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Souhrn

Diplomova prace se vénuje problematice idiopatickych stievnich zanéta (ISZ) jako jsou
Crohnova nemoc (CN) a ulcer6zni kolitida (UC), a dale pak také celiakalni sprue. U CN a
UC se jedna o nespecifické zanéty stiev, jejichz pti¢inou muze byt geneticka predispozice,
porucha funkce sttevni lymfatické tkané (GALT - z angl. Gut-associated lymphoid tissue),
ktera predstavuje imunitni slozku stieva, dale pak osidleni stiev patogennimi bakteriemi,
strava. Spravna a v€asna diagnostika a 1écba téchto onemocnéni je velmi diilezita pro dalsi
Vyvoj nemoci a zivot pacienta. Za timto ucelem se nejdiive vySetfuji markery
charakteristické pro kazdé onemocnéni.

V experimentalni ¢asti byl zhotoven a statisticky vyhodnocen soubor pacientt
indikovanych k vySetfeni markerti pro CN, UC a celiakie. Tento soubor byl porovnan
S publikovanymi daty a studiemi. K vySetieni se vyuzily molekularné-genetické a
imunologické metody. Sledovanymi parametry byl v€k pacienttl, zastoupeni u muzu a Zen,
a genetické predispozice. Celiakie se vyskytuje ¢astéji u Zen nez u muzl, u CN a UC je
vyskyt u obou pohlavi pfiblizné stejny. Z genetického hlediska byly mutace 3020insC,
G908R a R702W detekovany v souvislosti s CN, nikoliv s UC. Celiakie se vyskytovala
piiblizné 2 - 3x vice u Zen neZ u muzi. Na HLA-DQ2/DQ8 genetickou predispozici bylo

testovano 288 pacienti, z nichz u 29 % tato predispozice byla potvrzena.



Summary

Diploma thesis is devoted of inflammatory bowel diseases problems such as Crohn’s
disease and ulcerative colitis, and further also celiac disease. Crohn’s disease and
ulcerative colitis are non-specific inflammation of intestines, and their causation could be
genetic predisposition, disorder of function Gut-Associated Lymphoid Tissue (GALT),
which represent immune component of the intestines, further also colonization of intestines
by pathogenic bacteria or food. Correct and timely diagnosis and treatment of these
diseases is very important for further development of diseases and the patient’s life. For
this purpose, firstly are investigated characteristic markers for these diseases.

In experimental part, it was assemble a statistically evaluated a set of patients who were
indicated to investigate markers for Crohn’s disease, ulcerative colitis and celiac disease.
This set of patients as compare with publicated data and studies. For investigation we used
molecular-genetic and immunological methods. The monitored parameters were age of
patients, representation of men and women, and genetic predisposition. Celiac disease was
more often detected in women, Crohn’s disease and ulcerative colitis were found in men
and women about the same. From genetic aspect there were mutations 3020insC, G908R a
R702W and these mutations were related with Crohn’s disease, but not with ulcerative
colitis. Celiac disease was approximately 2 - 3x more in women. The 288 patients were
testing for a HLA-D2Q/DQ8 genetic predisposition. This predisposition was detected in 29
% of these patients.
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1. Uvod

Skupina idiopatickych stievnich zanéta (ISZ), do které patii Crohnova nemoc a ulcerdzni
kolitida, jsou v dnesni dobé nemocemi vyskytujicimi se pfedevsim ve vyspélych zemich.
Jedna se o onemocnéni zplisobené narusenim imunitni tkané stieva (GALT z ang. gut-
associated lymphoid tissue), kdy pfic¢inou mize byt geneticka predispozice, osidleni stfeva
patogennimi bakteriemi popiipad¢ i strava. Obecné se da fici, ze vyskyt ISZ ma rostouci
tendenci nejen ve svéts, ale i v Ceské republice, kazdy rokem se pocet pacientll zvysuje.
Celiakie je chronické onemocnéni se silnou genetickou predispozici, které u pacientti trva
cely zivot a je vyvolano glutenem. Velmi ucinnou 1é¢bou je dodrzovani celozivotni
bezlepkové diety. VEasnd a spravnd diagndéza muze po nastaveni spravné 1éCby vyrazné
zlepsit zivot pacientll jak po fyzické, tak psychické strance. K vySetfeni ISZ a celiakie
se vyuzivaji molekularné-genetické a imunologické metody, které pomahaji urcit markery

souvisejici s témito nemocemi.



2. Cile prace

V teoretické ¢asti zpracovat pichled o idiopatickych stievnich zanétech a celiakii
se zaméfenim na:

1) Fyziologickou stavbu stfevni stény.

2) Charakteristiku Crohnovy nemoci, ulcerdzni kolitidy a celiakie.

3) Patogenezi, imunologii a genetiku téchto onemocnéni.

4) Komplikace a 1é¢bu.
V praktické casti:

1) Popsat metodiku vysetfeni markerti pro CN, UC a celiakii.

2) Sestavit a statisticky analyzovat soubor pacientll indikovanych k vysetfeni CN, UC

a celiakie.
3) Porovnat ziskana data s dalS$imi studiemi z hlediska demografickych a genetickych

parametr.



3. Literarni prehled

3.1 Gastrointestinalni trakt (GIT)

Do travici trubice vyméSuje mnoho zlaz a zlazovych organti rtzné latky, jimiz
se rozkladaji slozité chemické struktury, které jsou piitomné ve stravé, na zakladni
jednotky, které jsou na bunétné urovni snadno vstiebatelné (Riutti, 2016). Nékteré tyto
molekuly slouzi v téle jako zdroj energie, kterd pohani biochemické procesy v bunkach,
z jinych molekul se stavaji stavebni kameny pro stavbu novych tkani nebo opravu
opotfebovanych tkani. V ptipadé dostate¢ného piijmu potravy, se nékteré latky ukladaji
V podobé zéasobnich latek. Samotné traveni se skladd ze slozité kaskady chemickych
pochodu probihajicich v travici trubici o délce pfiblizné 8 metrl. Travici trubice se rizné
¢leni, krouti, ¢i rozsitfuje (kolektiv autorti, 1992) a sklada se z stni dutiny, hltanu, jicnu,
zaludku, tenkého a tlustého stfeva (viz obrazek 1) Dale se sem fadi slinné zlazy, jatra,
slinivka bfisni, které vylucuji svoje produkty do travici trubice. Zakladni funkei travici
soustavy je tedy zasobovani organismu Zivinami, vodou, minerély a vitaminy (Sviglerova

et al, 2008).

1 Jazyk
Lingua
2 Slinné zlazy
Glandulae salivariae
3 Jicen
Oesophagus
4 Jatra
Hepar
5 Zluénik
Vesica fellea
6 Tlusté stfevo, traénik vzestupny
Intestinum crassum, colon ascendents
7 Slepé stievo
Caecum
8 Cervovity vyb&zek
Appendix
9 Zaludek
Gaster
10 Slinivka bfidni
Pankreas
11 Dvanactnik
Duodenum
12 Tlusté stievo, traénik pficny
Colon transversum
13 Tenké stievo
Intestinum tenue
14 Tlusté stfevo, traénik sestupny
Colon descendens
15 Koneénik
Rectum

Obrazek 1 - Stavba a popis jednotlivych ¢asti traviciho traktu u ¢lovéka

(Zdroj: https://is.muni.cz/do/fsps/e-learning/zaklady anatomie/zakl anatomie_Il/pages/soustava_travici.html
Navstivené 30. 10. 2017)




3.1.1 Stavba stény travici trubice

Ackoliv kazda cast travici trubice ma specifickou funkci, stavba jeji stény se od jicnu
po konecnik piili§ neliSi (viz obrazek 2). Nejvnitin€jsi vrstvu trubice tvofi sliznice
(mucosa). Vnitini vrstva sliznice je tvorena epitelialnimi bunkami. Pod touto vrstvou
se nachdzi vrstva slizni¢niho vaziva (lamina propria mucosae) a tenka vrstva hladké
svaloviny (lamina muscularis mucosae). V nékterych castech travici trubice vytvaii
sliznice fasy nebo klky, které zvétSuji slizni¢ni plochu. Pod sliznici je pfitomna vrstva
kolagenniho vaziva (tela submucosa) obsahujici bohatou sit’ krevnich 1 lymfatickych cév
anervovou pletenn (plexus submucosus Meissneri). Svalovd vrstva muze byt tvofena
hladkou nebo pficné pruhovanou svalovinou. Pfi¢né pruhovana svalovina se vyskytuje
V dutin€ Ustni, hltanu, horni ¢asti jicnu a v oblasti andlniho otvoru. V ostatnich ¢astech
trubice je svalova vrstva tvotfena hladkou svalovinou, kterd je tvofena cirkuldrni a podélna
svalovinou. V nékterych mistech je cirkularni hladka svalovina specificky zesilena
avytvari tzv. svéra¢ (sfinkter). Druhd nervova pletenn (plexus myentericus Auerbachi)
se nachazi mezi cirkularni a podélnou svalovinou. Cast trubice nachézejici se mimo dutinu
bfisni (jicen a Cast rekta) je kryta fidkym vazivovym obalem (tunice adventitia). V bfiSni
dutin¢ je tento fidky vazivovy obal nahrazen jednovrstevnym epitelem (tunica serosa)

(Sviglerova et al, 2008).

1 Sliznice 5 Vnitfni kruhové vrstva svaloviny
Tunica mucosa Stratum circularae tunicae muscularis

2 Podslizniéni vazivo 6 Zevni podéina vrstva svaloviny
Tunica (tela) submucosa Stratum longitudinale tunicae muscularis

3 Nervova pletefi v podslizniénim vazivu 7 Nervova pletefi ve svaloving
Plexus submucosus (Meissneri) Plexus myentericus (Auerbachi)

4 Cévy v podslizniénim vazivu 8 Vazivova adventicie

Obrazek 2 - Stavba stény travici trubice

(Zdroj: https://is.muni.cz/do/fsps/e-learning/zaklady anatomie/zakl anatomie Il/pages/soustava travici.html
Navstivené 30. 10. 2017)




Pobftisnice kryje téméf celé stfevo, i ostatni vnitini organy, usnadnuje jejich pohyb a také
chrani bfisni dutinu ptfed patogennimi ciniteli (Riutti, 2016). Sklada se ze dvou vrstev:
nasténného listu (peritoneum parietale), ktery piipeviluje organy k zadni stén¢ biicha,

a listu povlékajiciho bfisni organy (Vigug, 2015).

3.1.2 Tenké stievo (Intestinum tenue)

Tenké stfevo se déli na proximalni ¢ast (duodenum), stfedni ¢ast (jejunum) a distalni Cast
(ileum), které usti do tlustého stfeva. Z hlediska morfologie je sliznice tenkého stieva
prizptisobena resorp¢ni Cinnosti, je uspoiadana do pticnych fas (Kerckringovy fasy) a je
pokryta stfevnimi KIKy (Sviglerova et al, 2008). KIky jsou vysoké 0,3-1 mm a smérem
k ileu se snizuji (Vigué, 2015).

Sténa tenkého stieva se sklada ze 4 vrstev (viz obrazek 3).

Sliznice tenkého stfeva je tvofena jednovrstevnym cylindrickym epitelem (Hanzlova
et Hemza, 2006). Enterocyty tvofici vétSinu bunék stfevni sliznice jsou vybaveny
na lumindlni strané kartaCovym lemem, coz umoznuje vyuZzit pro resorpci v tenkém stieve
plochu az 250 m% Na povrchu slizni¢niho klku se je§té vyskytuji hlenotvorné poharkové
bunky. Tubularni zlazy (Lieberkiihnovy krypty) jsou pfitomny v celé sliznici tenkého
stteva a zanofuji se pod slizniéni povrch. V téchto kryptich se nachdzeji enterocyty,
nediferencované kmenové bunky, poharkové buiky, endokrinni buiky. Sliznice
proximalni ¢asti tenkého stfeva je navic vybavena Brunnerovymi zldzami. Enterocyty hraji
dilezitou roli pii resorpci latek z potravy a sekreci stievni §t'avy. Jejich zivotnost je 2 — 5
dnll a jsou neustdle obnovovany z nediferencovanych kmenovych bunék ve stfevnich
kryptach. Odtud jsou postupné posouvany na povrch stievniho klku, kde poté dojde
k jejich odloudeni do stfevniho obsahu (Sviglerova et al, 2008).

» Podslizniéni vazivo je fidké vazivo, které obsahuje krevni a mizni cévy a nervové

pletené.

» Svalovina se sklada ze dvou vrstev, a to vnitini cirkularni a zevni podélné vrstvy.
Vrstva ser6zni je tvofena jednovrstevnym plochym epitelem, ktery pokryva povrch stteva.
Ke svaloviné je pfipevnéna subseroznim vazivem obsahujicim subserdzni pleten
(Hanzlova et Hemza, 2006).

Déle se tenké stievo se déli na 3 useky:

1. dvanactnik — zde jsou vylucovany §tavy ze slinivky a zlu¢ z jater,

2. lacnik,

3. kycelnik — ten je propojeny s tlustym stfevem kycelnikovou chlopni (Riutti, 2016).
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1 Klky 3 Svalovina
Villi intestinales Tunica muscularis
2. Podslizni¢ni vazivo 4 Pobiisnice
Tunica submucosa Peritoneum (mesenterium)

Obrazek 3 - Stavba stény tenkého stieva. Na fezu lze pozorovat zakladni vrstvy tenkého
stieva (klky, podslizni¢ni vazivo, svalovinu a pobfisnici).
(Zdroj:

https://is.muni.cz/do/fsps/e-learning/zaklady anatomie/zakl anatomie Il/pages/brisni_panevni_cast.html.
Navstivené 30. 10. 2017)

Tenké stievo u dospélého jedince méii pfiblizn€ 6,8 metrl. Mnozstvi a hustota zahybu
a klkid na vnitfnim povrchu tenkého stfeva stoupa smérem k tlustému stfevu. Dvanactnik
0 délce asi 25-30 cm je prvni casti tenkého stieva, ktera pfimo navazuje na vratnik. Stievni
stavy, které dvanactnik vylucCuje, jsou alkalické povahy a obsahuji mnoho enzymu
(pt. enterokinaza). Sliznice dvanactniku také vylucuje hormony (sekretin a pankreozymin-
cholecystokinin). Lac¢nik je tvofen mnoha stfevnimi klky, které vstiebavaji Ziviny.
Kycelnik obsahuje jesté v&tsi mnozstvi kiki, kdy na 1 cm? pripada priblizng 1 000 klké
(Riutti, 2016). Hlavnimi funkcemi tenkého stieva jsou:

» intenzivni traveni vSech zivin a nasledna resorpce natravenych latek

» resorpce minerall, vitamind a vody,

» imunitni ¢innost (GALT, M-bunky),

» endokrinni sekrece (pfedevSim v oblasti duodena), kterda ma vyznamny podil

na regulaci sekrece a motility téméf celého traviciho traktu (Sviglerova et al, 2008).



Mesenterické spojeni

Tenké stievo se v bfisni dutiné volné nevznasi. Jeho cetné klicky jsou ukotveny na zadni
stran¢ bricha diky struktufe zndmé jako mesenterium neboli okruzi. Okruzi stievo nejen
udrzuje ve spravné pozici, také slouzi k zasobeni krvi a podporuje rozsahlou sit’ krevnich a

lymfatickych cév, které ze stieva transportuji vstitebané ziviny (kolektiv autort, 1992).

3.1.3 Tlusté stievo (Intestinum crassum)
Tlusté stfevo se z anatomického hlediska déli na slepé stievo s Cervovitym vybézkem
(Sviglerova et al, 2008), traénik vzestupny, tranik sestupny, traénik p¥iény a esovity
(Riutti, 2016) a koneénik (rectum) (Sviglerova et al, 2008) (viz obrazek 4).
Tracnik sice neni dilezity pro traveni, ale méd nenahraditelnou funkci pro tvorbu vitaminQ
a zpétné vstiebavani tekutin (Riutti, 2016). Jaterni ohbi (flexura hepatica) tvofi piechod
mezi vzestupnym a pii€nym traénikem, slezinné ohbi (flexura lienalis) se pak nachézi mezi
pficnym a sestupnym tra¢nikem. Tlusté stfevo méd obdobnou stavbu stény jako stfevo
tenké, nicméné podélnd hladkéd svalovina je na povrchu stieva zesilena do 3 podélnych
pruhli (taeniae coli). Zevni sténa tlustého stieva (haustra coli) je pravidelné vyklenutad
audava charakteristicky vzhled tlustého stieva (Sviglerova et al, 2008). Sitka tlustého
stieva je 5-8 cm a postupné se zOZzuje az na 4 cm. Oproti tenkému stfevu je pro n¢j
charakteristicka naSedla barva, vétsi prasvit, podélna svalovina koncentrovana do 3 pruhi
sbihajicich se na appendixu (Hanzlova et Hemza, 2006). Délka tlustého stfeva se udava
okolo 1,8 metrt (Riutti, 2016). Kone¢nik je dlouhy piiblizné 12-16 cm a 4 cm Siroky
(Hanzlova et Hemza, 2006).
Hlavnimi funkcemi tlustého stieva jsou:
» resorpce vody, elektrolytli a nékterych vitamint (pfedevSim v proximalni ¢asti
stieva), v tlustém stfevé uz nedochazi k vstiebavani Zivin z potravy (Sviglerova
et al, 2008),
» formovani, skladovani a nasledné vypuzeni stolice (distalni Cast stfeva) (Riultti,

2016).
I kdyZz se ve sliznici tlustého stfeva nenachéazi klky, tak 1 zde dochazi ke vstfebavani
nekterych latek. Bunky sliznice tlustého stieva tvofi eneterocyty, které jsou podobné
enterocytiim tenkého stfeva, ale maji méné vyvinuty kartdcovy lem, a poharkové bunky
vylucujici hlen. Do sliznice se zanofuji Lieberkiihnovy krypty, ve kterych se nachazeji
enterocyty, poharkové buiky, endokrinni bunky (produkujici nékteré hormony)
a nediferencované kmenové buniky. Diky resorpéni schopnosti je sliznice tlustého stfeva
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také vyuzivana k resorpci nékterych 16¢iv aplikovanych per rectum (Sviglerova et al,
2008).

; posledni éast
vzestupny _ tenkého stieva , sestupny
XN - tracnik

: | \, esovitd
apendix Kicka

Obrazek 4 - Anatomicka stavba tlustého stieva. Lze pozorovat vSechny casti tlustého
stieva - slepé stfevo s Cervovitym vybézkem, tra¢nik vzestupny, tranik sestupny, tra¢nik
pri¢ny a esovity, konecnik.

(Zdroj: http://strevni-nepruchodnost.webnode.cz/anatomie-a-fyziologie/. Navstivené 1. 11. 2017)

3.1.4 Stolice

Stolici tvoii ze ¥ voda a zbytek pak pevné latky. Nejvétsi podil pevné hmoty zaujimaji
mrtvé bakterie, oloupané slizni¢ni bunky, nestravené Casti potravy, zbytky travicich §t'av,
zlucové pigmenty, malém mnozstvi tukii a bilkovin. Dospély €lovék vylouci primérné
150g stolice za den. Strava bohatd na vldkninu ma velky vyznam pro prevenci vzniku

zanétlivych a nadorovych chorob tlustého stieva (Sviglerova et al, 2008).

