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Uvod

Kompozicia l'udského mikrobialneho ekosystému, mikrofléry, hra dolezita Glohu pri regulacii
Sirokého spektra fyziologickych procesov. Crevna mikrofléra predstavuje kl'acovy faktor
ovplyvilujuci metabolizmus hostitel'a, priCom prispieva k zachovaniu spravnej funkcie
intestinalnej bariéry a i€innej imunitnej odpovedi proti kolonizécii patogénmi. Je zndme, Ze
zloZenie intestinalnej mikrofléry vykazuje medzi jednotlivcami istu variabilitu, a je
podmienené mnohymi environmentalnymi faktormi, ku ktorym sa zarad’'uje fyzicka aktivita,
stravovacie navyky, nadmernd konzumacia alkoholu, fajéenie alebo uzivanie antibiotik,
¢iinych lieciv (1). Narastajuci pocet §tidii naznacuje, Ze ¢revna mikroflora moze byt priamo
zapojend do vyvoja kolorektdlnych adendémov a naslednej progresie, vyustujucej do vzniku
kolorektalneho karcinomu (CRC; zangl. colorectal cancer). Medzi mozné mechanizmy
progresie CRC patri poSkodenie DNA, podpora chronického zapalu, ¢iuvolfiovanie
bioaktivnych metabolitov, ako ddsledok aktivity ¢revnych patogénov (2). Ich kolonizacia
intestinalneho epitelu je zapri¢inena mikrobialnou dysbidzou, teda naruSenim rovnovahy
¢revnej mikroflory, ktor mozno charakterizovat’ zvySenym poctom so sliznicou asociovanych
patogénov a znizenim celkovej druhovej variability. Boli identifikované baktérie, ako
Bacteroides fragilis, Fusobacterium nucleatum, Helicobacter pylori, respektive Escherichia
coli, ktoré¢ predstavuju klI'iCové patogény, podiel’ajice sa na rozvoji zapalovych ochoreni Criev
(IBD; z angl. inflammatory bowel disease) a CRC (3).

Az do roku 1940, kedy sa zacali objavovat’ prvé patogénne varianty, boli kmene Escherichia
coli zname ako komenzélne mikroorganizmy zdravej Crevnej mikroflory (4). V sucasnosti
evidujeme niekol’ko dobre definovanych enteropatogénnych kmenov, sposobujucich Siroké
spektrum IBD, vratane Crohnovej choroby a Ulcerdznej kolitidy, ktoré su predpokladom pre
vznik CRC (5). Jednym zo spdsobov, akym mozu enteropatogénne E. coli prispievat’ k rozvoju
rakoviny hrubého ¢reva je pritomnost’ toxin produkujiceho génového klastra pks. Predpoklada
sa, ze tento toxin, nazyvany colibaktin, alkyluje DNA na adeninovych zvyskoch, ¢im moéze
indukovat dvojvlaknové zlomy, vedice k chromozomélnym aberaciam a naslednému
zvySovaniu frekvencie génovych mutacii v génoch, zapojenych do drah kIi¢ovych pre procesy
kolorektalnej tumorigenézy (6). Zaroven, viaceré z crevnych patogénov E. coli vykazuju okrem
schopnosti adherovat’ k povrchu intestindlnej mukdzy a sposobovat’ lokalny zéapal, aj vysoky
invazivny potencial, ¢im dochddza k zabezpeceniu ich replikacie a Sireniu sa v hostitel'skych
bunkach. Tieto patogenetické mechanizmy st podmienené pritomnost'ou ostrovov patogenicty,
lokalizovanych ako na plazmidoch, tak bakteridlnych chromozémoch (7,8).

LepSie porozumenie vzajomnym interakcidm medzi hostitel'om a ¢revnou mikroflérou moze
prispiet’ k vyvoju presnejsej personalizovanej mediciny pre pacientov s CRC. Hlavnym cielom
naSej prace bola analyza tkanivovych biopsii kolorektdlnych adenémov a karcindbmov na
pritomnost’ enteropatogénnych variantov E. coli, a to na zaklade detekcie Specifickych génov
virulencie. Intracelularna lokalizéacia tychto oportinnych patogénov by mohla poukazat’ na ¢o
raz viac zdoraznovany prinos ¢revnych baktérii v procese kolorektalnej karcinogenézy.



