzito schéma PCR reakce: preinkubace 94 °C 10
s, tii-krokova amplifikace opakujici se ve étyficeti cyklech 94 °C 5's, 60/66 °C 30 s, 72
°C 30 s; zavéreéna extenze 72 °C 180 s (upraveno dle Odamaki et al. 2012). Pro separaci

amplifikovanych produktd byla pouzita gelova elektroforéza viz kapitola 3.3.2.2.

Tabulka 6. Primery pouzité pro detekci genti toxinu B. fragilis

;Zelrl]ovy Nazev primeru sekvence primeru (5'— 3") D (bp) 2Ta (°C)
bt F GGATACATCAGCTGGGTTGTAG 296 66
R GCGAACTCGGTTTATGCAGT
bft1 F TCTTTTGAATTATCCGTATGCTC 169
R CTTGGGATAATAAAATCTTAGGGATG
bft2 F ATTTTTAGCGATTCTATACATGTTCTC 114 60
R GGGCATATATTGGGTGCTAGG
F TGGATCATCCGCATGGTTA
bft3 R TTTGGGCATATCTTGGCTCA 148

D - velikost amplifikovaného useku
2T, — teplota nasedani primerd

3.3.3.2 Klonalni analyza enterotoxigennich B. fragilis pomoci RAPD PCR

Pro klonalni analyzu 28 izolati B. fragilis byla aplikovana metoda RAPD PCR za
pouziti primeru 272; 5'-AGC GGG CCA A (Mahenthiralingam et al. 1996). PCR reak¢ni
smés o celkovém objemu 20 pul obsahovala 1x qPCR SYTO-9 Master Mix, primer 272 0
vysledné koncentraci 2,5 uM, MgCl, o vysledné koncentraci 2,5 mM a 1 ul templatové

DNA. Pro amplifikaci bylo pouzito schéma PCR reakce: preinkubace 94 °C 300 s, sedmi-
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krokova amplifikace opakujici se ve tficeti cyklech: 94 °C 10 s, 45 °C 10's, 50 °C 2 s,
55°C2s,60°C2s,65°C2s, 72 °C 10 s; zavérecna extenze 72 °C 180 s.

3.3.4 Geneticka analyza izolati Candida albicans
3.3.4.1 Detekce genu kodujiciho kandidalyzin u izolata C. albicans

U vsech 20 dostupnych izolatd C. albicans byla provedena PCR reakce detekujici gen
ecel kodujici prekurzor toxického proteinu kandidalyzinu. Amplifikace genu byla
provedena za pouziti primert dle Al-zubaidi et al. 2019; forward primer 5'-CCA TCA
TCC ACC ATG CTC CA, reverse primer 5'-TCT GAC GAC GGC ATT AGC AA.
Vysledna koncentrace primerti byla 0,5 pM, zbylé slozZeni reakéni smési odpovidalo PCR
smési popsané v kapitole 3.3.2.1. Pro amplifikaci genu ecel bylo pouzito nasledujici
schéma PCR reakce: preinkubace 95 °C 300 s, tfi-krokova amplifikace opakujici se ve
ctyfticeti cyklech 95 °C 30 s, 58 °C 30's, 72 ° C 30 s, z&vérecna extenze 72 °C 300 s
(upraveno dle Al-Zubaidi 2019). Pro separaci PCR produkti byla pouzita gelova
elektroforéza viz kapitola 3.3.2.2.

3.3.4.2 Klonalni analyza izolati C. albicans pomoci RAPD PCR

Pro klonalni analyzu 20 izolat C. albicans byla opét pouzita metoda RAPD PCR. Pro
tento ucel byl pouzit primer (5'-ACG GGC CAG T) dle (Liu et al. 1996). PCR reak¢ni
smeés se skladala z 1x qPCR SYTO-9 Master Mixu, primeru o vysledné koncentraci 1
uM, MgClz o vysledné koncentraci 2 mM a 1 pl templatové DNA. Pro RAPD PCR reakci

bylo pouzito schéma: preinkubace 95 °C 300 s, tii-krokova amplifikace opakujici se v

padesati cyklech 95 °C 55,48 °C 10 s, 72 °C 40 s zavérec¢na extenze 72 °C 300 s.

3.3.5 Vyhodnoceni klonalni analyzy izolat pomoci softwaru Gel Compare

RAPD profily byly porovnany pomoci softwaru GelCompare I (Applied Maths,
Kortrijk, Belgium). Dendrogramy byly ziskany za pouziti UPGMA algoritmu a Diceho
koeficientu podobnosti, tolerance byla nastavena na 1 %.
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4 VYSLEDKY

4.1 Kultivaéni detekce

Celkem bylo vykultivovano a nasledné pomoci MALDI-TOF MS identifikovano 158
bakterialnich druhti ziskanych ze vzorkd od 290 pacienti (148 CRC, 142 kontrol).

Souhrnnd tabulka vysledki viz Pfiloha ¢. 1. Primérné bylo vykultivovdno 9,2

bakterialnich druhti na pacienta u kontrol a 9,3 bakterialnich druhi na pacienta u CRC.

Pro test statistické vyznamnosti vyskytu konkrétniho druhu v zéavislosti na diagnoze byly

vybrany bakterialni druhy, které se vyskytovaly alespoil u 5 pacient v kazdé kategorii

(podminka pouziti chi-kvadrat testu) a vykazovaly alespon 1,5-nasobny rozdil ve vyskytu

mezi CRC a kontrolami. Z tohoto souboru dosahovalo p <0,3 celkem 14 druhu,

zbyvajicich 144 druht tyto podminky nesplnilo. Vysledky shrnuje Tabulka 7 a 8.

Tabulka 7. Vybrané bakterialni druhy, které se ve zvysené mite vyskytovaly u CRC pacientt

(zptisob vybéru viz text)

148 CRC 142 kontrol p Zastoupeni (%)
CRC kontroly

Clostridium ramosum 25 8 0,0025 16,9 5,6
Clostridium perfringens 23 8 0,0063 15,5 5,6
Bacteroides fragilis 22 10 0,0336 14,9 7

Enterococcus faecium 33 20 0,0704 22,3 14,1
Candida albicans 24 13 0,0716 16,2 9,2
Corynebacterium amycolatum 37 24 0,0907 25 16,9
Collinsella aerofaciens 24 15 0,1452 16,2 10,6
Streptococcus constellatus 12 6 0,1707 8,1 4,2

Signifikance byla potvrzena u tii bakteridlnich druhli ve vazbé na CRC diagnoézu:

C. ramosum, C. perfringens a B. fragilis.

Dale byla vypocitana signifikance u bakteridlnich druhi, které se naopak vyskytovaly

ve vyssim poctu u kontrol nez u CRC pacientti (Tabulka 8).
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Tabulka 8. Vybrané bakterialni druhy, které se ve zvySené mitfe vyskytovaly u kontrol

(zptisob vybéru viz text)

148 CRC 142 kontrol p Zastoupeni (%)
CRC | Kkontroly
Staphylococcus epidermidis 13 24 0,0383 8,8 16,9
Staphylococcus haemolyticus 5 12 0,066 34 8,5
Lactobacillus gasseri 5 12 0,066 34 8,5
Streptococcus salivarius 11 18 0,1368 7,4 12,7
Streptococcus dysgalactiae 7 12 0,200 4,7 8,5
Prevotella disiens 5 9 0,240 3,4 6,3

Vzhledem k tomu, Ze se screeningové vySetieni pro CRC provadi z divodt obecného
populaéniho rizika jen u osob starsich 50 let, ovéfili jsme dalsi statistickou analyzou, zda
pozorované asociace bakteridlnich druht s CRC nebo stavem bez CRC plati i u této
vékové skupiny. Soubor 50+ tvofilo 263 pacientd, z toho 140 pacienti
s diagnostikovanym CRC (Tabulka 9) a 123 pacientl s jinou diagnézou, nez je CRC
(Tabulka 10).