3.1.5 Babkteridlni osidleni gastrointestindlniho traktu

Lidé¢ a jini savci se narodi ze sterilniho prostfedi a stfevni bakterie ziskavaji béhem prvnich
mésict zivota (Stark et Lee, 1982). Také matcina mikroflora mize byt zdrojem bakterii
kolonizujici stievo novorozence (Nanthakumar et al., 2003). Existuji dvé faze kolonizace

sttev bakteriemi. Prvni faze je b&hem vyzivy matefskym mlékem nebo vyrobenou



novorozeneckou vyzivou. Druha faze nastava po odstaveni od mléka a uceni se na pevné
potraviny (Diaz et al., 2004). Kojeni je proto povazovano za dulezité pii vyvoji
audrzovani normalni stievni mikroflory (Martin et al., 2007). Casové a prostorové
mechanismy stievni kolonizace u kojenci jsou mezi jednotlivei variabilni a zavisi
na mnoha faktorech jako naptiklad zemé narozeni, pted¢asné narozeni, zplisob narozeni,
historie hospitalizace, pouzivani antibiotik, kojenecka strava, vegetarianska strava, stafi,
genetika, pohlavi. Naptiklad pfirozené narozené déti, které mély jako stravu mateiské
mléko, maji ve stfevé pievahu Bifidobacterii, S malym mnozstvim Escherichia coli,
Bacteroides a druht Clostridia (Bullen et al., 1976).

V tlustém stievé se nachdzi velké mnozstvi pfevazné anaerobnich bakterii, které se deli
na kvasné a hnilobné (Sviglerova et al, 2008). Tyto bakterie postradaji enzymy nezbytné
k detoxikaci kysliku. Proto se odhaduje, Ze za idealnich podminek je pouze polovina
bakterii piitomnych ve stolici kultivovatelnd (Adlerberth et Wold, 2009). Cinnosti
nékterych bakteridlnich kmena vznikaji vitaminy Bj, B;, Bi, a K. Kvasné bakterie jsou
schopné zpracovavat dietni vldkninu tvofenou nestravitelnymi polysacharidy v lidské
stravé. Tuto vlakninu bakterie rozkladaji za vzniku plyni (CO,, Hz a methanu), mastnych
kyselin s kratkym fetézcem (kyselina octova, propionova a maselnd). Tyto mastné kyseliny
proti poskozeni sliznice a vzniku nadorovych bunck. Hnilobné bakterie jsou schopné
produkce nékterych toxickych latek (amoniak, indol, skatol, merkaptan). Nekteré tyto
produkty jsou resorbovany do portalni krve a u zdravého jedince pak vychytavany
a detoxikovany v hepatocytech (Sviglerova et al, 2008).

Mikrobiom

Jako mikrobiota se oznacuje spoleCenstvi komenzélnich symbiotickych a patogennich
mikroorganismu, které se nachdzeji uvniti GIT, kde se kombinuje geneticky material
Z téchto mikroorganismi. Mikrobiom se sklada z ptfiblizn€ 500-1000 druht bakterii.
Necast¢jsimi kmeny jsou Bacteroidetes, Firmicutes, ale objevuji se zde i zastupci kmend
Proteobacteria a Actinobacteria (Bowcutt et al, 2014). Mikrobiom GIT se postupné
v délce GIT zvétsuje, kdy v tlustém stievé se nachazi 1010-1011 bakterii na gram
sttevniho obsahu, zatimco ve dvanactniku a tenkém stievé je jich jen 103-104 bakterii
na gram stievniho obsahu (Berg, 1996). Bakterialni hustota a mnozstvi se také zvysuje
v piicném sméru z hlenu do lumenu (Sommer et Backhed, 2013). Ve srovnani s lumen,

na sliznicnim povrchu tlustého stfeva prevlada kmen Firmimcutes, konkrétné rodiny



Lachnospiraceae a Ruminococcaceae (Nava et al., 2011). Mikrobiom tenkého stieva
je ptizptsoben metabolismu jednoduchych sacharidti, zatimco mikrobiom tlustého stieva
je schopen efektivné degradovat komplexy polysacharida (Zoetendal et al., 2012).
Ve srovnani s tenkym stfevem je imunitni tolerance stanovena diive nez v tlustém streve
(El Aidy et al.,, 2012). Také rizné kmeny bakterii mohou mit rtizné Géinky, v ramci
imunitni odpovédi, v riznych Castech stfeva. Naptiklad podavani probiotik Lactobacillus
salivarius UCC118 vyvolava reakci Treg lymfocytd v tenkém stfevé, zatimco v tlustém
stievé aktivuje zanétlivou odpovéd (Smelt et al., 2013). Pocate¢ni imunitni odpovéd’
na kolonizaci je charakterizovana obecnou zanétlivou reakci, kterd vrcholi béhem 1. tydne
od narozeni a nasledné se stabilizuje béhem 1. roku zivota (Shroff et al., 1995).
Charakteristickym znakem kolonizace je produkce a sekrece IgA protilatek v reakci
na malé mnozstvi bakterii, které pronikaji do stfevniho epitelu (Hill et Artis, 2010).
Kolonizace GIT pfirozenou bakteridlni flérou je povazovano za zakladni obranny
mechanismus téla proti infekcim zptsobenymi patogeny (Cebra, 1999). Je také dulezité,
aby kolonizujici bakterie komunikovala se stfevnim epitelem. Tato komunikace pak vede
k metabolickym ¢i imunologickym reakcim mezi epitelialnimi bunikami a lymfoidnimi
bunkami (Steege et al., 1997). Stievni epitel ma rtiznorody soubor fyziologickych funkci,
véetné traveni a absorpce zivin, vytvaieni fyzické bariéry mezi vnéjSim a vnitfnim
prostfedim a imunologicky dohled nad stfevnimi bakteriemi a potenciondlnimi patogeny.
Epitelové buniky jsou neustdle nahrazovany z mnozstvi multipotentnich kmenovych bun¢k
typu Lgr5+ (Hill et Artis, 2010).

Jednou z hlavnich obtizi pfi charakterizaci mikrobiomu u CN je porozuméni G¢inkiim
lécby - vcetné lécby antibiotiky. Antibiotika byly prokdzany, Ze vyznamné sniZuji
ekologickou rozmanitost v GIT pacientt s CN a bez CN (Wright et al., 2015). Nicméné
pokud podavani antibiotik trvéa krat$i dobu, lze pozorovat okamzité¢ znovuziskani stievni
mikroflory (Antunes, 2011). Opakovana expozice organismu vuci antibiotikiim vsak mize
vést k dlouhodobé perturbaci stfev (Dethlefsen et Relman, 2011). Dalsi studie také
prokdzala vliv antibiotik na idiopatické stfevni zanéty (= ISZ), tim Ze zjistili, Ze pfitomnost
nékterych bakterii byla vyznamné snizena nebo Uplné chybély - Collinsella, Dorea,
Butyricicoccus, Subdoligranulum, Acetivibrio (Wright et al., 2015). Uginek ne-antibiotické
1é¢by ISZ na stfevni mikrobiom zatim nebyl pfili§ prozkoumdn. Jedna studie ukézala,

ze mesalamin je spojen s vyznamnym snizenim poc¢tu bakterii Escherichia, Shigella,
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ze 1éCba kyselinou 5-aminosalicylovou a imunosupresivy je spojena s mirnym zvysenim
poctu bakterii Enterococcus (Morgan, 2012).

V poloving 80. let se prokazalo, ze u nékterych nemocnych Crohnovou nemoci je pfitomna
infekce Mycobacterium paratuberculosis. Dale se také potvrdilo, Ze vznik této nemoci
je spiSe vyjimeény nez bézny a nejspis se jedna o superinfekci zplisobenou chronickymi
zanétlivymi zménami nez o primarni U¢inek bakterie (Lukas, 1997). V posledni dob¢ byly
provedeny studie pomoci metody DNA barcoding sekvenovani 16S ribozomalnich RNA
genovych segmentti, které poskytly presnéjsi charakterizaci bakteridlniho osidleni stieva
u zdravych jedinct. Tyto studie identifikovaly kmeny Firmicutes a Bacteroidetes jako
hlavni skupiny pfitomné v savéim stievé. Z kmene Firmicutes patii 95 % do tfidy
Clostridia, zatimco zastupci z kmene Bacteroidetes vykazuji vétsi rozmanitost. Ostatni
kmeny jsou pfitomné v relativné nizkém pocétu - Proteobacteria, Actinobacteria,
Fusobacteria, Verrucomicrobia (Hill et Artis, 2010). Nové metody sekvenovani také
umoznuji metagenomickou analyzu sttevnich komunit a poskytuji nové poznatky o vlivu

mikrobialnich gent a genovych produkti (Frank et Pace, 2008).

3.1.6 Imunitni systém gastrointestindlniho traktu

Stfevni sliznice patii mezi tkané, které jsou kryté epitely. Epitely tak pfedstavuji misto
kontaktu mezi vnitinim a zevnim prostfedim a neustale jsou vystaveny toku latek antigenni
a mitogenni povahy. Proto je organismus vybaven mechanismy, které reguluji prinik
téchto latek do wvnitiniho prostfedi. PredevSim se jednd o mechanické, chemické
¢i imunologické bariéry. Imunitni systém stfevni sliznice tak plni funkci bariéry
proti patogennim mikroorganismim, proti proniknuti imunogend pfijatych skrz travici
trakt a nereaktivity organismu vici slozkdm potravy, které do téla pronikly v imunogenni
podobé¢ (Tlaskalova-Hogenova, 1994).

Kazda bakterie z celkového poctu 10" ma svij vlastni identifikacni kod, tzv. antigenni
determinantu. Spravny imunitni systém je schopen kazdého mikroba identifikovat
arozpoznat je-li patogenni ¢i nikoliv. K rozpoznavani patogennich a nepatogennich
mikrobll vyuzivd imunitni systém dvou sloZzek — nespecifické (pfirozené) a specifické
imunity. Buiiky a struktury nespecifické imunity jako prvni reaguji na patogenniho
mikroba a po kontaktu s nim jej zni¢i. Tuto informaci pfedavaji bunikam specifické imunity
prostfednictvim rtznych latek, které uvolnuji (napf. TNF — tumor nekrotizujici faktor).
Za rozpoznanim mikroba stoji geny ziskané od obou rodi¢li. Specifickd imunita nastupuje
s uréitym zpozdénim a jejimi hlavnimi slozkami jsou T a B lymfocyty (Cervenkova, 2009).
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O vyznamu i vykonosti imunitniho systému GIT svéd¢i i skutecnost, ze téméf tii Ctvrtiny
protilatek (pfedevSim imunoglobuliny typu A = IgA) vznikaji pravé zde. Imunitni systém
GIT plni tedy 2 zékladni funkce. Tou prvni je obrana organismu pomoci slizni¢niho
imunitniho systému stieva (= GALT) proti antigenim pfichdzejicich do téla s potravou,
jako jsou bakterie, viry, prvoci apod. Druhou funkci je tzv. ,,imunitni tolerance™ téla
k jednotlivym slozkam potravy a k bakteriim, které pfirozené osidluji stievo. GIT vyuziva
v boji proti patogeniim také nespecifické imunity. Patii zde pfitomnost lysozymu
ve slindch, produkce hlenu mucin6znimi buitkami, nizké pH Zalude¢ni §tavy, mechanické
Cisténi stfeva peristaltickymi pohyby, pfitomnost fagocytli, neporusend bariéra stfevni
sliznice (§Viglerové et al, 2008).

Slozity imunitni systém stiev dozravd ve véku okolo 2 let. V pfipad¢, Ze nasledkem
vnéjSich vlivll imunitni systém stfev nedozraje nebo jedinec nese ve své genetické vybave
vlohu pro chybné rozpoznavani mikrobti, dochazi k nepfirozené reakci na mikrobidlni
osidleni stfev. Imunitni systém tak reaguje i na nckteré druhy, které jsou pro clovéka
prospésné a tim dochazi k poSkozeni vlastni tkan¢, vzniku viedi a chronického zanétu
stievni sliznice (Cervenkova, 2009).

Aktivované CD4 Th17 a Thl T-lymfocyty reaguji na autoantigeny stfeva a mikrobialnimi
sttevnimi antigeny. Tyto antigeny jsou prezentovany T-lymfocytim pomoci APC bunék.
Th-lymfcyty nasledné proliferuji, dochazi k produkci cytokini a imunitni odpovédi,
kterd je cilena proti normalni bakterialni flofe. Také dochdzi ke sniZzeni poctu Treg
lymfocytt, které za normalnich okolnosti poskytuji vyvazenou supresi zanétlivych Thl
a Th17 lymfocytl, hraji roli pfi modulaci imunitni odpovédi, kdy v jejich nepfitomnosti
pusobi stfevni bakterie jako spoustéci faktor pro ISZ. Za masivni pronikani komenzalnich
bakterii skrz stfevni sliznici miiZe zvySena negativni regulace komenzalnich bakterii

a poruchy defenzint (Hofejsi et al., 2013).

GALT (qut-associated lymphoid tissue)

V roce 1977 popsal Svycarsky 1ékat Johan Peyer malé ostrivky lymfatické tkan¢ v tenkém
sttevé - podle néj jsou dnes znamy jako Peyerovy platy. Tyto platy pfedstavuji ucinnou
obranu stfeva proti invazi bakterii, které ptezily prichod ptes zaludecni kyseliny. Obsahuji
velké mnozstvi lymfocyti a M-bunky (kolektiv autorti, 1992). Slizni¢ni lymfatickd tkan

stteva se oznacuje jako
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GALT (z angl. Gut-Associated Lymphoid Tissue) a sklada se z Peyerovych plati, coz jsou
uzliky lymfatické tkang (Sviglerova et al, 2008), lokalizované piedeviim ve sliznici
tenkého stieva, a difuzné rozptylenych imunitnich bunék (slozeni GALT viz obrazek 5).
Tato lymfoidni tkan stieva je slozena z T-lymfocytt (pfedevs§im TyCD4, TsCD8/CD5),
které hraji zfejmé roli v antimikrobidlni ochran¢ sliznic a reaguji na autoantigeny (Ferencik
et al.,, 1994). Subpopulace CD4+ T-bun¢k, ktera koexprimuje CD25 (a-fetézec 1L-2R)
ama regulacni funkci, byla identifikovdna ve sliznici po vystaveni stfevniho imunitniho
systétmu lumindlnim antigeniim. Tyto buiiky hraji dulezitou roli pfi indukci a udrzovani
tolerance Vv normalnim stfevé, tim ze produkuji TGF-B a IL-10 (Shevach, 2000).
Dale obsahuje M-buiky, které pohlcuji antigeny, bez toho aniz by byly vybaveny znaky
MHC II. t¥idy (Ferencik et al., 1994), potom také B-lymfocyty, plazmatické a zirné burnky
lokalizované ve vrstvé slizni¢niho vaziva (Sviglerové et al, 2008) a také velké mnozstvi
IgA” plasmoblastii. Polymerni IgA, jeden z charakteristickych znak@ stfevniho
humoralniho imunitniho systému, je produkovdn na obranu mukéznich povrchi
pted patologickymi mikroby (Moreau et al., 1988). Pro spravnou ¢innost slozek GALT
je nutna piitomnost tzv. M-bunék (membranové buiiky), které se nachazeji na povrchu
sttevni sliznice a transportuji makromolekuly z lumen stfeva k imunokompetentnim
buinkdm a k lymfatické tkani. Jejich funkci je tedy transport potenciondlnich antigenti
K imunitnim buiikam (Sviglerova et al, 2008).

Jednou zklicovych funkci GALT je rozliSovat neSkodné antigeny =z patogennich
mikroorganismil a reagovat na n¢ (vyvolat piisluSnou odezvu). Tyto reakce mohou byt
vyznamné ovlivnény stfevni mikroflérou. Vyvoj a funkce GALT jsou piesné regulované
mechanismy, které stale nejsou zcela pochopeny. Predpoklada se, Ze regulacni T-bunky
(Treg) mohou hrat roli pfi zméné imunitni odpovédi ve stievni sliznici. V neptitomnosti
Trec plisobi stifevni bakterie jako spoustéc tézkého vyvoje idiopatickych stfevnich zanéth
(Mottet et al., 2003). Selhani piesné regulace imunitniho systému stfevni sliznice mize
vést také k vyvoji imunitni odpovédi na potravinové bilkoviny (= alergie) nebo k vyvolani
odpovédi proti vlastnim antigeniim (= autoimunitni nemoc) (Khoo et al., 1997). Jak bylo
vySe zmin€no, Treg jsou silné imunitni supresory, které kontroluji a zabraiiuji vzniku
spontannich autoimunitnich onemocnéni (Suri-Payer et al., 1998). Bylo také prokazano,
ze Treg bunky reaguji pfimo na prozanétlivé bakteridlni produkty, pifesnéji na LPS

(= lipopolysacharid) (Caramalho et al., 2003).
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Antimikrobialni proteiny

Ptimou roli v obrané stfevni sliznice hraje také produkce tzv. antimikrobialnich peptid
(= AMP). Tvorba raznych typi AMP se lisi podle pozadavkt GIT, ktery odrazi potiebu
reagovat na ruzné patogeny napadajici GIT (EI Aidy et al., 2012; Bevins et Salzman, 2011;
Gallo et Hooper, 2012; Munitz et al., 2012). Panethovy buiiky jsou specializované linie
bunék jedine¢né pro tenké stfevo a jsou hlavnim zdrojem AMP vcetné a-defenzind,
lysozymd, ribonukledz (pf. angiogenin 4), sekrekéni fosfolipazy A2 a lektini typu C
(pt. REG3) (Bevins et Salzman, 2011; Gallo et Hooper, 2012; Munitz et al., 2012).
Panethovy buiiky také kromé produkce AMP mohou pfimo rozpoznat patogeny pomoci
vrozené imunitni odpovédi (Bowcutt et al, 2014). Rozlozeni Panethovych bun¢k v ramci
GIT je nerovnomérné, existuji rozdily naptiklad mezi tenkym a tlustym stfevem.
Enterocyty a cely GIT mohou indukovat expresi odliSnych skupin AMP (Gallo et Hooper,
2012; Munitz et al., 2012). AMP jako tiecba REG3y a REG3p podporuji prostorovou
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segregaci mikrobialnich populaci z povrchu epitelu tenkého stieva (EI Aidy et al., 2012;
Vaishnava et al., 2011). Enterocyty v tenkém stievé stimuluji produkci REG3y a REG3,
zatimco v tlustém stievé fidi syntézu B-defenziny (O’Neil et al., 1999) a Katelikidiny
(Koon et al., 2011). Rozdil v AMP je také mezi proximalni a distalni ¢asti stfeva, coz také
souvisi s bakterialnim osidlenim (Burger-van Passen et al., 2012).

