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Abstrakt:

Katefina Sieglova

Stanoveni cirkulujicich protilatek k prikazu autoimunnich onemocnéni metodou
nepfimé imunofluorescence.

Bakalarska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove

Zdravotni laborant

Cil prace: Cilem této prace je pruzkum mozné souvislosti pfitomnosti protilatky
v séru proti kartaCovému lemu resorpCnich epitelii (ABBA — anti brush border

antibody) s idiopatickym stfevnim zanétem (Crohnova nemoc a ulcerdzni kolitida).

Metody: K prikazu souvislosti idiopatického stfevniho zanétu a pozitivity na ABBA
protilatku vyuzivame dvou pohledu, dle kterych postupujeme pfi vybéru a
porovnavani dat. Prvnim pohledem je srovnani poctu ABBA pozitivnich pacientd
s jejich diagn6zou endoskopické biopsie. Druhym pohledem zkoumam pozitivitu Ci
negativitu ABBA vySetfeni vSech pacientll s diagnézou idiopatického stfevniho
zanétu. Experimentalni ¢ast takto shrnuje vysledky z let 2009 az 2011 provedené na

Fingerlandové ustavu patologie.

Vysledky: Prizkum ukazal, Ze mezi vdemi ABBA pozitivnimi pacienty je pocetna
skupina téch, ktefi nemaji morfologicky obraz idiopatického stfevniho zanétu —
72,47%. U pacientu s klinickou diagnézou Crohnovy nemoci se vyskytuje ABBA v

66,67% a u pacientu s ulcerdzni kolitidou v 39,37%.

Zavér: Zvysledkl jsme zjistili, ze ABBA pozitivni pacient ma 1,7x veétsi
pravdépodobnost, ze trpi Crohnovou nemoci nez ulcerézni kolitidou. Zaroven také
pacient s nejvySSim stupném pozitivity semikvantitativnino hodnoceni (+++) trpi
s 3,7x vétsi pravdépodobnosti Crohnovou nemoci nez ulcerdzni kolitidou a pacient
s negativnim vysledkem ma 1,8x vétSi pravdépodobnost, ze trpi spiSe ulcerdozni

kolitidou nez Crohnovou nemoci.



Abstract:

Katefina Sieglova

Detection of circulating antibodies to determination of autoimmuno diseases by
means of imunofluorescence.

Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Medical Laboratory Technician

Background: The aim of this thesis is to explore of coherence between the
presence of antibody against anti brush border antibody (ABBA) and idiopatic bowel

disease (Crohn’s disease and ulcerative colitis).

Methods: Evidence of connection idiopatic bowel disease with positive ABBA test
is examine by two perspectives, which are used for selecting and comparising of
data. The first way is comparison of the number ABBA positive patients with their
diagnosis of endoscopic biopsy. The second way check the positivity or negativity of
ABBA examination of all patients with diagnose of idiopatic bowel disease.
Experimental part summarize by this way the results, which was done at the

Fingerland institute of pathology since 2009 to 2011.

Results: The survey showed that among all the ABBA-positive patients is a large
group of those who don‘t have the morphological signs of Inflammatory Bowel
Disease - 72,47%. 66.67% of patients with a clinical diagnosis of Crohn's disease,

and 39.37% of patients with ulcerative colitis are ABBA positive.

Conclusion: The results shows, that ABBA positive patient suffer from Crohn’s
disease 1,7 times more often than ulcerative colitis. However, patient with the highest
level of positive semiquantitative evaluation (+ + +) suffer 3,7 times more likely from
Crohn’s disease than ulcerative colitis. On the other side, patient with negative ABBA

test suffer 1,8 times more likely from ulcerative colitis.
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1. Uvod:

Jiz v minulych letech, pfi studiu na stfedni zdravotnické Skole, jsem byla
okouzlena histologickou technikou a histologii jako takovou, a proto jsem si vybirala
téma, které je mi timto blizké. Diky mozZnosti pracovat na Fingerlandové ustavu
patologie, jako laboratorni asistent, jsem mohla hloubé&ji proniknout do histologické
praxe a poznat tak vSechny bézné uzivané metodiky k diagnostice. Velice zajimava
se mi zdala problematika bunéénych ultrastruktur a antigent, které jsou dokazovany
imunohistochemickymi a imunofluorescencnimi technikami. Tato bakalafska prace je
proto vénovana blizS§imu prozkoumani imunofluorescencnich technik, jejich

praktickému vyuZziti a problematice.

Imunofluorescence je takova metoda, ktera se na rozdil od imunohistochemie,
vyuziva predevsim k prikazu protilatek pfitomnych v séru pacienta, namifenych proti
jeho vlastnim tkanim, k detekci autoimunitnich chorob. Z mnoha rGznych protilatek
vySetfovanych ve Fingerlandové ustavu patologie v Hradci Kralové jsem se zaméfila
na protilatku proti kartaCovému lemu resorpcCnich epitelii (ABBA — anti brush border

antibody).

Cilem této prace je blize prozkoumat souvislost pfitomnosti protilatky ABBA v séru
pacienta s idiopatickym stfevnim zanétem (Crohnova nemoc a ulcerdzni kolitida).
Abych mohla tuto souvislost zkoumat a hodnotit, pouZzila jsem dva vybérové soubory
z fad pacientd. Prvni vybérovy soubor jsou pacienti imunofluorescencné vysetieni na
Fingerlandové ustavu patologie v ¢asové periodé poslednich 3 let (2009-2011), ktefi
maji pozitivni ABBA protilatky. U téchto pacientid jsem sledovala vysledky jejich
endobioptickych vySetfeni. Druhy vybérovy soubor pfedstavuje vSechny pacienty
endobiopticky vySetiené ve stejné Casové periodé s diagnézou Crohnovy choroby a
ulcerdzni kolitidy a porovnavam je s vysledky jejich imunofluorescenéniho vySetieni a

to zda jsou, Ci nejsou ABBA pozitivni.

Pokud se tato souvislost prokaze, mohla by byt uziteCnym ukazatelem pfi jiz tak

dosti nesnadné diagnostice idiopatickych stfevnich onemocnéni.
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2. Teoreticka cast:

2.1. Uvod do problematiky

Jiz Skogh ve své praci vr. 1982 (Skogh a kol., 1982) poukazal na Casty vyskyt
pozitivity ABBA u pacientd postizenych Crohnovou nemoci (celkem u 61%
nemocnych oproti 10% u zdravych kontrol). | prof. MUDr. Zdenék Nozicka, CSc.
provadél prizkum ohledné této souvislosti a ve své praci, vr. 1991 (Nozicka, 1991)
na katedfe patologické anatomie a soudniho l|ékafstvi v Hradci Kralové, uvadi
pozitivity ABBA u Crohnovy nemoci v 62%, u ulcerdézni kolitidy v 7%, u

nespecifikovanych dyspepsii ve 34% a u hepatopatii ve 28%.

Chtéla bych navazat na tyto pfedchidce z fad Iékafu a na jejich poznatky ohledné
souvislosti pozitivity ABBA na idiopatickych stfevnich onemocnénich, popsat

soucCasné hodnoty a ty porovnat s hodnotami jimi zjiSténymi v letech pfedeslych.

Abychom se mohli blize zabyvat jiz vySe zminénou problematikou, je tfeba se
seznamit se zaklady tfi rznych védeckych odvétvi, které se pfi prikazu cirkulujicich
protilatek spojuji v jeden celek, ktery dokaze pomoci v diagndéze a progndze u
nemocnych. Mezi tyto odvétvi patfi nepochybné imunologie, diky jejimz poznatkim o
imunitnim systému a jeho funkci (popf. dysfunkci) je nam znamo velké mnozstvi
autoimunnich onemocnéni. Dale muzeme vyuzivat imunitnich reakci antigenu a
protilatky k diagnostice téchto onemocnéni. Druhym odvétvim tésné spjatym
s prukazem autoimunnich protilatek je analyticka chemie a instrumentalni metody,
které nam umoznuji vyuzivat vlastnosti latek a déju (fluorescence) k detekci vazby
antigen-protilatka. Kone¢né poslednim odvétvim je klinicka medicina, bez niz by
v8echny techniky nemély pro nemocného zadny vyznam. Znalost bunécnych
struktur, ultrastruktur a déju probihajicich v organismu je nutna k porozuméni

nemoci, jeji identifikaci a moznosti aplikace 1éCby.
Nize popisuji nejzakladnéjsi souhrn informaci z téchto védnich oborl, potfebnych

k porozuméni  problematiky autoimunnich  chorob, idiopatickych stfevnich

onemocnéni a imunofluorescencnich technik.
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2.2. Imunitni systém

Imunitni systém patfi k zakladnim homeostatickym mechanismim organismu.
Jeho funkci je udrzovani integrity organismu tim, Ze rozpoznava ,Skodlivé® od
,neskodného“, a chrani tak organismus. Tato obrana organismu vuc¢i vnéjSim
Skodlivinam, jako jsou patogeny a jejich toxické produkty, se nazyva

obranyschopnost. (Hofejsi, Bartarikova 2009).

Imunitni systém zahrnuje mnoho déjli, které se spolecné podileji na likvidaci télu
,Skodlivého“. Imunitu délime na dvé zakladni kategorie mechanismu: nespecificky
(neadaptivni, vrozeny) a specificky (adaptivni). Obé kategorie zahrnuji jak sloZku
humoralni (latkovou), tak bunéénou. Nasledujici tabulka zobrazuje zakladni Clenéni

imunitniho systému.

Mechanismus Bunééna slozka Humoralni slozka
o Fagocyty, NK buriky, Komplement, interferony,
Nespecificky . L _
mastocyty lektiny a jiné proteiny
Specificky T lymfocyty (Te, Th1, Th2) B lymfocyty, protilatky

Tabulka 1: zakladni ¢lenéni imunitniho systému (NK buriky — pfirozeni zabijeci)

Dalsi neméné dulezitou ulohou imunitniho systému je imunitni dohled, ktery nici
staré, poSkozené Ci jinak zménéné bunky tzv. vnitfni Skodliviny. Aby mohl takovou
¢innost provadét, musi byt nastaven tak, aby rozpoznal ,spravné“ a ,zdravé“ buriky,

které nesmi nijak poskodit — tzv. autotolerance (viz. 1.1. a 1.2.).