Tabulka 9. Diagnozy CRC pacientt starSich 50 let

Diagnoéza Pocet pacientt
ZN-konecnik 43
ZN-esovity tracnik 22

ZN-rektosigmoidealni spojeni 19

ZN-vzestupny traénik 15

[EN
w

ZN-slepé stievo
ZN-slezinné ohbi
ZN-jaterni ohbi
ZN-sestupny tracnik
ZN-pficny tracnik
ZN-Cervovity piivések
Adenom rekta
Karcinom rekta
ZN-tlusté stfevo NS
Celkem 140

ZN = zhoubny novotvar

[ N e I =Y =N NN, R
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Tabulka 10. Diagno6zy kontrol starsich 50 let

Diagnoza Pocet pacienti
Kyla 52
Kamen zlu¢niku 37
Hemeroidy 12
Malignita mimo tlusté stfevo 14
Jiné 8
Celkem 123

Pro tento soubor 263 pacientli bylo pro statistické zhodnoceni podle stejnych kritérii
jako pro zéakladni soubor vybrano celkem 14 bakterialnich druht (Tabulka 11 a 13).
Zvyseny vyskyt bakterialnich druhti u CRC pacientt shrnuje Tabulka 11.

Tabulka 11. Vybrané bakterialni druhy se zvySenym vyskytem u CRC pacientt starSich 50 let

(zptisob vybéru viz text)

140 CRC 123 kontrol p Zastoupeni (%)
CRC kontroly

Clostridium ramosum 24 5 0,0007 17,1 4,1
Clostridium perfringens 22 8 0,0191 15,7 6,5
Corynebacterium amycolatum 35 19 0,0557 25,0 155
Clostridium innocuum 44 26 0,0596 31,4 21,1
Bacteroides fragilis 20 10 0,1170 14,3 8,1
Bifidobacterium adolescentis 14 6 0,1179 10,0 4,9
Bacteroides thetaiomicron 24 13 0,1261 17,1 10,6
Enterococcus faecium 31 19 0,1674 22,1 15,5
Candida albicans 22 13 0,2203 15,7 10,6
Coprobacillus cateniformis 12 6 0,2367 8,6 4,9
Collinsella aerofaciens 24 15 0,2600 17,1 12,2

Dale jsme modelovali moznost vyuziti kombinace druht signifikantné asociovanych
s CRC v nasem souboru pro screening CRC. Pfestoze doslo u druhu B. fragilis ke ztraté
signifikance, zahrnuli jsme ho do tohoto modelu také, protoze toxin produkovany touto
bakterii byl prokazatelné¢ asociovan s CRC vV jinych studiich. Pro bakterialni druhy
C. ramosum, C. perfringens a B. fragilis byla vypoc¢itana p hodnota v zavislosti na pouziti

jejich vzajemnych kombinaci (Tabulka 12).
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Tabulka 12. Hodnota p pro kombinace bakterialnich druhi se zvySenym vyskytem u CRC

pacientt starSich 50 let

140 CRC 123 kontrol p Zastoupeni (%)
CRC kontroly
C. ramosum, B. fragilis 41 13 <0,001 29,3 10,6
C. ramosum, C. perfringens 40 13 <0,001 28,6 10,6
B. fragilis, C. perfringens 36 18 0,027 25,7 14,6
C. ramosum, C. perfringens,
N 52 21 <0,001 37,1 17,1
B. fragilis

Tabulka zahrnuje ptipady, u kterych byl detekovan alespoii jeden z uvedenych bakterialnich druha.

Dale byla, stejn¢ jako pro soubor vSech 290 pacientt, i pro pacienty starsi 50 let
vypocitana signifikance u bakterialnich druht, které se naopak vyskytovaly ve zvySeném

poctu u kontrol nez u CRC pacientt (Tabulka 13).

Tabulka 13. Vybrané bakterialni druhy se zvySenym vyskytem u kontrol star§ich 50 let

(zptisob vybéru viz text)

140 CRC 123 kontrol p Zastoupeni (%)
CRC kontroly
Staphylococcus epidermidis 10 24 0,0029 7,1 19,5
Lactobacillus gasseri 5 12 0,0418 3,6 9,6
Staphylococcus haemolyticus 5 11 0,069 3,6 8,9

Podobné jako u druhii asociovanych s CRC jsme i druhti asociovanych s absenci CRC

modelovali jejich mozné vyuziti pro vylouceni rizika CRC (Tabulka 14).

Tabulka 14. Hodnota p pro kombinace bakterialnich druht se zvy$enym vyskytem u kontrol
star$ich 50 let

140 CRC 123 kontrol p Zastoupeni (%)
CRC kontroly
S. epidermidis, L. gasseri 15 31 0,0020 10,7 25,2

Tabulka zahrnuje piipady, u kterych byl detekovan alespon jeden z uvedenych bakterialnich druhd.

4.2  Geneticka analyza izolatl

4.2.1 Geneticka analyza izolatti Escherichia coli
Byla provedena charakterizace 393 bakterii druhu E. coli izolovanych od 265 pacient.

Od 136 pacientu s diagnostikovanym CRC bylo ziskano 216 izolata E. coli. Z nich byl u
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70 izolath nalezicich 60 pacientim detekovdn genomicky ostrov pks kodujici toxin
kolibaktin. Od 129 pacientdi, ktefi slouzili jako zdravé kontroly, bylo izolovano 177
bakterii E. coli. Z nich byla u 47 izolatt od 42 pacient prokazana pritomnost kolibaktinu.
Piitomnost genu kodujiciho kolibaktin se blizila statistické vyznamnosti u izolati od
pacienti s CRC v porovnani s po¢tem pozitivnich izolati od zdravych kontrol (p =
0,053). Diagnozy CRC pacienti, od kterych byly kultivovany pks+ E. coli, jsou uvedeny
v Tabulce 15. Diagnozy pacienti piedstavujicich skupinu zdravych kontrol, u kterych byl

detekovan gen pro kolibaktin, jsou shrnuty v Tabulce 16.

Tabulka 15. Diagnozy CRC pacientt, od kterych byly izolovany pks+ E. coli

Diagnéza Pocet pacientii
ZN-koneé&niku 17

ZN-esovity tracnik

[y
w

ZN-rektosigmoidealni spojeni
ZN-vzestupny tracnik
ZN-slepé stievo

ZN-slezinné ohbi
ZN-sestupny traénik
ZN-¢gervovity privések
Adenom rekta

P P PN N N 00 0

Karcinom rekta
Celkem

ZN = zhoubny novotvar

(2]
o

Tabulka 16. Shrnuti diagnéz kontrolni skupiny pacientl, od kterych byly izolovany

pks+ E. coli
Diagnéza Pocet pacientii
Kyla 22
Kéamen zlu¢niku
Hemeriody
Malignita mimo tlusté stievo 2
Jiné
Celkem 42

Z celkového testovaného souboru 393 izolatl byla pozorovana hemolyticka aktivita u
51 kmend izolovanych od 46 pacienti s CRC a u 29 E. coli izolovanych od 28 jedinct
bez diagnézy CRC. Asociace hemolytické aktivity izolatd s diagnézou CRC dosahla
statistické vyznamnosti (p = 0,027). Zaroven byla pfitomnost ostrovu pks prokazana u 46
hemolytickych kment ziskanych od 41 pacientii s CRC. VSechny pks+ izolaty vykazujici
hemolytickou aktivity byly zaroven zatazeny do fylogenetické skupiny B2, kterd se
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vyznacuje vysokou virulenci. Nicméné zohlednéni kombinace pfitomnosti genu pro
kolibaktin a hemolytické aktivity izolatt ziskanych od CRC pacienti nepatrné snizilo
statistickou vyznamnost (p = 0,028).

Dale bylo vSech 393 izolatd E. coli otestovano na ptitomnost genti cdt a cnfl. Gen
kodujici toxin CNF byl detekovan u 68 izolatl ziskanych od 64 pacientt. Z toho bylo 40
pacientd s diagnostikovanym CRC a 24 kontrol (p=0,040). Gen kodujici toxin CDT byl
prokazan u 24 izolatd nalezicich 20 pacientim. Z toho bylo 10 CRC pacientt a 10 kontrol
(p=0,902).