Poharkové bunky také vykazuji nehomogenni distribuci, v ramci GIT je jich nejvice
Vv tlustém stfeveé. Uvolnuji bioaktivni latky obsahujici muciny, AMP, angiogenin-4,
REG3y, REG3p a trefoil peptidy, které dale pfispivaji k vrozené imunitni obran¢ (Bowcutt
et al, 2014). Exprese REG3y je v tlustém stieve, ve srovnani s tenkym stievem, minimalni
(El Aidy et al., 2012; Vaishnava et al., 2011). Naopak v tlustém stievé je hlavné
exprimovan AMP, pfesnéji typ Relmf, pouze malé mnozstvi je pfitomno v normalnim
terminalnim ileu a Zadny Relmf neni exprimovan v oblastech tenkého stieva (He et al.,
2003). Relmf proteiny maji podobnou funkci jako proteiny REG3 v tenkém stievé
(El Aidy et al., 2012). Zména exprese AMP mize také nastat v disledku zmén
v mikrobialnim osidleni (za fyziologickych ¢i patologickych stavii) (Bowcutt et al, 2014).

3.2 Idiopatické stievni zanéty

3.2.1 Historie

Idiopatické stievni zanéty (= ISZ, angl. Inflammatory Bowel Diseases) jsou choroby 20.
stoleti (Kohout, 2003). Jiz Hippokrates (460 — 377 pft. n. 1.) a Areateus z Cappadocia (80 —
138 n. |.) rozpoznavali rizné druhy prijmu (Lukas, 1997).

Prvni piipad Crohnovy nemoci tenkého a tlustého stfeva nejspi$ jiz v roce 1769 popsal
G.G. Morgagni vpraci ,De Sedibus et Causis Morborum®“ (Kohout, 2003).
Oprotiulcerdzni kolitidé je Crohnova choroba historicky mladsi onemocnéni a datuje se k
roku 1932 (Lukas, 1997). Na pocatku 20. let 20. stoleti ptisobilo v newyorkské nemocnici
Mount Sinai nékolik skupin 1ékaiti zabyvajicich se problematikou zanétlivych onemocnéni
sttev — Moschowitz a Wilensky, Ginzburg, Oppenheimer a tehdy uznavany chirurg Berg
a do tietice Crohn, ktery 1éc¢il od roku 1930 pouze dva pacienty. VSem skupinam bylo

b

feCeno, at' spole¢né¢ pfipravi ¢lanek do prestizniho odborného casopisu Journal
of the American Medical Association. Redakce tehdy podpisovala autory ne podle zasluh,
ale podle abecedniho pofadku. Navic Berg se odmitl podepsat, protoze se na sepisovani
¢lanku nepodilel, jinak by byl podepsany na prvnim misté a dnes by se mluvilo o Bergové

nemoci. V 90. letech se ukazalo, ze se jedna o heterogenni onemocnéni s riznorodou
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lokalizaci, projevy a komplikacemi, e je nutné klasifikovat ho presngji (Cervenkova,
2009).

V roce 1909 se konalo v Londyné prvni velké symposium na téma ulcerdzni kolitida,
na kterém 1ékafi prezentovali ptipady 317 pacientd s podobnymi potizemi, které v letech
1888 — 1907 1&¢ili v tamnich nemocnicich (Cervenkova, 2009). V prvni poloving 20. stoleti
byla vice populdrni ulcer6zni kolitida, naopak v zavéru 20. stoleti pak dominovala
Crohnova nemoc nejen diky zvySujici se incidenci, ale také diky velkému polymorfismu
jejich projevi. Nebylo objeveno zadné infekéni agens, tudiz se pfijalo tvrzeni, ze se jedna
o psychosomatické onemocnéni (Kohout, 2003). Az po 2. svétové valce, diky rozvoji
imunologie, oznacili tuto nemoc za autoimunitni. V dne$ni dobé se ulcerdzni kolitida
nefadi k typickym autoimunitnim onemocnénim, nicméné¢ ma jasné autoimunitni rysy.

Dodnes také je nevyfesena otazka jejiho piivodu a pii¢in (Cervenkova, 2009).

3.2.2 Obecna charakteristika idiopatickych stievnich zanétii

Jako zanétlivé onemocnéni stfev se oznacuji nemoci zanétlivé nenddorové povahy, které
postihuji tenké a tlusté stievo. V této Siroké Skale onemocnéni rozliSujeme dvé vétsi
skupiny, a to zanéty tlustého a tenkého stfeva se zndmou piicinou nebo zanéty idiopatické
povahy, kdy pficina je zatim nezndma (Luka$ et Starnovska, 1998). Jedna se o choroby
traviciho traktu souvisejici s vyzivou. Crohnova nemoc a ulcerdzni kolitida jsou pfedev§im
ve fazi relapsu ¢asto sdruzeny s malnutrici (ptiblizn€ 70 — 85 %), ktera ma multifaktorialni
etiologii zptsobenou naptiklad poklesem chuti k jidlu, bolesti bficha pfi jidle, zvySenou
zanétlivou aktivitou, zvySenim energetického vydeje, zhorSenim absorpce jednotlivych
Zivin, ztratami krve a bilkovin pfi prijmovych stolicich a enteroragii, pistélemi ¢i stomii
nebo snizenim absorpéni plochy po opakovanych resekcich (Kohout, 2003).
Tyto symptomy vedou Casto ke Spatnému psychosocidlnimu zivotu, jako jsou problémy
vV zaméstnani, problémy ve vztazich, i co se tyka sexualniho zdravi (Neovius et al., 2013).
Do této skupiny stfevnich zanétl se fadi onemocnéni ulcerdzni kolitida, Crohnova nemoc
atzv. neurcitd kolitida (Lukas, 1997). Asi 15 % pacientli nese znaky obou nemoci —
Crohnovy nemoci 1 ulcer6zni kolitidy, v tom piipadé hovofime o indeterminované kolitidé
(Cierna, 2015). Jedné se o zanét tlustého stieva, kde jsou nachazeny piekryvajici se rysy
ulcerdzni kolitidy i Crohnovy nemoci, nebo rizné atypické znamky, takze je nemozné
stanovit jistou a diveéryhodnou diagnoézu (Lukas, 1997). K lepSimu porozuméni ISZ bylo

v ramci komplexnich onemocnéni dosud identifikovano 163 lokust (Jostins et al., 2012).
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Rozdéleni ISZ - akutni a chronické zanéty

ISZ 1ze rozdélit do dvou skupin, podle jejich ptivodu a pribéhu. Do skupiny akutnich
zanétl, které predstavuji akutni reakci organismu na antigenni a mitogenni podnéty, lze
zafadit - zanéty infek¢ni (zplisobené patogeny, mikroorganismy a naruSenim homeostaze
mikrobidlniho systému traviciho traktu), zanétlivé reakce na antigenni slozky potravy,
postradia¢ni zanéty a chemické zanéty (Macfarlane et Macfarlane, 1997).

Do druhé skupiny chronickych stievnich zanéti se fadi nemoci s odliSnou genezi -
ischemické kolitidy a enteritidy, enteritidy a kolitidy pfi autoimunnich chorobach, kolitidy
pfi séronegativni spondylarthritidé, Behcetliv syndrom, alergické enterokolitidy,
divertikulitidy, viedové 1éze tenkého stfeva pii celiakii, amyloidova kolitida, uremicka
kolitida, kolitidy pti AIDS, imunodeficiencich, po transplantacich kostni dfené, kolitida
pii Hisprungové nemoci, diverzni kolitida (obvykle vznika ve vyfazeném useku stfeva),
neutropenni kolitidy a eosinofilni kolitidy (vyskytuje se u muzi kolem 30. - 60. roku
Zivota, mezi symptomy patii prijmy, enterorhagie, horec¢ky a bolesti bficha s eozinofilii),
Colitis cystica profunda (jedna se o benigni, nepiili§ ¢asté onemocnéni), prechodna kolitida

(self limited acute colitis) (Allan, 1997).

3.2.3 Lécha idiopatickych stitfevnich zanéti
Medikament6zni terapie poskytuje K terapii aminosalicylaty, kortikosteroidy, I néktera
imunosupresiva, léky interferujici s medidtory zanétu nebo jiné postupy jako

je plazmaferéza (viz tabulka 1) (Zbotil et al., 1991).

Tabulka 1 - Shrnuti typi 1é¢by ISZ a priklady 1é¢ebnych pripravki

Typ 1écby Ptiklad 1é¢ebného pripravku
Aminosalicylaty Pentasa
Kortikosteroidy (+ topické steroidy) Butesonid

] Azathioprin, methotrexat, cyclosporin,
Imunosupresiva _
takrolimus, mykofenolat

Léky interferujici s mediatory zanétu Anti-TNFa
Antibiotika Chinoliny, metronidazol
Helministicka terapie Necator americanus, Trichuris suis
Plazmaferéza -

Aminosalicylaty jsou zakladem 1é€by Crohnovy nemoci i1 ulcerdzni kolitidy (pf. 1é¢ivo

Pentasa) (Dit¢, 2001). Kortikosteroidy jsou Vv poslednich letech obohaceny o skupinu
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tzv. topickych steroidl, které diky rliznym zplisobim biodegradace dosahuji vysoké
lokalni G¢innosti a minimalnich vedlejSich G¢inkt (pf. Butesonid) (Lukas et al., 2001).
Kortikosteroidy ptisobi jak na mimobunécné, tak na bunécné turovni kombinaci
kortikosteroidii na subceluldrni Grovni je nutna pfitomnost zinku. Protizdnétlivé Gcinky
nastupuji z¢asti okamzité, dominuji u€inky 6 hodin po injekénim podani, do 24 hodin vSak
odezni a souvisi s kvantitativnimi zménami cirkulujicich leukocytii. Ve vysokych davkach
pusobi kortikosteroidy na B lymfocyty, ¢imz mohou zpusobit pokles tvorby IgA a 1gG
po 2-3 tydnech trvani 1écby. Dlouhodobé ucinky, které nastupuji pozdéji, se uplatiuji
vlivem na T lymfocyty, pfedev§im na helperové, méné potom na supresorové builky.
NK buiiky nebyvaji ovlivnény. Hlavni nevyhodou 1é¢by je snizend obrannd imunitni
reakce zplsobena ptfedev§im tlumenim funkcnich schopnosti monocytii a makrofagi
(Zbotil et al., 2001).

Imunosupresiva byla vedle zndmého azathioprinu obohacena o metotrexat a ve svété
frekventovany cyklosporin (u nas se cyklosporin zatim uziva jen minimaln¢). Dale se uziva
také takrolimus, mykofenolat aj. (Zbofil et al., 2001). Z latek interferujicich s mediatory
zanétu (cytokiny a anticytokiny) se jako prvni zacal pouzivat anti-TNFa pro klinicky
nezvladatelné formy Crohnovy nemoci (Stack et al., 1996). U pacienti s ulcerdzni
kolitidou a Crohnovou nemoci, ktefi nereaguji dobfe na 1é¢bu pomoci aminosalicylatt
a kortikosteroidl, se osvéd€ila mnohamé&si¢ni 1écba antibiotiky, piedev§im chinoliny

nebo metronidazolem (Lukas, 1997).

Helminticka terapie

Helmintové kolonizuji vice nez tietinu svétové populace. Jak vyplyva z epidemiologickych
studii, existuje vztah mezi Cetnosti kolonizace skidct a prevalenci 1SZ (Weinstock et al.,
2004).

Nejdiive bylo potieba identifikovat helminty, ktefi by mohli byt bezpecné¢ podavany
pacientim. Byl zvolen Trichuris suis (tenkohlavec praseci), pro kterého je prase
pfirozenym hostitelem, ale mize také kolonizovat lidi (Beer, 1976). Nejdiive byl G¢inek
kolonizace T. suis studovan u 4 pacientii s CN a 3 pacient s UC, ktefi dostali v 1 davce
2 500 zivotaschopnych vajicek. Vysledky ukazaly zlepSeni pacientli bez vedlejSich ucinkl
(Summers et al., 2003). Druha studie zahrnovala 29 pacientii s CN, kdy u 66 % pacienta
doslo béhem 12 tydnt k Gstupu onemocnéni (Summers et al., 2005). U 9 pacientd s CN

byla provedena studie s vyuzitim Necator americanus (méchovec americky). V tomto
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ptipadé 2 pacienti s aktivnim onemocnénim zaznamenali zlepSeni symptomui (Croese
etal.,, 2006). V dnesni dobé se v helmintické terapii pouzivaji Necator americanus,
Trichuris suis, Trichuris muris, Trichuris trichiura ova, Heligmosomoides polygyrus
bakeri (Taghipour et al., 2014).

Stfevni helminti musi také prekonat epitelidlni bariéru stfev, aby ovlivnil imunitu hostitele.
Hlisti prochézeji nékolika larvalnimi stadii pied tim, nez se z nich vyvinou dospéli jedinci.
Tyto larvy Zziji uvniti epitelidlni vrstvy stfeva a jsou uzce spojeny s hostitelskymi
intestinalnimi leukocyty. V nékterych ptipadech je tedy mozné, Ze larvy spise nez dospélci,
interaguji s hostitelskym imunitnim systémem a kontroluji ISZ (Weinstock et Elliot, 2013).
I kdyz se zda, ze helminticka infekce je G€innd proti ISZ, 1é¢ba mize predstavovat i fadu
nevyhod. Méla by se zvazit ptetrvavajici infekce nebo invaze parazita do jinych tkani
pacienta. Néktefi helminti také mohou ovlivnit gastrointestinalni fyziologii, kdy mohou
ovlivnit hyperplazii poharkovych bunék a sekreci hlenu, coz miize mit za nasledek zménu
GIT motility a pfiznaky jako je prijem a bfiSni kieCe. Navic je pro nékteré pacienty
myslenka infekce Zivym parazitem psychologicky tézko ptijatelnd. Proto by mohla 1écba
imunologicky u¢innymi helmintovymi molekulami piekonat nevyhody lécby Zivymi
parazity (Ruyssers et al., 2008). Helminti vylucuji inhibitory cysteinovych proteaz, které
interferuji s prezentovanymi antigeny a zvysuji sekreci IL-10 z makrofagi (Manoury et al.,
2001). Také sacharidy (napiiklad glykan lakto-N-fukopentaosa III) odvozené od helmintd
pfispivaji k indukci imunitni odpovédi Th2 bungk (Fallon et Alcami, 2006).

3.2.4 Epidemiologie idiopatickych stievnich zdnéti

Geografie

Z hlediska geografie se stievni zanéty vyskytuji Castéji v severnéjSich statech v oblasti
s vyspélejsi ekonomikou - vV Evropé se jedna o skandinavské staty a Velkou Britanii,
v USA piedev§im v severovychodni ¢asti. Nizky vyskyt se udava v Africe, Asii a Jizni
Americe. Pravdépodobné zde hraji lohu klimatické podminky, jiny zplsob vyZivy a niz$i
socidlné-ekonomicky standard v jiznich krajinach. Také rasové a etnické faktory ovliviuji
vyskyt nespecifickych stfevnich zanétd (Cierna, 2015). Také se u téchto onemocnéni
vyskytuji rasové rozdily, kdy idiopatické stfevni zanéty jsou cast&j$i u bélosského
obyvatelstva nez u ¢ernosského. V Izraeli jsou vice postizeni Askenazové nez Sefardové,

obecné jsou vSak postizeni Zidé narozeni mimo Izrael (Lukas, 1997).
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Také cCastéji méstského obyvatelstva nez u venkovského. K prvnim projeviim nejcastéji
dochazi v mladém véku, v obdobi dospivéani, nebo v obdobi mezi 50. az 80. rokem zivota

(Lukas et Satrova, 2004).

Incidence a epidemiologie

Zajimavosti je, ze v severni Evropé, Velké Britanii a USA onemocni ulcerézni kolitidou
030 % vice Zen nez muzi. V ostatnich statech se incidence téméf nelisi (Lukas et Satrova,
2004). Incidence ulcerdzni kolitidy v Ceské republice je 3-5/100 000 obyvatel, prevalence
je 21-47/100 000 obyvatel (prevalence = podil po¢tu jedinct trpicich danou nemoci a poctu
vSech jedincii ve sledované populaci v daném case).

U Crohnovy nemoci je incidence 1-2/100 000 obyvatel a prevalence je 11-22/100 000
obyvatel. Existuje také pfima uméra mezi incidenci UC/CN a socioekonomickou Urovni.
Onemocnéni propuka bud’ mezi 15. - 25. rokem Zivota, nebo mezi pozdéji 50. - 80. rokem
Zivota a neni zavislé na pohlavi (Ehrmann et Koneény, 2011).

Tyto onemocnéni maji familiarni vyskyt v 15 — 20 % ptipadt (Lukas, 1997).

Béhem poslednich padesati let se pocCet pacientli trpicich zanétlivymi nemocemi stfeva
zvysil az patnactinasobng, navic vice postihuje malé déti a mladé lidi (Cierna, 2015).
V piipad¢ genetické predispozice, mohou onemocnéni vypuknout jiz pfed 20. rokem
zivota. Onemocnéni se také mohou objevit v prvnim trimestru téhotenstvi, po ukonceni
Sestinedéli, po infekci hornich cest dychacich, pokud je jedinec vystaven dlouhodobému
stresu, nebo v piipadé ulcerdzni kolitidy po preruseni koufeni. K projevim téchto nemoci
dochazi velmi Casto na jafe a na podzim, coz souvisi s Castéjsim vyskytem zanéti hornich

cest dychacich (Lukas et Starnovska, 1998).

3.2.5 Rizikové faktory

U obou onemocnéni nebyly etiologie ani patogeneze uspokojivé vysvétleny. Ale
V soucasnosti se predpoklada, Ze nejvetsi vliv maji genetické vlivy, faktory vnéjsiho
prostiedi a infekce (Kohout, 2003).

Strava

Jako jeden z moznych faktori je povazovana strava. Nemocni maji nizsi spotiebu zeleniny
a ovoce a vys§i spotfebu masa, mléka a vajec (Lukas et Satrova, 2004). Za protektivni
ucinek proti vzniku stfevnich zanétd jsou povazovany omega-3 mastné kyseliny, které

jsou obsazeny v rybim oleji (Lukas, 1997).
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Koufeni

Prokazanym faktorem, ktery ovliviiuje vznik a priabéh onemocnéni je koufeni.
Je prokéazano, ze u mnoha postizenych ulcer6zni kolitidou doslo k projeviim onemocnéni
v dobé¢, kdy prestali koufit. Naopak u kufdki ma tato nemoc lepsi prub¢h, kdy nedochazi
k tak masivnimu poskozeni tlustého stieva. OvSem v pfipadé Crohnovy nemoci je vliv

koufeni na vznik a pribéh nemoci naprosto opacny, kdy pacienti kutéci trpi komplikacemi

v Vv

Psychogeneze

Psychosomatické faktory byly dfive povazovany za velmi vyznamné piedevSim
U ulcerdzni kolitidy, kdezto v dnesni dobé se jim piisuzuje spiSe podplrny vliv na priabeh
imunologickych pochodd, které jsou pod vlivem centraln€ nervové regulace (Lukas, 1997).
Infekce

V dnesni dob¢ je u Crohnovy nemoci zdjem o infekéni pficinu zaméfen na mykobakterie,
Campylobacter, n¢které viry a zvlasté L organismy, nicméné skuteény prukaz u zadného

nebyl podéan (Lukas, 1997).

