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ABSTRAKT

Komplexni etiopatogeneze idiopatickych stfevnich zanéti (IBD) zlstava nejasna,
pricemz jednou z hlavnich pfi¢in se jevi dysregulace slizni¢ni imunity v reakci na specifické
slozky stievniho mikrobiomu. Tato disertacni prace zkouma potencial fekalni mikrobialni
transplantace (FMT) jako inovativni terapeutické intervence zaméfené na modifikaci
mikrobiomu a ovlivnéni pribéhu IBD. FMT, spocivajici v pfenosu stolice od zdravého darce k
pacientovi, se ukazala jako vysoce U€inna v 1écbé rekurentni klostridiové kolitidy, kde je jiz
povazovana za standardni 1écebny postup. Ve vztahu k IBD vSak ptfedstavuje FMT stale
experimentalni metodu, pouzivanou pievazné v ramci klinickych studii. Sou€asny systematicky
prehled uvadi, ze i¢inek FMT na ulcer6zni kolitidu (UC) je proménlivy, jak z hlediska dosazeni
remise, tak klinické odpovédi. Nedavné randomizované kontrolované studie pro UC a s tim v
souladu 1 ndmi prezentovand data ukazuji na mirny az stfedni efekt FMT v této indikaci.
Ucinnost FMT ovliviiuje cel fada faktorti, zejména spravny vybér darce &i darct, diverzita
jeho mikrobiomu, metody aplikace 1 frekvence podavani. V ptipadé Crohnovy choroby jsou
data zatim velmi omezen4, ale naznacuji maly efekt FMT v této indikaci. FMT je povazovana
za bezpecnou metodu s minimem zavaznych nezadoucich G¢inkli za piedpokladu striktniho
dodrzovani kritérii pro vybér a vySetieni darci.

Na zédkladé¢ dosavadnich vysledkd Ize konstatovat, ze FMT predstavuje slibny
a bezpecny terapeuticky pfistup 1é¢by UC. Pro definitivni zavéry jsou vSak nezbytné dalsi
rozsahlé, dobfe navrzené studie, které se zaméfi na efektivitu metody v riznych indikacich,
schopnost navodit remisi u IBD, pocet nutnych aplikaci FMT pro dosazeni tohoto cile,
dlouhodobou bezpec¢nost a optimalni zplisoby aplikace.



ABSTRACT

The complex etiopathogenesis of idiopathic inflammatory bowel diseases (IBD)
remains unclear, with one of the main suspected causes being the dysregulation of mucosal
immunity in response to specific components of the gut microbiome. This dissertation
investigates the potential of faecal microbiota transplantation (FMT) as an innovative
therapeutic intervention aimed at modifying the microbiome and influencing the course of IBD.
FMT, involving the transfer of stool from a healthy donor to the patient, has proven highly
effective in the treatment of recurrent Clostridioides difficile colitis, where it is already
considered a standard therapeutic procedure. However, in relation to IBD, FMT remains
an experimental method, predominantly used in clinical studies. Current systematic reviews
indicate that the effect of FMT on ulcerative colitis (UC) is variable, both in terms of achieving
remission and clinical response. Recent randomized controlled trials for UC, in accordance with
our presented data, show a mild to moderate effect of FMT in this indication. The effectiveness
of FMT is influenced by a range of factors, particularly the correct selection of donor or donors,
the diversity of their microbiome, methods of application, and frequency of administration. In
the case of Crohn's disease, the data are still very limited, but suggest a minimal effect of FMT
in this indication. FMT is considered a safe method with minimal adverse effects, provided
strict criteria for donor selection and examination are adhered to.

Based on the current results, it can be concluded that FMT represents a promising
and safe therapeutic approach for the treatment of UC. However, further extensive, well-
designed studies are necessary to provide definitive conclusions, focusing on the method's
effectiveness in various indications, its ability to induce remission in IBD, the number of FMT
applications needed to achieve this goal, long-term safety, and optimal methods of application.



SEZNAM ZKRATEK

5-ASA S-aminosalicylat

6MP 6-merkaptopurin

16S rRNA 16S ribosomalni ribonukleova kyselina

Anti-TNF Anti- tumor necrosis factor

CD Crohnova choroba

CDI Clostridioides difficile infekce

Cl Confidence interval

CRP C-reaktivni protein

EurFMT Evropsky registr FMT

FACTU Fekalni mikrobialni transplantace u levostranné ulcer6zni kolitidy
FMT Fekalni mikrobidlni transplantace

HIV Human Immunodeficiency Virus

IBD Idiopatické stievni zanéty

IL-10 Interleukin 10

LDA Linearni diskriminacni analyza

NOD2 Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2
RCT Randomizovand kontrolovana studie

SCFA Mastné kyseliny s kratkym fetézcem

SCCAI Simple Clinical Colitis Activity Index

Ster Kortikosteroidy

UC Ulcerdzni kolitida



UVOD

Lidské tclo, Casto povazované za zazrak biologického inzenyrstvi, neni ostrovem
izolovanym od okolniho svéta. Naopak, je domovem pro nespocet mikroorganismu, které
s ndmi ziji v symbiotickém vztahu a ovliviiuji naSe zdravi, chovani a mnoho dalSich aspektt
naseho zivota. Tento komplexni ekosystém mikroorganismti, oznacovany jako lidsky

mikrobiom se v poslednich desetiletich stal pfedmétem intenzivniho védeckého zkoumani.

Diivodem pro takovy zajem je stale rostouci diikkaz o roli, jakou hraje mikrobiota
v nasem zdravi a onemocnéni. Od traviciho systému az po kognitivni funkce, mikroorganismy,
které s nami sdileji nase t¢lo, ovliviiuji nase fyziologické stavy, obranyschopnost a dokonce
1 nasi psychiku. Ackoli byla lidska mikrobiota po tisice let soucasti naseho byti, teprve nedavno
jsme zacali rozkryvat jeji tajemstvi a dllezitost.