Material a metody

Molekuldrnej analyze sme podrobili 10 nadorovych biopsii kolorektalnych adenémov (Tab. 1
vzorky 1-5) a karcinomov (Tab. 1 vzorky 6-10), ziskanych od pacientov, u ktorych bolo
vylucené predchadzajuce pouzivanie antibiotik a dokonc¢ena neoadjuvantna chemoradioterapia.
Jednotlivé biopsie sme rozdelili na dve Casti, ktoré sme: (i) s cielom analyzy internalizovanych
baktérii podrobili Gentamicin protek¢nému testu (GPA; z angl. gentamicin protection assay),
pricom sme postupovali podla Studie Swidsinski et al. (1998) a (ii) Cistym fyziologickym
roztokom pre analyzu extracelularnych baktérii. Ziskané supernatanty sme vysievali na
MacConkey agar a individualne vyrastené kolonie sme po preockovani kultivovali v tekutom
LB médiu. Ziskané bakteridlne izolaty sme analyzovali na pritomnost’ E. coli pomocou testu
ENTEROtest 24 (Erba Lachema) a MALDI-TOF hmotnostnej spektrofotometrie. Na izolaciu
plazmidovej] DNA (pl. DNA) z kultir identifikovanych ako E. coli sme pouzili JetQuick®
Plasmid DNA Purification Kit (Genomed). Chromozomalnu DNA (ch_ DNA) sme izolovali
pomocou Qiagen Purification Kit (QIAGEN) a celkovi bakteridlnu DNA (var DNA) sme
extrahovali opakovanym varom a zmrazovanim na -70 °C (boiling procedure).

PCR prebiehala pri zlozeni reak¢nej zmesi a teplotnom programe, ktoré st uvedené v Tab. 1.
Podmienky PCR pre detekciu génu aspU boli odlisné a su uvedené v spodnej Casti tabul’ky.

Tab. 1 Parametre PCR.

PCR reakéna zmes ch_DNA | pl_/var_DNA | Teplotny program

PCR buffer 10x (Qiagen) 2.5ul 2.5ul Inicia¢na denaturacia | 95 °C | 10 min
MgClL225 mM (Qiagen) 3.0 uL 3.0 uL Denaturacia 95°C | 1 min
Mix primerov 10.0 pmol/mL (Sigma Aldrich)* | 6.99 pL 6.99 uL Anelacia 30x | 60°C | 1 min
Tag DNA polymeraza (Qiagen) 0.25 uL 0.25 uL Extenzia 72°C | 1 min
dNTP (Qiagen) 2.2yl 2.2l Zavere¢na extenzia 72 °C | 10 min
Nuclease free water 7.06 uL 6.06 uL Chladenie 4°C o
DNA templat 3.0 uL 4.0 uL

Findlny objem 25 pLL

PCR reakéna zmes pre gén aspU ch_DNA | pl_/var_DNA | Teplotny program aspU

PCR buffer 10x (Qiagen) 2.5uL 2.5uL Inicia¢na denaturacia | 94 °C | 7 min
MgCl2 25 mM (Qiagen) 3.0uL 3.0uL Denaturacia 94 °C | 50 sek
U Primer 10.0 pmol/mL (Sigma Aldrich) 0.25 uL 0.25 uL Aneléacia 35x | 65°C | 55sek
D Primer 10.0 pmol/mL (Sigma Aldrich) 0.25 uL 0.25 uL Extenzia 72°C | 1 min
Tag DNA polymeraza (Qiagen) 0.25 uL 0.25 uL Zaveretna extenzia 72°C | 7 min
dNTP (Qiagen) 22 uL 22 uL Chladenie 4°C | o
Nuclease free water 13.55pul | 12.55 uL

DNA templat 3.0 uL 4.0 uL

Finalny objem 25 pL

*eae 0.31 uL U/ 0.31 uL D; ipaH 0.31 pL U/ 0,31 puL D; stx 0.625 pL U / 0.625 pL D; elt 0.625 uL. D / 0.625
pL D; aggR 0.625 uL U/ 0.625 pL Dy est 1 pL U/ 1 uL D