Kazda bunka lidského téla prezentuje na svém povrchu (membrané) velké
mnozstvi molekul zodpovédnych za antigenni specifitu (pfislusnost k urcité skupiné
bunék). Kazda jaderna burika také exprimuje na svuj povrch urcity ,vzorek® své prace
(peptidy z bilkovin o délce 8-10 aminokyselin) pomoci MHC glykoproteint I. tfidy
(major histocompability complex) u lidi oznaCované jako HLA (human leukocyte
antigens). Podle téchto vystavenych antigent imunitni systém (T, — cytotoxicky typ T
lymfocytd, makrofagy, aj.) vykonava imunitni dohled pomoci receptord, tzn., ze
likviduje Skodliviny z vnéjSiho prostfedi, bunky nadorové zvrhlé Ci nakazené viry.
Makrofagy rozpoznanou buriku €i Skodlivinu pohlti a navic opét prezentuji antigenni

fragment tentokrate pomoci povrchovych MHC glykoproteina Il. tfidy.
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Tyto fragmenty na MHC Il. tfidy rozpoznavaji Ty lymfocyty a pomoci produkce
cytokini spolu s produkty makrofagl tak stimulovat ostatni buriky imunitniho
systému. Cela zanétliva reakce je fizena velkym mnozstvim prozanétlivych a
protizanétlivych faktorl produkovanych jak poskozenymi tkanémi, tak ucastniky
imunitniho systému. Mezi tyto regulacni latky patfi napf.: interleukiny (IL), tumor

nekrotizujici faktor (TNF), interferony (INF), aj.

Po stimulaci panenskych B lymfocytd, pomoci antigenu a Ty lymfocytd, pod vlivem
molekul produkovanych burfikami zanétlivé reakce, se z nich tvofi plazmatické buriky,

které jsou schopné sekrece protilatky (imunoglobulinu) namifené proti antigenu.

2.2.1. Centralni tolerance

Tato autotolerace ma svij plvod pro T lymfocyty v brzliku (thymu), kde dochazi
k reakcim mezi T lymfocyty a bunikami prezentujicimi soubor autoantigent — PAE
(peripheral antigen expressing cells), coz jsou thymické epiteliarni medularni burky.
Tyto buriky prezentuji takové antigeny, které jsou exprimovany vSemi typy bunék
v lidském organismu. Podle vysledkl této reakce je repertoar T lymfocytt délen do
dvou skupin: prvni skupina T lymfocytl s antigeny nereaguje, &i reaguje pouze
CasteCné a je ,propusténa“ do krevniho obéhu a druha, ktera s antigeny reaguje (tzv.
autoreaktivni) je zniCena apoptdzou. B lymfocyty tvofici se v kostni dfeni mohou diky
své variabilité také rozpoznavat Ag vlastniho organismu. Tyto autoreaktivni B

lymfocyty jsou ale jiz v prvnich fazich vyvoje v kostni dfeni zlikvidovany apoptézou.

2.2.2. Periferni tolerance
Periferni tolerance hraje zfejmé dulezitou roli pfi vzniku autoimunnich
onemocnéni. Je udrzovana nékolika mechanismy: klonalni deleci (eliminace
autoreaktivnich lymfocytl apoptdzou), klonalni anergii (Utlum aktivovaného lymfocytu
pfi chybéni kostimulaénich signalu), klonalni ignoraci (nerozpoznani autoantigenu
lymfocytem kvuli jeho podprahovému mnozstvi) a supresi (eliminace autoreaktivnich

lymfocytd jinymi imunokompetentnimi burikami a jejich produkty).

12



2.3. Protilatky (imunoglobuliny)

2.3.1. Struktura
Protilatka neboli imunoglobulin (Ig) se sklada: ze dvou tézkych (H) fetézcu, které
jsou kovalentné spojeny disulfidickymi (cystinovymi) mistky a ze dvou lehkych (L)
fetézcu, které jsou k tézkym pfipojeny cystinovymi mustky. Kazdy H fetézec se
sklada ze Ctyf (u nékterych tfid z péti) strukturné podobnych domén, z nichz kazda je

tvofena sekvenci 110-120 aminokyselin.

Jednotlivé domeény jsou spojeny kratkymi spojovacimi Useky polypeptidového
fetézce. L fetézce jsou tvofeny dvéma imunoglobulinovymi doménami. Domény na
N-konci tézkého i lehkého fetézce jsou variabilni (oznacluji se Vy a Vy), tzn., ze
detaily jejich struktury se lisi individualné mezi molekulami produkovanymi rdznymi
klony B lymfocytl. Tyto variabilni domény L a H fetézcl spolecné tvofi vazebné
misto pro antigen (Ag). Ostatni domény jsou konstantni (C. a Cyl — Cud), tzn.

shodné u fetézcu téhoz typu. (Horfejsi, Bartankova, 2009)

1

Obrazek 1: Struktura molekuly imunoglobulinu. Zelené — lehké fetézce, Cervené —
tézké fetézce, 1 — hypervariabilni ¢asti lehkych fetézcl, 2 — hypervariabilni ¢asti
tézkych fetézcu, 3 a 5 — misto, kde molekulu Ig §tépi papain, 4 — pantova oblast, 6 —
misto pro vazbu komplementu, 7 — karbohydrat, 8 — inter fetézcové disulfidické

mustky, 9 — intra fetézcové disulfidické mastky

13



2.3.2. Typy (tridy, izotypy)
Ig tfidime do nékolika tfid (izotypu) podle druhu konstantnich H fetézcl (u, 3, v,

a €) nalgM, IgD, IgG (IgG1-1gG4), IgA (AgAl a IgA2) a IgE. Dale existuji dva druhy L
fetézcu: k a A. Jakykoliv typ H Fetézce se mlze parovat jak s L fetézcem K, tak

s fetézcem A a tvofit tak kompletni molekulu Ig.

IgM se vyskytuje ve dvou formach: monomerni (vyskytuje se na povrSich
panenskych B lymfocytd, kde tvofi receptor lymfocytu B = BCR) a pentamerni (nékdy
i hexamerni) - sekretovany, ktery je tvofen jednotlivymi monomery spojenymi do
kruhu cystinovymi mustky a jednim L Fetézcem. Ma 10 vazebnych mist pro Ag. Je

prvnim typem Ig, ktery se zacne tvofit po kontaktu s Ag.

IgG je nejCastéjSim typem sekretovaného Ig. V organismu se vyskytuje v podobé

monomeru (tvar pismena Y). Aktivuje komplement.

IgA se vyskytuje ve dvou formach: sérovy a slizni¢ni. Slizniéni IgA se sklada ze
dvou monomerl spojenych J-fetézcem a ze sekre€ni komponenty. Sérovy IgA se
vyskytuje v podobé& monomeru, dimeru &i trimeru a funguje pfedevSim jako opsonin.

Nedokaze aktivovat komplementovy systém.

IgE je zastoupen u zdravych lidi v séru pouze ve velmi malych koncentracich.
Uplatiuje se pfedevSim v reakci proti parazitim a na povrSich sliznic se vyskytuje u

alergickych (atopickych) reakci.

'9G IgA uHeavy
AN ’/f A4 chain
A/ Light
}/:f;z __chains
y Heavy o Heavy =
chains chains R
IgD i

e
%W fy = '\ "E'"x
'l,I '
Disulfide

¢ Heavy o Heavy
chains chains bond

Obrazek 2: Struktura jednotlivych tfid imunoglobulint
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2.3.3. Vazebné misto (interakce Ag-Ab)

Vazebné misto Ig (variabilni oblast L a H fetézcu Ig) interaguje s Ag pomoci
nekovalentnich vazeb (vodikové mustky, iontové, hydrofobni a van der Waalsovy
sily). Vazebné misto je vice ¢i méné komplementarni svym prostorovym
uspofadanim a rozlozenim nabojl ke struktufe na povrchu Ag (epitopu), se kterym
vytvari komplex antigen-protilatka (Ag-Ab). Komplexy Ag-Ab (obsahujici také Casto

komplementové fragmenty) se nazyvaji imunokomplexy.

2.3.4. Uginek
Protilatky plni nékolik dilezitych funkci v organismu: neutralizace (toxind, vird a
jinych mikroorganismd vazbou na jejich epitopy a tim blokuiji jejich toxicky ucinek),
opsonizace (vazbou na Ag se zlepSuje ¢i vibec umoznuje jeho pohlceni fagocyty a
aktivace jejich destrukénich mechanismu) a aktivace komplementu (klasickou cestou,

coz napomaha k rozvoji zanétlivé reakce).

2.3.5. Polyklonalni a monoklonalni Ab
Protilatkova odpovéd i proti nejiednodussim antigendm je vétSinou polyklonalni a
vysledkem je smés stovek Ci spiSe tisicl individualné vice & méné odliSnych molekul
Ilg, produktd velkého poctu raznych klontd plazmocytu. Vysledkem zamérné
imunizace experimentalniho zvifete je polyklonalni antisérum reagujicim s fadou

epitopl na urcitém Ag. (Hofejsi, Barturikova, 2009)

Naproti tomu monoklonalni protilatky jsou produktem jednoho klonu plasmatickych
bunék, maji jednu specifitu a jsou jednoho izotypu. V nékterych pfipadech se tyto
monoklonalni protilatky vyskytuji ve vétSich koncentracich i v lidském organismu a to
v pfipadech nadoru z plasmatickych bunék (plasmocytomu). Monoklonalni protilatky
Ize vytvaret in vivo a to po izolaci B lymfocytu (ze sleziny zamérné imunizovaného
experimentalniho zvifete) a jeho fuzi se vhodnou myelomovou buné&cénou linii, ktera
nasledné neomezené dlouho produkuje monoklonalni Ab. Tyto monoklonalni
protilatky jsou hojné laboratorné vyuzivany (v nasSem pfipadé v pfimé i nepfimé

imunoflourescenci). (Hofejsi, Bartunkova, 2009)
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2.3.6. Cirkulujici protilatky

Jako cirkulujici protilatky oznacCujeme takové protilatky, které se nachazeji
v krevnim FeCisti a cirkuluji tak v krvi. Klinickd praxe se zaméfuje na ty cirkulujici
protilatky, které se vymykaji fyziologickému stavu jak svou koncentraci, tak

specifitou.