Lidska mikrobiota muze obsahovat az desetkrat vice bunék, nez nase vlastni lidské t€lo.
Nejvetsi zastoupeni ma v gastrointestindlnim traktu, a to jak celkovym poctem, tak i poctem
druhii bakterii, ktery dle Human Microbiom Project dosahuje 3000, z nichz vétSinu nejsme
zatim schopni ani kultivovat [1, 2]. Neddvné metagenetické analyzy stanovily katalog gent
lidské mikrobioty s celkovym poctem 3,3 mil. jedine¢nych gent, coz je piiblizné stokrat vice,
nez z kolika se sklada lidsky genom [3]. Kmeny Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria
a Actinobacteria tvoti vice nez 99 % stievni mikroflory. Kmen Firmicutes (v¢éetné Clostridia)
pfedstavuje vice nez 60 % druhti vazanych na sliznici tlustého stfeva, zatimco
Enterobacteriaceae jako Escherichia coli jsou relativné malou podskupinou, ktera predstavuje
pouze 8 % vSech bakterii stieva [4, 5]. Mikrobiota vSak neptfedstavuji jen bakterie, ale 1 archea,
houby, fasy, viry a fagy [6]. Nejnové€ji je mikobiota definovana tak, Ze se tykd nejen
spolecenstvi mikroorganismu, ale také celého spektra molekul produkovanych témito
mikroorganismy, vcetné jejich strukturnich prvkd, metaboliti a molekul produkovanych
koexistujicim hostitelem [6].

Stfevni mikrobiota funguje jako samostatny organ lidského téla. Ovliviuje Stépeni
a vstfebavani zivin, bariérovou funkci stfevni sliznice, metabolismus, imunitni systém hostitele,
produkuje vitamin K a biotin. Komenzalni stfevni mikrobiota metabolizuje nevstfebatelné
sacharidy z potravy a produkuje mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které mohou predstavovat
az 10 % denniho energetického ptijmu [4]. Zatimco mastné kyseliny acetat, propionat a butyrat
tvofi hlavni zdroj energie pro kolonocyty, zlepsuji také slizni¢ni bariérovou funkci stimulaci
sekrece hlenu a udrzovanim integrity epitelu podporou tésného bunééného spojeni [7]. Butyrat
cytokinu IL-10 a ovliviiuje diferenciaci a proliferaci regulacnich T lymfocytd [8-10].
Mikrobiota se také podili na metabolizaci xenobiotickych sloucenin, ¢imz ovliviiuje
metabolismus lé¢iv a karcinogenezi [11, 12]. Mikrobidlni hydrolazy Zlu¢ovych soli dekonjuguyji
primarni zlu¢ové kyseliny a vedou k tvorbé sekundérnich Zlu¢ovych kyselin, které kromé jinych
ucinkl ovliviyji rast dalSich bakterii [13]. Komenzalni mikroorganismy obyvajici lidsky
gastrointestinalni trakt tedy hraji dilezitou roli pii metabolismu, imunitni adaptaci a zaroven
potlacuji rast konkuren¢nich invaznich druhi [14].



U dysbidzy vede snizena koncentrace protektivnich bakterii produkujicich mastné
kyseliny s kratkym fetézcem a akumulace toxickych metabolitl stfevnich patogenti k zvySené
koncentraci prozanétlivych medidtori a zvySené permeabilité sliznice [4, 5]. ZhorSena
imunoregulace hostitele s neucinnou regulaci vrozené imunitni odpovédi vede ke ztraté
tolerance k nepatogennim mikrobialnim antigeniim a rozvoji zkiizené reaktivni autoimunity

[4].

Vztah zdravé mikrobioty a hostitele pfedstavuje symbidzu. Zmény mikrobioty mohou
vést k naruSeni této symbiodzy, a tim ke vzniku nékterych onemocnéni. Tento patofyziologicky
mechanismus Ize popsat na klostridiové kolitid€, ale mezi choroby se vztahem ke stifevnimu
mikrobiomu patfi 1 idiopatické stievni zanéty (IBD), syndrom drazdivého tra¢niku, jaterni
encefalopatie, diabetes 2. typu, metabolicky syndrom, nealkoholické steatohepatitida, obezita,
aterosklerdza, idiopatickd trombocytopenicka purpura, roztrouSena skleroza, alergie, autismus
a dalsi [15].

Fekalni mikrobidlni transplantace (FMT) je lécebnd metoda spocivajici v pfenosu
stolice od zdravého darce pacientovi. Lze ji obnovit mikrobidlni homeostazu stfeva, a ovlivnit
tak vySe zminéna onemocnéni. FMT je vysoce efektivni v 1é¢bé rekurentni
pseudomembranodzni kolitidy [20]. V této indikaci se jedna o standardni, klinicky vyuzitelnou
metodu. Principem 1é¢by je napraveni ,,ekologické katastrofy zpisobené vétSinou pouzitim
antibiotik s naslednym premnozenim kmene Clostridioides difficile. Proto neni prekvapivé, ze
1jednorazove ¢i dvojnasobné podani FMT vede k vysoké frekvenci vyléceni (81-94 %). Ostatni
uvedené indikace, v¢. IBD, jsou experimentalni a jsou pfedmétem pouze klinickych studii [21].