4.2.1.1 Statisticka analyza detekovanych genti u E. coli od pacientd starSich
50 let

Vzhledem k tomu, Ze se screeningové vysetieni pro CRC provadi z divodii obecného
populaéniho rizika jen u osob star$ich 50 let (v¢etné), posoudili jsme asociaci ptitomnosti
potencialnich CRC markert zvlast’ také pro tuto vékovou skupinu. Pro srovnani jsme
stanovili také p hodnotu pro asociaci kolibaktinu s CRC u pacientti mladsich 50 let. U
této skupiny nebyla statistickd vyznamnost prokdzana, pfedevsim z divodu malého poctu
ucastniku (p=0,224).

Soubor osob starsich 50 let obsahoval celkem 241 pacientd, z toho 130 CRC pacienti
a 111 kontrol. E. coli kédujici kolibaktin byla detekovana u 59 pacientd s CRC a u 34
jedinct z kontrolni skupiny (p = 0,019). Diagnozy téchto pacientli jsou shrnuty
v Tabulkach 17 a 18.

Tabulka 17: Diagnézy CRC pacientt starSich 50 let, od kterych byly izolovany pks+ E. coli
Diagnéza Pocet pacientii
ZN-konecnik 17

ZN-esovity tra¢nik

-
w

ZN-rektosigmoidealni spojeni
ZN-vzestupny tracnik
ZN-slepé stievo

ZN-slezinné ohbi
ZN-sestupny tracnik
ZN-Cervovity piivések
Adenom rekta

R R RN NN o~

Karcinom rekta
Celkem

ZN = zhoubny novotvar

a1
©
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Tabulka 18. Diagnozy kontrol starSich 50 let, od kterych byly izolovany pks+ E. coli

Diagnoza Pocet pacienti
Kyla 20
Kamen zlu¢niku
Hemeroidy
Malignita mimo tlusté stfevo
jiné 2
Celkem 34

Statisticka vyznamnost byla potvrzena také u genu kodujiciho toxin CNF (p = 0,020)
a u hemolytické aktivity E. coli (p = 0,017) (Tabulka 19). Zaroven byla schopnost
hemolyzy prokazana u 67,8 % kolibaktin-pozitivnich izolati od CRC pacientt (40/59).
Dale byly vypocitany p hodnoty pro kombinace zminovanych signifikantnich markerti u
CRC pacientt (Tabulka 20).

Tabulka 19. Shrnuti statisticky vyznamnych CRC markera u pacientt starSich 50 let

130 CRC 111 kontrol p Zastoupeni (%)

CRC kontroly
Kolibaktin 59 34 0,019 45,4 30,6
CNF 39 19 0,020 30,3 171
hemolyza 45 23 0,017 34,6 20,7

Tabulka 20. Hodnota p pro kombinace CRC markerti u pacientd star$ich 50 let

130 CRC 111 kontrol p Zastoupeni (%)

CRC kontroly
Kolibaktin, CNF 61 35 0,015 46,9 31,5
Kolibaktin, hemolyza 64 37 0,013 49,2 33,3
Kolibaktin, CNF, hemolyza 64 37 0,013 49,2 33,3

Tabulka zahrnuje pripady, u kterych byl detekovan alespon jeden z uvedenych bakterialnich markerd.

4.2.1.2 Souhrnné modelovani vyuzitelnosti potencialnich marker u pacienti

star§ich 50 let

Pro vyhodnoceni celkového potencialu piinosu vSech druhovych i toxinovych markerti
pro predikci statutu CRC versus kontrola jsme navrhli skorovaci systém, ve kterém vyssi
skore odpovida vyssimu riziku CRC a pravdépodobnégjSimu pfifazeni osoby do skupiny
CRC+. Pro bakteridlni druhy a toxiny, které byly asociovany s CRC s parametrem
P<0,05, byl zvolen piispévek ke skore ve vysi +1 bod. Pro B. fragilis, ktery byl asociovan
signifikantné s CRC pouze v celém souboru bez vékového omezeni, ale uz ne ve skupiné

osob starsich 50 let, byl zvolen piispévek ke skore +0,5 bodu. Pro bakterialni druhy, které
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byly asociovany s absenci CRC s parametrem P<0,05, jsme zvolili ptispévek v podobé
snizeni skore —0,5 bodu. Pro tyto bakterialni druhy jsme zvolili poloviéni vahu vlivu na
celkové skore na zakladé uvahy, ze druhy pozitivné asociované s CRC mohou
pravdépodobné prispivat k rozvoji CRC aktivné, zatimco druhy asociované s absenci
CRC mohou byt pravdépodobné spiSe znamkou zdravéjsiho slozeni stfevniho
mikrobiomu. To jinymi slovy znamena, ze pravdépodobné neeliminuji Skodlivy vliv
bakterii pozitivn¢ asociovanych s CRC v plném rozsahu, ale pouze Castecné. Nami

navrzeny skorovaci systém shrnuje ptehledné Tabulka 21.

Tabulka 21. Body pfidélené jednotlivym markerim pro modelové skorovani rizika CRC.

Marker CRC/kontrol Pocet bodt
Kolibaktin +1

CNF +1
Hemolyza +1

C. perfringens +1

C. ramosum +1

B. fragilis +0,5

S epidermidis -0,5

L. gasseri -0,5

Utastnici studie byli rozdéleni do kategorii podle hodnoty dosazeného skoére a v kazdé
kategorii bylo vyhodnoceno zastoupeni CRC+ ucastnikd a kontrol. Vysledek shrnuje

Graf 1.

Graf 1. Kategorie pacientti na zakladé dosazeného skore
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Ugastnici se skore 4,5; 4 a 3,5 byli tvofeni vyhradné pacienty CRC+, s klesajicim skore
ocekavateln¢ rostlo zastoupeni kontrol, castnici se skore —1 jsou tvofeni pouze
kontrolami. Kategorie -0,5 az 1,5 obsahovaly se vzristajicim skore zvySujici se pocet
CRC pacientt a zaroven snizujici se pocet kontrol. V kategorii 2,5 vSak bylo zahrnuto vic
kontrol nez CRC pacientil, ptestoze bychom piedpokladali nartstajici pocet pacientii s
CRC. Tento vykyv vSak mlzeme pfisuzovat malému poctu jedinci v této kategorii, kdy
1 jeden pacient zptsobi vyrazny poméerovy rozdil.

Navrzeny skorovaci systém jsme poté interné validovali na naSem souboru pacientii
z hlediska odhadu sensitivity a specifity screeningu pii nastaveni jednotlivych hodnot
skore jako hranice pro vysloveni podezieni na CRC a doporuceni dalsi cilené diagnostiky.

Vysledky shrnuje Tabulka 22.

Tabulka 22. Odhad sensitivity a mira fale$né pozitivnich vysledkti pro jednotlivé hranice

skore.
Procento spravné Procento fale$né pozitivnich | Pomér mezi spravné a fale$né
Skore > detekovanych CRC+ pacientti vysledkt detekovanymi pfipady CRC
(odhad sensitivity) (odhad specifity)

4,5 2,3 0 1:0

4 9,2 0 1:0

3,5 15,4 0 1:0

3 28,5 14,4 1:0,51

2,5 30 18 1:0,6

2 40 20,7 1:0,52

15 43,8 21,6 1:0,49

1 60,8 33,3 1:0,54

0,5 65,4 41,4 1:0,63

0 96,2 89,2 1:0,93

-0,5 100 98,2 1:0,98

-1 100 100 1:1

Dle o¢ekavani, procento spravné detekovanych CRC pacientii rostlo s klesajicim skore
kategorii, zaroven ale samoziejm¢ rostlo procento falesné pozitivné detekovanych
kontrol. Odhad téchto parametrii na naSem souboru je samoziejm¢ pouze orientacni,
vzhledem k omezené velikosti naseho vzorku, ktery navic nebyl vybiran z obecné
populace. Pro stanoveni optimalniho prahového skoére pro doporuceni dalsi verifikace

rizika jsme se nicmén¢ alespoil pokusili srovnat miru sensitivity s faleSnou pozitivitou
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(posledni sloupec Tabulka 22). Takto arbitrarné se jevi jako nejvyhodnéjsi skore 0,5 az 1