Pomocou multiplex PCR a kitu PCR Master Mix (QIAGEN) sme amplifikovali 7 génov
virulencie pre 5 enteropatogénnych variantov E. coli, ktoré si uvedené spolu dizkami PCR
amplikonov (bp — bazové pary) a sekvenciami pouzitych U (upstream) a D (downstream)
primerov:

eae (881 bp) pre EPEC (enteropatogénne E. coli)
U: 5" CCCGAATTCGGCACAAGCATAAG; D: 5'"CCCGGATCCGTCTCGCCAGTATT



ipaH (619 bp) pre EIEC (entero-invazivne E. coli)

U: 5’"GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC; D: 5" GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
stx (518 bp) pre STEC (Shiga toxin produkujice E. coli)

U: 5"GAGCGAAATAATTTATATGTG; D: 5"TGATGATGGCAATTGAGTAT

elt (322 bp) pre ETEC (entero-toxické E. coli)

U: 5TCTCTATGTGCATACGGAGC; D: 5"CCATACTGATTGCCGCAAT

aggR (254 bp) pre EAEC (entero-agregativne E. coli)

U: 5"GTATACACAAAAGAAGGAAGC; D: 5" ACAGAATCGTCAGCATCAGC

est (147 bp) pre ETEC (entero-toxické E. coli)

U: 5TTAATAGCACCCGGTACAAGCAG; D: 5’"CCTGACTCTTCAAAAGAGAAAAT
aspU (282 bp) pre EAEC (entero-agregativne E. coli)

U: 5'"GCCTTTGCGGGTGGTAGCGG; D: 5" AACCCATTCGGTTAGAGCAC

Vysledky

Na zaklade vysledkov modzeme konStatovat, ze spomedzi vSetkych detegovanych
enteropatogénnych variantov E. coli boli EAEC najCastejSie pozorovanym kmetiom.
Pritomnost’ pre nich charakteristického génu aggR, sme zaznamenali v 9/10 analyzovanych
biopsii (Tab. 1 a 2). Na druhej strane, pritomnost’ pre nich rovnako Specifického génu aspU
sme zaznamenali len vo vzorke pochadzajucej od pacienta s karcindomom v oblasti flexura
linealis (Tab. 1).

Tab.1 Pohlavie, vek, lokalizacia kolorektalneho adenému (1-5) a karcinomu (6-10), pocet analyzovanych
vzoriek a sumarizacia detegovanych génov virulencie.

Pacient Pohlavie Vek | Lokalizacia Vzorky | est aggR aspU | elt stx | ipaH | eae
1 Zena 59 sigma 23 3 6 - - - - -
2 Muz 38 sigma 13 - 13 - - - - -
3 Zena 41 sigma 20 3 7 - - 9 1 -
4 Zena 74 sigma 4 - 4 - - - - -
5% Muz 73 rectum 10 3 4 - - - - 2
6 Muz 59 flexura linealis 18 - 13 5 - - - -
7 Muz 65 sigma 14 - 9 - - - - -
8 Muz 71 anastomosis 12 6 5 - 1 - - -
9 Muz 61 rectum 5 1 - - 2 - - 1
10 Muz 81 sigma 8 - 6 - - 1 - 1

*analyza extracelularnych E. coli

Tab.2 Sumarizicia detegovanych patogénnych variantov E. coli na zaklade génov virulencie u pacientov
s kolorektalnym adenémom (1-5) a karcindbmom (6-10).

Pacient ETEC _est/elt | EAEC_aggR | EAEC _aspU | STEC/EHEC stx | EIEC ipaH EPEC_eae
1 13% 26 % - - - -

2 - 100 % - - - -

3 15 % 35% - 45 % 5% -

4 - 100 % - - - -

5 30 % 40 % - - - 20 %

6 - 72 % 28 % - - -

7 - 64 % - - - -

8 50 % 42 % - 8% - -

9 20 % - - 40 % - 20 %
10 - 75 % - 12.5% - 12.5%

NajmenSie zastipenie fragmentov sme zaznamenali v pripade produktu ipaH, ktorého
pritomnost’ sme detegovali len v jednom izolate E. coli, ato u pacienta s kolorektdlnym