Vztah mikrobiomu a IBD neni natolik objasnén jako u klostridiové kolitidy. I ptes
intenzivni vyzkum neni stale uspokojivé vysvétlena piesnd etiopatogeneze IBD, nicméné
jednou z teorii vzniku IBD je neadekvatni reakce imunitniho systému na nékteré soucasti
sttevniho mikrobiomu. Tato souvislost byla doloZena studiemi na zvifecich modelech, kdy
absence mikrobiomu u geneticky predisponovanych mysi zabranila rozvoji IBD. Je prokazéno,
ze u pacientll s IBD dochazi ke sniZeni diverzity druhli i zménam zastoupeni stievni mikroflory.
Existuje dostatek dikazi o uloze dysbiézy v patogenezi IBD [4, 22]. Nékolik znamych
predisponujicich variant gent k IBD ovliviiuje zptisoby interakce stieva s prostfedim [23].
Prvni identifikovany predisponujici gen pro Crohnovu chorobu (CD) NOD?2 se ucastni imunitni
odpovédi na grampozitivni a gramnegativni bakterie [24]. Mutace NOD2 ovliviiuji mnoZstvi
studii zjistilo, Ze pacienti se zanétlivym onemocnénim stfev maji ve stfevech méné bakterii
produkujicich mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), zejména Faecalibacterium
prausnitzii, symbiotickou bakterii s dobfe zdokumentovanymi ptiznivymi G€inky pro hostitele
[27, 28]. Ke zvraceni tohoto stavu dysbidzy, a tim 1 k potencialni 1é€bé IBD, se nabizi pouziti
FMT.



HYPOTEZY

1) Fekalni bakteridlni transplantace piizniveé ovliviiuje pritbéh ulcerdzni kolitidy.

2) Fekalni bakterialni transplantace vede k signifikantni zméné mikrobiomu u pacienti

s ulcerozni kolitidou.

CILE PRACE

1) Provedeni randomizované kontrolované studie zamétené na 1écbu pacientii s ulcerdzni

kolitidou pomoci fekalni bakterialni transplantace.

2) Hodnoceni vlivu fekalni bakteridlni transplantace na pribéh levostranné ulcerdzni

kolitidy.

3) Popis zmén mikrobioty po fekalni bakteridlni transplantaci a jejich trvani v case.



METODY

1. Design studie

Studie FACTU byla otevienou randomizovanou noninferioritni studii srovnavajici
ucinnost 1écby klyzmaty FMT a standardnimi klyzmaty 5-ASA u pacienti s aktivni
levostrannou UC. Pacienti byli zatazeni do studie ve étyfech IBD centrech v Ceské republice
(IKEM, ISCARE, VFEN, FN Plzen).

2. Studijni populace

Do studie byli zafazeni dospéli pacienti mladsi 70 let s klinicky a endoskopicky aktivni
levostrannou UC (tj. rozsah vétsi nez 15 cm a maximalné k lienalni flexufe) trvajici > 3 mésice,
s celkovym Mayo skore 4-10 a endoskopickym subskore >2. Bylo povoleno uzivani peroralnich
5-aminosalicylati (stabilni ddvka po dobu 8 tydnti, maximalni davka 4 g), thiopurinti (stabilni
davka po dobu 8 tydntll) a perordlniho prednisonu (< 10 mg denné a stabilni ddvka po dobu 4
tydnil). Po zafazeni museli pacienti zlistat na stejné davce po celou dobu studie. Vylouceni byli
jedinci s neurcitou kolitidou, Crohnovou chorobou, syndromem drazdivého tra¢niku, rakovinou
stteva v anamnéze a pozitivitou na infekci Clostridoides difficile nebo jinym stfevnim
patogenem, stejn¢ jako téhotné nebo kojici zeny. Uzivani rektalnich kortikosteroidii nebo
5-ASA v obdobi 4 tydnt pted zatazenim do studie, antibiotik nebo probiotik v obdobi 8 tydni
pred zarazenim do studie, metotrexatu v obdobi 8 tydni pred zarazenim do studie nebo
biologické 1é¢by ¢i inhibitort kalcineurinu v obdobi 12 tydnt pied zatazenim do studie nebylo
povoleno. Pti vstupu do studie podstoupili v§ichni potencialn¢ zptisobili pacienti kolonoskopii
nebo sigmoideoskopii.

3. Randomizace

Vhodni pacienti byli randomizovani v poméru 1:1 pomoci pocitaem vytvotfeného
randomizacniho seznamu stratifikovaného podle pohlavi a uZivani imunosupresivni 1écby.
Randomizace byla provedena centralné¢ v IKEM v Praze.

4. Intervence

Experimentalni skupiné jsme podali 10 studijnich infuzi FMT, pét v prvnim tydnu
a jednou tydné v nasledujicich 5 tydnech. Ugastnici ve skupiné s 5-ASA byli 1é¢eni standardnim
rezimem péce, ktery zahrnoval klyzmata s mesalaminem v ddvce 4 g denné po dobu 2 tydnt
a poté kazdy druhy den az do konce 6. tydne. Tolerance klyzmat byla definovana jako zadrzeni
klyzmatu po dobu alespont 15 minut.



5. Hodnoceni Kklinickych vysledku

Primarnim cilem studie byla klinicka remise, ktera byla definovana jako celkové skore
Mayo <2 bez podskore >1 ve 12. tydnu. Sekundarnimi cile byly klinicka odpovéd’, definovana
jako snizeni celkového Mayo skore o > 2 body, a endoskopicka remise, definovana jako
endoskopické Mayo skére 0 v 6. a 12. tydnu. Endoskopicka aktivita onemocnéni byla
hodnocena pomoci sigmoideoskopie v tydnech 6 a 12 a bylo vypocitano celkové Mayo skore.
Endoskopie byly provadény a zaznamenavany v kazdém studijnim centru a poté byly centralné
hodnoceny dvéma endoskopisty zaslepenymi viici podavané 1¢cbé. Piipadné nesrovnalosti byly
vyfeSeny diskusi a dohodou. Nezadouci ptihody byly hodnoceny pii kazdé navstéveé studie
a hlaseny podle Common Terminology Criteria for Adverse Events, verze 5.0.

