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ABSTRAKT

UVOD: Nespecifické stfevni zanéty (IBD) tvofi heterogenni skupinu
chorob nejasné etiologie. Patfi sem pFedevSim Crohnova nemoc (CN) a
ulcerézni kolitida (UC). Serologické markery jsou dulezité pro stanoveni
diagnozy IBD , predevsim pro rozliSeni mezi CN a UC. Mezi hlavni markery,
nejcastéji pouzivané, patfi ASCA a ANCA. V nedavné dobé byly objeveny nové
protilatky, a to ALCA a ACCA. Jsou spojovany pfevazné s dg.CN.

CiL: Zhodnotit pfinos nové objevenych serologickych markerti ALCA a
ACCA

METODIKA: Stanoveni ANCA protilatek bylo provedeno pomoci metody
nepfimé imunofluorescence, stanoveni ASCA, ALCA a ACCA pomoci ELISA
testu. Vzorky sér byly ziskany od 89 pacientd s CN a 33 pacientd s UC.
Vysledky byly shledany pozitivnimi pokud: ASCA>15 U/ml, ALCA> 60 EU a
ACCA> 90 EU.

VYSLEDKY: ASCA byla pozitivni u 78.8% (70/89) pacientl s CN a u
12.1% (4/33) pacientll s UC. pANCA byla pozitivni u 42.4% (14/33) pacientd
sdg. UC a 7.8% ( 7/89) pacientl s CN. ASCA IgA vykazovala 71.3% sensitivitu
a 93.9% specificitu pro CN. ASCA IgG vykazovala 57.3% sensitivitu a 93.9%
specificitu pro CN. ANCA vykazovala sensitivitu 41.9% a specificitu 92.1% pro
UC. ANCA protilatky jsou vyrazné zvySené u Zen. ALCA byla pozitivni u 24.7%
pacientl sdg. CN a 6.0% pacienti s dg. UC. ACCA byla pozitivni u 8.9%
pacientd s CN a 6.0% pacientl s UC. ACCA vykazovala sensitivitu 64.0% a
specificitu 69,7% pro CN. ALCA vykazovala sensitivitu 39.0% a specificitu
90.9% pro CN. Sensitivita a specificita byly uréeny na zakladé hodnoty cut-off
ziskané z ROC analyzy pro kazdé stanoveni. 10.1% pacientd s dg. CN bylo
negativni na vSechny sledované markery. 3.4% (3/89) pacientd s CN bylo
pozitivnich pouze na jeden sledovany marker a to ALCA. 1.1% pacientl s dg.
CN bylo pozitivni pouze na ACCA.

ZAVER: V této studii jsme se snazili na souboru pacientt s dg. CN a UC
oveéfit diagnosticky pfinos nové objevenych serologickych markeri ALCA a
ACCA, slouZicich k rozliSeni pacientd s CN od UC, ASCA negativnich. Nami
zjisténé vysledky pfesvédCivé nepodpofily teorii 0 vyznamu stanoveni novych
markert ALCA a ACCA v diagnostice IBD.



U ASCA negativnich pacientl s dg. CN, jsme prokézali vyskyt markeru
ALCA pouze v 3.4% pfipadu a pfitomnost markeru ACCA u 1.1% pfipadu
s dg. CN. .Parametry ALCA a ACCA maji u téchto pacientl vysokou specificitu,
ale vykazuji velmi nizkou sensitivitu. BohuZel se nehodi k vyhledavani pacientt
s CN a k odliSeni pacientd s dg. CN od pacientd s dg.UC, ASCA negativnich.
K rozliSeni pacienttd s IBD by se i nadale v blizké budoucnosti mély pouzivat
doposud stanovované serologické markery ASCA a ANCA. Hodnota téchto
serologickych testu je sice Caste€né omezena, jsou-li uzivany samostatné, ale
pfi jejich kombinaci je jejich specificita velmi vysoka.

Vyznam stanoveni ALCA a ACCA, jako dopliujiciho vySetfeni ke
stavajicimu rutinné uzivanému protilatkovému profilu, bude muset byt

podroben dalSimu zkoumani.



ABSTRACT

BACKGROUND: Inflammatory bowel disease (IBD), with ®Grohn
Disease (CD) and ulceratice colitis (UC) as the two main disorders, is a
heterogenous group of disease of unknown etiology. IBD serological markers
may be important in the diagnosis of IBD, for differentiating CD from UC. The
major serological marker in commonal use are ASCA and ANCA. Recently new
antiglycan antibodies have been identified: anti laminaribioside carbohydrate
antibodies - ALCA and anti chitobioside carbohydrate antibodies ACCA. The
antibodies are significantly associated with CD.

AIMS: To evaluate the significance of the recently discovered novel
antibodies: ALCA and ACCA

METHODS: Assesment of pANCA, ASCA, ALCA and ACCA was
performed using the standardized indirect immunoflourescence technique and
ELISA. Serum samples were obtained from 89 pacients with CN and from 33
pacients with UC. Results were considered positive if: ASCA> 15 U/ml, ALCA>
60 EU and ACCA> 90 EU.

RESULTS: ASCA was positive for 78.8% (70/89) of patiens with CD and
12,1% (4/33) of pacients with UC. pANCA was positive for 42.4%(14/33) of
patiens with UC and 7,8%(7/89) of patiens with CN. The ASCA IgA test yielded
71.3% sensitivity and 93.9% specificity for CN. The ASCA IgG test yielded
57,3% sensitivity and 93.9% specificity for CN. The ANCA test yielded 41.9%
sensitivity and 92.1% specificity for UC. ANCA antibodies are expressively
higher by womens. ALCA was positive for 24.7% of patiens with CN and 6.0%
of patiens with UC. ACCA was positive for 8.9% of patiens with CN and 6.0% of
patiens with UC. The ACCA test yielded 64.0% sensitivity and 69.7% specificity
for CN. The ALCA test yielded 39% sensitivity and 90.9% specificity for CN.
Sensitivity and specificity were determined based on optimal cut-off value
obtained from ROC curve analysis for each assay. 10.1% of all patients with CN
was serologically completely negative. 3.4%(3/89) of patiens with CN were
positive for ALCA IgG,only. 1.1% of patiens with CN were positive for
ACCA,only.

CONCLUSIONS: We have tried in this study, on a group of patients

with CN and UC diagnosis , to verify the diagnostic contribution of newly



discovered serological markers ALCA and ACCA, used to sort out patients
with CN from those with UC, ASCA negative. The results that we have come to
do not compellingly support the theory of the importance of determination of
new markers ALCA and ACCA in the diagnostics of IBD.

With ASCA negative patients with CN diagnosis we have proved the
occurrence of ALCA marker only in 3.4 % of cases and the occurrence of ACCA
marker only in 1.1% of cases with CN diagnosis. ALCA and ACCA parameters
with these patients have high specificity, but they show very low sensitivity.
Unfortunately they are not suitable for looking for CN patients and for sorting
them out from UC, ASCA negative patients. In the near future, IBD patients
should still be sorted out by means of the serological markers ASCA and
ANCA. Although the value of these serological tests is partly limited if they are
used individually. However, their specificity is very high if they are combined.

The importance of specification of ALCA and ACCA as supplementary
test to currently used antisubstance profile, will have to be put through further

research.
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1.UVOD

|diopatické stfevni zanéty ( IBD ) jsou chronicka, Casto celozivotni
onemocnéni tenkého a tlustého stfeva s neznamou etiologii a jen CasteCné
objasnénou patogenezi (Lukd$s M., 2003). Udava se, Ze jsou druhym
nejéastéjsim chronickym zanétovym onemocnénim ¢&lovéka. Cetnosti nasleduji
po revmatoidni artritidé.

IBD zahrnuji nejméné dvé klinicko—patologické jednotky, a to Crohnovu
chorobu a ulcerozni kolitidu (Krejsek a kol., 2004).

Neurcita kolitida je zanét tlustého stfeva, u kterého jsou nachazeny
prekryvajici se rysy ulcerdzni kolitidy i Crohnovy choroby, nebo rizné atypické
znamky, takZe je nemozné stanovit jistou a dlvéryhodnou diagnézu (Lukas K.,
1997).

Crohnova choroba a ulcer6zni kolitida se od sebe odliSuji klinickymi
projevy, prubéhem onemocnéni, odpovédi na léCbu a také prognosticky
(Krejsek a kol., 2004).

Crohnova choroba je granulomatdézni a transmuralni zanétlivé
onemocnéni postihujici jakoukoli ¢ast  gastrointestinalniho traktu, a to
segmentalné nebo plurisegmentalne. VétsSinou probiha chronicky s obdobimi
zhorSeni (relapsu) a zklidnéni (remisi) (Volf, 2004). Choroba ma celosvétovou
incidenci 4-9 pacientd/100 000 obyvatel/rok, nejvyssSi je pfitom v USA, u nas
dosahuje 1,6-2,0 pacientd/100 000 obyvatel/rok (Zbofil, 2003). Prevalence
dosahuje 18-22 na 100 000 obyvatel (Volf, 2004). Maximum postizenych je
mezi 15-30 lety véku, u obou pohlavi stejnomérné (Zboril, 2003).

Ulcerdzni kolitida, rovnéz oznacCovana jako idiopaticka proktokolitida, je
zanétlivé onemocneéni sliznice tlustého stfeva postihujici vzdy rektum a Sifici se
kontinualné na rlzné rozsahlou ¢ast tlustého stfeva (Volf, 2004). Incidence
choroby €ini 6-10 pacientd/100 000 obyvatel/rok celosvétoveé, u nas pfiblizné ve
stejnych hodnotach(Zboril, 2003). Prevalence asymptomatické ulcerozni kolitidy
se odhaduje asi na 34/100 000 obyvatel. V severozapadni Evropé je ustalena
mezi 35-70. V Ceské republice je prevalence 40-45 (Lukas K., 1997). Zeny jsou
nepatrné Castéji postizeny nez muzi, maximum vyskytu je mezi 20.-40. rokem
(Zboril, 2003). Cast&jsi je mezi bélochy, zejména Zidy. Popisovan je familiarni
vyskyt a vysoka konkordance CN u dvoj¢at (Lukas M. a kol., 1998).
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Mortalita na idiopatické stfevni zanéty je v USA, Severni Evropé a Velké
Britanii 0,2-0,4/100 000 za rok. Pfes pokroky v léEbé& neni v poslednich 30-ti
letech zaznamenan pokles mortality.

Ulcerozni kolitida byla koncem devatenactého stoleti odliSena od
infekCnich zanétd tlustého stfeva a pfed prvni svétovou valkou byla
akceptovana jako samostatna klinicka jednotka (LukasS M. a kol., 2003). Jako
takova byla UC popsana v roce 1875 Wilksem a Moxonem (Lukas K., 1997).
V roce 1909 se v Londyné konalo prvni velké sympozium o ulcerdzni kolitidé,
kde bylo referovano celkem o 317 nemocnych hospitalizovanych v letech 1888
az 1907 v sedmi londynskych nemocnicich. V roce 1913 dostala ulcerdzni
kolitida samostatné misto na mezinarodnim |ékafském kongresu v PafiZi.
V prvni poloviné 20. stoleti dominovala ve vyzkumné i Klinické c&innosti
specialistl zabyvajicich se zanéty stfev. Pfedpokladané infek&ni agens nebylo
nikdy odhaleno a pozdéji se vSeobecné pfijalo, ze UC je typickym
psychosomatickym onemocnénim. Po druhé svétové valce, v souvislosti
srozvojem imunologie, byla a dosud je povazovana za autoimunitni
onemocnéni. Dnes jiz vime, Ze neni typickym autoimunitnim onemocnénim,
nicméné autoimunitni rysy nemoci jsou evidentni.

Historie Crohnovy choroby je mnohem kratSi a datuje se do roku 1932. Ve
staré |ékarské literatufe vSak existuji popisy nemocnych, které vérné
pfipominaji souCasné pacienty s Crohnovou nemoci. Mezi takové popisy patfi i
zprava zroku 1612 podana W. H. Fabrym, ktery pfi sekci adolescenta, jenz
zemfiel kratce po vzniku bolesti bficha a horecek, nalezl vyraznou stenézu
terminalniho ilea s napadné zesilenou stfevni sténou, jez byla pfi¢inou
neprlichodnosti a perforace stfeva. Podobny popis pochazi také od G. B.
Morgagniho zroku 1769. | v nasi literatufe se objevuji zpravy o takovych
pacientech, a to jiZz mnoho desitek let pfed popisem B. B. Crohna.
V legendarnim spisu Thomayerové z roku 1893 (Pathologie a therapie nemoci
vnitfnich) jsou popsany pfipady nemocnych s ,,poCasnym katharem stfevnim®,
kde klinicky priabéh nemoci a patologicko-anatomicky nalez pfi sekci vérné
pfipominaji onemocnéni oznaCované dnes jako Crohnova choroba. Je patrno,
ze mnoho |ékafll se setkalo desitky let pfed Crohnem s pacienty trpicimi

chronickym zanétem stfev, ktery dnes nese jeho jméno.
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V roce 1932 popsal B. B. Crohn celkem 14 nemocnych s neobvyklym
transmuralnim zanétem terminalniho ilea a vylouCil u nich moznost
mykobakteriézy. Nové chorobé dal nazev regionalni ileitida, ta pak v prubéhu
nékolika desetileti po zasluze dostala jeho jméno. Jestlize v prvni poloviné 20.
stoleti byla popularnéjsi lépe prozkoumana UC, v poslednich tficeti letech je
tomu pravé naopak. Zaveér stoleti je ve znameni zvySeného zajmu o Crohnovu
chorobu. To je podminéno nejen stale se zvySuijici incidenci a prevalenci této
nemoci, ale také obrovskym polymorfismem jejich projevu.

Az do osmdesatych let minulého stoleti dominovala klinickému a
zakladnimu vyzkumu IBD britska Skola, jejiz tradici zaloZil zesnuly S. Truellove
z Oxfordu a dale na ni pokracovali pracovnici z londynského centra St. Marks,
z Liverpoolu a Birminghamu. Devadesata léta byla ve znameni drtivé pfevahy
Ameri¢anu. V sou€asné dobé predstavuji centra v Rochestru, Chicagu, Los
Angeles, New Yorku a Bostonu absolutni 3pi¢ky v oblasti zakladniho a
klinického vyzkumu.

V Ceskych zemich se o poznani téchto chorob zaslouzil prof. Mafatka se
svymi zéky, doc. Nedbalem, doc. Bittnerem a doc. Setkou. Z chirurgd vynikl
predevsim prof. Niederle (Lukas M. a kol., 2003).

15



Cil prace:

Cilem této prace bylo ovéfit diagnosticky pfinos novych sérovych markera:
ACCA (Anti- Chitobiosid — Carbohydrate Antibodies) a ALCA (Anti-
Laminarobioside —Carbohydrate Antibodies), pro stanoveni diagnézy UC a CN
u pacientl s nespecifickymi stfevnimi zanéty v porovnani s markery dosud

pouzivanymi.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Etiologie a etiopatogeneze IBD

U obou onemocnéni nebyly v pribé&hu celého dvacatého stoleti etiologie
ani patogeneze uspokojivé vysvétleny. S rozvojem mediciny a pfirodnich véd
obecné, se ménil pohled i na etiologické faktory téchto chorob (Lukas M. a kol.,
2003). Nejvice informaci v poslednich fficeti letech pfinasi imunologie, ale
zadna z imunologickych teorii vS8ak zatim jednoznacné nevysvétluje vSechny
projevy téchto nemoci. V souCasné dobé Ize na zakladé dosud ziskanych
informaci a hypotéz rozliSit Ctyfi okruhy etiopatogenetickych faktor : faktory

imunologické, genetické, infekéni a faktory zevniho prostredi.