Na Fingerlandové ustavu patologie detekujeme vétsi pocet cirkulujicich
autoprotilatek metodou nepfimé imunofluorescence, jako jsou napf. anti
thyreoglobulin, anti thyreoperoxidaza, dale autoprotilatky proti parietalnim burikam,
kife nadledvin, proti mitochondriim (anti mitochondrial antibody - AMA), anti-
nuklearni faktor - ANF (anti nuclear antibody - ANA), proti kartaovému lemu
resorpcnich epitelii (anti brush border antibody — ABBA), retikulinu IgA, endomysiu
IgA, hladké svaloviné (anti smooth muscle antibody - ASMA) a ANCA-protilatky.
(Hadzi Nikolov, 2011)

2.3.6.1. Anti brush border antibody — ABBA

Tato protilatka byla vycClenéna v 70. letech pfi experimentalniho hledani
antinuklearniho faktoru. Pfi nepfimém fluorescenénim vySetfeni pozorujeme pfi
pozitivitt na ABBA svétélkujici apikalni poly resorp€nich epitelii krysi ledviny. To je

hlavni rozdil od ANF, kde svétélkuje perinuklearni a bazalni ¢ast. (Nozicka, 1991)

Co je antigenem, nebo pFesnéji epitopem, zpusobujicim tvorbu této protilatky
dodnes neni pfesné znamo. Mikrostruktura mikroklku, které tvofi kartaCovy lem
resorpCnich epitelii, je velice slozita a sklada se z mnoha struktur, které by mohly
tvofit antigenni determinantu. Jsou to napfiklad proteiny tvofici jak mikroklky, tak

nalezici do cytoskeletu (aktin, myosin, fimbrin, villin, calmodulin, peptid 100kD, aj.).
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Obrazek 3 az 6: Fotografie z fluorescenéniho mikroskopu — pozitivita ABBA na

fezu z krysi ledviny
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2.4. Autoimunni onemocnéni

Pokud imunitni reakce vyvolava poskozeni organismu, nebo tkani, mluvime o
imunopatologickych reakcich — autoimunni onemocnéni. Takové poSkozeni muze
byt ddsledkem nepfiméfené imunitni reakce na normalni autoantigeny, tzv.

autoimunitni reakce.

O autoimunité se poprvé zaCalo uvazovat jiz poCatkem 20. Stoleti, avSak prvni
dikaz autoimunniho onemocnéni datujeme do r. 1937, kdy byl proveden pokus na
opicich  (po vstfiknuti mozkové tkané opice, nemocné ,alergickou®
encefalomyelitidou, do mozku zdravé opice doslo k nakazeni pravé touto nemoci).
Vr. 1945 byly popsany prvni autoprotilatky zodpovédné za hemolytickou anemii.
(Shoenfeld a spol., 2007)

Autoimunni reakce mize byt jak humoralniho, tak buné&éného typu. V pfipadé
humoralniho typu dochazi k tvorbé autoprotilatek, vétsinou tfidy 1gG, které pusobi na
tkané budto cytotoxickymi mechanismy, nebo tvorbou a ukladanim imunokomplexu.
Bunécné zprostifedkované autoimunni reakce jsou charakterizovany poskozujicim
zanétem zplUsobenym Tc a Tyi lymfocyty, jejich cytokinovymi produkty a aktivaci

makrofagl. (Horejsi, Bartinkova, 2009)

Za autoimunni onemocnéni protilatkového typu je nejspiSe zodpovédny B1 typ B
lymfocytd, ktery se fyziologicky vyskytuje pfedevSim v obdobi tésné po narozeni.
V této dobé prevladaiji pfi obrané organismu Ty, T lymfocyty a B lymfocytarni systém,
ktery je zastoupen predevSim B1 typem, je dotvaren expozici mikrobialnim,
potravnim i environmentalnim antigennim podnétim. Bl typ charakterizuje
koexprese znaki CD19/CD5, produkci polyreaktivnich, nizkoafinitnich protilatek tridy
IgM, které jsou schopné reagovat i s vlastnimi strukturami. Diky nizké afinité tato
vazba na vlastni struktury nezplsobuje zadnou zanétlivou reakci. V pozdéjSim
obdobi jsou tyto protilatky nahrazovany vysoko afinitnimi pfisné specifickymi
protilatkami, produkovanymi B2 B lymfocyty. Vyskytuji-li se v pozdéjSich fazich
ontogenetického vyvoje B lymfocyty, které koexprimuji CD19/CD5, jsou obvykle
zdrojem vysokoafinitnich autoprotilatek tfidy IgG. (Krejsek, Kopecky, 2004)
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Dr. Ernst Witebsky a Dr. Noel Rose postulovali Ctyfi zakladni kriteria nutna
k zafazeni urcCité choroby mezi autoimunni.

1. Definovani, co je cilem utoku, ktery organ nebo bunka, pfesnéji i ktera
struktura (tzv. autoantigen).

2. UrcCeni, které mechanismy imunity jsou zodpovédné za napadeni vilastnich
tkani — zda jsou to buriky nebo protilatky

3. Experimentalni dukaz imunizace zdravého pokusného zvifete latkou aktivujici
imunitni  reakci (tzv. adjuvans) spolu s pfislusnym pfedpokladanym
autoantigenem a indukovat tak tvorbu autoprotilatek proti urcité tkani, ktera se
stala ter€em utoku u urcitého onemocnéni.

4. Dulkaz, ze pasivnim pfenosem protilatek z jednoho zvifete na druhé zpusobime

pfislusné onemocnéni. (Shoenfeld a spol., 2007)

Aby mohlo vzniknout autoimunni onemocnéni, je tfeba prolomeni autotolerance.
K tomuto prolomeni je obvykle potfeba kombinace nékolika sou€asné pusobicich
faktor(l: genetické dispozice (vnitfni faktory — napf. pohlavi, dédi¢nost, vék, HLA
molekuly), imunitni faktory (defekty imunity), hormony (estrogeny) a vnéjsi faktory

(zivotni prostiedi, viry, lIéky, UV zafeni, stres, atd.).

Autoimunni choroby obecné postihuji pfevazné Zeny v reproduktivnim véku (u

nékterych onemocnéni je postizeni zen az 10x ¢astéjSi nez muzu).

2.4.1. Systémova autoimunni onemocnéni
Do této skupiny autoimunnich onemocnéni fadime takova, u kterych jsou Ab
namifené proti strukturam jadernych a dalSich organové nespecifickych Ag.
NejCastéji byva tkarnové poskozeni zplsobeno imunokomplexy. Patfi sem napf.
systémovy lupus erythematodes (SLE) s ANA (anti nuclear antibody), revmatoidni
artritida (s vyskytem revmatoidniho faktoru), Sjégrenova choroba, systémova

sklerodermie, aj.
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2.4.2. Onemocnéni postihujici jeden organ spolu s postizenim dalSich
organu

Patfi sem onemocnéni, u kterych dochazi k autoimunnimu poskozovani prevazné

jednoho organu a jsou doprovazeny fadou systémovych pfiznakd se souCasnym

vyskytem velkého mnozstvi organové nespecifickych Ab. Patfi sem nespecifické

stfevni zanéty (Crohnova nemoc s ASCA — anti-saccaromyces cerevisiae a ulcerozni

kolitida s ANCA — anti neuthrophyl cytoplasmatic antibody), celiakie, autoimunni

hepatitidy a plicni fibrozy.

2.4.3. Organové specificka autoimunni onemocnéni

U téchto onemocnéni se kombinuje jak humoralni tak buné¢na slozka imunitniho
systému. Pfitomnost autoprotilatek zde ma vyznamny diagnosticky ucinek, avSak
nevyskytuji se u vSech onemocnéni (u téch, které jsou zpisobené bunécnou slozkou
imunitnino systému). Mezi témito onemocnénimi nalezneme napf. nékterou
z autoimunnich endokrinopatii (Hashimotovu tyreoiditidu, Graves-Basedovu chorobu,
Adisonovu nemoc i juvenilni typ diabetu mellitu), neurologickd onemocnéni (napf.
myastenia gravis), cytopenie (hemolytickd anemie, trombocytopenie, aj.), kozni

onemocnéni (napf. psoriaza) a o€ni onemocnéni (uveitida).

2.5. Struktura travici trubice

Abychom mohli plné porozumét rozdilim mezi Crohnovou nemoci a ulcerdzni
kolitidou, je tfeba ozfejmit zakladni stavbu travici trubice, kterou obé nemoci
postihuji. S ohledem na probirané téma se podrobnéji zaméfim na tenké a tlusté

stfevo.

Travici trubice je osou traviciho (gastrointestinalniho) systému, do kterého patfi:
dutina ustni, ¢ast hltanu, jicen, Zaludek, tenké stfevo a tlusté stfevo se svym analnim
usekem. K této trubici jsou pfipojeny velké Zlazy — slinné, jatra a pankreas. Sténa
travici trubice se sklada ze Ctyr vrstev, které jsou popsany nize a jsou fazeny

smérem zevnitf k povrchu. (Konradova, 2000)
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Tenké stfevo se sklada za tfi oddild — duodenum, jejunum a ileum. V tenkém
stfevé rozliSujeme sliznini fasy — plicae circulares Kerckringi, které jsou tvofeny

sliznici a submuko6zou a od duodena k jejunu se snizuji a v ileu mizi.

Sliznice tlustého stfeva je na rozdil od tenkého hladka, nejsou zde vytvoreny ani
slizni¢ni fasy ani stfevni klky, ale zato Lieberkihnovy krypty jsou zde SirSi a hlubsi.
Tlusté stfevo se sklada z téchto oddild: cékum, kolon ascendens, kolon transverzum,
kolon descendent, sigmoideum a rektum. V rektu sliznice tvofi podélné zahyby tzv.

columnae rectales.