adenomom. Vizualizaciu daného PCR produktu vo vzorke pacienta 3 zachytava Obr. 1B.
V pripade daného pacienta sme okrem génu typického pre EIEC zaznamenali pritomnost’
fragmentov est, aggR a stx, ktoré znacia predpokladant pritomnost ETEC, EAEC, respektive
STEC/EHEC. V pripade pacienta 5 sme vo vzorke nadorového tkaniva nezaznamenali ziadne
intracelularne lokalizované baktérie. Z toho dévodu sme d’alSej analyze podrobili také kolonie,
ktoré boli identifikované ako extraceluldrne E. coli. Aj v tomto pripade tvoril najpocetnejSiu
skupinu fragmentov PCR produkt aggR intestindlnych EAEC (Tab. 1 a 2). Obr. 1A zachytava
elektroforeticku separaciu amplifikovanych fragmentov est, aggR, elt, stx a eae.

(A) (B)

Ladder est aggR elt stx eae Ladder ipaH Ladder

Obr. 1 Separacia amplifikovanych PCR produktov v 2 % agaroézovej gélovej elektroforéze. Vizualizicia
amplifikovanych fragmentov (A) est (147 bp) - ETEC, pacient 8 [var DNA]; aggR (254 bp) - EAEC, pacient 1
[var DNAJ; elt (322 bp) - ETEC, pacient 9 [var DNA]J; stx (518 bp) - STEC/EHEC, pacient 3 [ch_ DNA]J; eae
(881 bp) - EPEC, pacient 9 [pl DNA]; (B) ipaH (619 bp) - EIEC, pacient 3 [ch DNA]. Ladder 100 bp.
V hranatych zatvorkach je uvedeny typ analyzovanej DNA.

Diskusia

Identifikacia nadorovo Specifickych patogénov pritomnych vo vzorkdch nadorového tkaniva,
v porovnani sich absenciou u zdravych kontrol, podnecuje skiimanie ich presnej ulohy
v etiologii tak heterogénneho onkologického ochorenia, akym je CRC. Je zname, ze
intracelularne E. coli st u pacientov s CRC pomerne Casto identifikovanym typom patogénu.
Raisch et al. (2014) zaznamenali, ze pocetnost’ fylogenetickej podskupiny B2, do ktorej patria
aj enteropatogénne kmene E. coli, bola v bioptickych vzorkdch pochadzajucich zo sliznice
pacientov s CRC na urovni takmer 74 %, oproti 42 % kontrol (9). V naSom pripade sme
pritomnost’ intraceluldrne lokalizovanych enteropatogénnych E. coli zaznamenali v 90 %
analyzovanych vzoriek, pricom nasSe vysledky koreluju s viacerymi Stadiami. V tych bolo
pozorované dominantné zastupenie invadujucich EPEC u vicSiny pacientov s kolorektalnym
adenomom a karcindbmom, v porovnani so zdravymi kontrolami (10,11). Vysoka prevalencia
EAEC v nami analyzovanych biopsiach, a to az v 9 pripadoch (Tab. 2), modze byt vysvetlena
pozorovaniami Stadie Ellis et al. (2020), ktorej vysledky naznacuju, Ze isty typ EAEC ma vyssi
potencidl Tl'udskej patogenézy v dosledku kombinacie takych faktorov virulencie, ktoré
podporuju kolonizaciu a zapal hostitel'skych buniek (12). Okrem iného, Fang et al. (2018)
pozorovali, Ze E. coli zo skupiny B2 disponuju Specializovanym mucin degradujiicim aparatom,
ktory moze prispievat’ ku kolonizacii crevného epitelu a naslednej patogenéze IBD. Na druhe;j