2.1.1 Faktory imunologické

V souCasné dobé |ze imunologické poznatky o etiologii a patogenezi IBD
shrnout do tfi oblasti:
e oblasti autoimunitnich chorob
e autoimunitni reaktivita navozena superantigeny

e dysregulace slizni¢ni imunity (Matulka, 2001).

2.1.1.1 Chronické strevni zanéty jako autoimunitni choroby

Autoimunitni proces je patrné zahajen nespecifickym poSkozenim sliznice
tlustého stfeva. Uvolnénim antigend z kolonocytltl dojde k navozeni autoimunitni
reakce protilatkové i bunécné. Vyznamné jsou ziejmé protilatky typu IgG proti
proteinu 40 kDa, ktery je soucCasti cytoskeletu kolonocytll a je nazyvan téz
tropomyozin. Vyskytuje se také v kuzi, rohovce a ve Zlu€ovych cestach, coz by
mohlo souviset s extraintestinalnimi projevy onemocnéni. Protilatky proti tomuto
proteinu maji patrné kliCovou roli pfi vzniku ulcerdzni kolitidy a oznacuji se téz
jako CCA-lgG-Ab (colon colitis associated IgG antibody). Jsou specifické pro
UC, lze je prokazat asi u 85% nemocnych. U jinych onemocnéni tlustého
stfeva, ani u Crohnovy nemoci se nevyskytuji. (Klener a kol., 2005)

V posledni dobé& byly u pacientd sIBD popséany protilatky proti
poharkovym burikam. Vyskytuji se u 29% pacientd s UC a 33% pacientt s CN.

Protilatky zde nejsou pfiinou poskozeni tkané, ale jsou markerem nemoci.
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Pacienti stouto pozitivitou maji také pozitivitu ANCA protilatek. Stejné tak
ANCA protilatky zadny imunopatologicky stav nezprostfedkuji, ale jsou pouze
indikatorem genetické viohy pro vznik UC.

U 38% nemocnych sUC a u 52% nemocnych s CN byly prokazany
protilatky proti kartacovému lemu enterocyti-ABBA.

Protilatky proti acinarnim burikam zevné sekretorickych struktur pankreatu
jsou zjistovany u 64% déti s CN a jen u 10% déti s UC.

V séru pacientd sIBD jsou prokazovany autoprotilatky organové
nespecifické (Bartunkova a kol., 2005 ). Mezi nejdulezitéjSi patfi ANCA
protilatky. Jedna se zejména o pacienty s UC, kde jsou prokazovany ve 40-80%
pfipadl. Naopak u pacientd s CN jsou nalézany vyjimecné. Prukaz téchto
protilatek je bézné realizovan pomoci nepfimé imunofluorescence. RozliSujeme
perinuklearni typ téchto protilatek , ktery je namifen vétSinou proti urcité
komponenté cytoplazmy neutrofilnich granulocyttl (PANCA) nebo proti slozkam
jadra neutrofill (laminy), na rozdil od protildtek cANCA, typickych pro
Wegenerovu granulomatozu, kdy tyto protilatky jsou nachazeny v cytoplazmé
difuzné. pANCA protilatky jsou obecné povazovany za genetické markery viohy
pro UC. Cilovym antigenem pro pANCA protilatky u nemocnych s IBD je v 90%
myeloperoxidaza, ale pomoci specialnich metod lze dnes jiz stanovit i protilatky
proti jinym antigenim obsazenym v cytoplazmé neutrofill, které mohou ve
screeningoveém testu jevit rovnéz perinuklearni fluorescenci, napf. protilatky
proti BPI (bactericidal permeability increasing factor), peptid s antimikrobialnin
aktivitou, ktery je dllezitou slozkou obrany proti G- bakteriim v ramci pfirozené
imunity. Vyskytuji se u vice jak 43% pacientl sIBD. DalSim antigenem je
laktoferin, elastaza, katepsin-G nebo lysozym vyskytujici se v mnoha slizni¢nich
sekretech (Conrad et al.,, 2002; Skogh et al., 1991; Hoffenberg et al., 1999 ).
Klinicky vyznam pANCA protilatek u pacientd s UC neni zcela zfejmy, ale byva
uziteCny v diferencialni diagnostice mezi UC a CN. Jejich nalez nekoreluje
s aktivitou, rozsahem, ani délkou trvani nemoci (Olives et al., 1997; Papp et al.,
2007; Maratka, 1988).

Asi 60-70% déti a dospélych s CN ma cirkulujici protilatky proti
Saccharomyces cervisiae-ASCA. Cilovym antigenem pro tyto protilatky je
antigenné aktivni fosfopeptidomannan ve sténé buriky uvedené plisné. Vyznam

pro diferencialni diagnostiku mezi UC a CN je veliky. Pfitomnost ASCA
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protilatek a chybéni pANCA protilatek v séru pacienta ma 49% senzitivitu a 97%
specifitu pro CN, a naopak pfitomnost pANCA protilatek a chybéni ASCA
protilatek ma 57% senzitivitu a 99% specificitu pro UC.

DalSim organové specifickym ukazatelem je revmatoidni faktor, ktery je
Castéji prokazovan u CN nez u UC. Byla zjiSténa zvySena spontanni sekrece
revmatoidniho faktoru mononuklearnimi burfikami sliznice tlustého stfeva u
nemocnych s CN v porovnani s bunkami ve zdravé sliznici nebo sliznici
nemocnych s UC. Produkce revmatoidniho faktoru korelovala s aktivitou
nemoci (Matulka, 2001).

Dale jsou zjiStovany u pacientll s UC vysSi hladiny antiendotelovych
protilatek, které koreluji s aktivitou nemoci a koncentraci cirkulujiciho von
Willebrandova faktoru, uvolnéného do cirkulace z posSkozenych endotelovych
bunék spolu s endotelinem, proti kterému jsou endotelinové protilatky namireny.
Podle nékterych teorii se pfedpoklada, ze IBD jsou dusledkem vaskulitidy, ktera
postihuje drobné cévy v mezenteriu a sténé stfeva. Nalezy antiendotelovych
protilatek nepfimo tyto teorie podporuji a endotel by se tak vyznamné mohl
podilet na etiopatogenezi IBD (Matulka, 2001).

V poloviné osmdesatych let bylo upozornéno na cytotoxicitu cirkulujicich
lymfocytl k autolognim epitelovym burikam tlustého stfeva u pacienti s IBD.
Tato cytotoxicita je zprostfedkovana protilatkami a modifikovana CD8+
burikami. VétSi spontanni cytotoxicita mononuklearnich bunék byla nalezena
vlamina propria u pacientdt sCN. To mlze byt projevem odliSnych
etiopatogenetickych mechanizm( nebo jen projevem odliSné produkce cytokin
u obou chorob. Soudi se, Ze stfevni mononuklearni bunky mohou byt
indukovany k cytotoxicité interleukinem 2 (IL-2). U pacientd s CN byla

prokazana zvysSena transkripce genu pro IL-2 (Matulka, 2001).

2.1.1.2 Autoimunitni reaktivita navozena superantigeny

Termin superantigen pouzili poprvé v roce 1989 Kappler a Marack. Popsali
skupinu antigent, zasadné se odliSujicich od béznych proteinovych nebo
peptidovych antigenu. T-receptor lymfocytu, jimzZ je poznavan a vazan antigen,
je vytvoreny z fetézcl a,f nebo yp (TCR-a, jsou nejastéjsi). Pro vazbu
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superantigenu a indukci imunitni reakce postacuje, aby byl antigen lokalizovan
na Castip rétézce heterodimeru TcR,B, tedy m  imo vazebné misto pro
antigen. Superantigeny se zaroven napojuji na molekuly HLA, rovnéz mimo
vazebné misto pro antigenni peptid (Krejsek a kol., 2004). Pfi aktivaci T
lymfocytl nemusi byt superantigen vzdy nabidnut imunokompetentni burce
prostfednictvim receptoru HLA Il. tfidy, ale mize sam aktivovat vhodné misto
variabilni ¢asti beta fetézce TCR receptoru. Z toho vyplava, Ze superantigen
obvykle aktivuje daleko vétsi mnozstvi T-lymfocytl nez bézny proteinovy nebo
peptidovy antigen. Superantigeny mohou byt virového a bakterialniho plvodu
nebo jsou endogenni a jejich produkce je zakdédovana retroviry, inkorporujicimi
svou DNA do genomu buriek (Luka$ M. a kol., 1997).

U pacientd s CN byl nalezen v mezenterialnich uzlinach zvyseny pocet T-
lymfocytl, obsahujicich receptor VB38+ receptor, tedy takwoh, které jsou
aktivovany superantigeny. Aktivace a expanze tohoto typu T-bunék je
dominantnim histologickym buné&nym nalezem u pacienti s CN a yersiniézou.
Tento fenomén nebyl zjistén u pacientd s UC. Existuje velké mnozstvi
bakterialnich produktd, které maji superantigenni vlastnosti, napfiklad
stafylokokovy enterotoxin, streptokokovy M-protein skupiny A, toxiny
Mycoplasma artritidis a Yersinia enterocolitica. VétSina nemoci zpusobenych
nebo spusténych superantigeny je spojena s autoimunitnimi disledky (Lukas M.
a kol., 1998).

21.1.3 Dysregulace slizniéni imunity v etiopatogenezi
nespecifickych strevnich zanétu

Dals$i moznosti uplatnéni imunitnich procest v nastartovani patogenniho
procesu vedouciho ke vzniku UC a CN mulZe byt porucha koordinace lokalni
imunitni reakce. Ta probiha za spoluucasti bunék T a B. Za normalnich
okolnosti jsou ¢etné imunogenni molekuly, které fyziologicky ovliviuji sliznini
imunitni systém a jsou hojné obsazeny v lumen stfeva, tolerovany a nedojde
k vyvolani imunitni reakce. Rozhodujici ulohu zde plni sekre¢ni imunoglobulin
IgA, ktery je hlavnim imunoglobulinem pokryvajicim povrch sliznice tenkého a
tlustého stfeva. Brani vzniku imunitni reakce tim, Ze vyluCuje antigeny

z kontaktu s mohutnym imunitnim systémem lokalizovanym ve sliznici.
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U pacientd sIBD je abnormalni produkce IgA, a to kvantitativné i
kvalitativné. Mononuklearni bunky maji snizenou schopnost tvofit protilatky tfidy
IgA a navic oproti zdravym lidem, které tvofi pfevazné IgA2, je ze 70% tvoren
IgA1. Tyto zmény maji za nasledek vystupriovanou tvorbu IgG (Matulka, 2001).

U UC je v nadbyte€ném mnozstvi tvofen IgG1, u CN IgG2. OdliSna tvorba
imunoglobulind u CN a UC pfipousti odliSny mechanismus pfi jejich stimulaci.
Nadprodukce IgGl a 1gG3 je obvykle dusledkem stimulované protilatkové
odpovédi zprostiedkované T-burikami, které jsou aktivovany proteinovymi
antigeny. Vysoka tvorba 1gG2 je projevem protrahované imunitni odpovédi na
trvaly a neeradikovany chronicky infek¢ni proces. VySe uvedené zmény ve
slozeni imunoglobulinG na sliznici stfeva maji za nasledek jejich snizenou
ochranu pfed spusténim patologické imunitni reakce. Navic 1gG1 velmi
intenzivné stimuluje slozky komplementu. Jeho ochranny vliv na sliznici je
daleko mensi nez 1gG2. DalSi zmény se objevuji u nemocnych s IBD ve tvorbé
sekrece J-fetézce, a to jak u IgG1, tak 1gG2. To ma za nasledek obtizné
uvoliovani jiz tak malého mnozstvi IgA z bunék na povrch sliznice (Matulka,
2001).

U pacientd s IBD je celkovy pocet lymfocytd vlamina propria v dobé
remise nékolikanasobné vysSi oproti zdravym jedincim. Pocet bunék
obsahujicich 1gG je oproti zdravym osobam az tficetinasobny, kdezto pocet
plazmocytl s IgA je zhruba asi dvojnasobny a pocet bunék obsahujicich IgM je
zvySen minimalné. Bylo zjiSténo, Zze se u nemocnych s UC a CN vétSina T- a B-
lymfocytl nachazi ve stavu vysoké aktivace. To muze svédcit o trvalé antigenni
stimulaci imunitniho systému. IntenzivnéjSi stimulace T-bunék se odehrava
v tlustém stfevé (Matulka, 2001).
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2.1.2 Faktory genetické

Genetické faktory maji patrné rozhodujici misto v etiopatogenezi IBD.
Duvodem je Casty vyskyt obou nemoci u vice €lena rodiny, v ur€itych etnickych
skupinach, Castd konkordance obou nemoci u monozygotnich dvojcat a
soubézny vyskyt u jinych , geneticky determinovanych chorob. Incidence
v rodinach se podle riznych zdroju pohybuje od 10 do 35%, coz je mnohokrat
vic, nez by se dalo pfedpokladat podle prevalence IBD v bézné populaci. Riziko
vzniku onemocnéni pro zdravé €leny rodiny je patnactinasobné zvysené.
Navzdory témto Udajim se vySetfovanim HLA antigenu I. a Il. tfidy nenasla
jasnéa souvislost s vyskytem IBD. Dokonce v jednotlivych rodinach pacienti
s touto chorobou nemusi zakonité mit stejny HLA typ. Pfesto se zda, ze CN ma
u bilé rasy zvySenou asociaci s HLA-A2 a UC s HLA-B27 a HLA-B35.

V soucCasné dobé je pozornost upfena prfedevsim na antigeny HLA Il. tfidy,
protoZze maji zasadni vyznam v pocCateCni fazi imunitni reakce, spojené
S nabizenim antigent imunokompetentnim bufkam. Jejich abnormalni exprese
na bunkach, kde se normalné nevyskytuji, provazi fadu autoimunitnich chorob.
V poslednim obdobi se z hlediska HLA antigent Il. tfidy popisuje zvySena
asociace CN s HLA-DR1/DQw5 a UC s HLA-DR2 (Matulka, 2001).

IBD jsou napadné Casté u nékterych vzacnych chorob s jasnou genetickou
pfi¢inou. Jasna je koincidence CN s Turnerovym syndromem. To muze
naznacovat, ze geny odpovédné za vznik této choroby by se mohly vyskytovat i
na X-chromozomu. Vedle toho se IBD Casto nachazeji u pacientd s rdznymi
imunodeficientnimi stavy, které ve vétSiné pfipadld také maji genetickou
predispozici. Relativné vysSi incidence UC byla zjisténa u primarni
hypogamaglobulinémie a vrozenych poruch funkce komplementu.

V posledni dobé dva védecké tymy z USA identifikovaly mutaci genu na
16. chromozomu, ktera je pravdépodobné odpovédna za predispozici CN. Toto
zZjisténi umoznuje nejen lépe porozumét patogenezi CN. Tato mutace se

nevyskytuje u nemocnych s UC (Matulka, 2001).
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2.1.3 Faktory infekéni

O vyznamné Uloze mikrobiélni stfevni mikroflory v etiopatogenezi IBD svédci
fada klinickych pozorovani a laboratornich vysledkd. U laboratornich zvifat
dochazi ke spontannimu vzniku zanétu tlustého stifeva podobnému UC a CN
pouze tehdy, jestlize jejich travici trubice je mikrobialné osidlena. U zvifat
imunologicky defektnich, ktera Ziji ve sterilnim prostredi, nelze zanétlivé zmény
na travici trubici vyvolat. Z etiologicko-patofyziologického hlediska Ize ulohu
hypotetického infekéniho agens rozdélit do tfi skupin :

e specificka infekce primarné patogennim mikroorganizmem,
ktery indukuje protrahovanou stfevni reakci s naslednym poskozenim tkané.
Zvazovana jsou tfi mozna patogenni agens : Mycobacterium avium
paratuberculosis, paramyxoviry, Listeria monocytogenes (Abubakar et al. |,
2007).

o kvalitativni a kvantitativni porucha slozeni primarné

nepatogenni mikrobialni fléry.