(cca dva spravné detekovani CRC+ pacienti na cca jednoho fale$né€ pozitivniho).
4.2.1.3 Klondlni analyza pks+ izolati E. coli pomoci RAPD PCR

Pro zjisténi piipadné klonality izolati E. coli, které pochazely od pacientd
s diagnostikovanym CRC, byla pouzita genotypizacni metoda RAPD PCR. Pro RAPD
analyzu bylo vybrano 40 kmenut pks+ E. coli a 1 kmen pks- E. coli. 1zolat pks- byl zahrnut
Pouze dva izolaty od pacienti 15 a 16 vykazovaly pfislusnost ke stejnému klonu. Oba
tyto izolaty shodné¢ vykazovaly hemolytickou aktivitu a zaroven u nich byl detekovan gen
pro CDT, coz dale podporuje jejich velmi pravdépodobnou ptislusnost ke stejnému klonu.
RAPD profily ostatnich testovanych izolath byly velice odlisné, nekorelovaly
s diagn6zou pacienta ani se schopnosti kmene hemolyzovat nebo s detekovanymi geny

pro toxiny CNF ¢i CDT u daného izolatu (Obr. 8).
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Obr. 8. Dendrogram vybranych izolata E. coli
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4.2.2 Geneticka analyza izolatti Bacteroides fragilis
4.2.2.1 Detekce enterotoxigennich kmenu B. fragilis

Z celkovych 32 izolatd B. fragilis, zamrazenych v prubéhu studie pro pozdéjsi
analyzu, se podafilo revitalizovat 28 kment, ze kterych byla izolovana DNA a nasledné
provedena PCR detekce 3 typt gent kodujicich BFT. Typy bft2 a bft3 nebyly prokazany
vibec, nicméné byly detekovany 4 izolaty B. fragilis nesouci gen bftl. Z toho 3 izolaty
byly od pacienti s CRC a zbyvajici jeden pozitivni izolat byl od kontrolniho pacienta.

Pro nizky pocet izolatd B. fragilis vSak nebylo mozné tento jev statisticky vyhodnotit.
4.2.2.2 Klonalni analyza izolatt druhu B. fragilis pomoci RAPD PCR

Vsech 28 izolatt druhu B. fragilis bylo typizovano pomoci RAPD PCR. Mezi izolaty
nebyla potvrzena zietelna klonalita, ani izolaty s detekovanym genem bftl nebyly
ptifazeny K Zadnému naznacenému shluku (Obr. 9.). Nebyla teda prokazana zadna

korelace mezi izolaty disponujicimi genem pro toxin BFT a jejich klonalitou.

Obr. 9. Dendrogram izolatu B. fragilis
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4.2.3 Geneticka analyza izolatl izolatd Candida albicans
4.2.3.1 Klonalni analyza izolati C. albicans pomoci RAPD PCR

Pii piedbézném vyhodnoceni dat v priabéhu studie byla pozorovana signifikance u C.
albicans ve vazbé na CRC pacienty (p = 0,007) (Stary et al. 2020). Proto byly izolaty C.
albicans zamrazovany za ucelem dal$i charakterizace. Nicméné po finalnim zpracovani
dat od celého souboru pacientii uz nebyla signifikance C. albicans potvrzena. Abychom
vylou¢ili, Ze asociace s CRC miize byt specificka jen pro uréity klon izolata C. albicans,
provedli jsme i u tohoto druhu klonalni analyzu.

Prestoze bylo celkem vykultivovano 37 izolatt kvasinek druhu C. albicans, pro
typizaci bylo dostupnych pouze 20 izolati. Klonalita byla prokazana pouze u izolatt od
dvou pacienti (pac. 202 a pac. 200) (Obr. 10.). Tito pacienti vsak spadali do odlisnych
diagnostickych skupin, proto zde opé€t nebyla prokézana zadna asociace mezi uréitym
RAPD profilem a diagn6zou CRC. U vsech typizovanych izolata C. albicans byla
zaroven provedena PCR reakce detekujici gen pro toxin kandidalyzin. U vSech izolatt

kvasinek byl tento gen detekovan.

Obr. 10. Dendrogram izolata C. albicans
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5 DISKUSE

5.1 Bakterie asociované s CRC a kontrolni skupinou pacienti

5.1.1 Bakteridlni druhy se zvySenym vyskytem u CRC pacientt
5.1.1.1 Fusobacterium nucleatum

Mezi anaerobni bakterialni druhy, u kterych jiz byla potvrzena zvysena prevalence u
CRC pacientt, patii jednozna¢né F. nucleatum (Zorron Cheng Tao Pu et al. 2020; Tunsje
et al. 2019; Suehiro et al. 2017). V nasi studii jsme pomoci kultiva¢nich technik
nezachytili bakterie druhu F. nucleatum, coz pfisuzujeme zejména snizené schopnosti
detekce striktn€ anaerobnich druhG pomoci kultiva¢nich metod oproti vysledkim z
metagenomickych studii a vysledkim za pouziti PCR detekce piimo z klinického
materialu. Tento fakt byl demonstrovan i ve studii Chakvetadze a kol., kde byl potvrzen
zachyt F. nucleatum pomoci PCR u kultiva¢né negativnich vzorki (Chakvetadze et al.
2017). S tim koreluji také nase vysledky nulového zachytu druhti F. nucleatum za pouziti
kultivace. To pifedstavuje zna¢nou limitaci této studie, nicméné nasim cilem bylo
detekovat piip. nové kultivovatelné markery CRC, které by bylo mozné levné

diagnostikovat v bézné rutinni laboratofi.
5.1.1.2 Bacteroides fragilis

Mezi dalsi anaerobni bakterialni druhy asociované s CRC patii B. fragilis (Haghi et al.
2019; Purcell et al. 2017). Opét se jedna o kultivacné naro¢nou bakterii, coZ potvrzuje
studie Zamani a kol., kde byla pozorovana nizsi G¢innost detekce pomoci kultiva¢nich
technik ze vzorkt od CRC pacientii (32/68) oproti detekci 16S rRNA piimo z biopsii
(68/68) (Zamani et al. 2020). U bakterii druhu B. fragilis se ndm nicméné i kultivaci
podafil prokazat signifikantné vyssi vyskyt u CRC pacientll oproti kontroldm v ramci
celého souboru pacientiit bez ohledu na vék (p = 0,034). U tohoto bakterialniho druhu byla
v publikacich demonstrovana schopnost n€kterych kmenii produkovat toxin BFT, jehoz
mechanismus té¢inku je spojovan s indukovanou karcinogenezi, progresi tumort a vyssi
mortalitou u mysi exponovanych kmenim ETBF (Chung et al. 2018; Wu et al. 2009;
Dejea et al. 2018).
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5.1.1.2.1 Geneticka analyza izolata B. fragilis

Po otestovani souboru izolata B. fragilis jsme potvrdili pfitomnost genu pro BFT
pouze u 4 izolat z 28, z nichz 3 nélezely pacientim CRC. Vzhledem k nizkému poctu
izolatl vSak nelze urcit statistickou vyznamnost tohoto nalezu. Pro detekci genu BFT byly
v nasi studii pouzity primery pro specifickou amplifikaci gent kodujici vSechny tii
doposud znamé izoformy BFT (BFT-1, BFT-2 a BFT-3). U vSech BFT-pozitivnich
izolatl byl detekovan pouze typ BFT1, ktery byl u BFT-pozitivnich izolati nejcastéji
zastoupen také v recentni studii Zamani a kol (56,2 %) (Zamani et al. 2020) a ve studii
Ulger a kol. (27/31 BFT-pozitivnich CRC pacientt) (Ulger et al. 2006). V praci Haghi a
kol. byl oproti tomu detekovan nejcastéji typ BFT-2 u izolatt B. fragilis od pacientt
s pokrodilejsim stadiem CRC (Haghi et al. 2019), coz koreluje s vysledky jiz diive
publikovanych studii (Boleij et al. 2015; Viljoen et al. 2015). Bylo také prokazano, ze
exprese toxinu typu BFT-2 je nezbytna pro ETBF- indukovanou tumorigenezi (Allen et
al. 2019), nicméné stale je zde moznost potvrzeni vyznamné role toxinu typu BFTI
v etiopatogenezi CRC v budoucnu.