6. Priprava klyzmat FMT

V kazdém centru studie byly odebrany vzorky stolice od zdravych darci mladSich 60
let. Vylouceni byli pokrevni pfibuzni, osoby hospitalizované v ptedchozich 3 mésicich nebo
1écené antibiotiky ¢i inhibitory protonové pumpy v piedchozich 6 mésicich, imunosuprimovani
jedinci a osoby s chronickymi problémy gastrointestinalniho traktu (napt. IBD, zacpa, funkéni
dyspepsie), autoimunitnimi chorobami nebo obezitou v anamnéze. Vylouceni byli také darci,
kteti v predchozich 3 mésicich cestovali do rizikovych oblasti. VSichni darci prosli dikladnym
screeningem na infekéni onemocnéni. Kazdy vzorek stolice byl analyzovan pomoci
sekvenovani 16S rRNA; v kazdém centru byl vybran darce s nejvétsi diverzitou mikrobiomu
a ndhradnik. Tyto darce jsme pak pouzili pro vSechny pacienty ucastnici se studie v jednom
centru. Kazdy pacient dostaval FMT od stejného darce po celou dobu studie.

Vzorky stolice darcti byly hodnoceny pracovniky studie na pfitomnost hlenu a krve
a byla posouzena jejich konzistence. Vzorek byl zvazen, na kazdych 50 g stolice bylo ptidano
150 ml fyziologického roztoku a suspenze byla homogenizovéana standardnim kuchyiiskym
mixérem. Vysledny produkt byl dvakrat piefiltrovan ptes sterilni gazu, aby se odstranily velké
zbytky stolice. Jako kryoprotektant byl pfidan glycerol a roztok byl ptelit do studijnich nadob.
Objem kazdé infuze byl 150-170 ml. Infuze byly uchovéavany pii -80 °C. V den podani byly
studijni infuze rozmrazovany jednu hodinu pii béZzné pokojové teploté a poté dal§i hodinu
v lazni o teploté 37 »C. Studijni infuze byly pacientim podavéany ihned po rozmrazeni.

7. Hodnoceni a analyza mikrobiomu

Vzorky stolice byly odebirany na zacatku studie a pti kazdé navstéve studie v tydnech
2,4, 6 a 12 u skupiny FMT, v tydnech 2 a 12 u skupiny 5-ASA a pfi ro¢nim sledovani u v§ech
pacientli, pokud bylo dokonceno. Vzorky stolice od pacientli a darcti byly zmrazeny a uloZeny
pii -80 °C pro dalsi analyzu. Genomova DNA byla ze zmrazenych vzorkl extrahovana pomoci
souprav pro izolaci DNA ze stolice Power Fecal DNA (QIAGEN, Hilden, Némecko)
s rozruSovanim bunék pomoci kuli¢ek v homogenizatoru FastPrep-24 (MP Biomedicals, Irvine,
CA, USA). Izolovana DNA byla zkontrolovana pomoci UV/Vis spektrofotometru NanoDrop
2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) a az do pouziti skladovana pti -20 °C. DNA
byla pouzita k pfipravé amplikoni V4-5 16S rDNA podle popisu Fliegerové a kol. [29].
Amplikony byly piecistény pomoci soupravy Monarch DNA Clean up kit (New England



Biolabs, Ipswich, MA, USA) a pouzity pro vysokokapacitni sekvenovani na platform¢ Ion
Torrent podle protokolu vyrobce.

Sekvence bakterialniho genu 16S rRNA byly ziskany ve formatu FASTQ pro analyzu
pomoci pipeline QIIME 2 2020.2 [30]. Pro zajisténi kvality sekvenci byl pouzit filtr DADA2
jako filtr Sumu a k odstranéni chimérickych sekvenci [31]. Pro shlukovani a taxonomickou
klasifikaci filtrovanych sekvenci byl pouzit VSEARCH s vyuzitim databaze SILVA.
Shannoniiv index diverzity a hlavni soufadnicova analyza (PCoA) Brayovy-Curtisovy
vzdalenosti byly vyhodnoceny po ziedéni vzorkii na 5000 sekvenci kazdy. Pro identifikaci
biomarkert byla provedena linearni diskriminac¢ni analyza (LDA) s algoritmem velikosti efektu
(LefSe) [32] v modulu Galaxy Web (http://huttenhower. sph.harvard.edu/galaxy/, ptistup 24.
bfezna 2021). K detekci taxonti s vyznamnym rozdilem v relativni ¢etnosti bakteridlnich ¢eledi
u respondéri a non-respondéra 1éCby byly pouzity faktorové Kruskal-Wallisovy a parové
Wilcoxonovy testy. Hodnota alfa byla 0,05 s prahovou hodnotou 2,0 pro logaritmické skore
LDA diskriminaénich znak.