Jedna se predevS§im o zmnozeni fyziologicky se vyskytujicich kmen
Eubacteriae, Peptostreptococcus, Bacteroides a Coprococcus. Tato skutecnost
muze zpUsobit vyvolani zanétlivé reakce nékolika mechanismy, kdy produkty
bakterialniho metabolismu jednoho bakterialniho kmene mohou sekundarné
zvySovat virulenci kmenu jinych. Produkty bakterialniho metabolismu mohou
pusobit toxicky na povrchovy epitel sliznice tlustého stfeva a mohou spoustét
celou zanétlivou reakci.

e protrahovana imunitni reakce na normalni sloZzeni strevni flory
,kdy porusena stfevni bariéra umoznuje prinik antigentt bézné strevni fléry do
vnitiniho prostfedi, coz navozuje nepfiméfené silnou imunitni odpovéd. U
nemocnych s UC bylo zji§téno abnormailni slozeni stfevniho hlenu , snizeni
jeho vrstvy, porucha metabolismu enterocytd a kolonocytl, jejich snizena
schopnost ziskavat energii. To mize byt pravé pficinou zvySené propustnosti
pro makromolekuly cestou transcelularni a paracelularni. Navic porucha
metabolismu kolonocytl a sniZzena odolnost epitelové vystelky napomahaji

k destrukci sliznice a chronickym zanétlivym zménam (Matulka, 2001).
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2.1.4 Faktory zevniho prostredi

Vlivim zevniho prostiedi v etiopatogenezi IBD je vénovana znacna
pozornost. Dlavodem je prudky vzestup incidence a prevalence téchto

Velka pozornost je vénovana zejména stravovacim navykim. ZvySena
spotifeba rafinovanych cukra, niz8i pfijem nenasycenych mastnych kyselin fady
w-3, nizSi spotfeba nevstfebatelné viakniny, syrové zeleniny a ovoce jsou
nejnapadnéjSimi odchylkami u pacient s IBD. Bylo zjisténo, Zze délka kojeni u
postizenych déti CN byla 3x kratSi nez u nepostizenych. Trikrat Castéji mély
postizené déti prijmova onemocnéni v Easném postnatalnim obdobi.

Chronické stfevni zanéty se Castéji vyskytuji u lidi s dobrou nebo vysSi
socioekonomickou urovni, s naro€nym zameéstnanim a ¢astymi stresy.

Zeny uzivajici hormonalni kontraceptiva maji vy3si incidenci IBD nez
Zeny, které hormonalni antikoncepci neuzivaji. Riziko je 3.4 nasobné. UvaZuje
se 0 moznosti mezenterialni ischémie pfi zvySené trombogenezi. JeSté vétsi
riziko je u Zen kuracek. Pfesvédcivé bylo prokazano, Ze aktivni koureni cigaret
snizuje riziko vyskytu UC o 60%. U byvalych kufaku je toto riziko naopak vyssi
nez u nekuraku. Vztah mezi koufenim a vznikem CN je pravé opacny, nez je
tomu u UC. Koufeni cigaret muze svym drazdivym ucinkem na sliznice
vyvolavat hypersekreci hlenu v travici trubici, a tim pusobit pozitivné u UC.
Naopak u CN jsou prokazovany vaskulitické zmeény v oblasti arteriol, které jsou
koufenim jesté prohlubovany.

Nesteroidni antirevmatika jsou €asto zhorSujicim faktorem pro pribéh
IBD. Jejich podanim muze dojit k relapsu jiz existujici UC nebo CN.

U pacientll s CN je znamo, ze relapsu nemoci Casto predchazi vétsi
psychicky stres . Je pravdépodobné, Ze emocni vlivy mohou mit velky dopad
na aktivitu imunitniho systému u predisponovanych lidi a mohou byt spoustécim

faktorem vznikd nemoci nebo jejiho relapsu (Matulka, 2001).
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2.2 KLINICKY OBRAZ

2.2.1 Ulcerdzni kolitida
2.2.1.1. Pfiznaky

Dominantnim pfiznakem UC je prijem, ktery je obvykle, ale ne vzdy,
spojen s pfimési krve ve stolici. Vyprazdriovani je Casté, ale stolice jsou malo
objemné, coz je dlsledek drazdivosti zanétlivé zménéného rekta.

PFi proktitidé si nemocny muize stéZovat i na tenesmy, rektélni bolest a
nuceni na stolici, pfi kterém mize odchazet jen nevelké mnozstvi krve nebo
krvavého hlenu. Casto se objevuji kumulované ranni defekace, nékdy se
zlepSenim stavu béhem dne a s opétovnym vecernim zhorSenim. V nékterych
pfipadech pfi bolestivych spasmech v oblasti anorektalni muze dojit, zejména u
starSich nemocnych, k funkéni obstrukci a nasledné zacpé. Pokud je zanét
omezen jen na rektum , krev je jen na povrchu stolice, ktera mize byt
formovana, pfi rozsahlejSim postizeni je krev pfimisena do stolice. Proti tomu
vykladu ale stoji fakt, Ze enteroragie perzistuje i pfi diverzi toku stolice pfi
ileostomii.

Z dalSich symptomu se mohou vyskytovat bolesti v briSe, které jsou
vyrazné zejména pfi fulminantnim pribéhu. Bolest mize byt tupa nebo ostra a
je obvykle lokalizovana do dolni poloviny bficha, nebo muze sledovat postizeny
anatomicky Usek stfeva. Bolest se muze objevovat po jidle, pak je kieCovita a
obvykle mizi po vyprazdnéni. BfiSni bolest je dusledkem spasm( muscularis
mucosae a stfevni dispenze.

DalSim projevem nemoci byva teplota, ktera je Casta u stfedné tézké a
t&zké formy UC. Casto se vyskytuje vederni $picka, kdy teplota stoupa nad
38°C, pfi fulminantnim prabéhu az na 40-41°C.

Castym pfiznakem u UC je anorexie, zpGsobena nauzeou, &astym
pocitem sytosti, celkovou unavou a bazni, Ze jidlo mize vyvolat prijem a
abdominalni bolesti. Zvraceni, pfi nepfitomnosti mechanické ostrukce, je Casté
u tézkého pribéhu, ale mechanismus je nejasny. Variabilni je u nemocnych
s UC ubytek na vaze, ktery je tim vétSi, ¢im rozsahlejsi je postizeni tlustého
stfeva. PFi€iny ubytku na vaze jsou multifaktorialni: anorexie, zvraceni, odmitani

potravy pro bolesti objevujici se po jidle, hypoproteinémie, a pfedpoklada se pfi
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zanétlivém procesu metabolicka reakce, kdy dochazi ke zvySeni hladiny
kortikosteroidi a katecholaminu, které podporuji mobilizaci tuki a svalovych
proteini do aminokyselin pro glukoneogenezi. Systémové projevy-teplota,
nevolnost a Ubytek na vaze — jsou Cast&jsi pfi rozsahlém postizeni tracniku
(Lukas K., 1997).

2.2.1.2 Klasifikace UC dle anatomické lokalizace
Nejcastéji uzivana klasifikace UC je dle rozsahu postiZzeni:
e Pankolitida - postizeni celého tracniku
e Subtotalni forma — tracnik je postizen od rekta po hepatalni ohbi
e Levostranna forma — tranik je postizen od rekta po lienalni ohbi
e Proktosigmoiditida —postiZzeni rekta a sigmoidea

e Proktitida — je postizeno jen rektum

U 10-14% nemocnych s pankolitidou je nalézano zanétlivé postizeni
tenkého stfeva (erytém, granulace, viedy), tzv. backwash ileitis, ktera vznika
regurgitaci obsahu tracniku insuficietni ileocekalni chlopni, mize dosahovat

délky az 40 cm v distalni ¢asti ilea.

Pro praxi je obvykle vyhovujici déleni na:

e Tvar lehky (rektalni), ktery je v 30-50% pfipadu

e Tvar stfedné tézky (levostranna kolitida), ktera je u 30-50%

nemocnych

e Tvar tézky (pankolitida), ktera byva v 15-20% pfipadd
Za diagnosticky nejcennéjSi znamku pro UC je povazovano postiZzeni
kone€niku. V raritnich pfipadech mize byt rektum uSetfeno. Nékdy je
ulcerézni proktitida povazovana za nemoc odliSnou od UC (Lukas K.,
1997).
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2.2.2 Crohnova nemoc
2.2.2.1 Pfiznaky

Prevazujicimi symptomy Crohnovy nemoci je triada: prujem, bolesti
bficha a Ubytek na vaze. Kterykoli ztéchto projevd nemoci muize byt
dominantni, na rozdil od UC, kde prUjem je pfevladajicim projevem nemoci.
Uvodni projevy CN nemusi byt dramatické. Pacienti si mohou po dobu mnoha
mésicl (az let) stézovat na neurcité bolesti v bfiSe a na intermitentni prijem.
Casovy interval od zagatku symptom0 do diagndézy je Siroce variabilni, diagnéza
muze mit prodleni mnoho let (primérné 4,1- 5,4 rokd, ale rozpéti je 0-31 let).
Prijem je Casty, ale zavisi na anatomické lokalizaci Crohnovy nemoci. Pfi
postizeni tlustého stfeva je prijem v 65-90% pfipadd. U nemocnych
s postizenim rekta mohou byt malo objemné stolice spojené s naléhavym
nucenim a s tenesmy.

PFi postizeni tenkého stfeva jsou stolice objemné a nejsou spojeny
s naléhavym nucenim a s tenesmy. Pfi strukturach na tenkém stfevé dochazi i
k bakterialnimu prerlistani s dekonjugaci zZlu€ovych soli a k tukové malabsorbci
s naslednou steatoreou. Vnitfni pisStéle jsou cestou ke kolonizaci tenkého
stfeva. Rychly tranzit muze byt zplsoben i urychlenym pridchodem stfevniho
obsahu pistélemi. PFi¢inou prijmu byva i laktazova deficiente pfi postizeni
tenkého stfeva.

Okultni krvéceni je ve stolici Casté. Hematochézie je asi u 1/3 pfipadu
CN, zejména pfi kolitidé. Masivni krvaceni pfi postizeni tlustého stfeva se
vyskytuje asi ve 2%.

Lokalizace bolesti obvykle koreluje s lokalizaci onemocnéni. Akutni bolest
v bfiSe, je-li prvnim projevem nemoci, muze byt pfi€inou laparotomie.
NejcastéjSi jsou kreCovité rekurentni bolesti v pravém dolnim kvadrantu u
nemocnych s ileokolitidou. U nemocnych s kolitidou se bolesti v bfise vyskytuji
v 70-90% pripadl. Bolest se objevuje po jidle, pravdépodobné souvisi
s Caste€nou intermitentni obstrukci zuZeného stfevniho lumen a je zpusobena
napétim stény stfeva v dilatovaném segmentu proximalné od obstrukce a
kontrakcemi svaloviny tenkého stfeva, které se snazi protlacit stfevni obsah
zuzenym segmentem. Visceralni bolest vznika pfi zanétu serdzy, jehoz pfi¢inou

je transmuralni zanét.
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Abdomindlni dispenze, nauzea a zvraceni mohou bolest doprovazet. U
anorektalni formy jsou asi ve 40% tenesmy. 10-20% nemocnych ma ubytek na
vaze az o 20% télesné hmotnosti. Nékdy je ubytek na vaze dusledkem
malabsorpce, ale vétSinou je pfi€inou poruseny pfijem, kdy pacienti odmitaji
pfijimat potravu, protoze pfinasi bolest nebo prijem a Casto je divodem
anorexie. Postizeni tlustého stfeva je spojeno s vysokym vyskytem enteroragie
a perianalniho postiZzeni, ale s nizkym vyskytem vnitfnich pistéli a obstrukce.
Naopak postizeni tenkého stfeva je spojeno s vysokym vyskytem obstrukce, ale
s nizkym vyskytem krvaceni a perianalniho postizeni. Casto jsou prvnimi
projevy CN extraintestinalni manifestace nebo postizeni oblasti perianalni,
které mohou diagn6zu CN pFedchazet i o nékolik let.

Postizeni jicnu CN se projevuje pyroézou, dysfagii a odynofagii nebo
bolesti za sternem.

Klinické projevy postiZzeni Zaludku a duodena jsou variabilni. Nemoc
muze byt symptomaticka, nebo se projevuje nespecifickymi dyspeptickymi
potizemi, ubytkem na vaze, bolesti v epigastriu. PFfi sten6ze pyloru a
duodena je nauzea a zvraceni. Krvaceni je raritni. PostiZzeni Vaterskeé papily se
muze projevit biliarni kolikou. CN horni ¢asti zazZivaciho traktu je obvykle
provazena dalSimi manifestacemi nemoci (Lukas K., 1997).

2.2.2.2 Klasifikace CN dle anatomické lokalizace

. lleitida- (Regiondlni ileitida) — terminalni ileum je Casto postizeno
dlouhou dobu pfed zavaznymi projevy nemoci. Vyskytuje se ve 25-35%
pfipadld. Po mnoho let mohou byt jen kolikovité bolesti v bfise a zvySena
sedimentace cCervenych krvinek. Nemoc se projevuje krvacenim, perforaci
tenkého stfeva, strikturami, pistélemi, tvorbou abscesl. Po chirurgickém vykonu
Casto rekuruje.

e Jejunoileitida. Soucasné postizeni jejuna a ilea je formou
s pomalejSim prubéhem a vyskytuje se asi v 5% pfipadd CN. Nepravidelné
vyzaduje operacni feSeni, zejména po obstrukci, ale i pro vnitfni piStéle a
abscesy. Po chirurgickém vykonu je Casta rekurence.

. lleokolitida — Jak nazev napovida, je postizeno terminalni ileum a

prilehla ¢ast traCniku, bud jen cékum (ileocekalni forma) nebo vzestupny tracnik
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(ileokolonicka forma). Je nejCastéjsi formou CN (45%) s vysokou morbiditou,
ktera je zpUsobena s nejvétsi pravdépodobnosti pfitomnosti vnitfnich pistéli a
perianalni nemoci, které vyzaduji vice operaCnich feSeni nez ostatni formy.
lleokolitida se projevuje krvacenim, perforacemi, tvorbou striktur s naslednou
obstrukci, tvorbou pistéli a abscesl a €astou rekurenci po chirurgickém vykonu.

o Kolitida. Byva asi ve 30% pfipadu. Nemocni s postizenim tra¢niku
maji ¢asto perianalni postiZzeni a hlavni akutni komplikaci je toxické megakolon,
které je méné Casté nez u UC. Nezfidka se vyskytuji extraintestinalni
manifestace. Distalni kolitida s postizenim rekta a sigmoidea je CastéjSi u
starSich nemocnych (v 11-20%).

e  Anorektalni onemocnéni — byva Casto sdruzeno s kolitidou nebo
ileokolitidou a jeho projevy mohou byt prvni manifestaci CN, které zfejmé
predchazeji zanétu proximalnéjSich partii stfeva. Anorektalni postiZzeni byva az
ve 30-40% pripadu.