Pro doplnéni byla u izolati B. fragilis provedena klonalni analyza. Po RAPD analyze
vsak nebyla potvrzena klonalita ani u jednoho paru izolati. Vysledné zjisténi koreluje s
puvodem izolatl, nebot pochazely od ambulantnich pacienti. Nejednalo se o
hospitalizované pacienty zjednoho oddé¢leni, kde by se klonalita izolati mohla
piedpokladat. Divodem velké variability RAPD profild mize byt také vysoka citlivost
této genotypizacni metody, kterd je schopna detekovat SNP.

5.1.1.3 Bakterie rodu Clostridium

Mezi dalsi bakterie, které jsou studovany ve spojitosti s rizikem rozvoje CRC patii rod
Clostridium. Obecné je vétSina zastupcu tohoto rodu bakterii negativné asociovana
s CRC, protoze pti mikrobialni fermentaci nerozpustné vladkniny v tlustém stieve
produkuji mastné kyseliny s kratkym fetézcem jako jsou acetdt nebo butyrat. Pravé
butyrat-produkujici bakterie jsou povazovany za prospesné stievni sliznici. Butyrat totiz
poskytuje potiebnou energii kolonocytim a zlepSuje propustnost stiev. Navic byl
prokazan antikancerogenni uc¢inek Clostridium butyricum prostfednictvim modulace Wnt
signaliza¢ni drahy, jejiz alterace je spojovana se zvysenou proliferaci kolonocyti (D.

Chen et al. 2020; Aghabozorgi et al. 2020). Neni tedy piekvapujici, ze u CRC pacientl
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bylo jiz diive prokazano snizeni vyskytu téchto bakterii (Weaver et al. 1988; H. M. Chen
etal. 2013).

U nékterych druhti rodu Clostridium byla ale naopak zaznamenana zvySena mira
detekce u CRC pacientt. Konkrétn¢ druh Clostridium symbiosum byl navrhnut jako CRC
marker pro neinvazivni detekci ¢asnych stadii CRC na zdkladé¢ jeho zvyseného vyskytu
u CRC pacienti (Xie et al. 2017). V nasem uspoiradani kultivace jsme ale C. symbiosum

v zadném vzorku, podobné jako F. nucleatum, nezachytili.

5.1.1.3.1 C. perfringens

Krom¢ C. symbiosum byla v retrospektivni studii u pacientti s pozdéjsim vyskytem
CRC statisticky vyznamné asociovana také detekce C. perfringens v krevnim fecisti
rutinnimi hemokultivaénimi metodami (p=0,017) (Kwong et al. 2018). Tento druh jsme
vyznamng¢ ¢astéji detekovali u CRC diagno6z oproti kontrolni skuping jedincti také v nasi
studii, a to jak v celém souboru pacientti bez ohledu na vék (p = 0,006), tak u pacientt
starSich 50 let (p = 0,019).

Prestoze byly publikovany studie potvrzujici zvySenou prevalenci téchto bakterii u
CRC pacienttl, neni zatim zcela jasné, zda se jedna o bakterii, kterd se na tumorigenezi
aktivné podili (tzv. driver) nebo pouze vyuziva podminek vytvorenych tumorigenezi ke
zmnozeni/kolonizaci (tzv. passenger). Bakterie C. perfringens mohou produkovat fadu
toxinl, které se uplatiuji v etiologii stievnich onemocnéni jako jsou enterokolitidy,
prijmy nebo enterotoxémie (Rood et al. 2018). Zejména u enterotoxinu Clostridium
perfringens (CPE), byl potvrzen destruktivni u¢inek na kolonocyty exponovanych
kralikd, coz mize vysvétlovat nekrotizujici kolitidy u pacientt, od kterych byly izolovany
kmeny C. perfringens typu A (Garcia et al. 2014; Ogbu, Roy, and Vecchio 2022).
Vzhledem K rozsahlé paleté toxind u tohoto bakteridlniho druhu by se méla moznost

zapojeni nekterého z nich pti rozvoji CRC vzit v potaz.

5.1.1.3.2 C. ramosum

Nejvyssi statistickou signifikanci se nam vSak podaftilo dosahnout u bakterie, ktera
z doposud publikovanych praci nebyla spojovana s CRC, a sice u izolatd druhu
C. ramosum v ramci celého souboru pacientti (p = 0,025), i v souboru pacienti nad 50 let
(p < 0,001). Dalsi charakterizace tohoto souboru izolatli by mohla odhalit nebo alespon
nastinit, zda tyto bakterie vystupuji pouze jako pasivni ,,pasazéti®, nebo disponuji

faktorem virulence, ktery by se mohl pfimo tcastnit v jedné z mnoha kaskad vedoucich

52



k tumorigenezi. V této souvislosti je velmi zajimava studie, asociujici — sice na malém
vzorku pacientii a kontrol — ale signifikantné vyskyt C. ramosum s karcinomem
nosohltanu (Jiang et al. 2019). S vyskytem karcinomu nosohltanu byla v této studii
zaroven pozitivné asociovana zvySena hladina aminokyseliny 5-hydroxytryptaminu
(5-HT, serotonin), ktera byla zaroven tésné svazana s pozitivni detekci C. ramosum ve
flote tlustého stieva (p < 0,001). Aminokyselina 5-HT je mimo jiné dilezity vazoaktivni
neurotransmiter, produkovany nejen bunikkami CNS, ale také tzv. enterochromafinnimi
(téz Kul¢ického) neuroendokrinnimi buiikami, které jsou disperzné piitomny ve stievni
sliznici. Na my$im modelu bylo navic jiz diive prokdzano, ze bunééné komponenty
C. ramosum maji schopnost stimulovat sekreci 5-HT ve stievé (Mandi¢ et al. 2019).
U kolorektalniho karcinomu byla pfitom popsana stimulace progrese a metastatické
aktivity vlivem 5-HT (Sui et al. 2015). Kromé toho byla jiz diive zdokumentovana také
souvislost zvySené dostupnosti 5-HT ve stievé s obezitou (Woting et al. 2014), ktera je

dlouhodob¢ prokazanym faktorem zvyseného rizika vyvoje kolorektalniho karcinomu.
5.1.1.4 Candida albicans jako mozny, avSak nesignifikantni CRC marker

Kvasinky druhu C. albicans byly dle pribézného vyhodnoceni nasich dat fazeny mezi
signifikantni CRC markery (Stary et al. 2020), nicméné po vyhodnoceni celého souboru
pacienti uz byla u C. albicans zaznamenana ztrata signifikance (p = 0,0716). Proto byly
izolaty C. albicans podrobeny klonalni analyze, kde jsme oc¢ekavali identicky RAPD
profil u izolatd od pacientl se stejnou diagnézou. Pomoci RAPD PCR vsak byly ziskany
riznorodé¢ profily izolatl a klonalita se podatila potvrdit pouze u jednoho paru izolata.
Kazdy izolat vSak pochdzel od pacienta s odliSnou diagnézou (jeden od CRC pacienta a
druhy od kontroly). Vzhledem K literarnim tdajim, které pfinaseji nepiimé dikazy o
asociaci mezi infekci C. albicans a tumorigenezi, pfip. progresi nadori (Rodriguez-
Cuesta et al. 2010; Norgaard et al. 2013; Ramirez-Garcia et al. 2014) se domnivame, Ze
je opodstatnéné povazovat C. albicans nadale za mozny marker CRC a zaméfit se
V budoucich studiich na moZnou asociaci kvantitativniho zastoupeni této kvasinky

V tlustém stfeveé s vyvojem CRC.
5.1.1.5 Potencial detekce anaerobnich bakterii jako CRC markert

Modelovani moznosti vyuziti druhu signifikantné asociovanych s CRC pro screening

jedinct starSich 50 let pfinesla slibné vysledky. V piipadé kultivacniho prikazu alespon
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jednoho z nasledujicich bakterialnich druhti: C. ramosum, C. perfringens, B. fragilis, byla
na naSem vzorku zji§téna mira detekce u CRC pacientt 37,1 % (p < 0,001). Standardni
neinvazivni screeningovou metodou s vysokou sensitivitou a specifitou je v soucasné
dob¢ detekce FOBT vylepsend pomoci imunologickych technik (FIT). Tato metoda ale
vyzaduje samosbér vzorki stolice velikosti liskového ofechu, coz je jednim z faktord,
ktery snizuje ochotu obecné populace k tomuto zptisobu screeningu CRC. Vyhodou nami
testované detekce rizikovych jedincii pomoci kultivace je, Ze vychozim vzorkem je
jednorazovy vytér z konecniku, ktery muze byt proveden kdykoli bez zéavislosti na
defekaci. Na druhé stran¢ je vhodné, aby tento odbér byl proveden odbornym personalem.
Nabizi se proto moznost potencialné vyhodné kombinace obou technik, ktera by ale
samoziejmé pied Sirokym pouzitim vyzadovala posouzeni, zda skute¢né zvysi celkovou
uc¢innost screeningu CRC v populaci.