2.5.1. Tunica mucosa

Tunica mucosa se sklada ze tii vrstev:

2.5.1.1. Lamina epithelialis
Charakter epitelu se v prabéhu travici trubice podstatné lisi. V dutiné ustni, hitanu,
jicnu a analni Casti tlustého stfeva se nachazi epitel vicevrstevny dlazdicovy
nerohovatéjici. Ostatni Casti jsou vystlany epitelem jednovrstevnym cylindrickym,

ktery ma v Zaludku také funkci sekre¢ni a ve stfevé funkci absorpéni.

Povrch stfevnich klka pokryva jednovrstevny epitel cylindricky, ktery je tvoren
prfedevsim enterocyty, jejichz apikalni pdl je tvofen kartaCovym lemem s mikroklky.
Nachazime zde i poharkové buriky, membranové epitelové bunky (M-bunky) a buriky
enteroendokrinni.  Mikroklky  obsahuji  longitudinalné usporadana aktinova
mikrofilamenta, ktera jsou ukotvena v terminalni siti uloZzené pod apikalni bunéénou
membranou. Na povrchu mikroklki se nachazi glykokalyx. V blizkosti povrchu

mikroklkll se nachazeji enzymy, které napomahaiji traveni a vstfebavani zivin.

2.5.1.2. Lamina propria mucosae
Tato vrstva se sklada z fidkého kolagenniho vaziva s ¢etnymi zlazkami. Mohou se
zde nachazet i malé lymfatické folikuly, jakozto i ve vrstvé submukdozy. Pod epitelem,
v intersticiu, se nachazi ¢etné makrofagy, lymfocyty a plasmatické buriky, které

tvorbou protilatek chrani travici trubici pfed vniknutim bakterii.
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Lamina epitelialis a lamina propria mucosae vybiha v Cetné strfevni klky — villi
intestinales, které jsou 0,5-1,5mm dlouhé. Mezi bazemi klki vyustuji tubulozni
Zlazky, tzv. LieberkUihnovy krypty, které dosahuji az k lamina muscularis mucosae.

Na dné krypt se nachazeji Panethovy bunky, které secernuji proteiny.

2.5.1.3. Lamina muscularis mucosae
Dvé vrstvy hladkych svalovych bunék jsou zde uspofadany tak, Ze ve vnitfni vrstvé

jsou buriky orientovany spise cirkularné, ve vnéjsi longitudinalné.

2.5.2. Tela submucosa
V submukéze nachazime podobné struktury jako v lamina propria mucosae. Ridké
kolagenni vazivo, vétsi krevni a lymfatické cévy, Zlazky, lymfaticka tkan a vyskytuje
se zde také nervovy plexus submucosus Meissneri, ktery je tvofen vegetativnimi a

senzitivnimi nervovymi vlakny a drobnymi vegetativnimi ganglii.

V duodenu se nachazeji rozvétvené tubuldzni Zlazky — tzv. Brunnerovy Zlazky,
které produkuji vyrazné alkalicky sekret, ktery vyrovnava pH a chrani tak sliznici pred

kyselym Zaludeé&nim obsahem.

Zejména vileu vlamina propria mucosae i submukdze se nachazeji Cetné

lymfatické folikuly — Peyerovy plaky.

2.5.3. Tunica muscularis externa
Od ust az po horni tfetinu jicnu je tato vrstva tvofena pfi¢né pruhovanou
svalovinou. V distalngjSich €astich se nachazi hladka svalovina. Tunica muscularis
externa se sklada ze dvou vrstev svaloviny usporadanych tak, Ze kazda se obtaci
v Sroubovici, ale s rozdilnou vySkou zavitu. Mezi obéma vrstvami se nachazi fidké
kolagenni vazivo s krevnimi a nervovymi cévami a nervovym plexem — plexus

myentericus Auerbrachi. Tato svalova vrstva zajistuje stfevni motilitu.
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2.5.4. Tunica serosa
V fidkém kolagennim vazivu se nachazeji etné krevni a lymfatické cévy. Zevné je
pokryta jednovrstevnym plochym epitelem — mezotelem. V oblasti kréniho a hrudniho

jicnu se na povrchu nachazi adventicie.

Serdza v tlustém stifevé vybiha na povrchu v drobné vybézky tzv. appendices

epiploicae, kde se vyskytuji Cetné adipocyty.

2.6. Idiopatické stfevni zanéty

O idiopatickych stfevnich zanétech se obecné tvrdi, Ze jsou to tzv. multifaktorialni
onemocnéni, kde pfi vzniku nemoci hraji stejnou roli jak hereditarni, tak i vlivy
vnéjsiho prostfedi. Do této skupiny idiopatickych stfevnich zanétl fadime dvé
zakladni onemocnéni: Crohnovu nemoc (CN) a ulcerdzni kolitidu (UK). Mize vSak
nastat situace, kdy neni mozni rozliSit CN od UK. Takovouto situaci popisujeme jako
indeterminovanou neboli neurcitou kolitidu (idiopatic bowel disease = IBD). CN i UK
maji nékolik spoleénych rysl, ale také mnoho rozdilG, které jsou pfiblizeny
v nasledujicich podkapitolach a tabulce. IBD se vyznacuje prekryvajicimi se rysy CN i

UK a neni tak mozné stanovit jednozna¢nou diagnozu.

Crohnova nemoc Ulcerézni kolitida
Muze postihnout cely travici systém od Zasahuje vzdy konecnik a rizné
ust az po konecnik rozsahly usek tlustého streva
Vznika ve vySSich etazich strev a Sifi se Vznika v oblasti koneCniku a Sifi se
distalné proximalné

Zasazene useky strfeva se stfidaji se S
Postihuje sliznici vcelku

zdravymi
Prajmy vétSinou bez pfimési Prijem s pfimési krve
Zanét postihuje celou stfevni sténu Zanét postihuje pouze sliznici
Vznik pistéli Pistéle jen vzacné

o . Postihuje az 1,5x Castéji Zzeny, vyskytuje
Postihuje muze i zeny ve véku 18-35 let

se ve véku 30-40 let

Tabulka 2: Hlavni rozdily mezi Crohnovou nemoci a ulcerdzni kolitidou
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NejvétSi rozdily mezi obéma onemocnénimi jsou nejvice zfetelna v ranych stadiich
a v obdobi relapsu. Postupem Casu se tyto rozdily stiraji, takze neni tak jednoduché
rozpoznat, o kterou zobou nemocni se jedna. Tento jev vysvétluje tzv.
,advousloZkova teorie”, ktera tvrdi, Ze primarni pfi€ina (dosud neznama) zpuUsobi
charakteristické poskozeni a nasledné se pfidruzi superponovany syndrom
(zpusobeny nasedajici infekci, poruchou imunologickou, karenci ¢i jinymi
mechanismy) a zpusobi tak sekundarni systémovou a laboratorni odezvu spolecnou
jak pro CN tak pro UK s tim rozdilem, Ze u CN se tyto sekundarni projevy vyskytuji

uz od pocatku onemocnéni. (Lukas a spol, 1999)

Pro rozliSeni typu idiopatického stfevniho zanétu ma stale nejvétsi vyznam
endoskopické vysetfeni (kolonoskopie, gastroskopie, rektalni ultrazvuk, aj.). Muzeme
tak pozorovat zmény ve stfevni sténé charakteristické pro jednotliva onemocnéni
(Rameshshanker a Arebi, 2012). Definitivni klinickou diagnézu vSak potvrzuje az

histologické vySetfeni.

Ve spolec€nosti se tato onemocnéni vyskytuji v populaci asi pét nemocnych na sto
tisic obyvatel (5:100 000). (Shoenfeld a spol., 2007) Jina literatura v3ak uvadi
prevalenci v Ceské republice u UK 40-45/100 000 obyvatel a u CN 18-22/100 000.
(Lukas a spol., 1999)

Musime podotknout nemalo vyznamnou skute¢nost geografické variace (Castéjsi
vyskyt na severu nez na jihu: Skandinavie x Afrika), rasovych rozdili (Casté&jsSi u
bélochl a zidovského obyvatelstva) a nakonec i genetickych faktord (pfitomnost
nemoci v rodiné zvysuje riziko vzniku nemoci: u UK 15x a u CN 3,5x) (Lukas$ a spol,
1999) (Betteridge a spol., 2013)
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Otazku pfi¢iny vzniku téchto onemocnéni se zabyvalo mnoho studii a alespon
CasteCného rozfeSeni se dostavilo po pokusech s nékolika mySimi liniemi, kde
nékteré mély sklony bud ke spontannimu, nebo podnicenému vzniku idiopatického
stfevniho zanétu. U téchto mysich linii byly zjistény mutace genu pro TcR, HLA Il
tfidy, IL-2 a IL-10. Zcela jednoznacCné jsou idiopatické stfevni zanéty asociovany
s HLA DR2. Zcela nejzasadnégjSi poznatek vlivu virovych a bakterialnich infekci na
vznik idiopatickych stfevnich onemocnéni byl nalez specifickych protilatek proti
Saccharomyces cerevisiae (ASCA — AntiSaccharomyces Cerevisiae Antibodies) u
70% nemocnych s CN oproti 5% s UK. Pfedpoklada se, zZe idiopaticka stfevni
onemocnéni jsou zplUsobena dysbalanci mezi prozanétlivymi (TNFa, IL-1B, IL-12, a
INFy) a protizanétlivymi cytokiny tvofenymi regulacnimi T lymfocyty (IL-10, TGFf)
nebo cytokiny typu Ty, (IL-4). (Krejsek, Kopecky, 2004)