. Postizeni apendixu je Casté (50%) pfi ileokolitidé. Izolovana CN
apendixu je méné obvykla. Po apendektomii je riziko tvorby pistéle.

. Oralni postiZzeni byva zpravidla ve spojeni s ileokolitidou, ale mlze
byt i jedinym projevem nemoci.

. Gastroduodenalni postizeni neni asté (0,5-4%).

o Miliarni Crohnova nemoc je neobvykla varianta nemoci, kdy na
seroze tenkého stfeva jsou makroskopicky patrné miliarni uzliky. Klinicky se
projevuje bfisni bolesti, ubytkem na vaze, prajmem, teplotou. Rentgenové
vySetfeni nalezne zmény na tenkém stfevé. Po chirurgické resekci prokaze

histologické vySetfeni zmény typické pro CN (Lukés K., 1997).

2.2.2.3 Klasifikace CN dle komplikaci perforujicich a

neperforujicich
Existuje s nejvétsi pravdépodobnosti vice forem CN, které jsou nezavislé
na anatomické distribuci nemoci. Nejagresivnéji probiha perforujici forma
projevujici se akutné volnou perforaci, subakutné tvorbou abscest nebo
vnitfnich pistéli. Tato forma je témér refrakterni na konzervativni léCbu a

vyZaduje chirurgické feSeni, po kterém obvykle recidivuije.
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Forma neperforujici, stendzujici, obvykle lokalizovana v oblasti
ileocekalni, se projevuje poruchou stfevni prichodnosti. Forma stendzujici je
indikovana k chirurgickému feSeni pro nezvladnutelnost pfi konzervativni I1é¢bé
nebo pro stfevni obstrukci. Po resekci postizeného uUseku stfeva nejuseku

stfeva nejsou Castéjsi recidivy (Lukas K., 1997).

2.2.2.4 Stanoveni aktivity Crohnovy nemoci

Ke stanoveni aktivity CN je nejCastéji pouzivan Crohn’s Disease Activity
Index (CDAI), kdy pacient registruje symptomy v pribéhu 7 dni. Zapocitava se
8 proménnych veli€in ( Fidké stolice, bfisni bolest, denni pocit télesné pohody,
pfiznaky nebo nalezy spojené s CN, |éCba prijmu antidiaroiky, rezistence
v bfiSe, hematokrit, té€lesna vaha ). Jsou uzivany i jiné indexy aktivity, napf.
Harvey & Bradshaw CDAI, Dutch Al, 10IBD (Lukas K., 1997).

2.2.3 Mimostrevni pfiznaky IBD

. Kozni — erythema nodosum, pyoderma gangrenosum, ekzémy,

psoriaza, Sweetlv syndrom

. Slizni¢ni — afty, pyostomatitis vegetans, fisury ustni

° Kloubni — artralgie, artritidy, paliCkové prsty, sakroileitida, revmatoidni

artritida

o O¢ni — konjuktivitidy, keratitidy, iridocyklitidy, uveitidy

. Cévni — flebotrombdzy, vaskulopatie

e Jaterni — primarni sklerozujici cholangitida, granulomatozni hepatitida

. Relativné vzacné — perikarditidy, nefritidy, amyloidosa aj.
Erytema nodosum, pyoderma gangrenosum, artritidy a o€ni zanéty signalizuji
vysokou aktivitu IBD a vyzaduji 1éCbu jako akutni vzplanuti CD a UC. Primarni
sklerozujici cholangitida patfi k nejzavaznéjSim chronickym komplikacim,
nejCastéji UC, nebot nezavisle na terapii je provazena vznikem jaterni cirhozy
po 10-15 letech trvani. Navic je tato diagn6za spojena s vysSSim vyskytem
cholangiokarcinomu (Zbofil, 2002).
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2.2.4 Komplikace IBD

Masivni krvaceni — (UC, CD)

Perforace stfevni — (UC, CD)

Striktury — (UC, CD)

Toxické magakolon — (UC, CD)

Nadorova pfeména — (UC, CD)

Abscesy a pistéle (CD, UC naprosto vyjimecné)

tzv. metastaticka CD

Perforace, masivni krvaceni a toxické megakolon pfedstavuji zavazné akutni

stavy, sméfujici s velkou pravdépodobnosti k akutni chirurgické intervenci.

Nadorova pfeména predstavuje nedofeSeny problém u IBD, pfedpoklada se, ze

riziko stoupa s dobou onemocnéni (3-5% po 15letém trvani, az 30% po 30letém
pribéhu nemoci) (Zboril, 2002).
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2.3 PRUBEH A VYVOJ
2.3.1 Ulcerdézni kolitida

Dulezitou charakteristikou UC je pribéh nemoci. Je nutné znat i faktory,
v dobé prvnich projevl nemoci, trvani a tize symptoma pfi prvnich projevech. U
18% nemocnych s UC je jen jedna ataka akutni kolitidy. Je jisté otazkou, zda
byla diagnéza UC u téchto nemocnych korektni, zda se nejednalo o jinou
kolitidu (infek&ni, pfechodnou). 7,2% nemocnych m& chronicky kontinudlni
prubéh s perzistentnimi symptomy a nekompletni remisi, z nichz néktefi
vyzaduji podavani kortikoidd i vremisi. VétSina nemocnych (64,4%) ma
chronicky intermitentni pribéh s relapsy a remisemi. Cést pacientli (8%) ma
prabéh fulminantni, ktery maze skoncit fatalné (4%). 8% pacientl se podrobi
totalni kolektomii v prabé&hu prvni ataky.

Pocate¢ni ataka UC mulze byt fulminantni, ale vétSinou nemoc zacina
nenapadné prdjmem, ktery pozdéji byva krvavy. Pfiznaky postupné narustaji
v pribéhu nékolika tydnu. 54% pacientd s UC mé prvni ataku lehkou. Takovy
pribéh je u proktitidy a proktosigmoidity, ale muze byt dokonce u pankolitidy.
Pfi lehkém pribéhu, ktery ma vétSina nemocnych, je obvykle jedinou stiznosti
prijem s pfimési krve. Lehké onemocnéni, zejména je-li omezeno jen na
rektum, mudze byt Casto spojeno s normalnim nalezem pfi fyzikalnim a
laboratornim vysetfeni.

Od pocatku mize byt postizené celé tlusté stfevo (ve 20%), ale 75%
nemocnych ma proktitidu nebo proktosigmoiditidu. VétSina pacientd
s proktitidou je ve véku mezi 20-40 roky, t€zSi formy se vyskytuji u mladsich a
starSich pacientu. Aktivita na poCatku muze byt mirna, ale prvnim projevem
muZze byt i toxické megakolon.

Stfedné téZké onemocnéni se projevi 5-6 stolicemi s pfimési krve za den,
bolesti v bfiSe, unavou, teplotou. Bficho je palpacné bolestivé, auskultace
bficha je normalni. Asi u 1/5 nemocnych se UC projevi pfi prvni atace tézkym
onemocnénim s krvavym prijmem s Castou frekvenci defekaci. Pacient se citi
slaby, cozZ jej upoutava na lizko. V dalSim prabéhu ubyva na vaze, objevi se
hypoalbuminémie, anémie, teplota a tachykardie. Pfi palpaci je vyrazna

bolestivost v pribéhu tlustého stfeva. Do remise prechazi pfi prvni atace vice
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nez 90% nemocnych s lehkym onemocnénim a jen 38% nemocnych s tézkym
pribéhem. A naopak chirurgickou léCbu pfi prvni atace vyzaduje 29%
nemocnych s tézkym prlibéhem a zadni nemocni s lehkym pribéhem.

Tize klinického pribéhu je obvykle umérna rozsahu postizeni stfeva a
intenzité zanétu. Pankolitida je obvykle spojena s tézkymi zanétlivymi
zménami. Nemocni s pankolitidou maji ve vice nez 30% provedenu kolektomii
pro konzervativni 1é¢bou nezvladnutelné onemocnéni, pacienti s levostrannou
formou maji kolektomii provedenu v 10% a nemocni s proktitidou jen ve 2%.
Nemocni, u nichz v pribéhu Zivota zacalo onemocnéni pozdé&ji, maji rozsahlejsi
postizeni a refraktern&jSi nemoc, nez ti, u kterych zacalo onemocnéni drive.

Pro pacienty s IBD je zivot charakterizovan ,,dobrymi asy ’(remise) a
,,Spatnymi Casy ’(relaps), pfi€emz pro vétSinu z nich pfevazuje obdobi dobré.
Z nové diagnostikovanych pacientd ma druhou ataku do 12 mésici 80%
nemocnych. TiZi relapsu nelze predpovédét, stejné tak, zda bude prubéh
kontinualni nebo intermitujici. Jak pacient s proktitidou, tak pacient
s pankolitidou mize mit rekurentni epizody. Pravdépodobnost remise je vétsi u
pacientl s onemocnénim v distalni Casti stfeva. Pacienti s dlouhodobym
onemocnénim maji lepSi klinicky pribéh, nez ti s kratkou anamnézou. Je
dllezité si uvédomit, kdy konci aktivnhi onemocnéni a kdy nastupuje remise,
jejiz obecnou hranici je velmi obtizné urcit. Tato hranice neni nikdy zcela
presna. Za remisi u UC je povazovan stav, kdy je nemocny zcela bez potizi a
endoskopicky nalez je zcela normalni.

Pribéh UC podle periodicity relapst je rozdélovan na typ remitujici
srelapsy CastéjSimi nez jednou rocné, typ intermitujici s viceletymi
mezidobimi. Trva-li naraz déle nez rok, imituje prabéh chronicky, druhym
extrémem je prubéh perakutni, s prudkym zaCatkem a rychlou progresi, ¢asto
s fatalnim zakon&enim. Mnohdy maji nemocni s UC bifazicky ro¢ni prubéh
s relapsy na jafe a na podzim. DalSi charakteristikou UC je dlouhodoby vyvoj,
ktery mize byt :1. progresivni, narazy se prodluzuji, zhorSuji a vyuasti do stavu
chronického nebo perakutniho.

2. stacionérni, choroba probiha s pravidelnou periodicitou, 3. regresivni,
nemoc probiha v postupné mirnéjSich narazech (Lukas K., 1997).
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2.3.2 Crohnova nemoc

Stejné jako u UC, je nutné urCeni lokalizace a rozsahu zanétu i u CN.
Z dalSich charakteristik CN je to vyvoj nemoci, ktery muze byt progresivni -
aktivita se pfi l1éCbé neupravuje a tize nemoci se zhorSuje. Nemoc je
stabilizovana na mirném stupni aktivity pfi relativné dobrém stavu pfi vyvoji
stacionarnim. Pfi vyvoji regresivnim dochazi k upravé, nemoc pfechazi do
stadia klidu nebo latence.

Hranice mezi aktivnim onemocnénim a remisi u CN je daleko
u CN je obvykle velké mnozstvi manifestaci a loziska aktivity mohou ,,doutnat™
kdekoliv v zazivacim traktu. Zfejmé nejvyhodnéjsi je stanovit aktivitu dle Crohn$
Disease Activity Index (CDAI), ktery kalkuluje s numerickym skore. Ale CDAI je
kritizovan pro svou komplikovanost a snadnou ovlivnitelnost, napf. télesnou
vahou nebo poctem stolic. Za poCatek remise je pokladan stav, kdy CDAI je
nizsi nez 150. Za remisi je povazovan i stav, kdy je ukon¢ena IéCba kortikoidy, a
takto Ize také aktivitu Crohnovy nemoci hodnotit: inaktivhi onemocnéni —
klinické a laboratorni parametry jsou normalni bez |éCby, mirna aktivita —
vyZaduje udrZzovaci davku do 15 mg kortikoidi dennég, silna aktivita — je
zapotrebi vySSi davky nebo nelze odchylky ani vysokymi davkami upravit
(Lukas K., 1997) .
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Obrazek ¢. 1

www.prionord.cz/projects/colitiscrohn/product.asp
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Normal Crohnova Ulcerozni
choroba , kolitida

dlazdicovita
struktura |

Obrazek ¢. 2
www.prionord.cz/projects/colitiscrohn/product.asp
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Klinické projevy

Ulcerdézni kolitida

|Cr0hn0va nemoc

Prijem Casty [Casty
Enteroragie Castd [méze byt
Bolesti bFicha mohou byt |Casteé
Palpacni rezistence nebyva |éasté
pidtéle vzacné |Casteé
Stendzy jen nahodile |Casteé
Postizeni tenkého stieva nebyva, de facto jen v ramci tzv. |Casté

,backwash ileitis*

Postizeni konecniku

Casté, témér pravidlem, min. v 95
%

Prilezitostné az Casté, v cca 50 %

Extraintestinalni priznaky

mohou byt

|mohou byt

Toxické megakolon

prilezitostné

IVzécné

Rekurence onemocnéni po nikdy Prilezitostna
kolektomii

Maligni zvrat u dlouhotrvajiciho |[mdze byt \Vzacny
onemocnéni

Projevy malabsorpce nebyvaji Iéasté

Endoskopické a rtg nalezy

Lokalizace zmén

difuzni, postiZzeni konecniku témér

vzdy

regionalni, postizeni konecniku nékdy

Siteni

kontinualni

Idiskontinuélni

Pocatecni stadium

slizni¢ni cévni kresba

Icévy jsou patrné, afty,

Onemocnéni

vymizela, sliznice hyperemicka,
fragilni

fokalni zarudnuti

Stadium floridni

mnohocetné viedy, mapovité

fisury, na sliznici obraz ,dlazebnich
kostek" solitarni viedy

Pozdni stadium

absence hauster, zanétlivé
polypy, slizni¢ni atrofie

deformace stievniho lumen, stendzy,
pistéle

Histopatologické nalezy

Zanétlivé postizeni

difuzni, submukdzni

Iloiiskové, transmuralni
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Hyperémie

vyrazna

ILehké

Edém

minimalni

IVyraz ny

Lymfoidni hyperplazie

vzacné ve sliznici a submukdze

|(“:asté, transmuralni

Kryptové abscesy Casté |Vzécné
Metaplazie Panetovych bb. Casta |M02né
PFitomnost granulomd nebyva |éasté
Poharkové bb. vyrazné redukované |Norméln|’

Zanétlivé polypy

Casté

|méné Casté

Tabulka &. 1

www.prionord.cz/projects/colitiscrohn/product.asp

38



http://www.prionord.cz/projects/colitiscrohn/product.asp�

2.4 Diagnostika IBD

Diagn6za onemocnéni IBD je vzdy zaloZzena na souhrnu anamnestickych
udaja, fyzikalniho vySetfeni, laboratornich, endoskopickych, histologickych a
rentgenologickych nalezli (Gracey et al., 1993; Maratka, 1988; Lukas M. a kol.,
1998; Walker et al., 1996).

2.4.1 Laboratorni vySetireni

U v8ech pacientu s IBD pfed stanovenim diagnézy je zakladni podminkou
vylougit stfevni infekci. Limitovat onemocnéni muze Salmonella,
Campylobacter, Aeromonas, Plesiomonas, Yersinia, Escherichia coli,
Clostridium difficile, Giardia lamblia, Histoplasma a Entamoeba histolytica.
Vylou€ena musi byt rovnéz tuberkuléza. Na druhé strang, pacienti s UC mivaji
Castéjsi stfevni infekce (Matulka, 2001).