V nasi predstavé by mohlo byt provedeni takového screeningu zvazeno pii kazdé
navstéve 1ékare nebo zdravotnického zatfizeni s ohledem K piislusnosti pacienta k obecné
rizikové populaci nad 50 let. Pokud by bylo zjiSténo, Ze konkrétni pacient do této skupiny
patii a nebyl u né¢j FOBT screening v poslednim roce proveden, nebo neabsolvoval
Vv poslednich 5 letech screeningovou kolonoskopii s negativnim vysledkem, byly by mu
nabidnuty oba typy screeningu (samoodbér stolice pro FOBT a odbér na kultivaci)
s fadnym poucenim, ze FOBT je metoda standardni a vyzkousena, zatimco kultivace je
dopliikova, kterd miiZze zvysit citlivost screeningu. Lze predpokladat:

a)  Pacienti, ktefi by pfistoupili na obé nabidky by mohli profitovat z piipadného
dodate¢ného zachytu rizika pfi pozitivni kultivaci, ale negativnim FOBT. Tito
by pak byli motivovani podstoupit k vylouceni nalezu diagnostickou
kolonoskopii, nebo, pokud by ji z néjakého diivodu nepodstoupili, by byli vice
motivovani k pravidelnému ro¢nimu opakovani FOBT.

b)  Pacienti, ktefi by pfistoupili na obé nabidky a FOBT by u nich byl pozitivni,
by nebyli kultivatnim screeningem nijak dodate¢né zatizeni a byla by jim
standardné doporucena diagnostické kolonoskopie.

c)  Pacienti, ktefi by z divodu potieby samoodbéru stolice odmitli FOBT nebo
tuto proceduru fadné nedokoncili, by mohli v ptipad¢ pozitivniho vysledku

kultivace profitovat z nizkoprahovosti tohoto typu screeningu.
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5.1.2 Bakterialni druhy asociované se zdravou mikroflorou stfev
5.1.2.1 Staphylococcus epidermidis

V na$i studii byla potvrzena signifikantni asociace vyskytu bakteridlniho druhu
S. epidermidis u kontrol oproti CRC pacientim v celém souboru pacientd (p = 0,038) a
také v souboru pacienti starSich 50 let (p = 0,003). S. epidermidis je producentem
nedavno objevenych termo-rezistentnich molekul, kdy pfedbézna charakterizace jejich
aktivity zahrnovala rezistenci k ptisobeni trypsinu, proteinazy K a k inhibitorim proteaz,
coz naznacéuje nebilkovinnou povahu téchto molekul. Dale byla pomoci sekvenace RNA
zjisténa schopnost téchto molekul ovliviiovat expresi genti Staphylococcus aureus, které
jsou spojovany s tvorbou biofilmu (Glatthardt et al. 2020). Recentni vyzkumy se na
komenzalni bakterie S. epidermidis zamé&fuji prave kvuli jeho antagonistickému ptisobeni
vici koznim patogentm jako je C. albicans nebo Leishmania major (Parlet, Brown, and
Horswill 2019; Naik et al. 2012). Z dostupnych praci se zatim neuvazuje o S. epidermidis
jako o bakterii pasobici prospésné na stievni sliznici, nicméné nase vysledky poukazuji
na moznost, ze podobné, jako na kizi, zde miize vyznamné branit kolonizaci oportunnim
patogentim a podporovat tak udrZzeni homeostazy.

Na druhé stran¢ je poticba také vzit v potaz skuteCnost, ze S. epidermidis se
dominantné vyskytuje pravé na kizi a pfi vytéru z konecniku musi nutné¢ dochazet
k mechanickému kontaktu vytérového tampoénu s kiizi v okoli fitniho otvoru. Vyskyt této
bakterie ve vzorcich proto nemusi nutné reprezentovat jeji vyskyt v tlustém stievé.
ProtoZze je ale detekovand asociace s absenci CRC jasné signifikantni, miZeme jen
spekulovat, jaky mechanismus by mohl byt pfipadné zodpovédny za zvySenou detekci

S. epidermidis ve stérech z kiize v okoli analniho otvoru u kontrol.
5.1.2.2 Lactobacillus gasseri

V souboru pacientt starSich 50 let byl detekovan také vyznamné vyssi vyskyt bakterie
L. gasseri (p = 0,042). U této bakterie neni piekvapujici signifikantni zastoupeni ve
vzorcich od kontrolni skupiny oproti CRC pacientim, vzhledem k jeho prokazanym

probiotickym a proti-zanétlivym u¢inktm (Carroll et al. 2007).
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5.2 Geneticka analyza izolata Escherichia coli

5.2.1 Role toxint pfi vzniku a rozvoji CRC

V tadé studii byla potvrzena pro-onkogenni aktivita genotoxinu kolibaktinu (Eric
Oswald et al. 2005; Nougayrede 2006; Hernandez-luna and Lagunes-servin 2017). Proto
byl kolibaktin v nasi studii zafazen mezi toxiny s nejvétS§im potencialem pro detekci
rizika CRC. Spolu s kolibaktinem byla popsana také fada dalsich slibnych faktort, které
by se mohly podilet na vyvoji CRC, jako CNF a CDT, u nichz bylo pozorovano Skodlivé
pusobeni na buiiky stfevni sliznice. U vSech téchto zminénych toxinl byla vysoka Sance
na potvrzeni vyznamnosti jejich vyskytu u pacientd s CRC. V naSem pilotnim souboru
izolatt se potvrdila statisticka vyznamnost u gend pro kolibaktin (p = 0,019) a CNF toxin
(p = 0,020) u pacientu starSich 50 let.

O genotoxickém plisobeni kolibaktinu neni pochyb, jak jiz bylo potvrzeno ve studii
Pleguezuelos-Manzano a kol., kde byly detekovany delece a substituce v genomu
lidskych organoidii zapfi¢inéné expozici kolibaktinu (Pleguezuelos-Manzano et al.
2020). Zaroven bylo potvrzeno ptimé zapojeni kolibaktinu v etiologii CRC, coz bylo
demonstrovano poskozenim DNA kolonocyti po jejich vystaveni kolibaktinu
(Dziubanska-Kusibab et al. 2020). U¢inek kolibaktinu, ktery vede k mutacim indukujicim
tvorbu tumort ve stfevé je nevyvratitelny. Nicméné stale je nutné uvazovat o lidském
stieve jako o celku, kde plisobi dalsi faktory ovlivitujici piisobeni tohoto genotoxinu.

Kli¢ovou roli v pro-onkogennim ptisobeni kolibaktinu ma zcela urcité exprese gent
kodujicich tento toxin, kterd je vSak zavisla na zanétlivém mikroprostiedi stfev ¢i pouhé
dysbalanci mikrobioty. Zan¢t totiz mize spustit aktivaci gend sousedicich s geny pro
toxin na pks ostrovu E. coli, coz spusti stimulaci exprese kolibaktinu. Zaroven byla
pozorovana odliSna mira exprese gent pro kolibaktin v pocatecni a v pozd¢jsi fazi vyvoje
CRC (Arthur et al. 2015). K podobnym vysledkiim dospé¢la také studie Bonnet a kol, ve
které byly kolibaktin-produkujici izolaty E. coli detekovany castéji u pacienti
Vv rozvinutéjsi fazi onemocnéni CRC oproti pocateénim fazim (Bonnet et al. 2014).