8. Statisticka analyza

Cilem bylo ziskat 50 pacientt s aktivni UC (25 v kazdém rameni) na zakladé vypoctu
velikosti vzorku, ktery predpokladal 30% miru remise v rameni s 5-ASA [33] a 60% miru
remise v rameni s FMT [34], coz vyZzadovalo 80% silu v designu noninferiority s 95%
oboustrannym intervalem spolehlivosti (CI) a 10% rozpétim noninferiority, a za ptredpokladu
5% miry ubytku. K popisu vysledk byla pouzita popisnd statistika (medidn, maximalni
a minimalni hodnoty). 95% CI rozdilii v tispé$nosti 1écby byl vypocten pomoci bootstrappingu
se 106 iteracemi. U sekundarnich vysledkid byly rozdily mezi 1é¢bami testovany Fisherovym
pfesnym testem. Analyza byla provedena u modifikované populace s lé€ebnym zdmérem
(mITT), kterd pro zafazeni vyzadovala toleranci 1éCby. Pro statistickou analyzu jsme pouzili
Python 3.7.4 (numpy 1.16.5, scipy 1.3.1, matplotlib 3.1.1).



VYSLEDKY

Od dubna 2017 do fijna 2020 bylo do studie FACTU zatazeno 61 pacientii. Po
screeningu bylo 45 pacient randomizovano do FMT skupiny (n = 23), nebo do skupiny 1é¢ené
klyzmaty 5-ASA (n=22). Dva pacienti ve skupiné¢ FMT, ktefi prvni klyzma netolerovali, nebyli
do zavéretné analyzy zahrnuti. Ctyficet tfi pacientfl, 21 ve skupiné FMT a 22 ve skupiné
5-ASA, dokoncilo alespon navstévu ve 4. tydnu a bylo zahrnuto do analyzy mITT (obrazek 1).
Zakladni demografické a klinické charakteristiky obou skupin byly podobné s vyjimkou del§iho
trvani onemocnéni ve skupiné FMT, pficemz tento rozdil nebyl vyznamny (p = 0,07,
tabulka 1).

Obrazek 1. Profil studie. 5-ASA, kyselina 5-aminosalicylov4; FMT, fekéalni mikrobiélni transplantace;
mlITT, modified intention-to-treat.
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Tabulka 1. Charakteristika souboru.

FMT (n=23) 5-ASA Enema
(n=22)

Muzi 12 (52%) 11 (50%)
Zeny 11 (48%) 11 (50%)
Vek 39 (25-63) 39.5 (27-70)
Trvani choroby (roky) 9 (1-20) 4.5 (0.6-20)
Pfedchozi biologicka 1é¢ba 0 (0%) 0 (0%)
Konkomitantni terapie
S-aminosalicylaty 19 (83%) 18 (82%)
Kortikosteroidy 3 (13%) 2 (9%)
Imunomodulatory 5 (22%) 4 (18%)
Celkové Mayo skore 6 (4-10) 6 (4-10)
Endoskopické Mayo =2 19 (83%) 18 (82%)
Endoskopické Mayo =3 4 (17%) 4 (18%)
Fekalni kalprotektin (ng/g) 1817.5 (166-6000) 1220 (80—6000)
C-reaktivni protein (mg/L) 2.3 (0.3-25) 2.1(0.4-32.8)
Bilé krvinky (x 109/L) 7.9 (5.4-11.7) 6.3 (3.9-12.3)
Hemoglobin (g/L) 141 (107-163) 142 (104-161)

1. Klinické vysledky

Tabulka 2 uvadi vysledky v 6. a 12. tydnu. Dvanact z 21 pacienti s FMT (57 %) a osm
z 22 pacientt s klyzmatem 5ASA (36 %) GspéSné doséhlo primérniho cile studie ve 12. tydnu.
Byla potvrzena noninferiorita FMT s 10% rozpétim (95% CI: -7,6 %, 48,9 %). Pouze jeden
respondér v kazdé skupiné€ byl ve 12. tydnu na 1écbé kortikosteroidy. Nebyly zjistény zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami v sekundarnich vysledcich. Klinické odpovédi
doséahlo v 6. tydnu 14 pacientii s FMT (64 %) a 12 pacientli s 5-ASA (55 %, p=0,53) ave 12.
tydnu 15 pacientid s FMT (71 %) a 12 pacientti s 5-ASA (55 %, p = 0,35). Endoskopické remise
dosahli v 6. tydnu tfi pacienti s FMT (14 %) a jeden pacient s 5-ASA (5 %), p =0,34) a ve 12.
tydnu tfi pacienti s FMT (14 %) a tfi pacienti s 5-ASA (14 %, p = 1,0).

Table 2. Primarni a sekundarni vysledky v tydnu 6 a 12,

Fecal Microbiota 5-ASA Enema 95% CI for
Transplantation (n =21) (n=22) Difference
Primary outcome
Clinical remission (week 12) 12 (57%) 8 (36%) (—7.6%, 48.9%)

Secondary outcome p-value
Clinical response (week 6) 14 (64%) 12 (55%) 0.53
Clinical response (week 12) 15 (71%) 12 (55%) 0.35
Endoscopic remission (week 6) 3 (14%) 1 (5%) 0.34
Endoscopic remission (week 12) 3 (14%) 3 (14%) 1.0




2. Hodnoceni bezpecnosti

Dvandct pacientti s FMT (57 %) a 13 pacientli s 5-ASA (59 %) mélo béhem 12tydenniho
sledovani alesponi jednu nezddouci ptihodu. Rozdily mezi skupinami v poctu nebo typu
nezddoucich ptihod nebyly vyznamné (tabulka 3). NejcastéjSimi nezaddoucimi piihodami byly
mirné gastrointestinalni obtize. B€hem 1é¢by ve studii se vyskytlo pét zdvaznych nezadoucich
ptihod, ¢tyfi u pacientli s FMT a jedna u pacienta, kterému byly podavany klyzmata s 5-ASA.
Ve vSech ptipadech se jednalo o zhorSeni kolitidy s nutnosti intenzifikace 1éCby (tj. zvySeni
peroralnich kortikoidi ve dvou pfipadech, intravendzni kortikoidy v jednom piipadé
a biologicka 1é¢ba ve dvou ptipadech). Zadny pacient nevyzadoval kolektomii b&hem obdobi
studie ani béhem ro¢niho sledovani, pokud bylo dokonceno. Tolerance klyzmat byla obecné
dobré, pouze u dvou pacientii ve skupiné¢ FMT se vyskytla intolerance.