Diky zvySené produkci prozanétlivych cytokini a chemotaktickych faktord (IL-8,
LTD4, PAF) u pacientd s idiopatickymi stfevnimi zanéty dochazi k akumulaci
neutrofilnich a eosinofilnich granulocytd. Uvolnénim obsahu cytoplasmatickych
granuli neutrofilnich granulocytd dochazi k tvorbé protilatek proti nim namifenych
(ANCA), predevsim tedy proti pANCA. Vyskyt protilatek pANCA a IL23A (Granlund a
spol., 2013) je vy$Si u pacientl s UK. Crohnova nemoc je také spojovana s nékolika
dalSimi protilatkami jako jsou napfiklad anti-laminaribiosid (ALCA), anti-chitobiosid
(ACCA), anti-mannobiosid (AMCA), anti-laminarin (anti-L) a anti-chitin (anti-C) (Kuna,
2013) (Plevy a spol, 2013). U pacientl s mirnou az stfedni aktivitou zanétu u UK a u
pacientl vremisi mUzeme prokazat kortikotropin stimulujici faktor 2 (CRF2)
v epitelialnich burnkach, nikoli vS8ak receptory pro tento faktor v lamina propria.
(Chatzaki a spol., 2013)

V poslednich letech se vyzkumy zamérfuji na patrani po néjakém indikatoru,
nejlépe zjistitelnym co nejméné invazivni metodou, ktery by nam daval moznost
sledovani aktivity onemocnéni. Za takovy indikator mize byt povazovan C reaktivni
protein (CRP) & méfeni CD4+ odpovédi imunitniho systému, avsak praktické pouziti

se stale pouze testuje. (Brandhorst a spol., 2013)
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2.6.1. Crohnova nemoc

Crohnova nemoc neboli, regionalni enterokolitida, je nespecificky granulomatozni
zanét, pojmenovany podle B. B. Crohna, ktery ji spolu s Ginzburgem a
Oppenheimerem v r. 1932 popsal, avSak prvni popsané pfipady se objevuji jiz v 18.
Stoleti (r. 1769 Morgagni). Je to idiopatické stfevni onemocnéni postihujici jeden
nebo vice usekl tenkého nebo tlustého stfeva, pfednostné oblast ileocékalni (tzv.
terminalni ileum), ale muaze se vyskytovat v jakékoliv oblasti od ust po konecnik.
Hlavnim rysem je postizeni stény stfeva s tzv. ,skip areas”, neboli vynechanymi misty
nepostizené stény, a mélkymi viedy. Také mize mit i jiné projevy mimo
gastrointestinalni trakt, jako jsou: kloubni a o€ni zanéty, kozni vyrazky, vyskyt aft
v dutiné ustni, zanéty ZluCovodl a jater. Na rozdil od ostatnich autoimunnich
onemocnéni postihuje rovhomérné muze i Zeny pfevazné ve véku pod 40let (76,6%).

Lokalizace vyskytu uvadi graf 1.

Vyskyt CN v castech GIT

M terminalniileum
M kolon
 Bauhinska chopen

W horni GIT

Graf 1: procentualni vyskyt CN v ¢astech GIT (Papi, 2005),
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Klinicka diagnostika Crohnovy choroby se opira pfedevsSim v poskladani nékolika
objektivnich a subjektivnich pfiznakl nemoci, jako jsou napfiklad abdominalni bolest,
hubnuti, krev ve stolici, anemie, a vysledkd klinickych a laboratornich testd. PFi
vazném podezieni na toto onemocnéni klinik pfistupuje k endoskopii, kolonoskopii a
ileoskopii. Tato vySetfeni jsou vSak pro pacienta narocna a predevSim v hornim
travicim traktu skyta mnohé problémy. MUze se pouzit tzv. endoskopicka kapsle,
ktera pomoci kamery a nékolika Cocek monitoruje celou travici trubici a diky své malé
velikosti neobtézuje pacienta. Diky ni mizeme zachytit i pacienty s lehkou slizni¢ni
erozi, ktera se nemusi jinak klinicky projevit i slouzi k pribéznému monitorovani
nemoci. (Chermesh a Eliakim, 2008), (Goel a spol., 2013)

Crohnova choroba je rozdélovana jednak podle anatomické lokalizace a jednak
dle klinické povahy onemocnéni. Velice zalezi na lokalizaci. Lidé s postizenim
tenkého stfeva maji sice mensi riziko vzniku fistuli nez pacienti s postizenim ileo-
cékalnim, avSak maji vysSi riziko chirurgického feSeni stfevni nepruchodnosti. (Papi,
2005)

Videnska klasifikace rozdéluje Crohnovu chorobu na tzv. nestenozujici (non-
stricturing), nefistulujici (non-penetrating), stenozujici (stricturing) a fitulujici
(penetrating). Fistulujici typ je charakterizovan tvorbou perianalnich nebo intra-
abdominalnich fistul, abscest a viedd. Stenozujici typ je typicky stalym vyskytem
zuzeni lumen stfeva s predstenozujici dilataci a klinickymi symptomy obstrukce.
Nefistulujici a nestenozujici typ se neprojevuje klinickymi komplikacemi. Existuje
vSak i jina, Montrealska klasifikace, ktera rozliSuje pacienty dle véku (A1-3),
lokalizace (L1-4) a chovani jako Vidernska klasifikace (B1-3) (Selwin a spol., 2007).
Papi (2005) proved! vyzkum, ze kterého vyplyva, Ze 40% ze vSech nestenozujicich a
nefistulujicich typd se vyvine v jeden z typu s klinickymi komplikacemi. Toto tvrzeni
také podporuji dal$i studie, jako napfiklad Louis et al., ktery tvrdi, Ze 45,9% pacientu
stichou formou béhem 10let manifestuje vty s obstruujicimi ¢&i fistulujicimi
komplikacemi. (Papi, 2005)
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Vlastni pfi¢ina CN neni dosud znama. Pfedpoklada se, ze pficinou je faktor, ktery
vnika do stfevni stény ze stfevniho lumen a uplatiiuje zde svou antigenni povahu.
Timto vyvolavajicim faktorem muze byt napfiklad adherentné-invazivni typ
Escherichia coli, ktera ma vyssi schopnost pfichytit se a pronikat do enterocytu.
(Barnich et al., 2010). Makrofagy pak tento Cinitel likviduji a aktivuji pomoci IL-1,
TNFa Tui  lymfocyty, které svymi produkty (INFy, chemokiny) zpUsobuji
nepfiméfenou zanétlivou reakci a kumulaci CD64 + neutrofilnich granulocytl
(Amanzada a spol., 2013), které davaji vzniknout typickym granulomim. To by
vysvétlovalo disperzni vysev primarnich aftoidnich 1ézi v misté hyperplastické
lymfatické tkané a lokalni aktivace T lymfocytl, které nasledné zpusobuji vznik
granulomud. Nasledné snad imunitni systém neni schopen odstranovat odumrelé
enterocyty a jejich perzistance dale aktivuje zanét, ktery se tak Sifi celou sténou
stfevni. Zanét zplUsobuje intenzivni fibroprodukci, ktera vede k vyraznému ztlusténi
stfevniho lumen a vzniku stenéz. Mozna z tohoto divodu se nemoc soustfedi na

ileocékalni ¢ast stfeva, kde se vyskytuje hojna lymfaticka tkan.

£ 2003 Gastro VFN-UK Prague

Obrazek 7 a 8: 7 - Aftoidni 1éze v tenkém strevé, 8 — terminalni ileum: dilatacni

balénova vydut v anastomdze, pistél (vievo nahofe)
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Mikroskopicky je CN charakteristicka nesouvislym postizenym sliznice se
zanétlivou infiltraci a edematéznim prosaknutim. Az do oblasti serézy pronika
fibroprodukce. Na spodiné viedl nachazime intenzivni proliferaci nespecifické
granulaéni tkané, mimo né pak dilataci krypt, ubytek poharkovych bunék a zaroven
zvysSeni Panethovych bunék. Typické pro CN jsou také epiteloidni granulomy a
mikrogranulomy tvofené histiocyty, které se vyskytuji v nékterych pfipadech jako
obrovské mnohojaderné bunky disperzné rozptylené ve v8ech vrstvach stfevni stény.

Aftdézni viedy se pak nachazeji v blizkosti hyperplastickych lymfatickych folikulu.

LWLy S
VA
£

y

Obrazek 9: Charakteristicky histologicky nalez u Crohnovy nemoci:
nekaszeifikujici granulom, vytvofeny nahromadénim aktivovanych histiocytd ve

sliznici stfeva
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2.6.2. Ulcerézni kolitida
Ulcerdzni kolitida (lat. colon = tlusté stfevo, -itis = koncovka pro zanét, ulcus =
vied) neboli idiopaticka proktokolitida, je nespecificky hemoragicko-kataralni nebo
ulcerdzni zanét sliznice konecniku a pfilehlé ¢asti nebo celého traéniku s narazovym
nebo chronicky exacerbujicim pribéhem (Maratka, 1988). NejCastéji se toto
onemocnéni vyskytuje ve véku 30-40 let, az 1,5x Castéji u Zzen a vétsi vyskyty
zaznamenavame v ekonomicky vyspélych statech. Posledni vyzkumy prokazaly

protektivni u€inky malych davek alkoholu na rozdil od koufeni. (EI-Tawil, 2013).

Etiologie stejné jako u CN neni znama, ale kvuli difusnimu poskozeni sliznice a
submukozy koneCniku a traCniku lze predpokladat, Zze vyvolavajici faktor/y se
uplatiuji zevnitf, a to krevni &i nervovou cestou. Dochazi pak k aktivaci Ty
lymfocytl, které svymi CXC chemokiny aktivuji zanétlivou reakci. Kvuli neznalosti
tohoto vyvolavajiciho faktoru prvotni lehka rektalni forma kataralné-hemoragického
zanétu neodpovida na léCbu vibec & pouze omezené. Nasledna superinfekce
modulujici imunitni odezvu odpovida na imunosupresivni a antiinfekéni 1é€bu Iépe,
dokonce se v nékterych pfipadech muze zdat, Zze doslo k vylé€eni. Primarni pfiina

onemocnéni vSak zlstava, a proto dochazi k opétovné manifestaci.