Ostatni rizikové faktory

Za dalsi rizikové faktory jsou povazovany infek¢ni agens, ptislusnost k vyssi (nebo naopak
niz8i) socioekonomické tfidé, pobyt v klimatizovanych mistnostech, dlouha a nepravidelna
pracovni doba, stres, kontraceptiva, nesteroidni antirevmatika, hygienick¢ navyky,
pouzivani zubni pasty, alergie (He et al., 2003), cesta do ciziny (souvisi s jinym
bakterialnim osidlenim traviciho traktu). Také vyssi konzumace rafinovaného cukru muize

asociovat se vznikem CN (Lukas et Satrova, 2004).

3.2.6 Diagnostika

Diagnostika ISZ byva stanovena na zaklad¢ klinickych, endoskopickych, histologickych,
radiodiagnostickych a radionuklidovych nalezi.

Klinické nalezy

Diagnoza ISZ by se méla vySetfovat u pacientll trpicich priijmem, nebo krvavym prijmem,
zacpou, tenesmy (bolestivé a neefektivni vyprazdiovani stolice), bolestmi bficha, teplotou
a ubytkem na véze.

Endoskopie

Prvotadou roli v diagnostice ISZ hraje endoskopické vySetieni, zejména kolonoskopie.
Jedna se o ptfimé vySetieni slizni¢nich 1€zi a odbér tkdné pro naslednou histologii. Nicméné
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kolonoskopické vysetfeni v dobé vysoké aktivity nemoci miiZze byt nebezpecné, kdy diky
mensi elasticité¢ stény muze dojit k perforaci stfeva. V téchto piipadech se misto
kolonoskopie vyuziva rektoskopie. Jako kontraindikace kolonoskopie se uvadi vznik
toxické megakolon.

Radiodiagnostika

Role radiodiagnostiky spociva ve stanoveni diagndézy onemocnéni, jeho lokalizace
a rozsahu ¢i v rozpoznani komplikaci.

Irrigografie - ulcerdzni kolitida

Irrigografie je metoda zobrazeni tlustého stfeva pomoci dvojiho kontrastu. Do kone¢niku
pacienta je aplikovdna baryova kontrastni latka a dale vzduch (pro dosazeni roztazeni
stfeva). Jako jedind kontraindikace vySetieni se uvadi perforace stieva. Pokud se u UC
jednéd o akutni stav, mlze se vyuzit nativniho snimku bficha misto irrigrafie, ktery ma
vyznam pfi podezieni na toxické megakolon.

Dale se k vysetfeni UC mize pouzit endosonografie, pocitacova tomografie, magneticka
rezonance a arteriografie.

Rentgenové vySetieni

V soucasnosti existuji 2 pristupy rentgenového vysSetreni CN — klasicka pasaz
a enteroklyza. Enteroklyza piinasi presnéjsi informace, kvalitn¢€js$i obraz oralnich partii
a zachycuje 1 minimalni zmény. Nevyhodou je zavedeni sondy do dvanéctniku a delsi cas
vysetieni.

Déle se CN vySetfuje pomoci ultrasonografie, pocitatové tomografie, fistulografie,
popiipadé radioizotopové vySetieni. Scintigrafie pomoci znacenych leukocytti slouzi
k detekci zanétu, posuzuje rozsah postizeni, aktivitu zanétu a ptitomnost komplikaci. Jedna
se 0 neinvazivni vySetfeni, nevyzaduje pfipravu pacienta, nicméné nevyhodou je radia¢ni
zatéZ a faleSné pozitivni/negativni vysledky.

Laboratorni vySetfeni

Ulcerdzni kolitida

Z laboratornich ndlezl je u 70 % pacientli s UC nachazena v rGznych stupnich anémie
(z nedostatku zeleza, nebo kyseliny listové). V zavislosti na aktivit€ nemoci a pfitomnosti
infekci je zvySena sedimentace Cervenych krvinek. U nemocnych s tézkym pribéhem
dochazi ke zménam acidobazické rovnovahy a koncentraci elektrolytl (sniZeni
koncentrace kationtii sodiku, drasliku a hot¢iku). Také u t€zkého pribéhu nastava snizena

koncentrace bilkovin v krvi a nizké hladina sérového albuminu. Proteiny jako markery
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akutni faze jsou vySetfovany — orosomukoid, alfa 1-antichymotrypsin, alfa 1-antitrypsin,
C reaktivni protein (CRP), haptoglobin. Nicméné obvykle staci sledovat krevni obraz
(hemoglobin, leukocyt), sedimentaci erytrocytii a CRP. U 70 % nemocnych s UC je takeé
zvysena pANCA (autoprotilatky proti cytoplazmé neutrofili).

Crohnova nemoc

Laboratorni nalezy jsou podobné jako u UC. U nemocnych s CN dochazi také k anémii

a leukocytéze (zvyseny pocet leukocytt v krvi) (Lukas, 1997).

3.2.7 Imunologie a genetika idiopatickych stievnich zdnéti
Z hlediska imunologie je zndmo mnoho faktorl, které se ucastni ISZ a maji na né vliv.
Zpravidla se jedna o slozky imunitniho systému - imunitni komplexy, krevni buiiky,
chemotaktické peptidy, bakteridlni produkty, cytokiny, eikosanoidy, oxidanty,
komplement, interferon, HLA systém, faktor aktivujici desti¢ky, koagulaéni faktor (Lukas,
1997).
Dominantni postaveni v patogenezi CN a UC maji T lymfocyty, pfedevsim jejich
subpopulace CD4+ lymfocyty (jsou to pomocné T-helper lymfocyty). Dle tvorby cytokind
se CD4+ lymfocyty rozdéluji do 3 skupin.
cytokiny (pf. TNFa a interferon 7).
2. Druhou skupinou jsou Th2 buiky tvofici cytokiny s imunomodulacnim G¢inkem
(IL-4 a IL-5). Diferenciace CD4+ na Thl a Th2 je determinovana t¢inkem IL-
12, ktery uvoliluji APC bunky (makrofagy a monocyty) po kontaktu
s antigenem. Po diferenciaci CD4+ na Th2 je nutnd pfitomnost IL-4 a IL-6, které
jsou také tvoteny APC bunkami. Zastoupeni Thl a Th2 u obou nemoci
je naprosto odlisné. U CN jsou v ptevaze CD4+ bunky s fenotypem Thl, naopak
u nemocnych sulcer6zni kolitidou jsou vpievaze CD4+ buiky
s Th2 fenotypem.
3. Treti skupina je mala subpopulace CD4+ bunék oznacovana jako Th3 nebo
Tregl, které produkuji hlavné TGFp, latku, kterd blokuje uvoliovani
V experimentalnich modelech kolitid dochdzi po podani neutralizacnich protilatek
proti uréitym cytokiniim ke zmenseni nebo zhojeni zanétu. Jako vyznamné se prokazalo
podavani protilatek proti TNFa a IL-12. Ke vzniku chronického stfevniho zanétu dochazi
Vv ptipadé, je-li narusena ptirozena rovnovaha mezi Thl a Th2 cytokiny (Kohout, 2003).
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Casté jsou odchylky vriznych imunitnich mechanismech jako napiiklad &asna
hypersenzitivita (atopie), mistni tkanova reaktivita, protilaitkovd a autoprotilatkou
cytotoxicita zprostfedkovana bunkami, pozdni bunéénd hypersenzitivita, imunitni
komplexy, imunodeficience. Tyto odchylky byly prokazany u obou nemoci, avsak v riizné
kvalit¢ a kvantité. Obé nemoci maji znacné poruchy v syntéze a sekreci imunoglobulint,
predevsim typ IgA (Lukas, 1997).

Genetika:

Lokusy asociované s ISZ koéduji geny podilejici se na udrzovani epitelialni bariérové
integrity, rozpoznavani antigenu, vrozené¢ imunitni odpovédi a koordinaci adaptivni
imunitni odpovédi (Sarlos et al., 2014). V dne$ni dobé je vSeobecné uznavany nazor,
ze CN a UC vznikaji v disledku poruseni geneticky determinované slizni¢ni rovnovéahy
mezi mohutnym imunitnim systémem stieva a velkym lumindlnim antigennim
potencionalem mikrobt a potravin (Ehrmann et Kone¢ny, 2011) .

Béhem minulého desetileti se uskutecnily studie genomu (GWAS) s naslednymi meta-
analyzami a mé&ly velky uspéch pii identifikaci novych lokust spojenych s ISZ. Dosud
bylo identifikovdno 163 lokusti (misto na chromozomu, kde se nachazi gen ¢i geny)
souvisejicich s ISZ (Jostins et al., 2012), casto véetné oblasti, které reguluji genovou
expresi v imunitnich bunkach a intestindlnim epitelu (Mokry et al., 2014). Z téchto
163 lokust bylo prokazano, ze 110 lokusi souvisi s obéma nemocemi, s CN 1 UC. DalSich
30 lokust je v asociaci pouze s CN a 23 lokusu s UC (Jostins et al., 2012).

Na druhou stranu existuji i geny s protektivnim G¢inkem vuci ISZ. Naptiklad v oblasti
genu IL23R existuje nezavislé pusobeni viceCetnych alel, kdy nejvyznamnéjsi variantou
je Argl81GIn (rs11209096), kde wvedlejsi glutaminova alela poskytuje dvou-
az trojnasobnou ochranu proti rozvoji ISZ (Duerr et al., 2006). Tato alela s ochrannou
funkci ma také za nasledek 1 dalsi funkéni zmény, napiiklad sniZeni poctu IL-23 zavislych
CD4+Th17 a CD8+Tcl7 bun&k (Sarin et al., 2011). Také dosud nebylo prokazano,
ze by ptenaseni Arg381GIn alely vyvolalo zvySené riziko dalSich komplikaci (napf.
Infekénich onemocnéni). Znamend to teda, Ze snizeni signalizace IL-23 muze byt
prospésné pii 1écbé ISZ (McGovern et al., 2015). Tento ochranny ucinek je u CN vétsi
nez u UC (Jostins et al., 2012).

24



3.2.8 Komplikace, téhotenstvi, plodnost

Komplikace idiopatickych stievnich zanéti:

V priibéhu idiopatickych stfevnich zanétl se mohou projevit riizné komplikace, za které
muze piedevSim tézky zanét ve stfeveé, imunitni reakce nebo naruSeni vstfebavani
nékterych Zzivin nebo Zzluovych kyselin. Jedny zmoznych komplikaci - krvaceni,
prodéravéni stfeva, zOzeni stievniho prisvitu, ohrani¢end hnisava loziska, pistéle

(u Crohnovy nemoci), toxické rozsifeni tra¢niku nebo zhoubna pfeména na nador (Lukas

et Satrova, 2004).

Vv

Nejcastéjsi lokdlni stfevni komplikace:

Stenéza - Jedna se o zlzeni prisvitu stieva (viz obrazek 6), které vyusti v poruchu stfevni
prichodnosti, coz se projevuje kieCovitymi bolestmi bficha, zvracenim a napadnymi
sttevnimi zvuky. Vyskytuje se u 30 — 40 % lidi s Crohnovou nemoci a velmi c¢asto

postihuje tenké stievo (Lukas et Satrova, 2004).

Obrazek 6 - Stendéza stieva po vySetieni kolonoskopii. Lze pozorovat zuzeni
prichodnosti stfeva.

(Zdroj: http://slideplayer.cz/slide/2703775/. Navstivené 30. 11. 2017)

Perforace - Castd komplikace Crohnovy nemoci rozvijejici se v pribéhu silného zanétu,
kdy dochazi k prodéravéni ¢i protrzeni stieva a obsah dostane do okolnich tkani
(viz obrazek 7). Kone¢nym vysledkem je vznik pistéle a abscesu, ktery je mimo stievni

sténu. Jedinou moznou 1é¢bou je chirurgicky zakrok (Lukas et Satrova, 2004).
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Obrazek 7 - Perforace tenkého stif‘eva po vyseti‘eni endoskopickou retrogradni

cholangiopankreatografii

(zdroj: http://slideplayer.cz/slide/2342807/. Navstivené 30. 11. 2017)

Perianalni absces a pi§tél - Opét se jedna o typickou komplikaci Crohnovy nemoci.
Jsou velmi casté a néktefi odbornici je povazuji za projev urcitého podtypu nemoci.
Dochazi ke vzniku neohrani¢ené¢ho hnisavého zanétu v oblasti hraze (tzv. vznik flegmony)
a k poskozeni funkce analnich svéracii (viz obrazek 8). Kombinovana chirurgicka 1é¢ba

s podavanim antibiotik, imunosupresiv a biologickou 1é¢bou (Lukas et Satrova, 2004).

fistula
tracts
Perianal
abscess

Absces

external drainage
close to anal sphincter

Obrazek 8 - Perianalni absces a piStél v okoli Fitniho kanalu

(Zdroj: http://slideplayer.cz/slide/2703775/. Navstivené 30. 11. 2017)

Mezi dalsi lokalni komplikace stfeva mizeme zatfadit septicky prubéh stfevniho zanétu, toxické
megakolon, masivni krvaceni & rakovinu tlustého stieva (Lukas et Satrova, 2004). Nasledkem
imunitni reakce organismu mohou byt také vzdalené projevy postihujici kizi (u CN -
nodézni erytém, u UC - pyoderma gangrenozum), o¢i (zanéty spojivky ¢i rohovky), klouby

(artritida) a jatra (vznik chronického zanétu). U pacientl se také vyskytuji metabolické
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komplikace jako naptiklad osteopor6za, chudokrevnost, nedostatek zinku a selenu, zlucové

kameny ¢&i ledvinové kameny (Cervenkova, 2009).

Tehotenstvi a plodnost:

Plodnost u zen témito nemocemi byva téméf nenarusena, pouze v piipadé té€zké aktivity
nemoci, prestupu zanétu na vejcovody nebo vajecniky muze dojit k porucham plodnosti.
U muzi byva plodnost narusena v ptipadé uzivani 1€ku sulfasalazinu, nicméné po vysazeni
Iéku se plodnost vraci do normalu. Pokud je nemoc v klidovém obdobi u t&€hotné
pacientky, je velmi pravdépodobné, ze nemoc zustane v klidu v prabéhu celého
téhotenstvi. VétSina t€hotenstvi konci porodem zdravého ditéte, nicméné je mirné zvyseny

vyskyt spontannich potrati (Lukas et Satrova, 2004).
3.3 Crohnova nemoc

3.3.1 Definice

Jednd se o chronické onemocnéni postihujici celou travici trubici bez zjevné pficiny.
Nejcastéji je vSak postizena oblast ptechodu tenkého a tlustého stfeva. Postizeny vétSinou
utrpi bolestmi bficha, prijmy a vahovym ubytkem (Luka$ et Starnovska, 1998).
Podle nedavnych studii se vyskyt CN u déti a dospélych zvysuje, kdy praveé asi 25 %
ptipadi je diagnostikovano v obdobi pediatrické péce (Day et al., 2012). Jedna pediatricka
studie v USA ukazala, ze pacienti se ztenCenou stfevni sténou, maji vice nez 99%
pravdépodobnost vzniku zanétlivého onemocnéni stfev, v pfipadé pozitivnich
laboratornich nalezti zahrnujicich zvy$enou hladinu calprotektinu ve stolici) (Canami et al.,
2006).

Co se tyka klasifikace, CN se vyskytuje ve 2 typech - typ A a typ B. Typ A je agresivnéjsi,
tvofi se pfi ném pistele a abscesy. Typ B je méné komplikovany, na druhou stranu dochazi

ke vzniku sten6z (De Dombal et al., 1971).

3.3.2 Genetika a patogeneze Crohnovy nemaoci

S patogenezi Crohnovy nemoci je spojeno nékolik jednonukleotidovych polymorfismil
(SNPs), které jsou lokalizovany v genech, které se i¢astni procest hrajicich dulezitou roli
Vv mechanismech vrozené i ziskané imunity (Nys et al., 2013). Mikrobiom proto hraje
rozhodujici roli v patogenezi CN (Wright et al., 2015). Oblast zajmu ohledné¢ ISZ
a pfedev§sim CN je na chromozomech 1 a 16. Pericentromericka oblast chromozomu 16,

kterd vykazovala spojeni s genotypickymi projevy CN, byla oznacena jako ,,locus ISZ-1*
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V roce 2001 tfi pracovni skupiny specifikovaly ,,locus ISZ-1* a oznacily jej jako NOD-2
(Kohout, 2003).

S Crohnovou nemoci souviseji také tyto geny: ATG16L1, IRGM (souvisi s autofagii),
PTPN2, XBP1, LRRK2, ULK1 (Salem et al., 2015).

Gen ATG16L1

Gen ATG16L1 existuje ve 3 izoformach (a, B, v ) a ATG16L1 protein, ktery je timto genem
kodovany je adaptérovym proteinem sloZzenym z N-termindlni ATG-5 vazebné oblasti
a amino-terminalni oblasti (podili se na self-dimerizaci), po které nasleduje 7 domén
tryptofan-asparagové kyseliny (Mizushima et al., 2003) a dohromady tvofi 350 kDa
tetramerni komplexy (Kuma et al., 2002). ATG16L1 protein hraje zasadni roli
pii autofagii, interaguje s  ATG12-ATG5, aby  zprosttedkoval  konjugaci
fosfatidylethanolaminu (PE) s LC3 (light chain 3) vacky, které jsou morfologicky podobné
autofagozomiim, a vznik4d tak aktivovana forma LC3-II. Timto zpisobem se fidi
prodluzovani vznikajici autofagosomalni membrany (UniProt, 2018).

Nize vypsané varianty genu ATG16L1 souvisi s naruSenim bunécného procesu autofagie.
Autofagosomy pravdépodobné vznikaji aktivné, dynamickym procesem, kdy dochazi
K expanzi bunééné membrany. Tento proces umoznuje buiice oddélit a rozlozit téméf
jakkoliv velkou slozku, kterou obsahuje véetné patogenu. Tato funkce je klicova
pro imunitni bunky stfevniho epitelu, které se na likvidaci bakterie podileji. Ztrata
schopnosti likvidovat stievni patogeny je spojena s CN, coz prokazala mutace genu
ATGI16L1. Piesngji je tato mutace spojena s poruchou Panethovych bunéck, které
pak vykazuji poruchy exocytézy. Obsahuji také degenerované mitochondrie a abnormalni
endoplazmatické retikulum. V téchto narusenych Panethovych buniikach dochazi k up-
regulaci gent spojenych se zanétlivou odpovédi, coz pak vede ke klinickym ptiznakiim CN
(Medical Tribune CZ, 2018).