strane, EIEC s génom virulencie ipaH, vyznaCujuce sa vysokym invazivnym potencialom,
predstavovali najmenSiu frakciu spomedzi vSetkych pravdepodobne identifikovanych
patotypov E. coli. Predpoklada sa, ze intestinalne patogény E. coli mézu po adhézii a naslednej
infekcii epitelovych buniek ¢reva sposobovat’ také zmeny, ktoré by mohli viest’ k ich malignej
transformacii a ndslednému rozvoju kolorektadlnych malignit (13). Na druhej strane,
pozorovanu asociaciu enteropatogénnych E. coli s rakovinovymi léziami je mozné brat’ do
uvahy aj ako dokaz kauzilneho vztahu, ktory je opacny, apredpokladd, ze nadorové
mikroprostredie poskytuje tymto patogénom podmienky vhodné pre kolonizaciu ¢revného
epitelu. Za jednu zvyraznych limitdcii naSej prace povazujeme relativne maly subor
vySetrovanych vzoriek tkaniva. Predpokladdme, ze rozSirenie poctu analyzovanych nadorov
a doplnenie analyz o biopsie zdravého tkaniva, by viedlo krelevantnej$im vysledkom
a zaverom. SekvenaCna analyza detegovanych patotypov E. coli anasledné porovnanie
vysledkov s databdzami obsahujicimi referenéné sekvencie s cielom potvrdit, ¢i sa jedna
o nami hl'adané gény, by mohla prispiet’ k neustadlemu objasiiovaniu ulohy ¢revnych patogénov
v procese malignej transformacie intestinalneho epitelu a rozvoja kolorektalnych adenémov,
respektive ich progresie do CRC.

Pod’akovanie

Tato SVOC vznikla vd’aka podpore v ramci Opera¢ného programu Integrovana infrastruktira
pre projekt: Dlhodoby strategicky vyskum a vyvoj zamerany na vyskyt Lynchovho syndromu
v populacii SR a moznosti prevencie naddorov spojenych s tymto syndromom, kod ITMS:
313011V578, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regionélneho rozvoja.

Zoznam pouZzitej literatury

1. Sanchez-Alcoholado L, Ramos-Molina B, Otero A, et al. The Role of the Gut Microbiome
in Colorectal Cancer Development and Therapy Response. Cancers 2020; 12(6):1406.

2. Vacante M, Ciuni R, Basile F, Biondi A. Gut Microbiota and Colorectal Cancer

Development: A Closer Look to the Adenoma-Carcinoma Sequence. Biomedicines 2020;
8(11):489.

3. Perna A, Hay E, Contieri M, De Luca A, Guerra G, Lucariello A. Adherent-invasive
Escherichia coli (AIEC): Cause or consequence of inflammation, dysbiosis, and rupture
of cellular joints in patients with IBD? J Cell Physiol. 2020; (6):5041-5049.

4. TangL, Zhou YJ, Zhu S, et al. E. coli diversity: low in colorectal cancer. BMC medical
genomics 2020 Dec;13:1-7.

5. Croxen MA, Law RJ, Scholz R, Keeney KM, Wlodarska M, Finlay BB. Recent advances
in understanding enteric pathogenic Escherichia coli. Clin Microbiol Rev. 2013;
26(4):822-80.

6.  Pleguezuelos-Manzano C, Puschhof J, Rosendahl Huber A, et al. Mutational signature in
colorectal cancer caused by genotoxic pks" E. coli. Nature 2020; 580(7802):269-273.

7. Nakhjavani FA, Emaneini M, Hosseini H, et al. Molecular analysis of typical and atypical
enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) isolated from children with diarrhoea. J Med
Microbiol. 2013;62(2):191-195.



10.

11.

12.

13.

Serapio-Palacios A, Finlay BB. Dynamics of expression, secretion and translocation of
type III effectors during enteropathogenic Escherichia coli infection. Curr Opin
Microbiol. 2020; 54:67-76.

Raisch J, Buc E, Bonnet M, et al. Colon cancer-associated B2 Escherichia coli colonize
gut mucosa and promote cell proliferation. World J Gastroenterol. 2014; 20(21):6560-
6572.

Swidsinski A, Khilkin M, Kerjaschki D, Schreiber S, Ortner M, Weber J, Lochs H.
Association between intraepithelial Escherichia coli and colorectal cancer.
Gastroenterology 1998; 115(2):281-286.

Martin HM, Campbell BJ, Hart CA, et al. Enhanced Escherichia coli adherence and
invasion in Crohn’s disease and colon cancer. Gastroenterology 2004; 127(1):80-93.

Fang X, Monk JM, Mih N, et al. Escherichia coli B2 strains prevalent in inflammatory
bowel disease patients have distinct metabolic capabilities that enable colonization of
intestinal mucosa. BMC Syst Biol. 2018; 12(1):66.

Ellis SJ, Crossman LC, McGrath CJ, et al. Identification and characterisation of

enteroaggregative Escherichia coli subtypes associated with human disease. Sci Rep.
2020;10(1):7475.