Ke stanoveni IBD se vyuziva celd fada laboratornich ukazatell s cilem
ziskat hodnoty, které by spolehlivé ukazaly na podezieni na onemocnéni IBD.

Mezi zakladni laboratorni parametry patfi zejména sedimentace
erytrocytu, jako spolehlivy ukazatel aktivity IBD. NejcitlivéjSi je u pacientl
s UC, kde vysoka hodnota spolehlivé ukazuje na vysokou aktivitu zanétu.
Naproti tomu, u nemocnych s CN je velmi Casto jeji hodnota normalni nebo
mirné zvySena i pfi vysoké aktivité nemoci.

Krevni obraz a diferencialni pocet bilych krvinek nélezi mezi z&kladni
vySetfeni. U pacientl s floridnim zanétem se nachazi leukocytéza s posunem
doleva. Jinou typickou zménou je mikrocytarni sideropenicka anémie. Byva
nasledkem protrahovaného krvaceni z postizené stfevni sliznice. DalSim
nalezem v krevnim obraze je vyrazna trombocytéza, ¢asté&jsi u CN, kde muze
signalizovat tromboembolické komplikace. (Gracey et al.,, 1993; Issenmann,
1997; Lukas M. a kol., 1998; Maratka, 1988; Walker et al., 1996).

DalSim testem je stanoveni proteint akutni faze zanétu, predevSim
CRP, ktery jse vhodny k monitorovani ucinnosti terapie IBD. Vy3$Sich hodnot
dosahuje u pacientd s CN nez u UC. S aktivitou IBD nejlépe koreluje hladina
orosomukoidu.  Albumin, prealbumin a ceruloplazmin jsou vhodné

k posouzeni zavaznosti choroby. Jejich koncentrace v pribéhu aktivniho zanétu
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vyznamné klesa. Hodnota albuminu je vhodna k hodnoceni nutricniho stavu
pacienta (Lukas M. a kol., 1998).

Imunologické znamky zanétu ve fazi aktivity IBD se projevi zvySenim
plazmatickych hodnot imunoglobulini. NejvySSi hodnoty jsou nalézany
v izotypu IgA, coz je pfipisovano stimulaci slizni€ni imunity. Hodnoty ostatnich
imunoglobulind mohou byt naopak snizené. V sérech pacientl prudce narusta
hladina IL-6, ktery je citlivéjSi nez CRP. Jinym serologickym markerem by mohl
byt solubilni receptor pro IL-2 (sIL-2R) rutinné se vSak ani jeden ze dvou
posledné citovanych parametrd dosud nestanovuje. U pacientd s UC v akutni
fazi dochazi k prudkému zvySeni hodnot prostagalndinu E2 a leukotrienu B4
ve sliznici a obsahu stfeva. Hodnoty koreluji s aktivitou nemoci (Lukas M. a kol.,
1998). Slozky komplementu C3 a C4 jsou v tomto pfipadé malo senzitivni a se
zanétlivou reakci koreluji jen slabé (Lukas M. a kol., 1998). Mezi dnes jiz bézné
stanovované imunologické parametry asociované s IBD patfi u pacientl s UC
protilatky proti neutrofilim (ANCA) a u vétSiny nemocnych s CN protilatky proti
Saccharomyces cerevisiae (ASCA) (Israeli et al., 2005; Bossuyt, 2006;
Vasiliauskas et al., 2000).
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2.5 Serologické markery nespecifickych

strevnich zaneéetu

2.5.1 Protilatky proti Saccharomyces cerevisiae

ASCA( anti Saccharomyces cerevisiae antibody ) jsou protilatky
namifené proti mandézovym zbytkim 200 kDa- fosfopeptidomannanu, slozce
bunécné stény zejména pekariskych a pivovarskych kvasnic Saccharomyces
cerevisiae. Manosa je nejen soucasti bunécné stény kvasnic, ale také
mykobakterii a dalSich mikroorganismui. Za hlavni epitopy jsou povazovany
manotetraosa nebo manotriosa. Protilatky ve tfidé IgG a IgA tvofené proti
manose jsou detekovany pomoci testu ELISA. ASCA se Castéji vyskytuje u
pacientl s CN (50-80%) oproti pacientim s UC (2-14%). Pro srovnani u
zdravych osob je to (1-7%) . Priblizné 2/3 pacientd s UC jsou positivni jak na
ASCA IgG, tak i IgA. Zbyvaijici ¢ast pacientu tvori pouze ASCA IgA protilatky
(Papp et al., 2007) .Obecné je vySsi titr protilatek ASCA spojen s ¢asnéjSim
rozvojem onemocnéni, s postizenim tenkého stfeva, s perforujici a vazivové-
stenozuijici, agresivni formou onemocnéni a ¢asnéjSim chirurgickym zakrokem
(Pintér a kol., 2007; Forcione et al., 2004) .

2.5.2 Protilatky proti slozkam cytoplazmatickych

granuli neutrofilnich granulocytu

Autoprotilatky namifené proti slozkam cytoplazmazmatickych granuli
neutrofilnich granulocytl byly popsany pfed zhruba 16 lety. Od té doby se
stanoveni tzv. protilatek ANCA (Antibodies against Neutrophil Cytoplasmatic
Antigens) naSlo své pevné misto v diagnostice nékterych autoimunitnich
imunopatologickych nemoci. (Krejsek a kol., 2004; Bradwell et al., 1999 ;
Conrad et al., 5-2007; Conrad et al., 2007; Peyrin-Biroulet et al., 2007). ANCA
byly poprvé popsany v roce 1982 a jejich pfitomnost byla davana jen do vztahu
s Wegenerovou granulomatdézou a nékterymi typy vaskulitid. Od roku 1983 je
nalez téchto protilatek opakované popisovan u UC a u men$iho poctu jedincu

s CN, sklerotizujici cholangitidy a dalSich onemocnéni.
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Jsou znamy 4 podtypy:
e CANCA(cytoplazmaticka)
e pPANCA (perinuklearni)
e atypicka ANCA
e GS-ANA (protilatky proti jadru neutrofil()
( Bradwell et al., 1999 ; Conrad et al., 5-2007; Conrad et al., 2007;
Peyrin-Biroulet et al., 2007).

PANCA - perinuklearni typ téchto protilatek je namifen proti urcité
komponenté cytoplazmy neutrofiinich  granulocytld. NejCastéji je cilovym
antigenem enzym myeloperoxidaza (MPO), na rozdil od protilatek cANCA,
typickych pro Wegenerovu granulomatozu, kdy tyto protilatky jsou nalézany
v cytoplazmé difuzné - cilovym antigenem je ve vétSiné téchto pfipadl enzym
proteinaza 3 (PR-3). K prukazu téchto podtypu se vyuziva metody nepfimé
imunoflourescence. Jako substrat slouzi etanolem fixované neutrofilni
granulocyty periferni krve. Jednotlivé sloZzky cytoplazmatickych granuli se
béhem etanolové fixace redistribuuji v cytoplazmé, zvlasté v zavislosti na
elektrickém naboji. Silné kationické proteiny, pfedevSim myeloperoxidaza, se
akumuluji  okolo jadra  granulocytu.  Autoprotilatky, které  reaguji
S myeloperoxidazou, potom vytvareji tzv. perinuklearni vzor. Naopak, slabé
kationické nebo neutralni proteiny, predevSim proteindza-3, zuUstavaji
rovhomérné distribuovany v cytoplazmé. Protilatky ANCA namifené proti témto
antigenum vytvafi zrniity cytoplazmaticky typ fluorescence.

Perinuklearni ANCA protilatky jsou povaZzovany za genetické markery
vlohy pro UC nebo sklerézujici cholangitidu. Pacienti s UC a autoimunitni
hepatitidou typu 1 maji autoprotilatky tfidy 1gG1 pANCA, kdezto vétSina
pacientl se sklerézujici cholangitidou vytvafi typy pANCA IgG1 a IgG3.

Cilovym antigenem pro pANCA je u nemocnych sIBD nejspiSe
myeloperoxidaza. Imunochemické postupy, které umoznily pfesné definovat
molekulové terée pANCA a cANCA, ukazaly, ze kromé& zakladnich antigenu
proteinazy-3 a myeloperoxidazy, protilatky ANCA reaguji i s dalSimi sloZzkami
cytoplazmatickych granuli neutrofill. Jsou to pfedevSim elastaza, katepsin G,
azurocidin, laktoferin, BPlI  a lysozym. Autoprotilatky proti vSem témto

uvedenym teréum reaguji vétSinou pod obrazem pANCA. Protilatky namifené
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proti proteinu BPI vytvareji vzor p i CANCA. Je vSak tfeba poznamenat, Ze u
fady onemocnéni a mnohych nemocnych se zatim nepodafilo pfesné definovat
molekulové terCe pro protilatky ANCA (atypické ANCA). GS-ANA (protilatky
proti jadru neutrofild) jsou zahrnovany mezi ANCA. Cilovym antigenem je
pravdépodobné lamin jadra neutrofild. Papp et al.,2007 prokazala vysSi vyskyt
tzv atypickych ANCA protilatek ve spojeni s diagn6zou UC.

Klinicky vyznam pANCA protilatek u pacientd s UC neni zcela zfejmy, ale
byva uzite€ny v diferencialni diagnostice mezi UC a CN. Jejich nalez nekoreluje
s aktivitou, rozsahem, ani délkou trvani nemoci (Krejsek a kol., 2004; Matulka,
2001; Papp et al., 2007; Castro-Santos et al., 2007; Fleshner et al., 2001;
Vasiliauskas et al., 2000; Nevoral a kol., 2003).

2.5.3 Nové objevené serologické markery

V nedavné dobé byly objeveny nové serologické markery-protilatky proti
glykanim, které mizou byt spojovany s IBD, zejména s CN (Dotan N. et al.,
2006; Ferrante et al., 2007; Dotan I. et al., 2006; Ferrante et al., 2007). Nejvyssi
rozliSujici schopnost mezi CN a UC je uvadéna u :

e Anti — Laminaribioside Carbohydrate antigens (ALCA)
¢ Anti- Chitobioside Carbohydrate antigens (ACCA)
e Anti- Mannobioside Carbohydrate antigens (AMCA).

Laminaribiosid, chitobiosid, mannobiosid pfedstavuji hlavni struktury
v glykokalyxu patogenetickych kvasnic a bakterii.

Laminariobiosid je stavebni jednotkou laminarinu, ktery je nalézan
v bunécné sténé saprofytli, patogenetickych hub a kvasnic (Saccharomyces
cerevisiae), stejné jako v ovsu a fasach.

Chitobiosid je komponenta chitinu, coZz je polysacharid , sloZzeny
z molekul N-acetyl-D-glukosaminu, které jsou spojeny do diméru 1,4-B-
glykosidickou vazbou. Chitin je hlavni slozkou exoskeletu ¢lenovcu (napf.
krabu, rakd, hmyzu). Je také soucasti bunééné stény hub.

Mannobiosid je slozka mananu vyskytujiciho se u patogenetickych hub a
kvasnic (Dotan N. et al., 2006; Dotan, 2007; Dotan I. et al., 2006; Ferrante et
al., 2007).
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Laminariobiosid, Chitobiosid a Mannobiosid nelze fadit mezi humanni
aotoantigeny. Manan, glukany a chitin se mohou vazat na specifické receptory
neutrofil, makrofagu a NK bunék. Nasledkem této vazby je stimulace bunécné

proliferace, fagocytéza a sekrece cytokinu ( Dotan N. et al., 2006).

Kombinace téchto markerll spolu s ASCA prispiva k upfesnéni nebo
stanoveni diagnézy IBD (Douglas, 2006; Dotan N. , 2007, Glycominds, 2006).
Pozitivni protilatky ALCA a ACCA mohou byt pfitomny az u 44% pacientl s CN
ASCA negativnich. Dosavadni zahranicni studie ukazuji, Ze tyto protilatky proti
glykanum by mohly byt hodnotné nejen pro diagnostiku, ale také pro pfedpovéd
komplikaci spolu s téZzkym prabéhem nemoci (Dotan N. et al., 2006). Vysoké
hodnoty gASCA, ALCA, ACCA, AMCA protilatek maji na svédomi komplikace u
pacientd postizenych CN. U téchto pacientl je také zvySena Cetnost

operacénich zakroku (Ferrante et al. , 2007).
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3.Experimentalni Cast

3.1 Charakteristika souboru

VysSetfovany soubor obsahoval séra 122 osob, které byli v dispenzéarni
péci Interni kliniky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, s diagn6zou ulcerozni
kolitidy nebo Crohnovy choroby. (61 zen, 61 muzu, pramérny vék &inil 39 let).
Kontrolni soubor tvofila séra zdravych osob, pochazejicich zfad darcl krve
(17 zen, 15 muza, pramérny vek Cinil 41,5 let ) Transfuzniho oddéleni Fakultni

nemocnice v Hradci Kralové.

3.2 Pouzité metody
3.2.1 Stanoveni protilatek proti cytoplazmé neutrofilt
(ANCA)

Princip metody: nepiima imunofluorescence

Pufrem (PBS) fedéné sérum pacienta (20x) se nanese na mikroskopickée
sklo s nafixovanym natérem lidskych granulocytl. Fixace pro screeningové
vySetfeni se provadi pomoci etanolu. V pfipadé, zZe jsou v séru pfitomné
specifické protilatky proti komponentam primarnich granul v cytoplazmé
netrofild, utvofi se komplex antigen-protildtka. Tento komplex je detekovan
pomoci fluoresceinem znaceného antihumanniho imunoglobulinu. Prohlizime
fluorescenénim mikroskopem. (zvétSeni 400x). Pokud byly v séru pfitomny

protilatky, objevi se zelena fluorescence cytoplazmy.

Pracovni postup:

1. Sklicka s nafixovanymi  granulocyty nechame temperovat zabalené
v originalnim aluminiovém obalu asi 30 minut pfi pokojové teploté.

2. VySetfovana séra nafedime PBS 1:20 .

3. Sklicka vyjmeme zfdlie a nakapeme na né 0,050 ml nafedéného
vySetfovaného séra, pozitivni kontroly, a kontrolu negativni.

4. Inkubace 30 minut pfi pokojové teploté. Ze skla opatrné odsajeme

pomoci filtra¢niho papiru zbytek séra.
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5. Promyvame v kyvetach 4krat 5 minut, vzdy s Cerstvym PBS. Odsajeme
zbytky PBS, nakapeme 0,050 ml konjugatu a inkubujeme 30 minut pfi
pokojové teploté.

6. Odsajeme zbytky konjugéatu, promyvame v kyvetach 4 krat 5 minut, vzdy
v Cerstvém PBS.

7. Barvime 5 minut v kyveté 1% roztokem Evansovy modfe.

8. Promyvame v kyvetach 2krat 5 minut vzdy s Cerstvym PBS. Odstranime
zbytky PBS, kapneme malou kapku montovaciho média a pfekryjeme
krycim sklem.

9. Prohlizime pomoci imunoflourescencniho mikroskopu. Hodnotime
intenzitu a typ fluorescence (perinuklearni, cytoplazamticka)

Provadéno pomoci soupravy firmy Binding Site (Immunotech) (Krejsek a
kol., 2004; Bartiirikové a kol., 2005; Vyukovy CD-ROM pro SZS).