Jednim z klicovych pokrokt v rdmci CN bylo spojeni polymorfismu (SNPs) v ATG16L1
se zvySenym rizikem Crohnovy nemoci (Hampe et al., 2007), pfedev§im polymorfismus
Thr300Ala (Levine et al., 2015). Tato varianta oznaCovana rs2241880, ktera koduje
missense variantu (zména aminokyseliny v polypeptidovém fetézci) a vede k substituci
threonin-alanin v aminokyseliné na pozici 300. Jedna se o nejvice pievladajici variantu
Thr300Ala genu ATG16L1, coz predstavuje pfiblizné 55 % alel v evropské populaci a 20 -
40 % alel v jinych populacich (Hampe et al., 2007). Nicmén¢ i tyto dal§i varianty
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ATG16L1 je spojovano s Crohnovou nemoci, ackoliv varianta rs6431660 je spojovéana také

s ulcerdzni kolitidou. Varianty nalezené u CN:
> 1513412102

rs12471449

rs6431660

rs1441090

rs2289472

rs2241880

rs2241879

rs3792106

rs4663396 (Glas et al., 2008).

YV V. V V V V V V

Gen ATG16L2

Nedavno byla objevena nova izoforma ATGI16L2, ktera obsahuje 2 mozné sestfihové
formy (o, B) (Nys et al., 2013).

SNPs v ATG1I6L2 jsou také spojovany s Crohnovou nemoci a také tvoii tetramerni
komplexy s ATG5 a ATG12. Nicmén¢ neni schopna nahradit funkci ATG16L1 pfi tvorbé

autofagozomu (Salem et al., 2015).

Gen NOD2

U 25 % pacientt s CN se vyskytuje mutace v genu NOD2 (nucleotide-binding
oligomerization domain containing 2), ale neni zcela jasné, jak pfesné se tato mutace podili
na vzniku a pribéhu nemoci (Coulombe et al., 2009). V tomto genu existuji 3 spontanni
nukleotidové polymorfismy spojeny s Crohnovou nemoci. Gen NOD2 kéduje protein
obsahujici 1031 aminokyselin, jehoz funkci je regulace apoptézy a aktivace NfkB
(nuklearni faktor kappa B). Gen NOD2 se strukturn¢ skladda ze dvou oblasti, které
jsou stépitelné kaspazou - oblast vazajici nukleotidy a ¢ast bohatou na leucin (LRR).
Deleci v oblasti genu bohaté na leucin dochazi k stimulaci aktivace NFkB (Kohout, 2003).
Pokud neni funkce NOD2 narusena, kdduje vznik receptoru, ktery rozpoznava bakterie
napadajici organismus a pak dochazi ke spusténi obranné imunitni odpovédi. Receptor
koédovany NOD2 (ptesnéji jeho ¢ast LRR) piednostné rozpoznava N-glykolyl-MDP
(muramyldipeptid), ktery se vyskytuje u mykobakterii. V pfipadé¢ napadeni organismu

mykobakteridlni infekci, dochazi k silné imunitni odpovédi prostiednictvim NOD2
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receptoru. Pfitomnost mykobakteridlni infekce je spolu s mutaci v NOD2 predispozici CN
(Coulombe et al., 2009). Studie také prokazaly, ze rizikové alely NOD2 a ATG16L1 lokust
byly spojeny s vyznamnym posunem ve sloZeni stfevniho mikrobiomu, véetné sniZeni
hladin Faecalibacterium a zvySenych hladin Escherichia (Kennedy et al., 2014).

Pozitivni rodinnd anamnéza je tedy nejsiln€j$im rizikovym faktorem pro vznik tohoto
onemocnéni (Kohout, 2003). Zkoumanim vztahu genotypu s fenotypem u Crohnovy
nemoci byla zjisténa asociace genu NOD2 s postizenim ilea a stendzujicim typem choroby.
U homozygota propuka nemoc velmi brzo, zpravidla v jesté v détském véku (Kohout,
2003). Z hlediska vyskytu onemocnéni se riziko vyvoje CN zvySuje 2x - 4X, V piipadé
ze se prenese 1 rizikova alela. Pokud dojde k ptenosu 2 rizikovych alel, zvySuje se riziko

vyskytu 20x - 40x (Cooney et Jewell, 2009).

HLA geny

HLA oblast nachazejici se na chromozomu 16p21 obsahuje mnoho gent, které souvisi
S imunitni funkci. Mnoho let bylo studovano spojeni mezi HLA a ISZ a také bylo
potvrzeno nékolik souvisejicich lokusii. Bylo prokazéano, Ze SNP rs9264942 nachazejici
se v blizkosti genu HLA-B vykazuje silnou asociaci s CN. Také bylo identifikovano
nékolik rizikovych alel souvisejicich s CN a UC a genovym lokusem HLA-DRB1
(nejsilngjsi varianta spojovana s ISZ je HLA-DRB1*01:03) (Ye et McGovern, 2016).

3.4  Ulcerozni kolitida

3.4.1 Definice
Jednd se o chronické onemocnéni sliznice tlustého stfeva, pfesnéji o zanét povrchovych
vrstev stfevni stény s vyraznym rozptylenym krvacenim ze sliznice. Dle postiZeni tlustého
stieva lze tuto nemoc rozlisit do nékolika moZnych forem:
> proktitida - nejleh¢i forma, zanét je omezen na oblast koneéniku,
> levostranna ulcerdzni kolitida - postizena je leva polovina tlustého stieva ke
slezinnému ohbi tra¢niku,extenzivni nebo diftizni ulcerdzni kolitida - postizeni vice
nez 2/3 tlustého stieva (Lukas et Starnovska, 1998).
V pribéhu 20. stoleti se zméenily klinické projevy obou nemoci. Na pocatku 20. stoleti
pfedstavovala ulcerdzni kolitida smrtelné onemocnéni s €astymi hnisavymi komplikacemi,

nicméné v soucasnosti je umrtnost témét nulova (Kohout, 2003).

30



Projevy:

Projevy nemoci urcuji tfi hlavni faktory — rozsah zanétu, intenzita zanétlivych zmén
a doprovodna porucha funkce stteva. Vzajemnou kombinaci vznikaji klinické obtize, které
maji u kazdého pacienta sice jinou intenzitu, ale charakter téchto obtizi je velmi
stereotypni. Podle rozsahu zanétu jsou rozliSovany 3 tvary — proktitida (distalni tvar),

ohraniéeny (levostranny) tvar a rozsahly (extenzivni) tvar (Cervenkova, 2009).

3.4.2 Genetika a patogeneze ulcerozni kolitidy

HLA geny

Bylo prokazano, ze SNP rs6927022 nachazejici se v blizkosti genu HLA-DQAL vykazuje
silnou asociaci sUC (Ye et McGovern, 2016). HLA geny II. tfidy - DR2, DR9
a DRB1*01:03, byly identifikovany ptedev§im v asociaci s UC. Jako gen s ochrannou
funkci byl identifikovany gen HLA-DR4 (Sarlos et al., 2014).

Gen CTLA4

Cytotoxicky T-lymfocytovy antigen 4 (CTL4) je inhibi¢ni receptor exprimovany
aktivovanymi T buiitkami a také se jednd o dulezity downregulator aktivace T bunék.
CTL4 gen je dobry kandidatni gen pro citlivost v ramci UC, protoze piisobi jako negativni
regulator aktivace T bun€k. Vyskytuje se na chromozomu 2q23 a bylo u n¢j zjisténo
n¢kolik genetickych polymorfismi.

Gen pro janus kinazu 2Janus kinaza 2 (JAK2) patii do rodiny tyrosinkindz. Bylo zjisténo,
ze SNP 1510758669, rs10975003 a rs10974944 v lokusu JAK?2 jsou siln€ asociovany s UC.
Gen STAT3

STAT3 protein (signal transducer and activator of transcription 3) hraje klicovou roli
vriznych bunéfnych procesech jako je rdst bun¢k a apoptdéza. Mezi SNPs

ve STAT3 lokusu, které jsou spojené s UC, patii rs12948909 a rs744166.
Gen pro TNFa

w1

roli jak u CN, tak u UC. Gen TNFa se nachazi v lokusu 1BD3. Polymorfismus v poloze -
308 je bodova mutace, kdy ptitomnost G definuje béZznou variantu TNF1 a varianta A
méné obvykly typ TNF2. TNFa polymorfismy A-308G a T-857C zvysuji produkci TNFa

a mohou korelovat s odlisnym prubéhem onemocnéni nebo odezvou na lécbu.
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Gen MDR1

Gen MDR1 (multidrug-resistant transporter-1) je vynikajici kandidatni gen pro patogenezi
ISZ. Jednou z nevyznamné&jSich mutaci genu je C3435T, ktery je spojen s UC, pfedevsim
U pacientt s rozsahlou kolitidou.

Gen NOD1

Produktem genu NOD1 je clenem fylogeneticky konzervativni skupiny receptort
a jsou exprimovany v epitelialnich bunkach v celém GIT. Polymorfismus v LRR doméné
ukazal souvislost se zdvaznosti onemocnéni pacientii s UC.

Geny pro interleukiny

w1

cytokin, ktery tlumi aktivovany imunitni systém - inhibice prezentace antigenu a nasledné
uvolnovani protizanétlivych cytokind. IL-10 je rizikovy gen jak pro UC, tak
pro CN (Sarlos et al., 2014).

3.5 Celiakalni sprue

3.5.1 Charakteristika a epidemiologie

Celiakie také znama jako ,,celiakalni sprue®, je chronické stievni zanétlivé onemocnéni,
které je vyvolano glutenem, coz je protein nalezeny u pSenice, jemene a Zita, u geneticky
nachylnych jedinct (Troncone et Jabri, 2011). Celiakii popsal poprvé v roce 1888 Samuel
Gee, ale az v roce 1953 se ukazalo, Ze dulezitou roli v patologii hraje gluten (Losowsky,
2008). Gluten byl spojen s celiakii holandskymi 1ékafi, kteti béhem hladomoru v letech
1944-1945, kdy byl nedostatek pSenice a zito, zjistili, Ze symptomy déti s celiakii, zlepSily
(Dicke et al., 1953). Patofyziologie a patogeneze onemocnéni nejsou zcela jasné,
predpokladd se, Ze onemocnéni vznika souhrou genetickych, environmentalnich
a imunologickych faktori (Kupfer et Jabri, 2012). Nejcastéjsim projevem celiakie
jeunava, ztrata hmotnosti, prijem, anemie, osteoporoza a deprese. U pacientd
s dlouhodobé nelécenou celiakii se navic mohou objevit zdvazné komplikace - osteoporoza
nebo maligni lymfom (Green, 2005).

Celiakie je velmi heterogenni nemoc zavisla na véku pacienta, délce a rozsahu onemocnéni
(Parzanese et al., 2017). V tabulce 2 jsou uvedeny nejcastéjsi formy celiakie a jejich
charakteristika.
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Tabulka 2 - Charakteristika typi celiakie

Forma (typ) celiakie Charakteristika

Nadymani, chronicky prijem, zacpa,
Typicka meteorismus (zvysena plynatost), bolest biicha,

nauzea, zvraceni, bolesti bficha

) Obvykle u starsich déti nebo dospélych,
Atypicka
bez/velmi malo GIT ptiznaka

Sérologické a histologické abnormality bez
klinickych piiznaku, ¢asto u jedincti s rodinnou
. . anamnézou celiakie, u pacienti
Tiché nebo asymptomaticka . . _ ) )

S autoimunitnimi nemocemi (napi. Diabetes
mellitus I.) nebo genetickymi poruchami (napf.

Downuv/Turneruv/Williamstv syndrom)

Latentni Pozitivni sérologie

U jedincu, ktefi nikdy neméli diagnozu celiakie,
Potencionalni ale vykazuji genetické pozadi spojené s celiakii,

pozitivni sérologie

Pritomnost malabsorp¢nich symptomi, které
Refrakterni ) .
trvaji 1 rok po piisné dieté

Celiakie je dnes jednou z nejéastéjsich geneticky podminénych onemocnéni u lidi
(Parzanese et al., 2017). Navzdory pokroku v diagnostice zustava celkova prevalence této
nemoci dosud nejasna. Diagnostiku celiakie ukazuje tzv. model ledovce (viz obrazek 9),
kdy nékteré ptipady jsou identifikovany diky typickym pfiznakim, zatimco ponofena ¢ast
ledovce ptedstavuje vSechny nediagnostikované piipady, které obvykle vykazuji atypické,

minimalné nebo dokonce zadné ptiznaky. (16)
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Obrazek 9 - Model ledovce pri diagnostikovani celiakie

(Zdroj: https://gottliebgi.com/gluten-sensitivity-and-celiac-disease/. Navstivené 19. 3. 2018)

3.5.2 Diagnostika

Pokud je podezfeni na celiakii, pro potvrzeni diagnézy je nutné provést sérologické
vySetieni a naslednou biopsii duodena (dvanactnik) (Abdulkarim et al., 2003). U déti
se provadi odbér vzorku tkané¢ pomoci Coombsovy nebo Carreyovy kapsle. Jedna se
0 kapsli velikosti bonbonu, ktera je zavedena do oblasti 1. klicky tenkého stieva, kde
se odebere vzorek. U dospélych se provadi odbér vzorku vétSinou pomoci gastroskopie

(Kohout, 2006). Vsechny nize uvedené metody jsou pro piehled shrnuty v tabulce 3.
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Tabulka 3 - Shrnuti vySetifovacich strategii pouzivanych v diagnostice celiakie

Anti-tkanové

. _ ELISA

transglutaminazové protilatky

Anti-endomysialni protilatky Neptimd imunofluorescence
Sérologické testy

Anti-gliadinové protilatky ELISA

Protilatky proti deamidovanym
D, o ELISA

gliadinovym peptidiim
Histologie Stievni biopsie Endoskopie
HLA testovani (HLA-DQ2 / - )
Geneticka analyza HLA typizace
D8)
Vysvétlivky:

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
HLA - Human leukocyte antigens

Sérologické testy:

Anti-tkanové transglutaminazové protilatky

Nejlepsi strategii v sérologii je detekce anti-tkdnovych transglutamindzovych protilatek
IgA  (at-TG) pfitomnych vkrvi na =zakladé metody ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Tyto protilatky vykazuji az 97% citlivost, 96% specifitu a az 98%
presnost. Pro potvrzeni testu se pouzivaji IgA anti-endomysidlni protilatky (IgA EMA)
diky jejich vyssi specifité (az 100% specifita, 94% citlivost a 97% piesnost) (Volta
et Villanacci, 2011). IgA EMA jsou rutinné detekovany nepiimou imunofluorescenci
(Ludvigsson et Green, 2011).

Anti-gliadinové protilatky

Anti-gliadinové protilatky (AGA) piedevsim typu IgG a IgA se dnes ji kvili nizké
citlivosti, specifité¢ a Spatné presnosti pouZzivat pfili§ nedoporucuji, s vyjimkou mladSich
déti (Rubio-Tapia et al., 2013).

Protilatky proti deamidovanym gliadinovym peptidiim

Detekce protilatek proti gliadinu byla nové nahrazena vyvinutymi imunoanalyzami, které
vyuzivaji protilatky proti deamidovanym gliadinovym peptidim (IgA a IgG) (Parzanese
etal., 2017).
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Stanoveni fekalniho calprotectinu
Calprotectin je citlivy marker pro zanétlivé patologické onemocnéni stfev. VySetieni
fekalniho calprotectinu je jednoduchy neinvazivni test, ktery miize pomoci vyhnout se

kolonoskopii (EUC laboratoie, 2018).

Histologie:

Standardem pro diagnostiku celiakie u dospélych je také stievni biopsie pomoci

endoskopie, kdy se sleduji patologické vlastnosti stievni sliznice (Parzanese et al., 2017).

Geneticka analvza

HLA testovani neni provadéno rutinn€ u vSech ptipadii celiakie, ale jen tehdy je-li sporna
diagnoza. Studie prokazaly, ze pouze 0,4 % pacienti s celiakii je HLA-DQ2/-DQ8

negativni (Catassi et Fasano, 2010).

3.5.3 Genetika, patogeneze a faktory hrajici roli u celiakie

Nejsilngj$imi a nejlépe charakterizovanymi genetickymi faktory citlivosti na celiakii
jsou geny lidského leukocytového antigenu (HLA) II. tfidy znamé jako HLA-DQ2 a HLA-
DQ8, které jsou nezbytné pro rozvoj onemocnéni. Ptiblizné 25 - 30 % jedincti evropské
populace nese nachylnost k celiakii v genu HLA-DQ?2, ale pouze u 4 % z téchto jedinci
se celiakie opravdu vyvine, coz podtrhuje roli dalsich faktorti (Mearin et al., 1983). Studie
GWAS identifikovaly 1 fadu non-HLA genetickych faktorG spojenych s celiakii, které
k riziku vzniku nemoci zasadné nepfispivaji, ale maji velky potencial pii studiu patogeneze

celiakie (Kupfer et Jabri, 2012).

HLA-DQ2 a HLA-DQS8 geny

HLA (Human Leukocyte Antigens) je nazev hlavniho histokompatibilniho komplexu
(MHC) u lidi. Tyto geny se nachazeji na chromozomu 6 a jsou rozdéleny do tid (L. - 111.).
HLA-DQ je molekula II. tfidy na chromozomu 6p21.3 zodpovédné za prezentaci peptidi
(antigenl) exogenniho pivodu. HLA-DQ se skladd z heterodiméru kodovaného HLA-
DQAL a HLA-DQB1. Genetika celiakie je slozita, protoze pocet, typ a konfigurace alel
DQAT a DQBI urcuji riziko onemocnéni. Nejvyssi rizikovou skupinou jsou homozygoti
nesouci DQB1*02 u obou chromozom1, kdy je tato skupina také spojena s mladsim v€kem
nastupu onemocnéni a slozit€j§im klinickym priabeéhem. Studie prokazaly, ze odpovéd
CD4+ pomocnych T bunék u homozygotnich jedinci DQB1*02 je silnéjSi nez reakce
U heterozygotnich jedinct.

Vyvoj celiakie u jedinci, ktefi jsou HLA-DQ2 a HLA-DQS negativni, je extrémné vzacny.
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Pti celiakii tyto molekuly HLA ptedkladaji glutenové peptidy CD4+ T bunikam a tim
je aktivuji (Kupfer et Jabri, 2012).

Non-HLA genetické faktory

Dosud bylo zkoumano 115 genti non-HLA genetické povahy souvisejicich s celiakii, které
maji vyznam pii studiu patogeneze (Kupfer et Jabri, 2012). Napiiklad jeden z téchto genti
se muze vztahovat ke genetickym variantam na chromozomu 19 v genu MYO9B kodujici

protein myosin IXB, ktery mtize potencionaln¢ reagovat na bezlepkovou dietu (Parzanese
etal., 2017).