Kromé fadze onemocnéni je exprese kolibaktinu zavisla také na fenotypu CRC. Ve
studii Gagniere a kol byly kolibaktin-produkujici E. coli ¢astéji zachyceny u pacientl
s MSS CRC (microsatelite-stable CRC), coz naznacuje riiznou miru pisobeni kolibaktinu
v odlisnych typech CRC (Gagniére et al. 2017). Dale bylo pozorovano, ze pro vyvoj
tumoru u buné€k infikovanych kolibaktin-produkujicimi E. coli je nutny pocatecni impuls

jako napt. mutace APC (Bonnet et al. 2014). Pritomnost pks+ E. coli u dédi¢nych typt
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polypdznich i nepolyp6znich forem CRC oproti sporadickému typu CRC vSak neni zatim
detailnéji prostudovéna. Také zde hraje roli imunitni odpovéd’ hostitele a genetické
predispozice jedince, neni proto snadné urcit konkrétni tlohu a vyznamnost kolibaktinu

u CRC.
5.2.1.1 Kolibaktin u zdravych lidi

Dalsi studie naznacuji, ze 1 takto slibny marker CRC, kolibaktin, nemusi byt vzdy
piimo spojovan s onkologickym onemocnénim, jako spis se zanétlivym nebo chronickym
onemocnénim travici soustavy obecné (Arthur et al. 2015). Otazkou také stale zustava
pfesny mechanismus pisobeni kolibaktinu ve stfev€é. V mnoha studiich sice byla
potvrzena schopnost kolibaktinu indukovat dvou-tetézcové zlomy v DNA, které mohou
kaskadovitym procesem ptispet k rozvoji CRC, nicméné pfitomnost kolibaktinu ve stfeve
byla v fad¢ studii potvrzena také u zdravych lidi. Studie z riiznych zemi se sice v tomto
ohledu lisi, nicmén¢ vyskyt pks+ izolatd E. coli byl v mnoha vyzkumech potvrzen také
ve vysoké mife u zdravé kontrolni skupiny pacienti (Gagniére et al. 2017; Bossuet-Greif
et al. 2016; Shimpoh et al. 2017; Raisch et al. 2014). Neni ani pravidlem, Ze se pks+
izolaty vyskytuji u pacientd s jinym zanétlivym onemocnénim stfev, nebot’ kolibaktin
produkujici kmeny E. coli byly detekovany také u zdravych novorozenct a mladych lidi
bez chronického onemocnéni travici soustavy (Payros et al. 2014; Secher, Brehin, and
Oswald 2016). Zajimavé také je, ze pks ostrov, na kterém je kodovan toxin kolibaktin, je
dokonce nutny pro protizanétlivy ucinek probiotickych kment E. coli Nissle 1917 (Olier
et al. 2012). V této souvislosti je zajimavé nase zjisténi, ze pks+ genotyp byl s CRC
signifikantné asociovan pouze v piipadé, Ze jsme do testu vyznamnosti zahrnuli pouze
pacienty star$i 50 let, u kterych vyznamné stoupa obecné popula¢ni riziko vzniku CRC.
Bohuzel nas soubor pacientit mladsich 50 let neni dost velky na to, abychom byli schopni
zhodnotit, Ze se prispévek pks+ E. coli opravdu vyznamné lisi u populace mladsi a starsi
50 let. Pokud by ale pks+ E. coli pouze piispivala k tumorigenezi a jeji podpora vyvoje
CRC by vyzadovala ptfitomnost dalSich faktort, jak naznacuji nékteré studie, rozdilny
vliv kolibaktinu u pacienti mladSich a starSich 50 let by do takovéto logiky

kancerogeneze CRC velmi dobie zapadal.

5.2.2 Kombinovana detekce kolibaktinu a CNF toxinu u CRC pacientt
I ptes signifikantni vyskyt kolibaktinu a CNF u E. coli izolovanych od CRC pacientd,

nelze snadno posoudit jejich samostatné ptisobeni jako jednotlivych faktori pfispivajicich
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ke vzniku a rozvoji CRC, nebot’ stale musime mit na paméti, ze CRC je multifaktoridlni
onemocnéni. V nasi studii v§ak vzrostla mira detekce u CRC pacientl pii kombinované
detekci kolibaktinu a/nebo CNF u CRC pacient nad 50 let na 46,9 % (p = 0,015). Dle
naSich dat spolu s publikacemi podporujicimi nase vysledky bychom tedy mohli tvrdit,
ze kolibaktin a CNF mohou fungovat jako ko-faktory uplatiujici se pifi rozvoji
sporadického CRC.

5.2.3 Detekce hemolytickych E. coli u CRC pacienti

V naSem pilotnim souboru izolati se potvrdila také statisticka vyznamnost asociace
schopnosti kment hemolyzovat na Columbia krevnim agaru (p = 0,017) s CRC v souboru
pacientl starSich 50 let. Navic hemolyzu vykazovalo 67,8 % kolibaktin-pozitivnich
izolati od CRC pacientli. K podobnému zavéru dosla studie Yoshikawa a kol, ve které
byly charakterizovany kolibaktin-pozitivni E. coli izolované ptimo z tumoru stieva. U
81,4% izolata E. coli byla detekovana schopnost hemolyzy, coz také nasvédcuje
vyznamné asociaci hemolyzy u E. coli izolati a CRC (Yoshikawa et al. 2020). V ramci
charakterizace kolibaktin pozitivnich izolatt byla u vybéru téchto bakterii E. coli, z nichz
28 izolath bylo hemolyticky aktivnich, provedena klonalni analyza. Po RAPD analyze
vSak byla potvrzena klonalita pouze u jednoho paru izolati od dvou pacientti, u kterych
nebyla detekovana hemolyticka aktivita, ani gen pro toxin CNF, nicméné byla u nich
prokazéana piitomnost genu pro toxin CDT. V celkovém souboru izolatli v§ak klonalita

potvrzena nebyla.

5.2.4 Potencial toxini a hemolyzy u E. coli pro screening CRC
Po statistické analyze dat zahrnujicich vyskyt kolibaktinu, CNF a hemolyzy u E. coli
od pacientim starsich 50 let byla potvrzena statisticka signifikance u kombinované
detekce téchto tii faktord (p = 0,013) a zvySena mira detekce u CRC pacienti starSich 50
let (49,2 %). Proto by mohla slouzit triplexni PCR detekce téchto markerti u izolatt E.
coli, kde by byl zachycen alespon jeden z nich, jako dopliikova neinvazivni metoda pro

screening CRC.

5.3  Souhrnny potencial druhovych i toxinovych CRC markert
Pro posouzeni celkového piinosu vSech nami potvrzenych statisticky vyznamnych
CRC markert (kolibaktin, CNF a hemolyza u izolatd E. coli, dale bakterialni markery

C. perfringens, C. ramosum a B. fragilis) jsme navrhli skorovaci systém, dle kterého byli
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pacienti kategorizovani do skupin od nejmensSiho k nejvy$Simu skore odpovidajici
stoupajicimu riziku CRC vzhledem Kk pfitomnosti jednoho nebo vice markerd. Ve
skorovacim systému byly zahrnuty také bakteridlni druhy, u kterych byl potvrzen
signifikantné vyssi vyskyt u kontrolni skupiny pacientt (S. epidermidis, L. gasseri). Tyto
druhy tedy slouzily jako markery snizeného rizika CRC. Na zakladé
pfitomnosti/neptitomnosti daného markeru byli jednotlivi pacienti rozdéleni do kategorii
se skorem -1 (pacienti s nejnizsim rizikem CRC) az +4,5 (pacienti s nejvysSim rizikem
CRC). V nasem modelu nebyly ohodnoceny parametry jako je pohlavi, vék a BMI index,
které se ve skorovacich modelech pro posouzeni souhrnné detekce rozdilnych CRC
biomarkert také pouzivaji (Y. Wu et al. 2021). V naSem ptipad¢ se vsak jednalo o
pfedbézné navrzeny skoérovaci systém obsahujici z naSi studie zjisténé signifikantni
markery CRC i kontrol, které budou jest¢ muset projit procesem dalsi validace a
verifikace na obecné populaci. Pro orienta¢ni informaci, zda se pti kombinované detekci
vice markeri zvyseného nebo snizeného rizika CRC =zaroven =zvysi procento
pravdépodobnosti zachytu rizikovych pacienti by vSak tento navrzeny model mél
postacovat. Faktem nicmén¢ zustava, ze je zde vzdy prostor pro zahrnuti dalSich faktort
v piipad¢ zdokonaleni tohoto skdrovaciho systému.