Pfi sledovani aktivity onemocnéni je duleZité sledovat pacienta nejen
endoskopicky, ale souCasné také histologicky, jelikoZz makroskopicky obraz nemusi
vzdy odpovidat skute€nému stavu. (Lemmens a spol., 2013) Dale pozorujeme vysSi
hladiny C reaktivhiho proteinu (CRP) u pacientll s UK v aktivni fazi. (Rosenberg a
spol., 2013)
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Obrazek 10: kataralné-hemoragicky zanét rektalni sliznice

Mikroskopicky obraz UK odpovida makroskopickému nalezu. V aktivni fazi nemoci
je sliznice pfekrvena s hemoragiemi a difuznim zanétlivym infiltratem. Typickym
znakem jsou kryptové pseudoabscesy. V takto pozménénych kryptach sledujeme
ubytek poharkovych bunék s oplosténim epitelovych bunék a granulocytarni exudat
v lumen krypt. Na povrchu sliznice ¢asto pozorujeme erozi (rozpad tkané), diky niz
dochazi k tvorbé ulceraci. Mimo to jsou velice Casté i zanétlivé polypy, tvofené

nespecifickou granulaéni tkani, ve kterych mize dochazet ke zvratu v karcinom.
(Gerling a spol., 2013)

31



Obrazek 11: Histologicky nalez ulcerdzni kolitidy: kryptové pseudoabscesy

Obrazek 12: Histologicky nalez ulcerdzni kolitidy: zanétliva destrukce krypt
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2.7. Fluorescence

2.7.1. Historie a princip
Z historického hlediska bychom si méli vysvétlit nékolik pojmu: fluorescence,

fosforescence a luminiscence.

Slovo luminiscence (lat. lumen = svétlo) bylo poprvé pouzito fyzikem a historikem
véd, Eilhardtem Wiedemannem, r. 1888 pro jev, kdy svételné zafeni je pfitomné bez
zareni tepelného, tzv. ,studené svétlo®. (Valeur a spol., 2001) Je to vlastné obecna
emise svétla latkou, ktera mize nastat pfi navratu elektronu z excitovaného stavu na

stav zakladni. Luminiscenci délime na fluorescenci a fosforescenci.

Nazev fluorescence v pravém slova smyslu se pouziva az od doby zvefejnéni
druhého Becquerelova listu (Becquerel a Stokes, r. 1842), ktery zavedl oznaceni
fluorescence pro jev, kdy bezbarva latka emituje zareni za sou€asného pusobeni
zareni excitaéniho. Slovo fluorescence je vlastné ,slozenina“ ze dvou vyrazl:
fluorspar (mineral, ktery obsahuje kalcium fluorid = fluorit) a opalescence (rozptyl
svétla). (Valeur a spol., 2001) Excitaci vyvolava absorpce ultrafialového zareni, které
vybudi elektrony ze zakladniho vibra¢niho stavu na jednu z mnoha vibra¢nich hladin
v elektronovém excitovaném stavu. Takto vybuzena molekula ztraci pfi kolizich

s okolnimi  molekulami energii a pfechazi na nejnizSi hladinu singletového
elektronu na zakladni hladinu. Jelikoz ktomuto zafivému prfechodu dochazi
z povolenych stavil, doba, po kterou dochazi k emisi zafeni, je 10° az 10™ s. Energie
vyzarenych fotond je zmenSena o vydané teplo a proto i emitované zareni ma vétsi

vinovou délku nez excitacni. Tento rozdil je oznaCovan jako StokesUv posun.
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Fosforescence (fec. phos = svétlo, phorense = nést) je vlastnost latky
pojmenovana uz ve stfedovéku, jako schopnost zafit ve tmé i néjakou dobu po
predchozim osviceni. NejznaméjsSi takovou latkou je Bolonsky fosfor, objeveny
italskym alchimistou Vincenzem Cascariolou r. 1602. Francis Perrin (1929) vyslovil
hypotézu, ze: ,Fosforescence je stav molekuly, ktera se pohybuje mezi absorpci a
emisi ve stabilnim i nestabilnim intermedialnim stavu, a jsou proto na chvili schopné
dosahnout emisniho stavu i bez pfijeti ur€ité mnozstvi energie z media.” (Valeur a
spol., 2001) Obecné vsak k fosforescenci odchazi, kdyZ po absorpci zarfeni dochazi
k excitaci elektronll na excitovany singletovy stav, ktery pfejde v excitovany tripletovy
(zakazany) stav. Tento tripletovy stav je charakterizovany parem elektroni se
stejnym spinem. Proto dochazi k zadrzovani tohoto stavu po delSi dobu, nez jak je
tomu u fluorescence. Doba trvani tripletového excitovaného stavu muze byt i vétsi
nez 10 sekund. Nakonec vSak i z tohoto stavu dojde k vyzareni fotonu a pfechodu na

zakladni energeticky stav.

2.7.2. Fluorochromy

Latka schopna fluorescence se nazyva fluorochrom. Fyzikalni podstata
fluorescence a fosforescence spociva ve vlastnostech elektronového obalu atomu v
molekulach fluorochromu. Elektrony téchto latek jsou schopny absorbovat foton
excitadniho svétla, 6imz se zvysi jejich energie. Cast této nové nabyté energie vdak
elektron po chvili vyzafi jako foton s nizSi energii a tedy delSi vinovou délkou.
ProtoZe doSlo ke ztraté energie, je vinova délka emisniho svétla vzdy delSi nez
vinova délka svétla excitaniho (Stokesovo pravidlo). Jelikoz vinova délka udava
barvu svétla, pozorujeme u emitovaného svétla posun k Cervené cCasti spektra.
Existuje fada fluorescencnich latek, avS8ak na konjugaci jsou vhodné pouze
fluorochromy obsahujici chemickou skupinu, ktera se pevné vaze na bilkovinu.
Nenavazané barvivo musi byt lehce odstranitelné, konjugaci se nesmi snizit intenzita
fluorescence a nesmi se ji poskodit imunochemicka specifita proteinu a tedy vazebna
schopnost protilatek. (Slavik, 1998)
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Vycet nékterych pouzivanych fluorochromu: (Slavik, 1998)

- FITC (fluorescein isothiokyanat) - maximum emise mezi 500-600 nm.
Siroce pouzivan pfi imunofluorescenci (Zluto-zelena)

- Rhodamin B (oranzovo-Cervena)

- Phycoerythrin (oranzova)

- Hoechst (bisbenzimid) - barvi DNA

- DAPI - vaZe se na DNA a RNA (modra)

- Ethidium bromid - vaze se na dvouretézcovou DNA a RNA (oranzova)

- Propidium Jodid - Barvi DNA (Cervené)

- Akridinova oranz - vaze se na DNA (barvi se zelené) a RNA (tmavé
Cervena)

- Congo Red - vaze se na amyloid (rdzova)

- GFP (zeleny fluorescen¢ni protein) — genova sekvence vkladana do
proteinu, ktera zplUsobi zelenou fuorescenci pfi jeho prekladani v burice (téz

pfibuzny Zluty, modrozeleny a nepfibuzny ¢erveny FP)

2.7.3. Fluorescencni mikroskopie
Vyhodnocovani se provadi pomoci fluorescenéniho &i konfokalniho mikroskopu
(3D obraz), které vyuzivaji luminiscence fluorochromu pfi nasviceni svétlem o urcité
vinové délce. Systém polopropustnych zrcadel a kondenzori nam umoZzhuje
pozorovat jen vymezené spektrum excitovaného vinéni (napf. zelena). Detekénich
systému se pouziva bud pfimo lidské oko, nebo rizné druhy elektronickych snimacu.
(Lakowicz, 2006)
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2.7.3.1. Fluorescenéni mikroskop

Pod pojmem fluorescenéni mikroskop si mizeme predstavit jakékoliv zvétSovaci
pfistrojové usporadani, které vyuziva fluorescence ke studiu anorganickych a
organickych latek. V pfirodnich védach se vyuzivd predevSim sestavy
epifluorescencniho mikroskopu, coz je zastupce nejjednodussi konstrukce. Sklada se
ze zdroje svétla, které je pokud mozno monochromatické, nebo alespon svétlo
s uzkym vinovym spektrem. Toho je docileno pouzitim xenonové obloukové lampy,
rtutové vybojky €i vykonnych LED diod. Monochromatického zafeni se docili tzv.
excitaénim filtrem, ktery propousti svétlo o takové vinové délce, které odpovida
vinové délce excitaniho maxima pouzitého fluorochromu, aby se dosahlo co
nejvysSi ucinnosti excitace. Po odrazu od dichroického jinak také dichromatického
zrcadla paprsek dopada na povrch zkoumané latky (tkarnovy fez), kde vyvolava
excitaci fluorochromu. lhned po excitaci dochazi k emisi svétla o niZ8i energii, tedy o
vétsi vinové délce, které je propousténo pres dichroické zrcadlo k emisnimu filtru,
ktery propusti paprsky pouze jedné nastavené vinové délky, odpovidajici emisni
vinové délce fluorochromu. Tento paprsek nakonec dopada na detektor, v klinické

praxi je toto zareni pozorovano okem a hodnoceno semikvantitativné (+/++/+++).

detector

ocular _— )
emission filter

— 1
dichroic mirror
e

light source

excitation filter

objective

specimen
Obrazek 13 a 14: 13 - Schéma epifluorescenéniho mikroskopu, 14 — Glomerulus
(FITC)
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2.7.3.2. Konfokalni mikroskop

Konfokalni mikroskopie se od epifluorescencni liSi nejenom v pfistrojovém
usporadani, ale pfedevsim v grafickém zobrazeni. Jako zdroj budiciho zafeni je zde
vyuzivam laserovy paprsek, ktery dopada bodové na zkoumanou latku, kde excituje
fluorochrom. Ten ihned vyzafi svétlo, které je navic pfed dopadem na detektor
ofezavano na uzky proud paprskia. Tim je docileno ostrosti, jaké nelze
epifluorescenénim konstrukci dosahnout. Nevyhodou je v8ak sniZeni intenzity
excitovaného svétla, kterd musi byt kompenzovana delSi expozici. Takto je bod po
bodu ,proskenovan® cely povrch zkoumané latky a detektorem zachycované
excitaéni zareni prevadéné na signal, ktery je zesilovan, postupné sbiran a

interpretovan softwarem. Vysledkem nam je bud 2D ¢&i 3D obraz vysoké kvality.

FIG. 3.