Environmentélni faktory

Environmentélni faktory hraji dilezitou roli v patogenezi celiakie. Primarnim spoustécim
faktorem tohoto onemocnéni je gluten, ktery obsahuje dva rizné typy proteint - gliadiny
a gluteniny, schopné vyvolat onemocnéni. Peptidy obsazené v s6ji a zitu - hordeiny
a secaliny, jsou také schopné vyvolat celiakii (Vader et al., 2003), na rozdil od ovesnych
peptidi - aveninu, které celiakii vyvolavaji ziidkakdy (Arentz-Hansen et al., 2004).
Gliadiny, gluteniny, hordeiny a secaliny obsahuji vysoky obsah prolinii a glutaminti, které
je ¢ini odolnymi proti degradaci Zaludecnich kyselin, pankreatickych enzymi, protozZe tyto
latky postradaji prolyl-endopeptidazovou aktivitu (Kupfer et Jabri, 2012). Peptidové
fragmenty, které byly odolné viici degradaci, mohou byt transportovany pies epitely
primarné transcelularnimi cestami (Heyman et al., 2011). Nicmén¢ neni zcela jasné, zda

je zménéna stievni propustnost primarni pfi¢inou nebo disledkem stievniho zanétu

(Kupfer et Jabri, 2012).

Mikrobiom

Studie intestinalniho mikrobiomu u celiakie jsou stale v pocatecnich stadiich vyzkumu.
Dosud studie prokazaly rozdily v piitomnosti bakterii Bacteroides, clostridium,
Bifidobacterium, Lactobacillus, Escherichia coli a Staphylococcus ve stolici nebo stfevni
sliznici. Navzdory technologickému pokroku pii studiu mikroorganismi v GIT zistava
fada otazek nezodpovézenych. Nejdllezitéjsi je asi otdzka, zda jsou zmény ve stfevni

mikrofléfe pii¢inou nebo disledkem stievniho zanétu (Kupfer et Jabri, 2012).

Dalsi environmentalni faktory:

Vedle stfevni mikroflory byla zkoumdna celd tfada dalSich faktor - détské infekce

(ptedevsim rotaviry), kojeni / uméla vyziva, délka kojeni. Nejnovéjsi studie potvrzuji
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ulohu rotavird v patogenezi celiakie, kdy casté rotavirové infekce v détském veku
pfispivaji ke zvySenému riziku celiakie (Stene et al., 2006).

Jako dalsi environmentalni faktory muzeme uvést typ stravy u déti (kojeni matefskym
mlékem nebo podavané uméld vyziva) ¢i délku kojeni, kterd hraje roli ovliviiujici stfevni
mikrobiom (Silano et al., 2010). Obecné kojeni mateiskym mlékem ma protektivni ucinek,
kdy v zavislosti na délce kojeni snizuje riziko celiakie az o 52 %. Hypotézy pro protektivni
ucinek kojeni u celiakie zahrnuji ochranu pied infekcemi, sniZzenou imunitni odpovéd
v disledku IgA protilatek v matefském mléce a nepiitomnost glutenu ve stravé (Akobeng
et al., 2006).

U nemocnych s celiakii byly také nalezeny zvySené pocCty intestindlnich gramnegativnich
bifidobakterii (Bevins et Salzman, 2011). Dalsimi faktory souvisejici s celiakii mohou byt
tézké kovy a bakterialni tTG (tkanova transglutaminaza) piitomna v potravinach (Kupfer et

Jabri, 2012).

3.5.4 Imunologie

Imunitni dysregulace je jadrem patogeneze, protoze vysvétluje pribéh zanétu tenkého
stteva. Jakmile jsou nestravené peptidové fragmenty zpSenice, zita a jeémene
transportovany do vrstvy slizni¢niho vaziva (lamina propria), jsou podrobeny deaminaci
pomoci tkanové transglutamindzy 2 (tTG2), kterd konvertuje glutamin na glutamat, ¢imz
dochazi k zavedeni negativnich naboju, které¢ maji siln€jsi vazebnou afinitu k HLA-DQ?2
a-DQ8 molekul na APC bunkéach (Liu et al.,, 2002). Za normalnich fyziologickych
podminek se tTG2 rychle inaktivuje oxidaci. Zatimco v redukujicim prostfedi, jako
je probihajici zanét, tTG2 zustava v aktivni formé (Sollid et Jabri, 2011). Jak bylo zminéno
vyse, charakteristickym znakem celiakie je pfitomnost anti-tTG2 protilatek (hlavné IgA).
Roli téchto protilatek v patogenezi podporuji extra-intestinalni projevy celiakie jako
napiiklad dermatitis herpetiformis. V tomto dermatologickém stavu spojeném s celiakii
se anti-tTG3  protilatky exprimuji v dermalnich  papilach a pfedpoklada se,
ze zprostiedkovavaji tvorbu 1ézi (Sardy et al., 2002).

3.5.5 Nemoci nebo poruchy vyskytujijci se v asociaci s celiakii

Termin souvisejici stavy, se tyka stavi, které se asto vyskytuji v asociaci s celiakii. Patii
sem také genetické poruchy jako je Downliv syndrom, Turneriv syndrom a Williamstv
syndorm, ¢i autoimunitni nebo neurologické poruchy. Pokud je celiakie diagnostikovdna

pozd€, mohou se u pacienta vyvinout razné typy komplikace - osteopordza, lymfom
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intestindlnich ~ T-lymfocyti  spojenych s enteropatii, kolagenni sprue, ulcerdzni
jejunoileitida, non-Hodgkintiv lymfom, adenokarcinom tenkého stfeva, reprodukéni
poruchy (snizena plodnost u muzi i zen) (Parzanese et al., 2017).

Diabetes mellitus typu 1

Jednim z nejrozsifenéjsich a Siroce prozkoumdvanym onemocnénim spojenym S celiakii
je Diabetes mellitus typu 1. Studie uvadéji, ze u déti predstavuje diabetes 5 - 10 nasobné
zvyseni rizika celiakie. Toto zvySeni mtize byt ¢asteCné vysvétleno genetickym rizikem
predstavovanym HLA systémem (Bao et al., 1999).

Autoimunitni poruchy §titné zlazy

U pacienti s celiakii byla hldSena zvySena prevalence (2 - 5 %) poruch S§titné zlazy
(hypertyre6za - Gravesova choroba nebo hypotyredza - Hashimotova tyreoiditida) (Chn'ng
et al., 2007).

Stémito poruchami S§titné zlazy byly také spojené rizikové genetické faktory
predstavované HLA-DQZ2 a HLA-DQS haplotypy. Dalsim mechanismem souvisejicim
stémito dvéma stavy je abnormélni absorpce snaslednym nedostatkem selenu.
Abnormalni absorpce selenu pii celiakii mize byt faktorem, ktery vede ptimo k poskozeni
Stitné zlazy, protoze Stitna Zlaza je obzvlasté citliva na nedostatek selenu (Stazi et Trinti,
2010).

Autoimunitni hepatitida a dal$i formy postiZeni jater

Predpoklada se, Ze mechanismus vedouci k poskozeni jater souvisi se vstupem zanétlivych
molekul a antigenti do portalniho ob&hu (portalni ob¢h jater - kapilary ve stievech odvadéji
latky z potravy do vratnicové zily, ta se zanofuje do jater a vétvi se do dalsiho feciste -
jatra) (Parzanese et al., 2017).

Neurologické poruchy

Zaznamenan byl také potenciondlni vztah mezi celiakii a rlznymi neurologickymi
poruchami. NejcastéjSim neurologickym stavem u pacientd s celiakii byva epilepsie
(Gobbi, 2005).

3.5.6 Pristupy v terapii a lécha

VSechny nize uvedené pfistupy v terapii a moznosti 1é¢by celiakie jsou uvedeny

Vv nasledujici tabulce 4.
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Tabulka 4 - Typy terapii u celiakie a u pacientli nereagujicich na dietu a jejich funkce

VvV organismu

Typ terapie

Vyuzivané latky

Funkce

Celozivotni dieta

Absence glutenu ve straveé

Imunoregulaéni lécba

rrrrr

kortikosteroidy (budesonid),

imunosupresiva

Tlumeni zanétlivé reakce
vyvolané imunitnim systémem

v GIT

Protilatky proti interferonu y

(anti-INF-y)

INF- vy vyvolava zanétlivou
reakci, aktivuje
metaloproteinazy, které
poskozuji sliznici, anti- INF- y
zabranuji poskozeni zdravé

stievni sliznice

Protilatky proti tumor necrosis
factoru o (anti-TNF-a ), napf.

infliximab

Podobna funkce jako protilatky
proti INF- y

Protilatky proti interleukinu 15
(IL-15)

Vyssi hladina IL-15 vede ke
stimulaci a proliferaci
cytotoxickych T-lymfocyti,
které indukuji apoptozu, rozvoj

celiakie

Interleukin 10 (IL-10)

Imunoregula¢ni cytokin
potlacujici sekreci zanétlivych
cytokinti z Th1 bungk, 1écba
IBD a celiakie

Enzymy degradujici gluten

Enzym prolyl-endopeptidaza

Urychleni §tépeni glutenu v GIT

Selektivni inhibice tTG2

Inhibitory - cystamin,
dihydroisoxalové slouceniny
(zatim studie na zvitfecich

modelech)

Snizeni imunitni odpovédi T

bunék

Blokace vstupu glutenu do

stirevniho epitelu

Zonulinovy inhibitor larazotid

Oprava stfevni bariéry

Inhibice Rho kinazy

Regulace permeability

intestinalnich bunék

Vakcinace

Soubor glutenovych peptidt
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CeloZivotni bezlepkova dieta

Obecné ke klinickému zlepSeni dojde béhem nékolika tydnt, ale poskozena tkan sliznice
se obnovi pfiblizné za 1 - 2 roky (Lionetti et Catassi, 2011). Vzhledem Kk tomu, Ze pacienti
s celiakii mohou mit také nedostatek laktazy (sekundarni poskozeni epitelialnich bun¢k)
je tieba se v prvnich tydnech 1é¢by vyhnout i mléku a mléénym vyrobkiim (Ludvigsson
et Green, 2011).

Selektivni inhibice tTG 2 a blokace procesu deaminace

V budoucnu by jednim z moznych piistupt k 1é¢bé celiakie mohla byt selektivni inhibice
tTG 2 a nasledna blokada procesu deaminace. Dosud bylo identifikovano né¢kolik typti
kompetitivnich reverzibilnich i ireverzibilnich inhibitorii tTG2 jako potencionalnich
sloucenin pro 1é¢bu celiakie, neurologickych poruch a nékterych druhti rakoviny (Klock
etal., 2010). Nedavné studie u mysi prokazaly, ze cystamin pusobi jak inhibitor tTG2
ajeho pritomnost vede ke snizeni odpovédi T bunek (Molberg et al., 2001).
Také dihydroisoxalové slouceniny jsou ve studiich na zvifecich modelech velkym
ptislibem do budoucna (Choi et al., 2005). Nicmén¢ klinické studie u ¢loveéka, kvuli
potenciondlni interakci s zivotné dilezitymi biologickymi cestami, nebyly provedeny.
Dal$im moznym pfistupem je blokace vazebného mista pro gliadin v molekulach HLA-
DQ2/DQ8 pomoci gliadinovych antagonistti, coz by mohlo potladit proces prezentace
T buiikdm a nésledné poskytnout dalsi ptistup k 1éc¢b¢ celiakie.

V ptipadé, Ze pacienti nereaguji na dietni 1é¢bu, mohou jim byt nasazeny imunomodulatory

k inhibici zanétlivého procesu (Rashtak et Murray, 2012).

Enzymy degradujici gluten
Tato terapie vyuzivda enzymu prolyl-endopeptiddzy, ktery je exprimovany ridznymi
mikroorganismy, byla navrzena k urychleni §tépeni glutenu v GIT a tim i k eliminaci

odpovédi T bunék (Fasano et al., 2008).

Blokace vstupu glutenu do sti‘evniho epitelu

Zonulinovy inhibitor larazotid opravuje chyby stfevni bariéry (Parzanese et al., 2017).
Inhibice Rho kinazy

Zvyseni intestinalni permeability zavisi na aktivit¢ Rho kindzy. Lék by mohl byt pouzit
ke zjisténi, zda inhibice Rho kindzy muze u pacientl zvratit zvySovani intestinalni

permeability zavislé na glutenu (McKerracher et Higuchi, 2006).
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Vakcinace
Byly zalozeny klinické studie zalozené na vakcinaci souboru glutenovych peptidd, které
jsou rozpoznavany HLA-DQ2 molekulami. Nicmén¢ jsou nutné dalsi studie kviili riziku

aktivace imunitniho systému v souvislosti s vakcinaci a moznymi vedlej$imi t¢inky (Sollid

et Khosla, 2011).

42



4. Material a metody

4.1 Studovani jedinci a material

V experimentalni ¢asti byl sestaven vV anonymni form¢ soubor 2 446 pacientt, ktefi byli
vySetfeni pro podezieni na CN, UC nebo celiakii v Laboratofich AGEL Novy Ji¢in
v letech 2014 - 2017. Z hlediska biologického materidlu se jednalo o fekalie, plazmu

nebo krevni sérum pacient.

4.2 Stanoveni kalprotektinu ve stolici pomoci ELISA testu

4.2.1 Princip metody

Kalprotektin ELISA je kvantitativni metoda ke stanoveni kalprotektinu ve vzorcich stolice
a vyuziva se ke stanoveni aktivity a sledovani odpovédi na 1é¢bu pacientd s UC nebo CN.
Kalprotektin je véapnik a zinek-vazebny protein o molekulové hmotnosti 36 kDa
a je produkovany polymorfonuklearnimi neutrofilnimi granulocyty (PMN), monocyty
a bunkami dlazdicového epitelu. Po navazani vapniku mize dojit k odolani degradace
leukocytarnich a mikrobialnich enzymt. Tim, Ze soutézi s mnoha odliSnymi enzymy,
kalprotektin muze inhibovat mnoho na zinku zavislych enzymi. Je zvlaste¢ dulezité,
aby koncentrace kalprotektinu ve stolici korelovala s po¢tem PMN putujicich do lumen
stteva. Dale zanétlivé onemocnéni stieva poskytuji silny signal kalprotektinu tj. narist
referen¢nich hodnot je pétkrat az tisickrat vyssi nez u zdravych jedincti.

Kalprotektin ELISA je zaloZen na pfipravé extraktu ze stolice s vyuzitim patentovaného
pufru Feacal Extraction Buffer. Hladina kalprotektinu je determinovana testovanim tohoto
extraktu pomoci ELISA testu specifického pro kalprotektin. V ELISA testu jsou vzorky
a standardy inkubovany Vv separovanych  mikrotitracnich  jamkach potazenych
0,2monoklonalnimi protilatkami, které vazou kalprotektin. Po inkubaci a promyti jamek
se nechd navazany kalprotektin reagovat senzymové znacenymi, imunoafinitné-
purifikovanymi kalprotektin-specifickymi protilatkami. Po této reakci je mnoZstvi enzymu
vazaného v mikrotitranich jamkach Umémé mnozstvi kalprotektinu ve vzorku
nebo standardu, ktery je determinovan inkubaci se substratem pro enzym za vzniku
barevného produktu. Intenzita zbarveni je stanovena absorbanci s vyuzitim ELISA readeru
a je umérnd koncentraci kalprotektinu ve standardech a vzorcich. Test se kalibruje

pouzitim kalprotektinu purifikovaného z extraktu leukocyti.
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4.2.2 Biologicky material
Vzorky stolice pacientt (1 - 5 Q)

4.2.3 Poutité chemikdlie

Reagencie obsazené v kitu CALPROLAB Calprotectin ELISA (ALP)

Mikrotitracni  desticka s96 jamkami potazena afinitné-purifikovanymi  mySimi
monoklondlnimi protilatkami specifickymi pro kalprotektin

5x vzorkovaci fedici pufr (pH 8,0 + 0,2): fedéni 20 ml vzorkovaciho pufru + 80 ml
destilované H,O

20x promyvaci pufr (pH 7,8 + 0,2): fedéni 50 ml promyvaciho pufru + 950 ml destilované
H.O

2,5x extrakéni pufr ((pH 8,0 + 0,2): fedéni 90 ml extrakéniho pufru + 135 ml destilované
H.O

Standardy kalprotektinu: standard A (0 ng/ ml); standard B (7,8 ng/ ml);
standard C (31,3ng/ ml); standard D (62,5 ng/ ml); standard E (125 ng/ ml);
standard F (500 ng/ ml)

Kontroly pro kalprotektin (pozitivni/negativni)

Konjugét: znacend alkalicka fosfatasa, imunoafinitné-purifikované polyklonalni kralici
protilatky proti kalprotektinu

Enzymovy substratovy roztok

Destilovana voda

4.2.4  Pouité piistroje

Extrak¢ni trubicka se spirdlou (soucast kitu)
Vortex (Biosan)

Automatické pipety - 10 - 1000 pl (Eppendorf)
Multikanalova pipeta 100 ul (Eppendorf)
Ttepacka

Stopky

ELISA reader (BioTek)

4.2.5 PouZité experimentdlni a vyhodnocovaci postupy
Do jamek v extrakénich zkumavkach se nabralo malé mnozstvi stolice pacientti a do kazdé
zkumavky se pfidaly 4 ml 2,5x nafedéného extrakéniho pufru (viz Obréazek 10). Po fadném

promichani na vortexu se pfipravil 5x ziedény vzorkovaci pufr, pomoci kterého se fedily
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vzorky stolice vpoméru 1 : 100 (tj. 10 pl vzorku stolice a 990 ul pfipraveného
vzorkovaciho pufru). Nasledné¢ se do jamek mikrotitratni desticky podle schématu
napipetovalo 100 pl standardid, kontrol a nafedénych vzorkd. Mikrotitracni desticka se
poté nechala inkubovat 35 minut na tfepacce pii 500 - 700 rpm. Po uplynuti této doby
se mikrotitracni desticka 3x promyla pfipravenym 20 zfedénym promyvacim pufrem.
Do jamek se pfipipetovalo 100 pl konjugatu a opét se inkubovalo na tfepacce 35 minut
pii 500 - 700 rpm. Po inkubaci se desticka opét 3x promyla promyvacim pufrem, do jamek
se pripipetovalo 100 pl substratu a desticka se nechala inkubovat 30 minut bez tfepani

a ve tm¢. Takto pfipravena desticka se zméfila na fotometru pii 405 nm a pro lepsi Cteni

se vysledky vynasobily 5x.

Obrazek 10 - Fotografie exktrakénich zkumavek pri extrakei kalprotektinu ze stolice.
(Fotografie: Manuela Trojackova)

4.3 Stanoveni autoprotilatek  proti endomyziu ve tridé

IgA metodou nepiimé imunofluorescence - technika TITERPLANE

4.3.1 Princip metody

Stanoveni autoprotilatek proti endomyziu (EM) ve tfidé IgA je vysoce senzitivni
a specificky test pfi diagnostice celiakie, kdy specifita pro neléCenou celiakii je 98 —
100 %. Dilezité je také monitorovani hladiny téchto protilatek pii sledovani Gspé$nosti
bezlepkové diety. VySetfeni autoprotilatek proti endomyziu ve tifidé IgG ma maly
diagnosticky vyznam a hodi se pfedev§im k monitorovani pacientl s celiakii, ktefi trpi

zaroven selektivnim IgA deficitem.
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Technika TITERPLANE byla vyvinuta ke standardizaci imunologické analyzy. Vzorky
nebo znacené protilatky se aplikuji na reakéni policka reagencnich nosict a poté se na tyto
nosi¢e pokladaji sklicka s bioCipy. VSechny bioCipy piichazeji do kontaktu s okolni
tekutinou a jednotlivé reakce jsou zahdjeny soucasné. Kapalina je uzaviena v omezeném
prostoru, proto se nemusi pouzivat vlhkostni komirky. Diky tomu je mozné inkubovat
jakykoliv pocet vzorktl vedle sebe a to za stejnych podminek.