Schéma 1 — nepfima fluorescence

NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE

UV své-t-lo'f‘ zsﬂgtrllg

promyti
specificky
antilidsky Ig
_znaceny FITC
promyti

specificky Ig
_ protilatka ze vzorku

tkanovy rez
zdravého déarce

podlozni sklo
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Obrazek 4

pANCA
Protilatky MPO (perinuklearni fluorescence) na lidskych neutrofilech
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Obrazek 5

CANCA
Protilatky PR-3 ( cytoplazmaticka fluorescence) na lidskych neutrofilech
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3.2.2 Stanoveni protilatek proti Saccharomyces
cerevisiae (ASCA)

Princip metody: ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

Na dné jamek jamek mirotitraCni desticky je pevné naadsorbovan
antigen, kterym je vysoce purifikovany manan. Pfidanim zfedéného séra
pacienta do jamky dojde k navazani 1gG, resp. IgA protilatek (jsou-li pfitomny)
na antigen. Do peclivé vymyté jamky od zbytkd séra pfiddme konjugat, coz je
anti- 1gG, resp IgA monoklonalni protilatka konjugovana senzymem
peroxidazou, ktera se specificky navaze na v pfedchozim stupni na antigenu
zachycené protilatky. Po promyti pfidame substrat (TMB), ktery po rozloZeni
enzymem zpUsobi  vznik  zbarveni imunokomplexu v jamce. Mé&Fime
spektrofotometricky intenzitu zbarveni vysledného produktu. Intenzita zbarveni

je pfimo umérna koncentraci stanovenych protilatek.

Pracovni postup:

—

. Celou soupravu nechame asi 30 minut pfi pokojové teploté.

N

Nafedime vSechna testovana séra fedicim roztokem v poméru
1:100(napfiklad 5 pl séra v 495 ul fediciho roztoku).

3. Napipetujeme 100 ul k&dého ze Sesti pfitomnych standardi do Sesti
nami zvolenych jamek. Do ostatnich jamek nepipetujemd 100
naredénych sér, pozitivni, hrani¢ni a negativni kontrolu.

Inkubujeme 30 minut pfi pokojové teploté (18-20 °C).

Promyjeme jamky promyvacim pufrem (nejméneé tfikrat).

Do kazdé jamky nepipetujeme 100 pl konjugatu.

Inkubujeme 15 minut pfi pokojové teploté.

Opakujeme promyvani stejnym zplasobem jako v kroku 5.

Do kazdé jamky nepipetujeme 100 pl roztoku substratu.

. Inkubujeme 15 minut pfi pokojové teploté v temnu.

-~ o © ® N o o b

—_—

. Pfidame do kazdé jamky 10Qul stopovaciho roztoku (dojde k zastaveni

reakce).

=
N

. Na spektrofotometru zméfime absorbanci pfi 450 nm. (optimalni je

méreni
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pFi 450/620 nm) béhem 30 minut.

Provedeno soupravou AESKULISA ASCA-G, AESKULISA ASCA-M, firmy
AESKU.DIAGNOSTICS, Némecko. (Krejsek a kol., 2004; Bartinkova a kol.,
2005; Vyukovy CD-ROM pro SZS).

Schéma 2 - ELISA

ELISA - prukaz specifickych protilatek

| substrat |

‘ promyli

{znacena enzymem)

2. protilatka ‘

‘ promyti

| vyseffovana
protilatka fiv séru)

antigen

imunosorbent

s
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Obrazek 6

SendviCova ELISA-prikaz protilatek proti antigendm cytoplazmy neutrofilt
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3.2.3 Stanoveni  protilatek proti antigenu
Laminaribioside Carbohydrate (ALCA)

Princip metody: ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

Na dné jamek mikrotitracni destiCky je pevné naadsorbovan antigen,
kterym je antigen Laminaribioside. Pfidanim zfedéného séra pacienta do
jamky dojde k navazani 1gG protilatek (jsou-li pfitomny) na antigen. Do peclivé
vymyté jamky od zbytku séra pfidame konjugat, coz je anti- IgG monoklonalni
protilatka konjugovana s enzymem peroxidazou, ktera se specificky navaze na
v pfedchozim stupni na antigenu zachycené protilatky. Po promyti pfidame
substrat (TMB), ktery po rozlozeni enzymem zpusobi vznik zbarveni
imunokomplexu v jamce. Mé&Ffime spektrofotometricky intenzitu zbarveni
vysledného produktu. Intenzita zbarveni je pfimo umérna koncentraci

stanovenych protilatek.

Pracovni postup:

1. Celou soupravu nechame asi 30 minut pfi pokojové teploté.

2. Nafedime vSechna testovana séra fedicim roztokem v poméru 1:100
(napfiklad 5 ul séra v 495 pl Fediciho roztoku).

3. Napipetujeme 50 ul fedénych sér, pozitivni a negativni kontrolu a

kalibrator.

Inkubujeme 30 minut pfi pokojové teploté (18-20 °C).

Promyjeme jamky promyvacim pufrem (nejméné trikrat).

Do kazdé jamky nepipetujeme 100 pl konjugatu.

Inkubujeme 30 minut pfi pokojové teploté.

Opakujeme promyvani stejnym zplasobem jako v kroku 5.

Do kazdé jamky nepipetujeme 100 pl roztoku substratu.

. Inkubujeme 15minut pfi pokojové teploté.

-~ o © ® N o 0 &

—_—

. Pfidame do kazdé jamky 10Qul stopovaciho roztoku (dojde k zastaveni

reakce).

RN
N

. Na spektrofotometru zméfime absorbanci pfi 450 nm.

Provedeno soupravou IBDX ALCA IgG ELISA Kit firmy GLYCOMINDS.
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(Krejsek a kol., 2004; Bartunkova a kol., 2005; Vyukovy CD-ROM pro
SzS).

3.2.4. Stanoveni protilatek proti antigenu Chitobioside
Carbohydrate (ACCA)

Princip metody: ELISA

Na dné jamek mikrotitracni destiCky je pevné naadsorbovan antigen,
kterym je antigen Chitobioside. Pfidanim zfedéného séra pacienta do jamky
dojde k navadzani  IgA protilatek (jsou-li pfitomny) na antigen. Do peclivé
vymyté jamky od zbytk( séra pfidame konjugat, coz je anti- IgA monoklonalni
protilatka konjugovana s enzymem peroxidazou, kterd se specificky navaze na
v pfedchozim stupni na antigenu zachycené protilatky. Po promyti pfidame
substrat (TMB), ktery po rozlozeni enzymem zpusobi vznik zbarveni
imunokomplexu v jamce. Méfime spektrofotometricky intenzitu zbarveni
vysledného produktu. Intenzita zbarveni je pfimo umérna koncentraci

stanovenych protilatek.

Pracovni postup:

1. Celou soupravu nechame asi 30 minut pfi pokojové teploté.

2. Nafedime vSechna testovana séra fedicim roztokem v poméru 1:100
(napfiklad 5 pl séra v 495 ul fediciho roztoku).

3. Napipetujeme 50 ul riedénych sér, pozitivni a negativni kontrolu a

kalibrator.

Inkubujeme 30 minut pfi pokojové teploté (18-20 °C).

Promyjeme jamky promyvacim pufrem (nejméneé tfikrat).

Do kazdé jamky nepipetujeme 100 pl konjugatu.

Inkubujeme 30 minut pfi pokojové teploté.

Opakujeme promyvani stejnym zpasobem jako v kroku 5.

Do kazdé jamky nepipetujeme 100 pl roztoku substratu.

o © ©® N o g &

—

. Inkubujeme 30 minut pfi pokojové teploté.
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11. Pfidame do kazdé jamky 10Qul stopovaciho roztoku (dojde k zastaveni
reakce).

12. Na spektrofotometru zméfime absorbanci pfi 450 nm.
Provedeno soupravou firmy IBDX  ACCA IgA ELISA Kit firmy

GLYCOMINDS. (Krejsek a kol., 2004; Bartunkova a kol., 2005; Vyukovy CD-
ROM pro SzS).
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4. VYSLEDKY

Vysledky jsou usporadany v tabulkach a grafech.

Statistické zpracovani vysledkl bylo provedeno pomoci software
MedCalc.

Zakladni statistika: pomoci Kolmogorov-Smirnovova testu byla
testovana normalita rozloZeni hodnot sledovanych parametrd. Zakladni
charakteristikou je aritmeticky primér nebo median a smérodatné odchylky.

Testovaci statistika: pro porovnani soubord byl pouzit t-test nebo
neparametricky Wicoxon(v test. K zavérecnému zhodnoceni  senzitivity a
specificity jednotlivych parametri vzhledem k diagnozam CN a UC jsme pouZzili
ROC analyzu (program MedCalc)

ROC-analyza: ( Receiver operating characteristic plot).

Grafické vyhodnoceni diskriminacnich schopnosti funkci nebo veli€in
(napf. pouzivanych diagnostickych testl). Sestrojuje se vynesenim hodnot
klinické citlivosti (osa y) proti hodnotam klinické nespecificnosti (osa x) pro
vSechny rozhodovaci urovné. ROC kfivky poskytuji hodnoty klinické sensitivity a
specifiCnosti, pozitivnich a negativnich prediktivnich hodnot a Kklinické
vérohodnosti (Likehood ratio-LR). Hodnota plochy pod kfivkou (AUC)
kvantifikuje diagnostickou spravnost zkousky. ROC analyza dovoluje
optimalizovat hodnoty rozhodujicich urovni pro zvoleny ucel (dosazeni vysSi
citlivosti nebo specificnosti nebo optimalni kombinace obou) (Metrologicka
terminologie v analytické laboratofyi).
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Pohlavi vék

Vysledky provedenych analyz

ASCA ASCA
onemocnéni ALCA ACCA ANCA G U/ml U/ml
107,7 40,4 0 91,9 21,7
18,4 21,5 0 14,1 35,6
43,4 14,1 0 16,5 32,5
22,8 44,8 | 1++p 0,9 2,5
69,7 36,1 0 14,5 7,7
54,8 28,4 0 79,5 14
19,7 128 0 20,25 | 43,3
31 49,6 0 125,5 | 1600
69,1 54,6 0 15,15 | 35,5
83,2 58,2 0 639,4 106
11,3 28,1 0 3,75 20,2
56,4 56,6 0 12 20,1
51,7 16,8 0 1,5 18,3
16,6 36,5 0 16,5 52,6
6,4 19,4 0 4,6 18,7
98 37,3 0 4,95 19,6
27,2 72,5 | 1++p | 12,75 | 13,7
39,5 41,3 0 196,5 | 302,5
26,9 52,9 0 14,9 1,7
58,7 106,7 0 107,4 | 1830
34 24 0 11,1 21
56,9 38,3 0 21 2,3
28,8 13,6 0 119,2 | 29,6
44,3 26,8 0 191,3 | 126,7
64 57,3 0 277,2 | 118,5
65,2 76,2 0 53,8 [3848,1
31,9 38,5 0 3 25,5
68,2 12,6 0 1,5 0,6
78,4 47,9 0 27 213,1
15,2 18,1 0 8,1 6,4
26 16,9 0 17,7 17,2
6,4 24,3 0 3 0,4
135,3 9,4 0 13,5 17,3
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22,1 10,4 0 21,6 7,6
100,6 | 23,4 0 14,7 21,2
97,8 48,9 0 19,35 91
20,4 23,8 0 1,8 5,3
78,6 30,9 0 21,3 45
20,2 30,1 0 15,6 23
19,5 5 0 88,7 10,8
23,9 16,6 0 11,25 | 42,5
63,3 47,8 0 29,55 | 109,1
58,8 84,2 0 10,35 | 24,4
39,4 66,5 0 34,5 | 126,7
61,9 47,1 0 99,6 | 1860
zena 71 CN 36,8 56,5 0 1,5 6,5
y4 65 CN 6,1 18,8 0 0,4 17,3
z 62 CN 75,7 39,2 0 67,8 72,9
z 61 CN 148,8 | 113,2 0 147,7 | 1000
z 61 CN 26 17,6 0 16,5 | 373,5
z 53 CN 12,6 40,6 0 1,5 23,6
z 47 CN 11,7 42,4 0 3,45 10,2
z 45 CN 105,1 | 10,6 0 0,4 3,8
z 44 CN 36,5 32,2 0 47,2 25,1
z 44 CN 45,3 34,5 0 4,5 29
z 44 CN 34,7 45,1 1 222,6 | 301,3
z 42 CN 25,8 48,5 0 6 4,8
y4 42 CN 27,2 14,8 0 130,5 | 69,8
z 41 CN 42,6 90,8 0 7 56,9
z 41 CN 34,5 17,5 0 4,05 6,7
z 41 CN 57,5 30,1 0 65,6 ]9808,4
z 40 CN 24,7 38,5 0 22,2 9,1
z 39 CN 56 97,1 0 11,4 27,3
z 38 CN 28,2 69,3 | 1++p | 16,35 | 29,3
y4 38 CN 16,5 | 110,8 0 5,7 5,8
z 37 CN 33,9 29,1 0 8,7 150
z 36 CN 65,4 | 113,2 0 44,85 |1889,7
z 36 CN 50,7 99,7 0 2,9 19,5
z 36 CN 51,2 99,3 0 15 22,8
z 35 CN 74,6 79,8 0 31,3 | 114,3
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7 34 CN 26 71,6 0 47 | 16,1
7 31 CN 48,2 | 63,9 0 55,9 | 667,7
7 31 CN 17,5 56 0 1,53 | 34,4
7 31 CN 35,7 28 0 | 10,05 | 13
7 31 CN 51,2 | 59,3 0 8,4 17
7 31 CN 13,3 45 0 89,2 | 3974
7 30 CN 79,9 | 61,1 0 | 590,4 | 1000
7 30 CN 37,1 | 29,4 0 | 151,9 | 149
7 28 CN 20 27.4 | 1++p 9 3
7 27 CN 23 125 1 1,04 | 12,1
7 27 CN 40,9 | 16,8 1 174 | 22
7 26 CN 17,3 | 26,6 0 40,7 | 33,2
7 26 CN 287 | 37.4 0 31,5 | 31,5
7 25 CN 50 16,2 0 3,5 5
7 24 CN 71,9 | 353 0 42 | 355
7 22 CN 21 14,2 0 | 46,95 | 20,6
7 22 CN 42,9 | 16,4 0 11,9 | 3,6
7 21 CN 69,9 | 375 0 | 103,9 |1165,5
7 20 CN 21,9 | 354 0 | 55,65 | 556,7
muz | 64 uc 273 | 23,8 1 141 | 6,5
m 61 ucC 18,5 25 0 1,35 | 2,4
m 50 ucC 19,7 | 18,9 0 9,45 | 11
m 50 uc 259 | 97,2 1 4,35 8
m 49 ucC 49,4 | 379 0 9,15 | 10
m 44 ucC 216 | 753 | 1++p | 555 | 12
m 36 ucC 31,3 | 20,6 0 11,1 | 13,1
m 34 ucC 143 | 105 0 1,05 | 2,2
m 32 ucC 32,1 | 44,2 0 10,5 9
m 32 ucC 10,9 | 26,8 0 8,1 | 154
m 31 ucC 13,7 | 28,9 0 72 | 43
m 30 ucC 18,7 | 15,7 1 | 1215 | 1.2
m 28 ucC 38 14,8 0 135 | 29
m 24 uc 30,7 25 1 95 | 55
m 24 ucC 222 | 10,4 1 4,5 5
m 18 ucC 13,2 | 205 0 3,9 1,8
Jena | 71 uc 776 | 20,3 1 3 0,2
7 60 uc 143 | 8,4 1 185 | 1,3
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y4 59 ucC 11,8 13,2 0 3,9 1
y4 58 ucC 11,1 28,7 0 9,8 9
y4 57 ucC 13,2 38,1 | 1++p 0,9 2,8
y4 57 ucC 19,5 21,4 0 1,2 5,3
y4 50 ucC 9,3 15,4 1 4,5 3
y4 45 ucC 45,3 25,1 0 1,5 4
y4 39 ucC 41,7 17,1 1 1,65 6,7
y4 37 ucC 445 36,2 | 1++p 12 44
y4 34 ucC 33,5 19,8 1 65,9 16,8
y4 31 ucC 36,6 22,3 | 1++p 7,8 7
y4 29 ucC 67,8 37,9 1 6,3 9,4
y4 29 ucC 16,4 39,2 1 1,05 2,9
y4 26 ucC 38,2 59,4 1 at 2,55 13,6
y4 20 ucC 29,6 13,6 0 3 6,7
y4 19 ucC 56,2 545 | 1text | 1,65 4,8
vek