INVENTOR.
MARVIN  MINSKY

’ ! BYM gfﬁ’?,
ATTORNE!

Obrazek 15 a 16: 15 - Schéma principu konfokalniho mikroskopu z patentu

Marvina Minskiho z roku 1957, 16 — imunofluorescencni detekce bunécénych struktur

2.7.4. Imunofluorescence

Imunofluorescence (IF) je semikvantitativni metoda, ktera vznikla spolu s rozvojem
sérologie a patfi mezi bézné laboratorni techniky zejména pfi diagnostice
autoimunitnich chorob. Je zalozena na principu reakce antigenu s protilatkou
(imunochemicka reakce), kde se tato vazba zviditelfiuje pomoci detekénich systémd,
které zvysSuji citlivost reakce a umoznuji modifikace, které prostou precipitacni
metodou jsou jen tézko dosazitelné. V IF je detekénim systémem protilatka (Ab)
znacena fluorochromem, ktera se specificky vaze na hledany antigen (Ag). Nasledné
vyuzivame vlastnosti fluorochorml ke zviditelnéni vazby antigen-protilatka (Ag-Ab).
V histologii vyuzivame IF kdetekci riznych antigend ve tkanich i bunkach
bioptického materialu (pfima imunofluorescence), dale cirkulujicich autoprotilatek

v séru nemocného (nepfima imunofluorescence). (Farlex, 2012)
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Imunofluorescenéni metody:

e Prfima fluorescence (DIF — direct imunofluorescence) - navazani znacené
protilatky fluorochromem pfimo na antigen (Ag)

e Nepfima fluorescence (IIF — indirect imunofluorescence) — vyhledavani
protilatek v pacientové séru pomoci vazby znacené protilatky namifené proti
vazbé hledané protilatky s Ag v umélé bunééné kultufe (tzv. Anti-lg)

2.7.4.1. Pfima imunofluorescence
Pfi pfimé imunofluorescenci je detekovan antigen ve tkani pomoci primarni
protilatky znamé specifity, ktera je konjugovana s fluorochromem. Tato metoda je
hojné vyuzivana predevsim v histologii, kde slouzi jako dullezita diagnosticka metoda
v prikazu nescetnych onemocnéni véetné autoimunitnich poruch (pfedevsim kulze,
ale i jiné tkané).

znama FLUORESCENCNI
protilatka / FITC MIKROSKOP

A /

\|/
[ooo/ = o8

vySetfovana tkan

Obrazek 17: Schéma pfimé imunofluorescence (Toman, 2004)
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2.7.4.2. Nepfima imunofluorescence

Pfi nepfimé imunofluorescenci se prokazuje pfitomnost protilatek (v imunologii i
nékterych autoprotilatek) ve vySetfovaném séru. Rez tkani nebo bunééna kultura se
znamym antigenem (napf.: bunécna kultura zamérné infikovana znamym virem) se
prevrstvi vySetfovanym sérem. V pozitivnim pfipadé se na antigen specificky navaze
protildtka ze séra jako primarni. Ve druhém kroku tento komplex prevrstvime
sekundarni protilatkou, coz je protilatka proti imunoglobulinové frakci daného druhu
(napf.: protildtka proti lidskému IgG) a tato protilatka je konjugovana
s fluorochromem. Mezi jednotlivymi kroky je nutné vzorky dukladné proplachovat,
abychom odstranily nenavazané protilatky. Vysledkem vSech vySetfeni je titr

protilatek, ktery zjistime provedenim testu u série postupné zfedénych sér (viz.obr.6).

vySetiované sérum , FLUORESCENCNI
fedéné (1:10 - 1:640) antilg/FITC MIKROSKOP
+ kontrolni séra
v ¥ ¥y ~L RER J,
OO0 O mkubace O O0O0 mkubace ’] é 6 CS
znamy bunédény vysetiované kontroly
substrat serum

Obrazek 18: schéma nepifimé imunofluorescence (Toman, 2004)
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3. Zadani prace, cil prace

Na zakladé vySe uvedenych poznatkll jsme se v této bakalarské praci snazili o
prukaz souvislosti pfitomnosti ABBA v séru pacienta s jeho moznym onemocnénim
Crohnovou chorobou. K tomu jsme pouZili histologickych a imunofluorescencnich
vysledkd zanesenych do nemocni¢niho informacniho systému (NIS) a jejich

statistického zpracovani.
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4. Experimentalni ¢ast:

Abychom mohli dojit k datiim, jejichZz hodnoceni je cilem této bakalarské prace,
musi probéhnout cela fada postupd. Jednak zhotoveni barveného preparatu
z endobiopsie pro svételnou mikroskopii a diagnostiku idiopatickych stfevnich zanét,
pak je to dukaz protilatek (ABBA) obsazenych vséru pacienta a jejich

imunofluorescenéni prukaz.
4.1. Zpracovani endobiopsie a zhotoveni barveného preparatu

4.1.1. Prfijem materialu
Material, ze kterého lze zhotovit preparat vhodny ke zhodnoceni morfologie a
pfipadné stanoveni diagndzy idiopatického stfevniho zanétu, je jiz z klinického

pracovisté vlioZen do fixatniho média (10% neutralizovany formaldehyd).

4.1.2. Zpracovani

Po dikladné fixaci, ktera je Casové zavisla na velikosti vzorku tkang, je tato tkan
Iékafem pfikrojena do tkanového bloku, o maximalni velikosti 2x2x0,5cm, a vkladana
do plastovych kapsli oznacenych bioptickym laboratornim Cislem a prosycena 70%
alkoholem. Nasleduje prfevedeni tkané do parafinu pomoci odvodnovaci a
prosycovaci fady, ktera obsahuje nejméné tfi 1azné 96% alkoholu, tfi 14zné xylenu a
tfi posledni lazné parafinu o teploté 56 - 58°C. Po prosyceni tkané parafinem je takto
zalévana do parafinového bloCku, ze kterého se po dukladném zchlazeni kraji tenké

fezy napinané na hladiné zelatiny na podloznim skle oznaCeném bioptickym Cislem.

Pro barveni se pouziva klasické pfehledné barveni hematoxylinem — eosinem.
Cely barvici proces probiha v automatickych barvicich pfistrojich Sakura, které
provadeéji cely barvici proces naprosto automaticky. Sklada se z téchto €asti a lazni
(v zavorce pro prehlednost uvadim ¢as maceni v laznich):

- Zapékaci komuarka (10min)

- 3 lazné xylenu (3x5min)

- 21azné 96% alkoholu (2x5min)

- Lazen 70% alkoholu (3min)

- Lazen destilované vody (2min)

- Lazen Mayerova hematoxylinu (5min)

- Promyvaci lazen s proudici pramenitou vodou (5min)
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- Lazen 1% roztoku eosinu (1min)
- Promyvaci lazen s proudici pramenitou vodou (20s)
- Lazen 70% alkoholu (5min)
- 21azné 96% alkoholu (2x5min)
- Lazen acetonu (2min)
- 21azné xylenu (2x5min)
Montovani probiha automaticky v montovacim automatu, pfipojenym in-line
k barvicimu automatu, s pouzitim xylenu a specialni montovaci pasky. Po kratkém

zaschnuti je preparat pfipraveny k prohlizeni svételnym mikroskopem.

4.1.3. Roztoky, ¢inidla, média
Jako fixacni tekutina se pouziva neutralizovany 10% formaldehyd o pH 7. Béhem
prosycovani parafinem, odparafinovani a odvodfiovani jsou pouzivany tyto roztoky:
96% alkohol, 70% alkohol, destilovana a pramenita voda, Mayertv hematoxylin, 1%
roztok eosinu, aceton, xylen, parafin. Pro napinani tenkych fezt na podlozni sklo se
uziva roztoku zelatiny (Zelatina + thymol + destilovana voda). Ve FUP se jako
montovaci médium v automatickych montovacich pfistrojich pouziva xylen, ve

vyjimecCnych pfipadech pertex.

4.1.4. Pomucky a pristroje
Pristrojem pro pfevedeni tkané do parafinu slouzi autotechnikony (Shandon
Citadel 1000 a 2000, Bamed TPC a Bamed Intelsint ETP). Zalévani do parafinu je
provadéno pomoci zalévaci linky Leica EG1160 a kovovych formi¢ek rdaznych

velikosti.

Ke krajeni tenkych fezU slouzi sankové mikrotomy Leica opatfené nozi na
vymeénne Ziletky, dale jsou tfeba podlozni skla, Pasteurova pipeta, plastova kadinka
na Zzelatinu, jehly, podlozni destiCka, nahfivaci ploténka, stojan na preparaty a

bunidita vata.

Pro barveni je uzivano automatickych barvicich pfistroji Tissue-Tek Prisma od
firmy Sakura, do kterych jsou preparaty vkladany ve specialnich nosicich preparatu.
Pro urychleni provozu je ktomuto barvicimu pfistroji pfipojen in-line montovaci
automat Tissue-Tek Film. Pro jeho Cinnost je zapotfebi montovaci paska vyrabéna

stejnou firmou.
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4.2. Zpracovani materialu pro fluorescenéni vysSetreni

4.2.1. Pfijem materialu
Materialem pro nepfimé imunofluorescencni vysSetfeni, mezi které se fadi i
vySetfeni na pritomnost ABBA, se provadi ze séra, Ci plné nesrazlivé krve, ktera se
po pfijeti na FUP dale zpracovava stadenim v centrifuze EBA 20 (5min pfi
25000t/min) a ziskané sérum se sléva do Cisté zkumavky oznacené
imunofluorescenénim katalogovym cislem. Séra se do doby zpracovani uchovavaji
v ledni¢ce (pfi 2-10°C) a to maximalné po dobu 3 dni. Pro delSi skladovani uzivame

teploty mraziciho boxu (-24°C).