Tabulka 3. Nezadouci u€inky

ool A5 yma 122

Celkové nezadouci ucinky 22 21

Pocet pacientti s nezadoucimi u¢inky 12 (57%) 13 (59%)
Pacienti se zavaznymi nezadoucimi u¢inky 4 (19%) 1 (5%)

Infekce 1 (5%) 0 (0%)
ZhorSeni ulcerdzni kolitidy 8 9

Bolest biicha 5 8

Nadymani 2 1

Vyrazka 0 1

Horecka 2 1

3. Zmény mikrobiomu

Celkem 135 vzorkd stolice od 35 pacienti bylo analyzovano vysokokapacitnim
sekvenovanim. Ctyficet sedm vzorkd pochazelo od 17 pacienti, kterym bylo podavano klyzma
s 5-ASA, a 88 vzorki od 18 pacientli s FMT. Ve vzorcich stolice od pacienti s UC ve skupiné
s FMT bylo zjisténo celkem 13 kmenl bakterii. Ve vSech vzorcich byly nalezeny dva
dominantni kmeny, Firmicutes (54,4-67,7 %) a Bacteroidetes (15,5-27,1 %), které byly
zastoupeny predevsim fady Clostridiales a Bacteroidales. Mezi aktinobakteriemi (7,6-16,6 %)
ptevazovaly Bifidobacteriales a Coriobacteriales. Mezi proteobakteriemi pievladaly (1,8-6 %)
gammaproteobakterie. Relativni zastoupeni ostatnich kmenti vcetné¢ Fusobacteria,
Lentisphaerae, Verrucomicrobia, Tenericutes, Patescibacteria, Epsilonbacteraeota,
Cyanobacteria, Cloacimonetes a Acidobacteria bylo velmi nizké (vSechny < 0,5 %).

Tt mésice po 1écbé FMT byl u respondentt zjistén pokles relativniho zastoupeni fadu
Bacteroidales a Celedi Bacteroidaceae. U respondéri FMT bylo po 1é¢bé pozorovano ¢astecné
shlukovani mikrobioty a zvySeni indexii diverzity (obrazek 2). To potvrdila i metoda LDA,
kter4 odhalila 31 taxont s vyznamné odliSnou abundanci (skore LDA > 2) u respondéra a non-
respondérti (obrazek 3). Bacteroidales, Prevotellaceae, Veillonellaceae a Desulfobacteria byly



vyznamn¢ vyssi u respondért. Staphylococcaceae, Lactobacillaceae a Bifidobacteriaceae byly
vyznamn¢ vys§i u non-respondéra.

Ve vzorcich pacienti s UC ve skupin€ 5-ASA bylo identifikovano celkem osm kmentii.
Dominantnimi kmeny ve vSech vzorcich bez ohledu na dobu odbéru byly Firmicutes (59,3-65,8
%) a Bacteroidetes (19-30,7 %). Actinobacteria (5,7-9,1 %), Proteobacteria (1-4,1 %)
a Tenericutes (0,1-2,1 %) byly ptfitomny ve vSech vzorcich. Kmen Firmicutes byl zastoupen
piedevsim piislusniky fadu Clostridiales, kmen Bacteroidetes byl zastoupen predevsim fadem
Bacteroidales a tad Bifidobacteriales byl predominantnim zastupcem kmenu Actinobacteria.
Ostatni kmeny, véetné Fusobacteria, Lentisphaerae a Verrucomicrobia, byly zjistény s nizkou
frekvenci (vSechny < 0,5 %). Tti mésice po 1écbé byla u respondérti na 1écbu 5-ASA stale
zjiSténa zvySend relativni Cetnost fadu Bacteroidales, ptedevSim celedi Bacteroidaceae
a Prevotellaceae.

Vyznamné zmény mikrobidlnich taxont po 1é¢bé 5-ASA nebyly u pacientd, kteti byli
testovani, pozorovany. Linearni velikost efektu LDA vSak odhalila diference v relativni ¢etnosti
13 taxonli mezi respondéry a non-respondéry (obrazek 3). Hlavnimi rozdily byla zvySena
ptitomnost rodi Coprococcus a Agathobacter u respondéri a Celedi Desulfovibrionaceae
a tfidy Deltaproteobacteria u non-respondéri.

Obrazek 2 - Mikrobialni diverzita vyjadfena jako Shannontv entropicky index u respondérti a non-
respondéra 1éCby pro (a) skupinu 5-ASA a (b) skupinu s FMT. Vzorky jsou seskupeny na zakladée
odpovédi na 1écbu (ano/ne) a ¢asového bodu odbéru vzorku 0 (pted 1écbou) a 3 (tydny 1-12), symbol
kruhu piedstavuje odlehlé hodnoty.
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Obr. 3 - Linearni diskrimina¢ni analyza (LDA) mikrobialnich taxont reagujicich (ano) a nereagujicich
(ne) na (a) transplantaci stolice a (b) lécbu 5-aminosalicylovou kyselinou u pacientti s levostrannou

ulcerdzni kolitidou.
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DISKUSE

Hlavni publikace disertacni prace hodnotila klinickou ucinnost FMT klyzmatu
u pacientl s mirné az stiedné aktivni levostrannou UC v randomizované kontrolované studii
FACTU. Vysledky studie poskytuji ditkaz, ze klyzma FMT neni inferiorni v navozeni klinické
remise vuci klyzmatu 5-ASA. U vice nez poloviny pacientt 1é¢enych FMT doslo ve 12. tydnu
ke klinické remisi. Rozdily v ostatnich sekundarnich cilech studie (klinickd odpovéd
a endoskopicka remise) nebyly mezi porovnavanymi skupinami statisticky signifikantni. Lécba
klyzmaty FMT méla dobry bezpecnostni profil a byla obecné dobte snaSena. V obou skupinach
jsme pozorovali zvySenou diverzitu stfevnich mikroorganismi. Toto zvySeni si vSak ve 3.
meésici studie zachovala jen skupina pacientt po uspésné FMT.