muz 28 Kontrola 56,6 183,1 0 1,95 18,8
m 33 K 32,5 23,2 0 11,25 4.4
m 33 K 58,9 26,6 0 0,15 2,1
m 38 K 43,6 20,3 0 2,7 4,5
m 40 K 51,6 46,5 0 0,15 1,1
m 43 K 39,5 59,4 0 0,75 7,3
m 43 K 12,8 47,4 0 2,25 4,2
m 44 K 22,5 39 0 1,5 7,3
m 46 K 46 27,6 0 1,05 2,7
m 46 K 9,3 27,7 0 4,8 2,2
m 48 K 42,5 29,8 0 0,15 1,8
m 50 K 21,2 88,5 0 2,4 7,8
m 51 K 31,75 43,7 0 1,95 3,2
m 52 K 51,3 39,6 0 0,6 1,7
m 56 K 29,2 37,1 0 9,3 2,7

zena 28 K 37,1 17,6 0 1,5 4,5
y4 28 K 20,6 16,6 0 6,15 6,3
V4 29 K 58,6 60,8 0 0,9 4.4
y4 30 K 44,1 20,2 0 3,3 3,2
y4 32 K 40,8 32,2 0 0,6 1
y4 35 K 52,6 29,2 0 1,35 2
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Z 36 K 21,5 29,5 0 0,45 4.4
Z 36 K 44 4 25,4 0 1,35 8,7
Z 36 K 49,5 4,6 0 1,05 2,8
Z 42 K 49,8 65,2 0 1,2 3,3
Z 43 K 6,5 34 0 2,55 1,7
V4 44 K 52,9 40,5 0 2,7 3,4
V4 46 K 46,6 25,4 0 18,45 14
V4 47 K 46,7 25,8 0 0,45 1
V4 55 K 18,8 28,9 0 14,7 10,9
Z 55 K 32,1 35 0 0,15 0,9
7 59 K 23,5 77 0 5,4 3,6

Tab.1: Hodnoty vySetfovanych parametra

Dané markery jsou pozitivni pokud : ALCA >60 EU/mI

ACCA >90 EU/mI
ASCA G >15 U/ml
ASCA A >15 U/ml
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Pocet vysetfovanych pacientli v souboru dle diagnézy

Pocet vySetfovanych pacientl v
souboru dle diagnézy
CN 89

Graf 1
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Pomér muzli a Zen

CN uc kontrola

Pomér muzl a zen
CN ucC kontrola

Graf 2
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Pozitivitau CN

ALCA ACCA ANCA ASCA G ASCA A

ASCA ASCA
Pozitivita u CN ALCA ACCA ANCA G A

Graf 3
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Pozitivita u CN %
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70%

60%
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Pozitivitau CN ALCA ACCA ANCA ASCAG ASCAA

Graf 4

64



Pozitivita u UC

ALCA ACCA ANCA ASCA G ASCA A

Pozitivitau UC ALCA ACCA ANCA ASCAG ASCAA

Graf 5
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Pozitivita u UC

ALCA ACCA ANCA ASCA G ASCA A

Pozitivitau UC ALCA ACCA ANCA ASCAG ASCAA

Graf 6
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Pozitivita markert u muza %

ALCA ACCA ANCA ASCA G ASCA A

Pozitivita markert u Zen %

ALCA ACCA ANCA ASCA G ASCA A

Graf 7 a 8: Relativni ¢etnost pozitivnich nalezl ve vztahu k pohlavi
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ALCA ACCA ASCA G ASCA A
UCN  4514+/-28,71 42.94+/-27,35 52.46+/- 101,64 354,33+/- 1236,47
uUC  5891+/-1687 39.61+/-63,88  8,20+/-11,33 8,33+/-8.67

kontrola  37.354+/.14,94 40,86+/-31,52  3,22+/- 4,36 4,22+-3,62
Tab. 2: Primérné hodnoty a SD u naméfenych parametr( v jednotlivych
vySetfovanych souborech

Median
ALCA ACCA ASCA G ASCA A
uCN 37,10 37,40 16,35 24,40
uuc 25,90 23,80 5,55 6,50
kontrola 41,65 31,00 1,50 3,25

Tab. 3: Median naméfenych parametrl v jednotlivych vySetfovanych
souborech

Primérna hodnota pozitivnich

nalezu ALCA ACCA ASCAG ASCAA
u CN 76,60 107,40 91,64 502,60
uuc 72,70 238,10 42,20 20,40

Tab.4: Primérna hodnota pozitivnich nalezt v souborech pacientu dle diagnozy

ALCA-rozpéti hodnot (EU/ml)

Negativni hraniéni pozitivni
<50 50-60 >60

ACCA-rozpéti hodnot (EU/ml)

Negativni hraniéni pozitivni
<80 80-90 >90

ASCA 1gG a lgA-rozpéti hodnot ( U/ml)

pozitivni
>15
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ANCA ASCA
n + +celkem
Crohnova choroba 89 7 70
Ulcerdzni kolitida 33 14 4
Zdravé kontroly 32 0 2

ASCA ASCA ASCA

lgG+ IgA+ IgG+
IgA- 1gG- IgA+
5 22 43
1 2 1
1 1 0

Tab. 5: Souhrnné vysledky provedenych analyz u jednotlivych skupin

ASCA +celkem
ASCA IgG+ IgA-

ASCA IgG- IgA+
ASCA IgG+ IgA+

= lgG+IgA+ nebo IgG+ nebo IgA+
= pozitivni pouze izotyp IgG

= pozitivni pouze izotyp IgA
= pozitivni oba izotypy souéasné

ACCA ACCA
+ +
ASCA ASCA
+ A+
n
Crohnova choroba 89 7 3
Ulcer6zni kolitida 33 0 0
Zdravé kontroly 32 0 0

ALCA ALCA ALCA

+ + +
ASCA ASCA ACCA
+ G+ +
19 0 2
0 0 0
0 0 0

Tab. 6: Souhrnné vysledky provedenych analyz u jednotlivych skupin

ACCA + ASCA+ = pozitivni ACCA a souCasné ASCA jakykoli izotyp nebo
oba soucasné
ACCA+ ASCA A+ = pozitivni ACCA a soucCasné pozitivni ASCA IgA
ALCA+ ASCA + = pozitivni ALCA a soucasné ASCA jakykoli izotyp nebo
oba soucasné
ALCA+ ASCA G+ = pozitivni ALCA a soucasné pozitivni ASCA IgG
ALCA+ ACCA+ = pozitivni oba parametry souCasné
n ALCA | ALCA% | ACCA ACCA%
CN 89 22 24,7 8 8,9
ucC 33 2 6 2 6
kontrola 32 0 0 1 3,1

Tab.7: Pozitivita markerd (ALCA, ACCA) u jednotlivych diagnéz
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n ALCA | ALCA% | ACCA | ACCA% | ASCA | ASCA%

NC 89 3 3.4% 1 1.1% 43 48.3%

Tab. 8 Pozitivita pouze jednoho markeru u nemocnych s dg. CN

CD CD
ACCA ALCA
8 2 22 9
2
7 19
70
ASCA CD kohorta (n=89)

Obr. 1 Obrazek vyjadfujici zastoupeni jednotlivych markeru a jejich sou€asny
vyskyt u nemocnych s CN (n=89).

CD : 9 — pocCet nemocnych s CN, ktefi neméli pozitivni ani jeden marker

ASCA ALCA ACCA

CN p<0.0001 | P=0.0028 | P=0.0111
versus
uc

Tab. 9: Rozdily v reaktivité ASCA, ALCA a ACCA u pacientll CN a UC

Statisticky rozdil je vyjadfen pomoci parametru P

e Vysoce statisticky vyznamny rozdil p<0.001

e Stfedné vyznamny rozdil p (0.001-0.01)
e Nizka statisticka vyznamnost p (0.01-0.05)
e Nevyznamny rozdil p>0.05
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ROC Analyza

ROC ALCA u CN vzhledem k pacientim s UC

ALCA

100
I /_I_-—J—"'_
80 r
> 60 ‘_rl_l—
& 40— ’J—
20 I’J—
0 L L M
0 20 40 60 80 100
100-Specificity
Kritéria Sens.(95% C.1.) Spec.(95% C.1.)
> 40,9 46,1 ( 35,4- 57,00 78,8(61,1-91,0)
> 41,7 46,1 ( 35,4-57,0) 81,8 (64,5-93,0)
> 42,6 44,9 (34,4-55,9) 81,8 (64,5-93,0)
>429 43,8 (33,3-54,7) 81,8 (64,5-93,0)
> 43,4 42,7 (32,3-53,6) 81,8 (64,5-93,0)
> 44,3 41,6 (31,2-52,5) 81,8 (64,5-93,0)
> 44,5 41,6 (31,2-52,5) 84,8 (68,1-94,8)
> 453 40,4 (30,2-51,4) 87,9(71,8-96,5)
> 48,2 39,3 (29,1-50,3) 87,9(71,8-96,5)
>494* 39,3(29,1-50,3) 90,9 ( 75,6- 98,0)
> 50 38,2 (28,1-49,1) 90,9 ( 75,6- 98,0)
> 50,7 37,1 (27,1- 48,0) 90,9 ( 75,6- 98,0)
>51,2 34,8 (25,0- 45,7) 90,9 ( 75,6- 98,0)
>51,7 33,7 (24,0-44,5) 90,9 ( 75,6- 98,0)
> 54,8 32,6 (23,0-43,3) 90,9 (75,6-98,0)
> 56 31,5(22,0-42,2) 90,9 ( 75,6- 98,0)
> 56,2 31,5(22,0-42,2) 93,9(79,7-99,1)
> 56,4 30,3 (21,0-41,0) 93,9(79,7-99,1)
> 56,9 29,2 (20,1-39,8) 93,9(79,7-99,1)
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ACCA

ACCA u CN vzhledem k UC

100

80

60

Sensitivity

40

20

Kritéria

20 40 60
100-Specificity

Sens.(95% C.1.)

80 100

Spec.(95% C.1.)

> 25
> 25,1
> 26,6
> 26,8
> 27,4
> 28
> 28,1
> 28,4
> 28,7
> 28,9 *
> 29,1
>29.4
> 30,1
> 30,9
> 32,2
> 34,5
> 35,3
> 35,4

70,8 (60,2- 79,9)
70,8 (60,2- 79,9)
69,7 ( 59,0- 79,0)
68,5 (57,8- 78,0)
67,4 (56,7- 77,0)
66,3 ( 55,5- 76,0)
65,2 (54,3 75,0)
64,0 ( 53,2- 73,9)
64,0 (53,2- 73,9)
64,0 (53,2- 73,9)
62,9 (52,0- 72,9)
61,8 (50,9- 71,9)
59,6 ( 48,6- 69,8)
58,4 (47,5- 68,8)
57,3 (46,4- 67,7)
56,2 ( 45,3- 66,7)
55,1 ( 44,1- 65,6)
53,9 (43,0- 64,6)
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57,6 ( 39,2- 74,5)
60,6 (42,1- 77,1)
60,6 (42,1- 77,1)
63,6 (45,1- 79,6)
63,6 ( 45,1- 79,6)
63,6 (45,1- 79,6)
63,6 ( 45,1- 79,6)
63,6 (45,1- 79,6)
66,7 ( 48,2- 82,0)
69,7 (51,3- 84,4)
69,7 (51,3- 84,4)
69,7 (51,3- 84,4)
69,7 (51,3- 84,4)
69,7 (51,3- 84,4)
69,7 (51,3- 84,4)
69,7 (51,3- 84,4)
69,7 (51,3- 84,4)
69,7 (51,3- 84,4)



Sensitivity

ASCA CN (IgA) vzhledem k UC

ASCA_A

100

80

60

40

20

o

/_r_r

IS

Kritéria

40 60
100-Specificity

Sens.(95% C.1.)

80 100

Spec.(95% C.1.)

>12
>12,1
>13
>13,1
> 13,6
> 13,7
>14
>15,4
>16,1
>16,8*
>17
>17,2
>17,3
>18,3
> 18,7
>19,5
>19,6
>20,1

77,0 ( 66,8- 85,4)
75,9 ( 65,5- 84,4)
74,7 ( 64,3- 83,4)
74,7 (64,3- 83,4)
74,7 ( 64,3- 83,4)
73,6 (63,0- 82,4)
72,4 ( 61,8- 81,5)
72,4 (61,8- 81,5)
71,3 ( 60,6- 80,5)
71,3 ( 60,6- 80,5)
70,1 ( 59,4- 79,5)
69,0 ( 58,1- 78,5)
66,7 ( 55,7- 76,4)
65,5 ( 54,6- 75,4)
64,4 ( 53,4- 74,3)
63,2 (52,2- 73,3)
62,1 (51,0- 72,3)
60,9 (49,9- 71,2)
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81,8 (64,5- 93,0)
81,8 ( 64,5- 93,0)
81,8 ( 64,5- 93,0)
84,8 (68,1- 94,8)
87,9 (71,8- 96,5)
87,9 (71,8- 96,5)
87,9 (71,8- 96,5)
90,9 ( 75,6- 98,0)
90,9 ( 75,6- 98,0)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)



Sensitivity

ASCA CN (IgG) vzhledem k UC

ASCA G

100

80

60

40

20

]

Ll Ll Ll

1

Kritéria

40 60
100-Specificity

Sens.(95% C.1.)

80 100

Spec.(95% C.1.)

>10,5
>11,1
> 11,25
>11,4
>11,9
>12
>12,15
> 12,75
>13,5
>14,1*
> 14,5
> 14,7
> 14,9
> 15

> 15,15
> 15,6
> 16,35
> 16,5
>17,4

66,3 (55,5- 76,0)
65,2 ( 54,3- 75,0)
64,0 ( 53,2- 73,9)
62,9 (52,0- 72,9)
61,8 (50,9- 71,9)
60,7 (49,7- 70,9)
60,7 (49,7- 70,9)
59,6 ( 48,6- 69,8)
58,4 ( 47,5- 68,8)
57,3 (46,4- 67,7)
56,2 ( 45,3- 66,7)
55,1 ( 44,1- 65,6)
53,9 ( 43,0- 64,6)
52,8 (41,9- 63,5)
51,7 (40,8- 62,4)
50,6 ( 39,8- 61,3)
49,4 ( 38,7- 60,2)
46,1 ( 35,4- 57,0)
44,9 ( 34,4- 55,9)
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78,8 (61,1- 91,0)
81,8 ( 64,5- 93,0)
81,8 ( 64,5- 93,0)
81,8 ( 64,5- 93,0)
81,8 (64,5- 93,0)
84,8 ( 68,1- 94,8)
87,9 (71,8- 96,5)
87,9 (71,8- 96,5)
90,9 ( 75,6- 98,0)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)
93,9 (79,7- 99,1)



Senzitivita a specificita ANCA protilatek

Senzitivita a specificita ANCA protilatek, (kvalitativni vysledky) byla

vypoctena podle nasledujicich vztah(:

Pro senazitivitu: alatb a = spravneé pozitivni

b = faleSné negativni

Pro specificitu: d/c+d c = falesné pozitivni

d= spravné negativni

Senzitivita testu ANCA pro diagnézu UC je 41.9%

Specificita testu ANCA pro UC ve vztahu k CN je 92,1%
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5. DISKUSE

Cilem nasi prace bylo stanovit pfinos a vytéznost novych serologickych
marker v diferencialni diagnostice IBD v porovnani s markery dosud
pouzivanymi.