Tato metody byla vyuzita k in vitro stanoveni lidskych protilatek v séru nebo plazmé.
Zmrazené fezy jater primati se inkubuji s nafedénym vzorkem pacienta, kdy pfi pozitivni
reakci se na antigeny navazou specifické protilatky tiidy IgA, IgG a IgM. V dalsim kroku
se poté tyto navazané protilatky detekuji pomoci fluoresceinem zna¢enych anti-lidskych
protilatek a vysledky se odectou pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

Stanoveni autoprotilatek proti endomyziu (EM) ve tfidé IgA je vysoce senzitivni
a specificky test pti diagnostice celiakie. Specifita pro nelécenou celiakii je 98 — 100 %.
Dtlezit¢ je také monitorovani hladiny téchto protilatek, které rychle reaguji
na bezlepkovou dietu a slouzi tak ke sledovani tspéSnosti dietniho rezimu. VySetfeni
autoprotilatek proti endomyziu ve tfidé IgG ma maly diagnosticky vyznam a hodi
se predev§im k monitorovani pacientt s celiakii, ktefi trpi zaroven selektivnim IgA

deficitem.

4.3.2 Biologicky material
Sérum vysetiovanych pacientll nafedénych v PBS pufru v poméru 1 : 10 (90 pl PBS pufru
a 10 ul séra)

4.3.3 Poufité chemikalie

Souprava Liver (monkey) IgA (Euroimmun)

Sil pro PBS (pH 7,2) (Euroimmun)

PBS pufr (pH 7,2 - 7,4): Baleni soli pro PBS se rozpusti v 1 litru destilované vody a pfida
se 2 ml Tween 20

Tween 20 (Euroimmun)

FITC (fluorescein isothiokyanat) znacena protilatka IgA (Euroimmun)

Montovaci medium (glycerol) (Euroimmun)

Destilovana voda

4.3.4 Poufité pristroje
Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX41
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Vortex V-1 plus (Biosan)
Automatické pipety: 0,5 - 10 pl; 10 - 100 pl; 20 - 200 pl; 100 - 1000 pl; 500 - 5000 pl
(Eppendorf)

4.3.5 Pouiité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Na sklenénou kapaci podlozku se pipetovalo 25 ul nafedéného séra pacientli, pozitivni
anegativni kontroly a opatrné se na ni pfilozilo sklicko se substraty otocené dolu.
Po 30 minutové inkubaci ve tm¢ se opatrné uvolnilo sklicko se substraty z kapaci desti¢ky,
oplachlo se proudem PBS pufru a na 5 minut se vlozilo do dézy s PBS pufrem.
Na pfipravené pozice na desticce se napipetovalo 20 ul FITC konjugatu IgA a opatrné
sepiilozilo skli¢ko se substraty. Nasledovala dalsi inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté
a poté se opét sklicko se substraty z kapaci desticky oplachlo pod proudem PBS pufru
a nab minut vlozilo do dézy s PBS pufrem. Na kryci skli¢ko se na ¢iselné pozice nakapalo
co nejmensi kapky montovaciho média (roztok glycerolu a PBS pufru) a opatrné se na né
prilozilo sklicko se substraty. Takto pfipravené sklicka se popsaly datem piipravy

a poradovym ¢islem a byly pfipraveny k vyhodnoceni pod fluorescencnim mikroskopem

(viz Obrazek 11). V tabulce 5 je shrnuta interpretace vysledku testu.

Obrazek 11 - Fotografie pozitivni flurescence endomysia na substratu opicich jater
pri stanoveni IgA protilatek proti endomysiu. (Fotografie: Manuela Trojackova)
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Tabulka 5 - Interpretace vysledki nepfimého imunofluorescenéniho testu
na pritomnost autoprotilatek proti endomyziu ve tfidé IgA

Vysledek Znaceni Vysvétlivka
neni pozorovana zadna fluorescence
Negativni - o
o¢ekavanych struktur

Hrani¢ni +/- nezietelna, ale patrna fluorescence
Slabé pozitivni + zietelna, ale slaba fluorescence

Pozitivni ++ zfetelnd, jasnd fluorescence

velmi silna fluorescence, miize zptisobovat
Silné pozitivni +++ o o )
splyvani o¢ekavanych struktur (zrnéni)

4.4 Stanoveni protilatek proti tkanové transglutaminaze ve tridé IgA

metodou ELISA

4.4.1 Princip metody

Zakladem ELISA metody je komplex specifické protilatky s molekulou enzymu (kfenova
peroxidaza), ktera $tépi molekulu substratu a pifi tom vznikaji barevné produkty, které
se fotometricky méfi. Stény jamek mikrotitraéni desti€ky jsou potaZeny rekombinantni
lidskou tkanovou transglutaminazou (antigen). Do téchto jamek se ptida nafedény vzorek,
a pokud jsou pfitomny protilatky, dojde k navazani na antigen. K detekci navazanych
protilatek se pouZivaji zvifeci imunoglobuliny proti lidskym IgA (znacené protilatky)
a jako konjugat kienova peroxidaza. Vysledek reakce je vizualizovan pfidanim substratu
(TMB - v ptipadé pozitivity zmodra), ktery je enzymem rozstépen za vzniku barevnych

produktd. Tyto barevné produkty jsou spektrofotometricky méfeny v podobé absorbance.

4.4.2 Biologicky materidl
Sérum nebo plazma vySetfovanych pacientll nafedéné v poméru 1 : 101

(10 pl vzorku : 1 ml fediciho roztoku)

4.4.3 PouZité chemikdlie a roztoky

Souprava SmartEIA Transglutaminase IgA (TestLine s.r.o. Clinical Diagnostics):
Mikrotitracni desticka s navazanym antigenem - rekombinantni antigen lidskd tkéanova
transglutaminaza (h-tTG)

Negativni kontrola - kalibrator 1 (5 U/ml)

CUT-OFF kalibrator 2 (20 U/ml)
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Pozitivni kontrola - kalibrator 3 (100 U/ml)

Kalibrator 4 (200 U/ml)

Konjugat - zvifeci imunoglobulin proti lidskému IgA znaceny kienovou peroxidazou
Redici roztok vzorkii - puft se stabilizatory bilkovin

Substrat TMB

20x promyvaci roztok: fedéni 1:20 (mnozstvi podle potieby)

Zastavovaci roztok

4.4.4  Pouiité piistroje
Automaticky ptistro) DYNEX Agility pro zpracovani mikrotitracnich desti¢ek (Dynex)

4.4.5 PouZité experimentdlni a vyhodnocovaci postupy

Stanoveni protilatek proti IgA proti h-tTG metodou ELISA je provadéno na automatickém
pfistroji pro zpracovani mikrotitracnich desticek DYNEX Agility. Automatizace
je dosazeno pouzitim souprav TestLine SmartKits, ktery obsahuje reagencie k provedeni
testu a QR kod, ktery obsahuje udaje o testu, informace o objemech, pouziti a rozlozeni
reagencii v baleni. Po spusténi programu Agility v pocitaci a inicializaci pfistroje
se do piistroje vlozil spotiebni material a poté ptipraveny SmartEIA Transglutaminase IgA
kit. Nasledn¢ se do pfistroje pridaly séra pacientii a zadaly se pozadavky na provedeni
testll. Podle pracovniho schématu se do pfistroje vlozily mikrotitra¢ni desticky a spustilo se
automatické provedeni testu. Vynesenim koncentraci kalibratorti proti jejich absorbanci
se vytvorila kalibraéni tfada. Koncentrace protilatek v jednotkach U/ml se ziskava
interpolaci (prolozenim) z kalibracni kiivky a v nasledujici tabulce 6 je shrnuta

kvantitativni interpretace ziskanych dat v jednotkach U/ml.

Tabulka 6 - Kvantitativni interpretace dat v jednotkach U/ml

Hladina protilatek Hodnoceni
<18 negativni
18-22 hrani¢ni
22< pozitivni
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4.5 VySetieni HLA alel asociovanych s celiakalni sprue analyzou DNA -

metoda PCR s elektroforetickou detekci produktu

4.5.1 Biologicky material

Izolovana DNA z krve pacient

4.5.2 PouZité chemikdlie a roztoky

Kit Olerup SSP DQA1*02,05;DQB1*02,03:02 (Olerup)
My Taq DNA Polymerase (Bioline)

PCR voda (Top-Bio)

2% agardzovy gel

4.5.3 Pouiité pristroje

Automaticky izolator DNA MagCore

Termocycler Mastercycler pro S (Epperndorf)

Vortex V-1 plus (Biosan)

Automatické pipety: 0,5 - 10 ul; 10 - 100 pl; 20 - 200 pl; 100 - 1000 wl; 500 - 5000 wl
(Eppendorf)

Elektroforeticky zdroj Consort E815 (Scie-Plas)

Elektroforeticka vana (Scie-Plas)

Fotoaparat (Olympus)

Transiluminator (Scie-Plas)

4.5.4 PouZité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

DNA byla izolovana z periferni krve na automatickém pfistroji MagCore. Izolovana DNA
se natedila PCR vodou na koncentraci 30 ng/ul. Potfebné hodnoty jsme ziskali doplnénim
do vzorce:

V2 =(cl.V1)/c2[ul]

(c1 = potiebnd koncentrace 50 ng/ul, c2 = naméfend koncentrace, V1 = potiebny celkovy
objem,V2 = mnozstvi DNA).

Master mix pro PCR se ptipravil z 118,1 pl PCR vody, 72 ul master mixu a 1,9 pl DNA
polymerazy. Dale se ve stripech do jamky pro blank napipetovalo 10 ul master mixu.
Do zbytku master mixu se pfipipetovalo 48 ul DNA a stofilo na vortexu. Poté

se do ostatnich jamek ve stripu napipetovalo 10 ul master mixu s DNA, kromé blanku,
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a stripy se stocily na vortexu. Potom se vlozily do termocykléru s programem (viz tabulka
7).
Tabulka 7 - Teplotni program v termocykléru pro amplifikaci DNA

Amplifikacni program (Olerup)
Teplota [°C] Cas [min:s] Opakovani
94 2:00
94 0:10
65 1:00 10x
94 0:10
61 0:50 20x
72 0:30
4 hold

Detekce PCR produktii probéhla na 2% agar6zovém gelu, kdy se do jamek ptenesl cely
objem (10 pl) PCR produkti v daném potadi. Vysledny gel se vyfotografoval pod UV
svétlem, oznacily se pozice, které byly pozitivni a nasledné se provedlo vyhodnoceni

v programu SCORE (viz obrazek ¢.12)

Obrazek 12 - Fotografie gelu pod UV svétlem - rozdéleni PCR produkti u pozitivniho
pacienta na celiakii. (Fotografie: Irena Uhliarikova)

Vysvétlivky:
M...marker molekulové hmotnosti
1-20...jamky s rozd¢élenymi PCR produkty
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5. Vysledky

V praktické Casti diplomové prace byl sestaven soubor 2 446 pacientd, ktefi v roce 2014
az 2017 byli indikovani k vySetieni markert pro diagnézu 1SZ (CN, UC) nebo celiakie.
Pro diagnostiku téchto stfevnich onemocnéni byly u pacienti vyuzity molekularné-
genetické nebo imunologické metody. Z celkového poctu 2 446 pacientl bylo 1 487 muzii
a 959 zen (viz tabulka 8). Také jsou v tabulce sestaveny skupiny pacientii podle jejich data
narozeni a rozdé€leni podle Cetnosti. Nejvice zastoupenou skupinou jsou pacienti narozeni
v letech 1971 - 1998, ve véku 20 - 47 let. Dale jsou také pocetné zastoupeny skupiny
pacientii narozenych v letech 1955 - 1970, ve v€ku 46 - 63 let, a pacientli narozenych
1999 - 2012, ve véku 6 - 19 let. Méné zastoupenou skupinou jsou pacienti narozeni v roce
1927 - 1954, ve véku 62 - 91 let. Nejméné pocetnou skupinou jsou nejmladsi pacienti

narozeni roku 2013 - 2016, ve véku 2 - 5 let.

Tabulka 8 - Zastoupeni muzi a Zen v hodnoceném souboru pacientu

Zastoupeni muzi a Zen

Muzi 959
Zeny 1487
Celkem 2 446

Skupiny pacienti podle roku narozeni

Rok narozeni Pocet pacientii
1971 - 1998 1382
1955 - 1970 429
1999 - 2012 379
1927 - 1954 217
2013 - 2016 39

V tabulce 9 jsou shrnuty typy onemocnéni vyskytujici se v hodnoceném souboru pacientti
a jejich zastoupeni u obou pohlavi. Nejcastéji vyskytujicim se onemocnénim byla celiakie,
ktera se vySetfovala u 1 403 pacientl z toho u 445 muzi a 958 zen. Déle se u 649 pacientl
provadely testy na Crohnovu nemoc, jednalo se o 311 muzt a 338 zen. Ulcerozni kolitida
se vySetfovala u 421 pacientti, ze kterych 235 bylo muzi a 196 Zen. Nejméné vySetfovanou
nemoci byla ulcerézni (chronickd) rektosigmoiditida (zanét konecniku a esovité klicky

tlustého stieva), kterd byla testovana u 49 pacientd, z toho bylo 25 muzl a 24 Zen.
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Tabulka 9 - Shrnuti diagnéz u vySetfovanych pacienti a jejich zastoupeni u muzi a
Zen

Celkovy
Kod
Nazev onemocnéni pocet Pocet muzii | Pocet Zen
onemocnéni
pacientt

Crohnova nemoc NS (non
K509 . 649 311 338
specificatus)

Ulcerdzni (chronicka)
K513 rektosigmoiditida (zanét konec¢niku a 49 25 24

esovité klicky tlustého stieva)

Ulcerdzni kolitida NS (non

K519 o 421 235 186
specificatus)
K900 Celiakie 1403 445 958
Vysvétlivky:
K900 - Celiakie

K509 - Crohnova nemoc NS (non specificatus)
K513 - Ulcerodzni (chronicka) rektosigmoiditida (zanét konecniku a esovité klicky tlustého stieva)
K519 - Ulcerdzni kolitida NS (non specificatus)

V hodnoceném souboru bylo vySetfeno 959 muzi a 1487 Zen (celkem 2 446 pacientl)
s podezienim na CN, UC nebo celiakii. Celkem bylo provedeno 10 324 testi na tyto
onemocnéni (viz tabulka 10). Necastéjsim vySetfenim bylo stanoveni fekalniho
kalprotektinu. Dale se také velmi Casto urCovaly protilatky proti tkanové transglutaminaze
tiidy IgA a protilatky proti endomyziu tfidy IgA ze séra nebo plazmy. Méné pocetné
je zastoupeni vysSetfeni protilatek proti deamidovanému gliadinu tiidy IgA a IgG v séru
nebo plazmé, a protilatky proti ASCA ve tfidé IgG v séru. JeSt€é méné se vySetfovala
genetickd predispozice pro celiakalni sprue, a vySetieni ze séra - protilatky proti ANCA,
protilatky proti pankreas exokrinni (IBD), protilatky proti pohdrkovym buiikdm (IBD)
a protilatky proti ASCA ve tfidé IgA. Ve 13 piipadech se vySetfovaly mutace 3020insC,
G908R, R702W a ve 2 ptipadech mutace v genu ATG16L1.
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Tabulka 10 - Shrnuti provedenych testii onemocnéni vyskytujicich se v hodnoceném
souboru a jejich ¢etnost a zastoupeni

Typ testu Pocet K900 K509 K513 K519

Fekalni kalprotektin 3501 ano ano ano ano
Protilatky proti tkanové transglutaminaze IgA 2442 ano ano ano ano
Protilatky proti endomyziu IgA 1810 ano ano ano ano
Protilatky proti deamid.gliadinu tfidy IgA 434 ano ano ano ano
Protilatky proti ASCA ve tiide IgG 434 ano ano ano ano
Protilatky proti deamid.gliadinu tfidy IgG 411 ano ano ano ano
Celiakalni sprue 288 ano ano ne ne
Protilatky proti ANCA 258 ano ano ano ano
Protilatky proti pankreas exokrinni (IBD) 258 ano ano ano ano
Protilatky proti poharkovym buikam (IBD) 258 ano ano ano ano
Protilatky proti ASCA ve trid¢ IgA 189 ano ano ano ano
Mutace 3020insC 13 ano ano ne ano
Mutace G908R 13 ano ano ne ano
Mutace R702W 13 ano ano ne ano
Mutace ATG16L1 2 ne ano ne ano
Celkem 10 324

Vysvétlivky:

ANCA - autoprotilatky proti nékterym strukturam v bunice neutrofilt (typ bilych krvinek)
IBD - idiopatické stievni zanéty (inflammatory bowel disease)

ASCA - protilatky proti Saccharomyces cerevisie

Z hlediska genetické predispozice pro celiakii bylo celkem hodnoceno 288 pacientu,
z ¢ehoz u 84 z nich byla HLADQ2/DQ8 geneticka predispozice potvrzena a u 204 pacientt
se predispozice nepotvrdila. Geneticka predispozice HLADQ2/DQ8 pro celiakii byla
detekovana u 32 muzd a 52 Zen (viz tabulka 11). Specifické mutace pro CN - 3020insC,
G908R, R702W (jedna se o mutace genu NOD2/CARD15, ktera zméni funkci proteinu,
coz ma za disledek ztratu kontroly organismu na bakteridlni infekci) se vySetfovaly vzdy
spolecné a byly provedeny u 13 pacienti. U 1 muze a 1 Zeny byly provedeny testy
na pfitomnost mutace ATG16L1 a v obou piipadech byli pacienti heterozygoti. U mutace
3020insC byli heterozygoti 2 pacienti, také 1 muz a 1 zena. Mutace G908R nebyla
prokdzana u zadného pacienta. V piipadé mutace R702W byl 1 muz identifikovan jako
heterozygot. Z hlediska jednotlivych onemocnéni byli pro celiakii vySetfeni 1 muz
alzena, pro CN 4 muzi a 5 Zen a pro UC 1 muZ a 1 Zena. Z téchto pacienti byl 1 muz

54




heterozygot pro celiakii, 2 muzi a 1 zena heterozygoti pro CN a 1 zena pro UC (viz tabulka

11).