V dobé publikovani nasi studie bylo publikovano p&t RCT o pouziti FMT u UC. Ctyfti
hodnotily dosazeni remise u aktivni UC [35-38] a jedna hodnotila udrzeni remise [39]. Dvé
byly publikovany v roce 2015 a byly pied¢asné ukonceny pro predpoklddanou nedostate¢nou
ucinnost [35, 36]. V jedné z téchto studii Moayyediho a kol. vSak zavérecna analyza zjistila, ze
remise s celkovym Mayo skore <3 dosahlo v 7. tydnu 25 % Gc€astniki, kteti dostavali klyzmata
FMT jednou tydn€ po dobu 6 tydnl [35]. Studie Paramsothyho a kol. odhalila, ze velmi
intenzivni rezim FMT zahrnujici jednorazové kolonoskopické podani s klyzmaty podavanymi
5 dni v tydnu po dobu 8 tydnti dosahl klinické remise bez steroidi u 27 % pacientl ve srovnani
s 8 % u placeba [37]. Podobnych vysledkd dosdhla i australskd studie, kterd zaznamenala 32%
remisi bez steroidi, a to navzdory mnohem méng intenzivnimu lécebnému rezimu zahrnujicimu
jednu kolonoskopickou infuzi nasledovanou dvéma klyzmaty béhem 7 dnti [38]. V nasi studii
dosahlo 57 % pacientil 1écenych FMT klinické remise ve 12. tydnu. Mira remise je vyssi, nez
uvadely predchozi studie, a nezda se, ze by byla ovlivnéna uzivanim kortikoidd, které bylo
v nasi studii minimalni. Klinické remise dosahl pouze jeden pacient uZivajici kortikosteroidy
pii FMT, takze hypotetickd mira klinické remise bez steroidl ¢inila 52 %. Vysledky mohly byt
ovlivnény nasi studijni populaci, kterd zahrnovala pouze pacienty s mirnou az sttedné aktivni
UC ve srovnani se stfedné¢ téZkou az tézkou UC v predchozich studiich. Domnivame se také,
ze pacienti v nasi skupin¢ FMT profitovali z intervencniho rezimu, kdy pét po sob¢ jdoucich
podani v prvnim tydnu nasledovalo jedno klyzma za tyden po dobu péti tydni, coz mohlo
podpofit a udrzet zmény mikrobioty.

Kli¢ovymi rysy, které odliSuji nasi studii od pfedchozich studii FMT u UC, byl vybér
darct pomoci sekvenovani 16S rRNA a zaméfeni na levostrannou UC. Predchozi studie
uvadeély, ze FMT s pouzitim materidlu od darct s vysokou diverzitou mikrobiomu byla spojena
s lepSimi klinickymi vysledky pfi 1écbé UC [35]. Screening darchi za G¢elem vybéru darci
s nejvyssi diverzitou mikrobiomu by mohl zlepsit G¢innost FMT, toto tvrzeni je vSak tfeba
ovéfit v budoucich studiich.

Ptedchozi studie uc¢innosti FMT pfi 1écbé UC nezohlednovaly rozsah UC. Zafazenim
pacientli s pankolitidou, levostrannou kolitidou a proktitidou mohlo dojit k ptehlédnuti
topického ucinku FMT. Moayyedi a kol. charakterizovali UC jako onemocnéni, které vznika
v rektu, pfi¢emz rektum je mistem nejvétsi dysbiozy [40]. Pankolitida pti infekci Clostridoides
difficile byla G¢inn¢ léCena retenénimi klyzmaty FMT [41], ale UC je charakterizovana
komplexni interakci genetiky, mikrobiomu a prostfedi, coz mize vést ke zvySené rezistenci
vici terapeutickému u¢inku FMT u rozsahlého onemocnéni [42]. Proto jsme pfedpokladali, Ze



zameieni na levostrannou UC by mohlo vést k lepsi ucinnosti 1é¢by. K zhodnoceni tohoto
predpokladu budou zapotiebi dalSi studie srovnavajici uc¢innost FMT u rGznych rozsaht
onemocnénti.

Cilem nasi studie bylo ovétit non-inferioritu FMT oproti klyzmatu 5-ASA pii 1é¢bé UC.
Bylo jiz prokazéano, ze FMT je v 1é¢bé UC lepsi nez placebo [35, 37, 38]. To byl dulezity krok
k dosazenti jejiho klinického uplatnéni, ale 1 studie srovnavajici FMT se standardnimi 1é¢ebnymi
postupy jsou dulezité. Protoze studie superiority by vyzadovala pocet pacientl piesahujici
moznosti nasich Ctyt center, rozhodli jsme se pro design non-inferiority. Dikaz o non-inferiorité
umoziuje aplikovat alternativni 1écbu s nékterymi potencidlné prospéSnymi vlastnostmi
odlisnymi od standardni 1é¢by. Nase studie usnadni dalsi vyzkum superiority, protoze budouci
pacienti nebudou vystaveni riziku, ze obdrzi neefektivni 1écbu.