Nespecifické stfevni zanéty tvofi heterogenni skupinu chorob, jejichz
etiopatogeneze vSak neni dosud uspokojivé vysvétlena. Do této skupiny
onemocnéni patfi pfedevsim Crohnova nemoc a ulcerdzni kolitida.

Vyskyt UC a CN je v CR srovnatelny s hodnotami ze zapadni Evropy a
ukazuje, Ze patfime mezi zemé s vysokou incidenci a prevalenci téchto chorob
(Lukas M. a kol., 1998). V souCasné dobé neexistuje idealni laboratorni
marker, ktery by pomohl odhalit hrozici riziko vzniku IBD, pfipadné dokazal
odlisit CN od UC ve v8ech pfipadech, a ktery by byl vysoce specificky pro
jednotlivé choroby a zaroven vhodny pro zavedeni do rutinni praxe. Senzitivita
v sou€asné dobé uzivanych laboratornich markerd (ASCA a ANCA ) je niZsi,
nez by bylo zZadouci, avSak jejich specificita, zejména pokud jsou stanoveny
oba parametry souCasné je vysoka (Peyrin-Biroulet et al., 2007; Malickova a
kol., 2001 ).

V roce 2005 se objevily prvni zpravy o novych markerech (ALCA, ACCA),
specifickych pro pacienty s diagn6zou CN, ASCA negativnich. Jejich objev je
v literatufe vyzdvihovan v souvislosti s upfesnénim diagnézy pravé u téchto
pacientl.  Jejich stanoveni by bylo dal§im vyznamnym pfinosem pro
imunologickou laboratorni diagnostiku IBD (Dotan N. et al., 2006; Dotan N,
2007; Israeli et al., 2005; Altstock et al., 2005).

Bylo vySetfeno 89 sér pacientll s diagnézou CN, 33 sér pacientl
s diagndézou UC a 32 sér zdravych kontrol. U vSech pacientl byly soucasné
stanoveny hladiny ASCA v obou izotypech (IgG, IgA) a ANCA.

Pozitivni nalez ASCA byl zjistén u 70 pacientd s CN (78%), u 4 pacientl
s UC (12,1%). Pozitivni nalez pANCA byl zjistén u 14 pacientl s UC (42,4%) a
u 7 pacientd s CN (7.8%). Podobny vysledkl dosahla fada autort (Nevoral a
kol., 2003; Malickova a kol., 2001; Lecis et al., 2002; Pintér a kol., 2007).

Vyrobce nami pouzitych souprav uvadél v roce 2007 ve svych materialech
senzitivitu testu ASCA IgA pro CN 68%, pfi hodnoté cut-off 15 U/ml. Nami
zjisténa senzitivita ASCA IgA pro CN 71.3% a specificita 93.9% odpovida
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optimalni hodnoté cut-off 16,8 U/ml, tedy pouze o 1.2U/ml vySSi. Ve stejné
dobé, kdy jsme vyhodnotili nase vysledky, vyrobce zménil cut-off na rozsah 12-
18 U/ml, (normalni hladina <12 U/ml, hraniéni 12-18 U/ml, zvySena hladina >18
U/ml), coz je v souladu s naSim pozorovanim.

Situce v izotypu 1gG je obdobna. Vyrobce nami pouzitych souprav uvadél
v roce 2007 ve svych materidlech senzitivitu testu ASCA IgG pro CN 68%, pfi
hodnoté cut-off 15 U/ml. Nami zjisténa senzitivita pfi pouziti danych souprav
ASCA 1gG pro CN 57.3% ( 46,4- 67,7) a specificita 93.9% odpovida hodnoté
cut-off 14.1 U/ml, tedy pouze o 0.9 U/ml nizSi. Ve stejné dobé, kdy jsme
vyhodnotili nase vysledky, vyrobce rovnéz zménil cut-off na rozsah 12-18 U/ml,
(normalni hladina <12 U/ml, hrani¢ni 12-18 U/ml, zvySena hladina >18 U/ml),
coz je v souladu s naSim pozorovanim.

Rozsah cut-off se za danych podminek jevi jako optimalni. Pfi dalSim
zvySovani hodnoty cut-off by se vyrazné snizila senzitivita testu. Viz ROC
analyza ASCA CN vzhledem k UC. Vzhledem ke skuteCnosti, ze vyrobce
v novych soupravach uvadi rozsah cut-off 12-18 U/ml, naSe pozorovani je
v souladu s Udaji vyrobce. Podle literarnich udajd, ¢ini specificita ASCA pro CN
ve vztahu k UC 80-90% (Malickova a kol., 2001; Dubinsky et al.,1998;
Hoffenberg et al., 1999; Murphy et al., 1996). Senzitivita je uvadéna v rozmezi
50-70% (Malickova a kol., 2001; Dubinsky et al.,1998; Hoffenberg et al., 1999;
Murphy et al., 1996).

Pfitomnost ANCA protilatek, jako vhodného markeru pro dg. UC, byla
v nasem souboru prokazana u 14 pacientd s dg. UC, (42.4%) a u 7 pacientl
s dg. CN (7.8%). Hodnoty uvadéné fadou autoru kolisaji mezi 40-80%, resp. O-
20%. %. Hoffenberg et al.,, 1999 uvadi 60%, Nielsen et al., 2000 50-70%,
Quinton et al., 1998 65%, Fleshner et al., 2001 63%, Malickova a kol., 2001
46% u pacientd s UC a u 11% pacientu s CN, Nevoral a kol.,, 2003 81.8%,
Papp et al., 2007 uvadi hodnotu 40% u pacientt s UC.

V souladu s literarnimi Gdaji je i ndmi stanovena senzitivita testu ANCA
pro diagnézu UC, ktera Cini  41.9%.

Nami stanovena specificita testu ANCA pro diagnézu UC je 92,1%.
Hodnoty uvadéné fadou autorl kolisaji mezi 65-100%. Hoffenberg et al., 1999
uvadi 65%, Nielsen et al., 2000 >90 %, Quinton et al., 1998 85%, Malic¢kova a

kol.,2001 100%. Specificita testu mulze byt snizena, vzhledem k pfitomnosti
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ANCA protilatek u nékterych pacientd s dg. CN. Toto zjisténi lze pfiCist
skuteCnosti, Zze néktefi pacienti mohou mit sou¢asné s CN i kolitidu. V naSem
souboru pacientt jsme prokazali, ze frekvence vyskytu ANCA protilatek je
vyrazné vySSi u Zenského pohlavi (70.5% zen, 37.5% muzl). Ulcerdzni
kolitidou onemocni v Evropé a USA o 30% vySe Zen, nez muzl. Pohlavni
diference v neprospéch Zen v pfipadé postizeni autoimunitnim onemocnénim
je znama.

Dotan et al., 2006 identifikovali nové antigeny vhodné ke snadnéjsi
identifikaci CN pacientd ASCA negativnich. Cilem nasi prace bylo odpovédét na
otazku, jaky vyznam pro diagnostiku IBD mezi rutinné vySetfovanymi
protilatkami ANCA a ASCA, maji nové objevené protilatky ALCA a ACCA. V CR
neexistuje laboratof, ktera by toto vySetfeni provadéla. Pfinos téchto novych
markeru pro diagnostiku jsme se snazili provéfit na souboru 89 pacientl
s CN, 33 pacientu s UC. Kontrolni skupinu tvofilo 32 sér zdravych darcl krve.

Prevalence ALCA ve skupiné CN byla 24.7%, tedy méné neZz v pfipadé
ASCA, kde cCinila 78.6%. Ve skupiné UC byla prevalence ALCA vyrazné nizsi
(6%). Prevalence ACCA Ccinila ve skupiné CN 8.9%, ve skupiné UC 6%. Abreu ,
2006, uvadi u pacientd s CN nalez pozitivity ALCA 37.5%, ACCA 36%.

Senzitivita ACCA u CN Ccinila 64.0%, specificita 69.7% pfi cut-off
odpovidajici hodnoté pouze necelych 30 EU/mI, zatimco vyrobce udava
rozmezi cut-off v rozmezi 80-90 EU/ml. Pfi pouziti cut-off hodnoty dle vyrobce
pak klesne vyznamné senzitivita testu na pouhych 7.9% -9.0%, specificita testu
dosahne 93,9% coz je pro uUcely detekce pacientl a rozhodovani mezi dg. UC a

CN nevyhovuijici.

> 79,8 10,1 ( 4,7-18,3) 93,9 (79,7-99,1)

> 84,2 9,0( 4,0-17,00 93,9(79,7-99,1)

> 90,8 79 ( 3,2-15,5) 93,9(79,7-99,1)
Franco et al., 2007 uvadi u portugalské populace senzitivitu pouze 2,2% a
specificitu 97.4%. Malickova a kol., 2006 uvadi u Ceské populace senzitivitu
48%, specificitu pouze 32%.

Senzitivita ALCA byla vzhledem k CN vyrazné nizSi, Cinila pouze
39.0%, ale specificita byla vysoka - 90,9%. Nami stanovena hodnota cut-off

Cinila 49,4 EU/ml. NaSe pozorovani je v souladu s Udaji vyrobce, ktery uvadi
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cut-off rozmezi hodnot 50-60 RU/ml. Franco et al., 2007 uvadi u portugalské
populace senzitivitu pouze 12.2% a specificitu 97.4% , Malickova a kol., 2006
uvadi u Ceské populace senzitivitu 39%, tedy velmi podobnou nasemu zjisténi,
avsSak specificitu na rozdil od nas pouze 64%, ackoli k detekci tohoto markeru
byly pouzity diagnostické soupravy jednoho vyrobce.

.Falesna pozitivita“ u UC Cinila v pfipadé ALCA 6%, v pfipadé ACCA 6%
a u zdravych kontrol Cinila v pfipadé ACCA 3.1%. FaleSné pozitivni vysledek
ALCA u kontrolni skupiny nebyl zaznamenan.

Priblizné 50-70% CN pacientl je ASCA pozitivnich. U ASCA negativnich
pacientl jsme prokazali pouze 3.4% vyskyt markeru ALCA a 1.1% markeru
ACCA. Podle literarnich udaja, by ALCA a ACCA protilatky meéli byt detekovany
az u 30% pacientl ASCA negativnich (Franco et al., 2007; Douglas K, 2006).
Z uvedeného vyplyva, Ze kombinace vSech tfi testd (ASCA, ALCA a ACCA) by
méla zvysit uspésnost rozliSeni CN od UC pacientl. Pacienti s CN pozitivni
alespon na jednu protilatku mohou byt odliSeni od pacientdt s UC se
senzitivitou 77.4% a specificitou 90.6%. Pacienti, ktefi maji pfitomny alespon
dvé ztéchto protilatek, mohou byt diagnostikovani se specificitou >99%
(Altstock RT et al., 2005; Dotan N et al., 2006).

Rozdil v reaktivité anti-karbohydratovych protilatek u pacientd s CN a
UC uvadi tab.9, ze které jasné vyplyva, Ze statisticky nejvyznamnéjsi rozdil
(p<0.0001) byl nalezen pro ASCA. Signifikantni rozdil byl rovnéz nalezen pro
ALCA (p= 0.0028), pro ACCA (p=0.0111). Franco et al., 2007 udava ve
skupiné ASCA negativnich pacientd signifikantni rozdil v reaktivité ALCA
p=0.025, pro ACCA p=0.048, Malickova a kol., 2006, udava ve shodé s nasim
pozorovanim signifikantni rozdil pro ASCA, p<0.0001, pro ACCA p= 0.03, pro
ALCA p=0.4 (nesignifikantni).

Na zakladé naSich pozorovani jsme dospéli k nazoru, Ze rutinni
stanoveni novych serologickych markerd ALCA a ACCA pro stanoveni dg.CN a
pro rozliSeni pacientu s IBD, by za soucasné situace nebylo tak vyznamnym
pfinosem, jak by se dalo oCekavat na zakladé nékterych literarnich udaju.
Vysledky nékolika malo studii nejsou pFesvédcCive, jejich autofi dosahuji
rozdilnych vysledkd. Ve svych zavérech konstatuji, Zze ACCA a ALCA nelze
pouzit jako screeningovy test pro identifikaci pacientd s CN. Pfinos ACCA je z

hlediska senzitivity tohoto testu pro diagnostiku CN bezvyznamny. Stejného
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zjisténi dosahla i Franco et al., 2007. NadéjnéjSi vysledky v naSi studii
pfineslo stanoveni ALCA. Tento parametr by pfipadal v ivahu pro zafazeni do
dosud uzivaného protilatkového profilu. Ferrante et al., 2006 uvadi, jako
nejlepSi  pro rozliSeni IBD a non-IBD pacienti kombinaci ASCA, ANCA a
ALCA. Doporucuje vSak nezbytnost dalSich prospektivnich studii.

NaSe otazka znéla:: ,Jsou nové objevené anti-katbohydratové protilatky
pouzitelné v klinické praxi?“ Odpovéd: Stanoveni ASCA a ANCA zlstava i
nadale nejvyznamnéjSim imunologickym laboratornim vySetfenim u
pacienti s IBD. ALCA a ACCA jsou vysoce specifickymi markery pro
onemocnéni CN, ale vzhledem k nizké senzitivité testu se nam nejevi jejich
stanoveni vhodné pro screeningové vysetfeni a identifikaci pacientl s CN. Role
ALCA a ACCA, jako doplhujiciho vySetfeni ke stavajicimu rutinné
stanovovanému protilatkovému profilu, bude muset byt ovéfena v dalSich

klinickych studiich.
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6. ZAVER

V této studii jsme se snazili na souboru pacientu s dg. CN a UC overit
diagnosticky pfinos nové objevenych serologickych markerd ALCA a ACCA,
slouzicich k rozliseni pacientd s CN od UC, ASCA negativnich. Nami zjisténé
vysledky pfesvédcivé nepodpofily teorii 0 vyznamu stanoveni novych marker(
ALCA a ACCA v diagnostice IBD.

U ASCA negativnich pacientl s dg. CN, jsme prokézali vyskyt markeru
ALCA pouze v 3.4% pfipadl a pfitomnost markeru ACCA u 1.1% pfipadl
s dg. CN. .Parametry ALCA a ACCA maji u téchto pacientl vysokou specificitu,
ale vykazuji velmi nizkou sensitivitu. BohuZel se nehodi k vyhledavani pacientt
s CN a k odliSeni pacientl s dg. CN od pacientl s dg.UC, ASCA negativnich.
K rozliSeni pacientt s IBD by se i nadale v blizké budoucnosti mély pouzivat
doposud stanovované serologické markery ASCA a ANCA. Hodnota téchto
serologickych testu je sice Caste€né omezena, jsou-li uzivany samostatné, ale
pfi jejich kombinaci je jejich specificita velmi vysoka.

Vyznam stanoveni ALCA a ACCA, jako doplhujiciho vysSetieni ke
stavajicimu rutinné uzivanému protilatkovému profilu, bude muset byt

podroben dalSimu zkoumani.
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