Tabulka 11 - Shrnuti vysledkd vySetif‘eni pro genetickou predispozici a pritomnost
mutace u jednotlivych onemocnéni a jejich zastoupeni u obou pohlavi

Vysetieni mutaci (pro CN a UC) u pacienti

Typ mutace 3020insC G908R R702W ATGI16L1
Pocet pacienti 13 (vzdy vysetieni pro vSechny 3 mutace) 2
Neprokazana
11 13 12 0
mutace u pacienti
2 0 1 2
Heterozygoti
Il muz | 1zZena - 1 muz - I muz | 1zZena

Kéd nemoci

Zastoupeni pohlavi u vySetfovanych pacienti v ramci detekce mutaci

K900 1 muz 1 Zena
K509 4 muzi 5 zen
K519 1 muz 1 Zena

VySetieni genetické predispozice HLADQ2/DQ8 pro celiakii

Celkem pacientu

288

Predispozice prokazana

Predispozice neprokazana

Pocet pacientii

84

204

32 muzu

52 Zen

Vysvétlivky:
K900 - Celiakie

K509 - Crohnova hemoc NS (non specificatus)
K513 - Ulcerdzni (chronicka) rektosigmoiditida (zanét kone¢niku a esovité klicky tlustého stieva)

K519 - Ulcerézni kolitida NS (non specificatus)

U pacientll bylo provedeno celkem 2 522 testi k potvrzeni nebo vyvraceni diagndzy,

ptic¢emz né¢kteti pacienti byli indikovani k testim na vice nez 1 typ onemocnéni, z tohoto

divodu nesedi celkovy pocet pacientii a poCet provedenych testti (viz tabulka 12). Trend

vyvoje onemocnéni neni specificky pro ednotlivé pacienty, ale jen orientacni pro cely

soubor pacientti.
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Obecné lze fici, Ze u celiakie bylo témét dvakrat vice testovanych Zen nez muzi. U CN
byly zastoupeni v testovani muzl a Zen pfiblizné stejné, stejné tak i u ulcerdzni (chronické)
rektosigmoiditidy. Naopak u UC bylo testovano vice muzi nez Zen.

Testovani celiakie bylo provedeno celkem u 445 muzt a 958 Zen, jedna se tedy o nejCastéji
testované onemocnéni. U nékterych pacientl se také testovala pritomnost genetické
predispozice na celiakii, kdy u vétSiny pacientl s predispozici néasledné testy celiakii
nepotvrdily. U pacientl s predispozici a naslednymi hrani¢nimi nebo pozitivnimi vysledky
testt, nebo u pacientd s pouze potvrzenou predispozici k celiakii, se opakované provadéji
testy a sleduje se vyvoj onemocnéni. V ramci celiakie u nékterych pacientli bylo také
mozné sledovat progres nebo regres onemocnéni. K vyznamnému ustupu celiakie
po zavedeni vhodné 1é€by z pozitivnich vysledkl na negativni doSlo u 9 muzii a 15 Zen.
U 26 muzl a 8 Zen se vysledky pouze mirné zlepSily a u 2 muzii a 23 Zen byly pocatecni
hrani¢ni vysledky po opakovaném testovani negativni (viz tabulka 12).

Dalsim casto testovanym onemocnénim byla CN, které se provadélo u 311 muzi
a 338 Zen. U né&kterych testovanych pacientd byl také zaznamenan vyvoj nemoci,
kdy u vétsiny z téchto pacientii pocateéni pozitivni vysledky byly po opakovani testd,
po urcité dobé, negativni.

Testovani UC bylo provedeno u 235 muza a 186 zen. U 13 muzti a 12 Zen doslo k regresu
onemocnénti.

Nejméné castym onemocnénim v hodnoceném souboru byla ulcerdzni (chronickd)
rektosigmoiditida, ktera se testovala pouze u 25 muzii a 24 Zen. Progrese onemocnéni byla

zaznamenana u 2 pacientt, 1 zeny a 1 muze, u kterych také doslo k regresu nemoci.
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Tabulka 12 - Piehled a vysledky provedenych laboratornich testa u 2 446 pacientu

Nazev onemocnéni Celiakie Crohnova Ul-cer()z.mt ) Ulce-r(-')zni
nemoc rektosigmoiditida kolitida
Pohlavi muZi | Zeny | muZi | Zeny muZzi Zeny muZzi | Zeny
Vysledky imunologickych testi

negativni 275 632 97 114 14 14 87 82

hrani¢ni 26 49 17 26 1 0 26 14

pozitivni 42 95 172 170 9 9 109 78

Vysledky genetickych testi

predlsp92|c? + - o ) ] ) ) ) ]

negativni
redispozice +

p hraiiéni ! 10 ) ) ) ) ) )

Dredlsp.)c?zu:,e + A 9 ] ] ] ] ] ]
pozitivnl

pouze predispozice 32 52 - - - - - -

Vyvoj jednotlivych onemocnéni

hrani¢ni-negativni 2 23 0 1 0 0 0 0

pozitivni-negativni 9 15 23 27 1 1 13 12

pozitivni-hrani¢ni 26 8 2 0 0 0 0 0

celkem 445 958 311 338 25 24 235 186
Vysvétlivky:

Hrani¢ni-negativni: Testované markery neprokazaly pfitomnost onemocnéni

Pozitivni-negativni: Testované markery neprokazaly pfitomnost onemocnéni, i kdyz prvotni vysledky byly
pozitivni onemocnéni na ustupu

Pozitivni-hraniéni: Onemonéni na Uustupu, ale jest¢ nckteré testované markery vykazuji pritomnost

onemoneéni

Pro vétsi prehled a predstavu byly negativni, pozitivni a hraniéni vysledky prevedeny

na procentualni zastoupeni viz tabulka 13 (procentudlni vyjadfeni pocitané z celkového

poctu muzi nebo Zen pro dané onemocnéni, zapocitani jsou 1 pacienti, u kterych doslo

k progresi nemoci). Jako hrani¢ni vysledek se uvadi ten, kdy nékteré imunologické

markery vysly negativné a jiné pozitivné, nelze tedy se stoprocentni jistotou fici,

zda se jedna o pozitivni ¢i negativni vysledek. U testd na celiakii byly u 62 % muza

a65 % zen negativni vysledky, a u 9% muzt a 10 % Zen byly vysledky pozitivni.
g

Zajimavé je, Ze u testovani CN bylo u obou pohlavi vice nez 50 % pozitivnich pacientt,
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negativni vysledky byly u 31 % muzi a 34 % zen. Podobnd situace byla zaznamenana u

testovani UC, kdy se pozitivni vysledky pacientd u obou pohlavi blizily hranici 50 %,

46 % muzl a 42 % zen. Negativni vysledky CU vysly u 37 % muzi a 44 % zen. V ramci

testovani ulcerdzni (chronické) rektosigmoiditidy bylo 56 % muzii a 58 % Zen negativnich,

a 36 % muza a 37,5 % zen pozitivnich. U vSech testovanych onemocnéni se vysledky,

které vysly hrani¢né, pohybovaly v rozmezi 0 - 11 % pacientd.

Tabulka 13 - Procentualni vyjadieni zakladnich vysledki testovanych pacienta
pro jednotliva onemocnéni pocitané zvlast’ pro muze a Zeny

Nazev o Ulcerodzni
Celiakie Crohnova nemoc ) o Ulcerézni kolitida
onemocnéni rektosigmoiditida
Pohlavi muzi zeny muzi zeny muzi zeny muzi zeny
Vysledky [%]
negativni 62 65 31 34 56 58 37 44
hrani¢ni 5 55 7,8 4 0 11 7,5
pozitivni 10 55 50 36 37,5 46 42
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6. Diskuze

V roce 2003 byla primérna incidence CN v Ceské republice 8,54/100 000 obyvatel.
Konkrétné v Moravskoslezském kraji (MSK) podle tdaji  zvefejnénych Ustavem
zdravotnickych informaci a statistiky v CR (UZIS) byl nartst incidence CN oproti roku
2002 0 22,9 % vyssi. Nejvyssi incidence 10,84/10 000 obyvatel byla v okrese Ostrava,
v roce 2003 6,68/10 000 obyvatel. Pro UC plati opét, Ze nejvyssi incidence byla v Ostrave,
kde ptedstavovala 22,16/10 000 obyvatel, nejméné¢ pak v Novém Ji¢in¢, kdy byla
incidence UC 5,83/10 000 obyvatel. Primérna incidence UC v MSK byla v roce 2003
12,58/10 000 obyvatel. Nartst incidence UC byl v MSK o 14 % vyssi nez v roce 2002.
Celorepublikovy primér UC v roce 2003 ¢inil 13,88/10 000 obyvatel. Podle informaci
UZIS byla také v MSK nejvyssi incidence CN i UC u pacientii ve véku mezi 20 - 64 roky
(Kolektiv UZIS CR v Ostravé, 2004). Dalsi statistika zvefejnéna UZIS za rok 2012 uréila
jako druhé nejcastéjSi onemocnéni (z gastroenterologickych nemoci) UC, ktera
se vyskytovala u 15 % dispenzarizovanych pacientl (aktivni dohled nad osobou, ktera ma
urcity rizikovy faktor vhodny ke sledovani ohrozené¢ho nebo trpiciho Elovéka danym
onemocnénim). Celkovéa incidence UC vtomto roce v CR byla 21,9/10 000 obyvatel
a obecné se da fici, ze od roku 2005 se rozsiteni UC zvysilo o 25 %. V letech 2005 - 2012
byla UC diagnostikovana nejcastéji u pacienti ve v€ku 20 - 64 let. Tteti nejCasté)si
onemocnéni v roce 2012 byla CN, ktera tvofila 12 % evidovanych gastroenterologickych
onemocnéni. Incidence CN v CR v tomto roce byla 17,8/10 000 obyvatel a narast od roku
2005 ¢inil o 51 %. V roce 2010 se celkovy pocet pacienti s CN mirné snizil, ale v roce
2011 opét doslo k nértstu, stejné tak i vroce 2012. Vyssi vykazované pocty nékterych
onemocnéni mohou byt v poslednich letech zcasti ovlivnény rozvinutéj$i Urovni
specializovanych diagnostickych metod, nové¢j§im vybavenim gastroenterologickych
ordinaci s kvalitnimi pfistroji a také vétSim zaméfenim lékafd na nékteré méné znameé
diagnozy. Z hlediska véku byla v letech 2005 - 2012 nejvice zastoupenou skupinou, stejné
jako u UC, pacienti ve véku 20 - 64 let, pfiCemz se incidence kontinualné zvySovala
(Typltova, 2012).

V této diplomové praci patfily mezi hodnocené nemoci Crohnova nemoc, ulcerdzni
kolitida, ulcerézni rektosigmoiditida a celiakie. VySetteni byly provedeny molekularné
genetickymi metodami nebo imunologickymi metodami v letech 2014 - 2017. V souboru

bylo hodnoceno 2 446 pacientd, z toho bylo 959 muzt (39 %) a 1487 zen (61 %).
59



Celkem bylo provedeno 10 324 testl. Tyto Cisla jsou vyssi, nez je celkovy pocet pacientd,
protoze u mnoha pacientl se dany typ testu v riznych Casovych rozestupech opakoval.
Dalsim divodem je také skutecnost, ze néktefi pacienti byli vySetfovani na vice nez 1 typ
onemocnénti.

V ramci CN bylo zastoupeni muzii 48 % a zen 52 %, coz potvrzuje i svétovou statistiku,
kdy rozdily v Cetnosti mezi muzi a zenami nejsou piiliS§ velké. U UC a ulcerdzni
rektosigmoiditidy bylo zastoupeni muzii a Zen podobné jako u CN, ale castéjsi bylo
umuzi - 51 % muzi a 49 % Zen. Nejpocetnéjsi vékovou skupinou v hodnoceném souboru
byli pacienti ve véku 20 - 63 let. Nejméné zastoupenymi skupinami byli pacienti ve véku
62 -91 leta2 - 5 let. U 13 pacientl byly provedeny testy na pfitomnost mutaci 3020insC,
G908R a R702W (jedna se o mutace genu NOD2/CARD15), a u 2 pacientll na pfitomnost
mutace v genu ATG16L1. Mutace G908R se nevyskytovala u zddného ze 13 testovanych
pacientl, mutace 3020insC se prokazala u 15 % pacienti s CN (heterozygoti) a mutace
R702 byla detekovana u 8 % pacientt s celiakii (heterozygoti).

Ve studii A.P. Cuthberta byly u 688 pacientti s CN a 604 pacientii s UC zjistény podobné
vysledky. Mutace 3020insC byla prokdzana u 8,5 % pacientli (heterozygoti) s CN
au 3% pacienti (heterozygoti) sUC. Dalsi mutace G908R byla detekovana
U5 % pacienti s CN a 3 % pacientd s UC (heterozygoti). Nejcastéj$i mutaci byla mutace
R702W, kterd prokéazala heterozygotni genotyp u 14 % pacienti s CN a 8 % pacientl
s UC. Tyto vysledky ukazuji, Ze mutace 3020insC, G908R a R702W jsou silné spojeny
s CN, méné pak s UC (Cuthbert et al., 2002). Svétova situace vyskytu ISZ se mezi staty
vyrazné 1isi. Vyraznym faktorem, ktery tuto skutecnost ovliviiuje se rasa, kdy ISZ jsou
CastéjSi u bélochll nez Afroamericanti, Asijcl, Hispanc nebo Indidnt. Nejvyssi vyskyt
je hlasen u Askenazskych zidd. Incidence ISZ se nijak vyrazné nelisi u muzi a Zen, a¢koliv
CN je o néco malo castéjsi u zen, naopak UC je nepatrné Castéji hlaSena u muza (O'Brien,
Downward, 2017). Nejvyssi prevalence a incidence ISZ je v Severni Americe, konkrétné
Kanada je na prvnim misté¢ a jako druha nejéastéjsi zemé s ISZ je USA. Nicméné
Vv poslednim desetileti se situace v téchto statech stabilizovala. Nizka uroven vyskytu ISZ
plati pro staty Afriky, Latinské Ameriky a Asii. OvSem v nékterych z téchto zemi diky
rostouci Zivotni urovni, roste také incidence a prevalence ISZ. Vramci Evropy
je prevalence a incidence vyssi, ale 1i§i se mezi zemémi. Nejvyssi vyskyt ISZ je hlaseny

obecné v severnich statech Evropy - Skotsku, Finsku, Dansku, Norsku, Svédsku, dale

60



pak ve Svycarsku a Némecku. Nejnizsi incidence je v zemich vychodni Evropy, predeviim
v Mad’arsku a Bosné a Hercegoviné (Behzani et al., 2015).

Prevalence celiakie je zavisld na typizaci HLADQ2/DQ8 a mnozstvi lepku piitomného
ve stravé. Pokud je jedinec ¢i populace HLADQ2/DQS8 pozitivni, existuje vysoké riziko
rozvoje celiakie (Gujral et al., 2012). Nicméné ptitomnost HLADQ2/DQS8 neznamena
nutn¢ diagndzu celiakie, ale zvySuje riziko vzniku celiakie na 3 %, oproti obecné populaci,
kde je riziko 1 %. Rodinni pfisludnici (rodi€e, sourozenci, déti) se stejnym genotypem
jako ¢len rodiny s celiakii maji riziko vzniku celiakie az 40 % (Celiac disease foundation,
2018). Pritomnost HLA-DQ?2 s frekvenci vyssi nez 20 % se objevuje v zemich zapadni
Evropy, severni a zapadni Africe, Stfednim vychod¢ a Stfedni Asii, kdy celkova frekvence
klesa od zapadu na vychod. Varianta HLA-DQ2 se téméf nevyskytuje v Japonsku.
Alela HLA-DQ8 je rozsifena celosvétove, jeji frekvence vyssi nez 20 % je v zemich
Jizni a Stfedni Ameriky, Etiopii a zdpadnich zemich Evropy. Zvysena prevalence vyskytu
celiakie je u Zen, u kterych se objevuje az 3x &ast&ji nez u muzi. Stejné tak i v CR
je vyskyt prevalence celiakie 2 - 3x vy$§i u Zen. V Evropé je celkova prevalence
vV zédpadnich zemich téméf 1 %, v nckterych severnich zemich muize byt 1 vySsi
(Skandinavské staty, Irsko) (Gujral et al., 2012).

V souboru pacientti hodnoceném v této diplomové praci bylo na celiakii vysetfeno celkem
1 403 pacientd, pficemz 32 % tvofili muzi a 68 % Zeny. Pozitivni vysledky vyskytu
celiakie potvrzuji svétovy trend, kdy Zeny trpi celiakii 2 - 3x Castéji nez muzi. Pouze
u 288 pacientd se pristoupilo k testovani HLADQ2/DQ8 genetické predispozice, ktera byla
potvrzena pouze u 84 pacientl. Z téchto pacienti s HLADQ2/DQS8 predispozici bylo
38 % muzi a 62 % zen, coz opét potvrzuje vyssi vyskyt u zen. Testovani HLADQ2/DQ8
predispozice nebylo provedeno u vSech pacienti. U nékterych pacienti byly vysledky
imunologickych testi natolik prokazatelné (pozitivni), Ze nebylo potieba dalSiho

genetického testovani.
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7. Zavér

Ve své diplomové praci jsem se vénovala tématu problematiky idiopatickych stfevnich
zanétl - Crohnové nemoci a ulcerdzni kolitidé, a problematice celiakie. V literarnim
piehledu jsem se zaméfila na fyziologickou stavbu gastrointestinalniho traktu a dale
poté na charakteristiku jednotlivych onemocnéni, mozné komplikace, genetiku
a patogenezi.

V praktické ¢asti jsem analyzovala a statisticky hodnotila soubor 2 446 pacient, kteii byli
pomoci molekularné-genetickych a imunologickych metod testovani na Crohnovu nemoc
(non specificatus), ulcerézni kolitidu (non specificatus), ulcerézni (chronicka)
rektosigmoiditidu (zadnét konecniku a esovité klicky tlustého stfeva) a celiakii.
vramci kazdého onemocnéni a také sledovani vybranych mutaci u CN a UC,
nebo genetické HLA-DQ2/DQ8 predispozice u celiakie. V hodnoceném souboru byly
vysledky velmi podobné oficidlnim statistikim. Pro CN platilo, ze se nepatrné vice
vyskytuje u Zen nez u muzi, u UC tomu bylo vSak naopak. Také se potvrdilo,
ze nejpocetnéjsi skupinou vyskytu CN 1 UC byli pacienti ve véku 20 - 63 let. Taktéz
Upacientt sCN a UC, u kterych se testovala ptfitomnost mutace 3020insC, G908R
a R702W, se prokazala detekce téchto mutaci u pacientit s CN, nikoliv s UC. | u pacientt
vySetfovanych pro celiakii byla pfi srovnani s jinymi studiemi nalezena shoda. Potvrdilo
se, ze se celiakie vyskytuje 2 - 3x vice u Zen neZ u muzi, pfi¢emz zde hraje vyznamnou
roli geneticka predispozice pro HLA-DQ2/DQS8, ktera byla detekovana u 29 % testovanych
pacientd. U téchto pacientd s genetickou predispozici se celiakie objevovala 2x castéji
u Zen nez u muzd. Imunologické a genetické vySetfeni maji pii diagnostice ISZ (CN a UC)
a celiakie velky vyznam. Predev§im v€asna diagndza a vhodna 1é¢ba ma velky vliv na dalsi

zivot pacienta - Z hlediska fyzické 1 psychické stranky.
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