Recentné bylo uvedeno, Ze diverzita a slozeni mikrobiomu ve vzorcich sliznic pacientt
s UC byly po 1écbé 5-ASA zménény [43]. V nasi studii byl Shannontiv index diverzity fekalni
mikrobioty u pacientli s UC pifed 1é€bou FMT a u non-respondérii nizs§i nez u zdravych darca.
U pacienti, ktefi reagovali na FMT, se index diverzity zvysil a sloZzeni mikrobioty se zménilo
tak, Ze se podobalo slozeni pozorovanému u zdravého darce.

Podobnymi vysledky se zabyvali Khanna a kol. v pfehledovém ¢lanku publikovaném
vroce 2017 [44]. V této studii se relativni poCetnost Lachnospirceae a Ruminococcaceae
postupné zvySovala a Cetnost Bacteroidaceae se postupné snizovala, az se pfiblizila Cetnosti
uzdravych darcid. U pacienti bez odpovédi byl zaznamenan opak. Nartst celedi
Lachnospiraceae byl pozorovan i v nasi predchozi studii [45]. Na urovni roda se po 1€cbé FMT
zvysil pocet Blautia a Fecalibacterium a snizil pocet Bacteroides, ale jejich abundance ztistala
odli$na od abundance u zdravych darct. V souladu s nasim zjiS§ténim byl u pacientii s mirnou
az stredn¢ aktivni UC zaznamenan vyznamny naruast F. prausnitzii po FMT [46]. Podobné jako
v naSem piipad¢ byla ve studii FMT u pacienti s infekci Clostridoides difficile zjisténa
vyznamné zvySena relativni abundance Faecalibacterium u pacienti s IBD a zvySena
abundance Blautia u pacienti bez IBD. Po FMT byla u pacientd s IBD zvysena abundance
Bacteroides [44].

Ve studiit FACTU linearni diskriminaéni analyza (LDA) ukézala, Ze po 1écbé FMT
existuji rozdily ve stfevni mikrobioté¢ mezi pacienty s odpoveédi a bez odpovédi. Sokol a kol.
naznacili, Ze UspéSnost 1lécby FMT a kolonizace mikrobioty darce mohou byt ovlivnény
vychozimi charakteristikami piijemce [47]. U naSich pacientii mély klyzmata FMT od vSech
Ctyt darct pozitivni U€inky na mikrobiotu piijemct a zdravi hostitele navzdory rozdilim
v bakterialnich profilech pfed 1écbou. Lécba 5-ASA zptlisobila mésic po 1écbé narast fyla
Firmicutes a Actinobacteria a pokles fyla Proteobacteria, coz pozorovali také Olaisen a kol.
v roce 2019 [48]. Prabéznym sledovanim vSak bylo zjisténo, Ze zmeny ve sloZzeni mikrobioty
byly do 3 mésicl zvraceny, coz naznacuje, ze puvodni jadro sliznice bylo schopno obnovit své
sloZzeni. U naSich pacienti po FMT se po 3 mésicich od lécby udrZel narast Firmicutes,
piedevsim celedi Lachnospiraceae, a pokles Bacteroidaceae a Enterobacteriaceae.
Pretrvavajici posun mikrobioty smérem k darcovskému sloZeni je v souladu s pfedchozimi
studiemi, které testovaly dlouhodobou transplantaci fekalni mikrobioty u pacientil s infekci
Clostridoides difficile [49] a u zdravych dobrovolnikll [50]. Toto je vSak prvni studie, ktera
uvadi tento piinos FMT u pacientii s UC.



ZAVER

Disertacni prace piinaSi komplexni pohled na vyuziti fekdlni mikrobidlni transplantace
u idiopatickych stfevnich zanéti, predevsim ulcerdzni kolitidy a Crohnovy choroby. Disertacni
prace splnila vSechny vytyc€ené cile doktorského studia.

Zatimco etiopatogeneze IBD zlstdva neuplné pochopena, FMT se ukazuje jako slibny
terapeuticky pfistup vzhledem k potencidlu modifikovat stfevni mikrobiotu a ovlivnit tak
prabéh cetnych onemocnéni. Vyzkum ukazal, ze FMT je vysoce u¢inna v 1écbé rekurentni
klostridiové kolitidy a nabizi nové moznosti pro 1é¢bu UC. V ptipadé Crohnovy choroby jsou
data o G¢innosti FMT méné konkrétni, ale naznacuji mozny pozitivni vliv. Nase data o u¢innosti
klyzmat FMT u levostranné UC dopliuji jiz publikované mezinarodni studie a prokazuji mirny
az stiedni efekt FMT v této indikaci. Dulezitym faktorem efektivity FMT je vybér vhodného
darce, diverzita jeho mikrobioty, metody aplikace a frekvence podavani FMT.

Ptestoze dosavadni vysledky ukazuji na FMT jako na slibnou a bezpecnou metodu v 1écbé
onemocnéni gastrointestindlniho traktu, zdstdvd mnoho otdzek nezodpovézenych. Pro
definitivni zavéry o efektivit¢ FMT v jednotlivych indikacich, poctu nutnych aplikaci,
dlouhodobé bezpecnosti a optimalnim zplisobu podani jsou nezbytné dalsi rozsahlé a dobie
navrzené studie. Vyznamna je rovnéz potieba standardizace metodiky a postupi, kterd umozni
presnéjsi hodnoceni a srovnani vysledkti mezi riiznymi centry a studiemi.

Nase prace ptinasi dilezité poznatky a otevird cestu k dalSimu vyzkumu v této dynamicky se
rozvijejici oblasti mediciny, s potencidlem vyznamné ovlivnit 1écbu IBD a dalSich onemocnéni
spojenych se stfevnim mikrobiomem.
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