Pro celkové zhodnoceni piinosu souhrnné detekce CRC markerit bylo stanoveno
procento spravné detekovanych CRC+ pacientl (odhad sensitivity) pro kazdou kategorii
se skorem rovno nebo vyssim (-1 az +4,5). Vzhledem K tomu, Ze v nasem ptipadé jsme
vSak nemohli zahrnout pocet ,,falesné pozitivnich* pacientt, ktery je dosazovan do bézné
pouzivané rovnice pro vypocet sensitivity metod, byla pro vypocet odhadu sensitivity
sestavena rovnice podilu souctu vSech CRC pacientl v kategorii rovno/vys a celkového
poctu vSech CRC pacientli. Dle o¢ekavani, procento spravné detekovanych CRC pacientil
rostlo s klesajicim skorem kategorii. Nejvyssi odhad sensitivity byl stanoven u kategorie
se skorem -1 az 0, coz koreluje s obecnym faktem — ¢im vyssi citlivost metody, tim vice
vzorkli je zachyceno, ovSem pravdépodobné s vysSim podilem faleSn€ pozitivnich
ptipadu.

Pravé pro vylouc¢eni moznosti, Ze by souhrnnd detekce CRC markert ptedstavovala
prilis citlivou, avSak nedostate¢né specifickou metodu pro screening CRC, jsme stanovili
také odhad specifity k pfisluSnym kategoriim skore na zakladé miry faleSné pozitivity.
Vzhledem k omezené velikosti naseho souboru vzorku, ktery navic nebyl vybiran

Z obecné populace je samoziejmé odhad téchto parametrii pouze orientacni.
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Na zékladé srovnani miry sensitivity ve srovnani s faleSnou pozitivitou (posledni
sloupec Tab. 22) odhadujeme, Ze optimalni prahové skoére pro doporuceni dalsi verifikace
rizika by se mohlo pohybovat mezi +0,5 az +1 (cca dva spravné detekovani CRC+
pacienti na cca jednoho fale$né pozitivniho). Sensitivita nami navrzeného screeningu by
se pak mohla pohybovat mezi 61 a 65 %, pii fale$né pozitivité mezi 33 a 41 %. Sensitivita
standardniho FOBT testu v imunochemické modifikaci se pfitom pohybuje mezi 71 a
80 %, pti specifité az 94 % (Hirai et al. 2016). Vzhledem k tomu, Ze v piipadé FOBT jde
o vysledek dlouhodobého vyvoje usilujiciho o zvySeni sensitivity optimalizaci detek¢énich
metod a zvyseni specifity stanovenim optimalni prahové hodnoty detekce hemoglobinu
ve stolici, nejde v nasem ptipad¢ vibec 0 Spatny vysledek, protoze jde o prvni navrh na
zaklad¢ vysledkt béznych detekénich metod provedenych na relativné malém vzorku
pacientql.

Moznosti dal$iho zlepSeni vysledkli ndmi navrzeného systému vidime zejména
Vv téchto oblastech:

1. Nov¢ kultivaéni markery jsme detekovali béZznymi kultivaénimi technikami, aniz
bychom pfedem vé&déli, které druhy chceme specificky detekovat. Se znalosti
novych markerti 1ze kultivaéni techniky optimalizovat a dosdhnout tak vyssi
citlivosti jejich detekce.

2. Kromé kultivace lze pro detekci druhovych markeri pouzit i pravdépodobné
citlivéjsi genetické techniky. Na rozdil od necilené¢ho sekvenovani kompletniho
metagenomu vétSitho vzorku stolice, které vyzaduje samoodbér podobné jako
FOBT a vyZaduje nakladn¢js$i extrakci DNA, lze pii cileném zaméieni na
jednotlivé markerové druhy vyuzit i snadno dostupny vzorek vytéru z kone€niku.
Totéz plati pro zamé&feni na detekci gent pro kolibaktin, CNF a hemolyzu.

3. Nami navrzené schéma skoérovani hodnoceni rizika lze dale optimalizovat na
zaklad¢ vysledki validace na vétSim vzorku obecné populace.

4. V neposledni fad¢ 1ze naSe schéma rozsifit o dalsi s vysokou pravdépodobnosti
prokédzané markery CRC, které lze pravdépodobné rovnéz detekovat jednoduchou

amplifikaci z vytéru z kone¢niku (Fusobacterium nucleatum, BFT aj.).
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6 ZAVER

Role stievni mikrobioty je stale extenzivné studovéana pro svou dosud nedostatecné
objasnénou funkci pii rozvoji CRC. Procesy vedouci k mutagenezi a nasledné
karcinogenezi jsou v ¢im dal vice publikacich spojovany s riznymi bakteridlnimi druhy
a metabolickymi produkty bakterii obyvajicich lidské stfevo.

V této praci byl potvrzen signifikantni vyskyt bakterialnich a genovych markerti u
CRC pacienti oproti kontroldam. Mezi druhové markery, které byly detekovany
v signifikantni mife u CRC pacientu starSich 50 let patii C. perfringens a C. ramosum.
Druh C. ramosum doposud nebyl piimo spojovan s CRC v zadné dostupné publikaci,
jedna se tedy o prvni asociaci této bakterie s CRC, proto je nezbytné tento vysledek
podpofit dalSimi vyzkumy. Mezi statisticky vyznamné genové CRC markery kodujici
toxiny s jiz prokazanou pro-onkogenni aktivitou, patfi gen kodujici kolibaktin a CNF.
Dale byla potvrzena asociace hemolytickych kmenti E. coli s CRC

U vyse zminénych faktor asociovanych s CRC bylo v této praci prokazano zvyseni
senzitivity a specifity detekce u CRC pacientl za pouziti vypoctu p hodnoty pfi jejich
vzajemné kombinaci. Kultivacni detekce, piip. PCR-detekce vybranych bakteridlnich
druhtt kombinovana s PCR genovych markerd by mohla ptedstavovat finan¢né
dostupnou, snadno proveditelnou a neinvazivni screeningovou metodu CRC, ktera by
mohla zvysit ochotu obecné populace k neinvazivnimu screeningu CRC a potencialné

zvysit také sensitivitu jiz etablované detekce okultniho krvaceni ve stolici.
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7 SUMMARY

The role of intestinal microbiota is being extensively studied because of its still not
sufficiently elucidated function in the development of CRC. The processes leading to
mutagenesis and subsequent carcinogenesis are increasingly associated with various
bacterial species and metabolic products of bacteria that inhabit the human gut.

In this thesis, significant overrepresentation of some bacterial species and genes in
CRC patients compared to controls was confirmed. Species markers that have been linked
to CRC in patients older than 50 years included C. perfringens, B. fragilis and C.
ramosum. To our best knowledge, C. ramosum has not been directly associated with CRC
so far. Genes confirmed to be significantly associated with CRC included those coding
for toxins already known for their pro-oncogenic activity, namely colibactin and CNF.
Furthermore, hemolytic E. coli was linked to CRC as well.

Because most of the markers appeared independently from each other in the study
participants, it should be possible to increase the sensitivity and specificity of a screening
scheme when based on combined presence of more than one marker. Internal validation
of an outlined CRC risk scoring scheme confirmed this idea. To conclude, simple culture
detection and/or targeted PCR-detection of appropriate bacterial species and toxin genes
should represent an affordable, easy-to-perform and non-invasive CRC screening
technique that may further increase specificity and sensitivity of the well-established

FOBT, as well as the adherence of general population to non-invasive CRC screening.
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