4.2.2. Zpracovani
Nedilnou soucasti vySetfeni na pfitomnost ABBA, je pfiprava tkanovych preparatu
z krysi ledviny. Tyto preparaty se pfipravuji do zasoby ze zmrazeného blo¢ku pomoci
kryomikrotomu, ktery je uzplsobeny pro krajeni tenkych fezll zmrazenych tkani
v Cryomountu pfi -20°C. Takto pfipravené preparaty se uchovavaji v mrazicim boxu
pfi -20°C. Na kazdé vySetieni je zapotfebi jeden preparat na jedno vySetfované
sérum a dva preparaty jako kontrolni. V8echny preparaty po vyndani z mraziciho

boxu nechame 15min proschnout pfi laboratorni teploté.

Krali€i protilatku prfed samotnym vySetfenim cCerstvé fedime v poméru 1:80
fosfatovym pufrem s chloridem sodnym (PBS) o pH 7,2. VySetfované sérum fedime

v poméru 1:7 s PBS o pH 7,6.

Preparaty pro proschnuti rovhame do vihké komlrky a zajistime magnetickou
paskou. DalSi postup je strucné popsan nize:
- Nakapani fedéného vySetfovaného séra (doba pusobeni 30min)
- Oplachnuti v nékolika laznich fosfatového pufru, zakapani preparatd
pufrem, aby nedoslo k vyschnuti
- Nakapani naredéné kraliCi protilatky (doba pusobeni 30min)
- Oplachnuti ve tfech laznich PBS

- Zamontovani do pufrovaného glycerinu
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Pozitivni a negativni kontrola by méla vyloucit faleSné pozitivni a faleSné negativni
vysledek testu. Pozitivni kontrola je pfipravovana se sérem s jiz dfive prokazanou
pozitivitou semikvantitativné na +++. Na negativni kontrolu neni kapano zadné

sérum, pouze fedéna protilatka.

Vysledky vySetfeni jsou zapisovany do pfedem vytisténych archd. Zaznamenava
se zde poradové Cislo vySetfeni (imunofluorescencni Cislo), druh vySetfeni a
semikvantitativni hodnoceni (-/+/++/+++), které provadi zkuSeny lékaf. Z téchto
tisténych archd, které jsou uchovavany v archivech po dobu x let, jsou data

prepisovana do nemocni¢niho informacniho systému (NIS).

4.2.3. Roztoky, ¢inidla, média
Krali€i protilatka proti lidskym imunoglobulinm: IgA, IgG, IgM, Kappa a Lambda
znacena FITC (RaAHu/IgA, 1gG, IgM, Kappa, Lambda/FITC — od firmy Dako, kéd F
0200), fosfatovy pufr o pH 7,6, PBS (fosfatovy pufr s chloridem sodnym), montovaci

médium (pufrovany glycerin), Cryomount.

4.2.4. Pomucky a pristroje
Kryomikrotom (Thermo scientific — microtom HM 550), podlozni skla, kryci skla,
vlhka komurka, mikropipeta (100ul), Iazné na pufr, magneticka paska, tkanovy blok z

krysi ledviny, kovovy tercik.
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5.Zpusob vyhodnoceni

5.1. Prvni vybérovy soubor - porovnani ABBA pozitivhich IF

vysSetieni s histologickym nalezem endobiopsii

Prvni vybérovy soubor zahrnuje vSechna imunofluorescencni vySetreni z let 2009
az 2011, ktera vykazovala pozitivitu na ABBA: +, ++ nebo +++. Tato data byla
ziskana z vysledkovych archu. Kazdy pacient byl podroben priizkumu, zda mu nékdy
byla provedena endobiopsie z tenkého &i tlustého stfeva (zpracovana pouze na FUP
FNHK) a s jakym vysledkem histopatologického nalezu. K tomu jsme potfebovali
pfistup do NIS a pomoci rodnych Cisel byl kazdy pacient zvlast vyhledan a vysledky

jeho vySetfeni zaznamenany.

Tak byli pacienti fazeni do kategorii: histologicky potvrzena Crohnova nemoc
(CN), histologicky potvrzena ulcerdzni kolitida (UK), suspektni nalez pro Crohnovu
chorobu (SCN), suspektni nalez pro ulcerdzni kolitidu (SUK) a nespecificky nalez
(NN). Do kategorie nespecifického nalezu byly zahrnuty napf.: normalni nalez,

nespecifické zanétlivé zmény, hyperplasticky polyp, nadorové zmény, celiakie, a;.

U tohoto vybérového souboru jsme sledovali i stupen pozitivity ABBA u
jednotlivych kategorii. Pfitomnost sledovaného jevu vyznacuje Cislice 1, nepfitomnost
0. Zaznamy ucinéné ztohoto priuzkumu jsou zafazeny v pfilohové c¢asti. Tyto
zaznamy obsahuji porfadové Cislo pacienta, rok narozeni (je udavan ve formatu
dvoumistnych Cisel, jez pfedstavuji posledni dvojCisli z roku narozeni, napf.: rok
narozeni 1962 je zde uveden jako 62, rok narozeni jiny nez ve 20. stoleti je uveden
jako cely, napf.: 2002), imunofluorescencni Cislo (IF), diagnosticky kéd (DG), Cislo

biopsie (BC) a zafazeni do vy3e uvedenych kategorii.
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5.2. Druhy vybérovy soubor — porovnani klinické diagnézy (DG CN -
K50, DG UK — K51) s vysledkem ABBA vysSetreni

Druhy vybérovy soubor zahrnuje vSechny pacienty, ktefi byli v jednotlivych letech
(2009-2011) vysSetfeni na FUP a jejich klinicka diagnéza spada do kategorie
Crohnovy nemoci (DG K50), nebo ulcerézni kolitidy (DG K51). Tento vybér jsme
ucinili pomoci NIS vyhledavacich kritérii podle diagnézy pacienta v urcitém casovém
obdobi. U téchto pacientl jsme dle jejich rodného Cisla vyhledavali, zda podstoupili
imunofluorescencni vysSetfeni (IF), zda toto vySetfeni zahrnovalo vysledek na
pritomnost ABBA protilatky a s jakym semikvantitativnim vysledkem. V tabulce
vysledkl, umisténé v €asti pfilohy, je uvedené poradové Cislo pacienta, diagnosticky
kéd (DGK), zda bylo & nebylo provedeno imunofluorescencéni vysetfeni (IF) a
vysledek vysetfeni na ABBA (nevysSetfeno/-/+/++/+++). PFitomnost sledovaného jevu

vyznacuje Cislice 1, nepfitomnost 0.
Hledané vztahy v jednotlivych letech (2009, 2010 a 2011) jsme znazornili do formy

tabulek a prehlednych kruhovych vysecovych graf(i. Nakonec i celkovou zavislost za
roky 2009-2011.
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6. Vysledky:

Pro dosaZeni co nejkomplexnéjSiho zobrazeni soucCasné situace zavislosti
idiopatickych stfevnich onemocnéni na pozitivité ABBA, jsme si vytvofili dva
testované soubory. Vysledky jsme vyhledavali pomoci NIS (nemocni¢ni informacni

systém — systém, do kterého se vkladaji veSkeré nalezy pacientl) a tist€nych archu.

6.1. Prvni vybérovy soubor - porovnani ABBA pozitivhich IF
vysSetieni s histologickym nalezem endobiopsii
Z celkového poctu imunofluorescencnich vysetfeni byly vybrany pfipady, které
vychazely pozitivné na ABBA (semikvantitativné hodnoceno: +/++/+++). Z tohoto
podtu jsem posuzovala pouze pacienty, ktefi méli zarovelh na FUP vySetfenu
endobiopsii. Podle vysledku endobiopsie (histopatologického néalezu) jsem tyto
pacienty délila do skupin s CN, UK, SCN, SUK a NN. Soucasti pfilohy jsou tabulky
hodnoceni jednotlivych IF vySetfeni a srovnani s endopiopsii. Nasledujici tabulky a

grafy zobrazuji vysledky hodnoceni v letech 2009-2011.
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V roce 2009 bylo provedeno celkem 3531 imunofluorescencnich (IF) vySetfeni, z toho 547 s pozitivnim vysledkem na ABBA.

Z tohoto poctu pacientl bylo 86 endobiopticky vySetfeno. Vysledky téchto endobiopsii ukazuji na to, Ze z téchto 86 bylo 11,63%
pacientim diagnostikovana CN; 5,81% UK; 2,33% IBD; 11,63% SCN; 10,47% SUK a 58,14% pacientu s jinym morfologickym

obrazem. V tabulce je dale uvedeno semikvantitativni hodnoceni pozitivity ABBA a jejich Cetnost pro jednotlivé morfologické obrazy.

IF2009 3531
IF ABBA 2009 547 100%
IF ABBA S ENDOBIPSII 86 | 15,72%
ABBA ABBA ABBA ABBA ABBA ABBA
CN SCN UK SUK IBD NN
10 11,63% | 10 11,63% 5,81% 10,47% 2,33% 50 58,14%
+ ++ +++ + ++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ + ++ +++
2 7 2 2 6 3 1 1 1 0 0 19 15 16

Tabulka 3: Pocet pacientu s pozitivitou na ABBA (+/++/+++) u jednotlivych morfologickych obrazi (CN, UK, IBD, SCN, SUK, NN) za

rok 2009.
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V roce 2010 z celkového poctu 2935 IF vySetfeni bylo 925 s pozitivnim vysledkem na ABBA. Z tohoto poctu pacientu bylo 153

endobiopticky vySetfeno. Histopatologické vysledky ukazuji na to, ze z téchto 153 bylo 3,27% pacientim diagnostikovana CN;

6,54% UK; 0,00% IBD; 14,38% SCN; 1,31% SUK a 74,51% pacientl spada do kategorie NN.

IF 2010 2935
IF ABBA 2010 925 100%
IF ABBA S ENDOBIPSII 153 | 16,54%
ABBA ABBA ABBA ABBA ABBA ABBA
CN SCN UK SUK IBD NN
327% | 22 14,38%( 10 6,54% 1,31% 0,00% | 114 74,51%
++ +++ ++ +++ + ++ +++ ++ +++ ++ +++ + ++ +++
1 2 3 15 1 5 5 1 0 0 0 20 40 54

Tabulka 4: Pocet pacientl s pozitivitou na ABBA (+/++/+++) u jednotlivych morfologickych obrazt (CN, UK, IBD, SCN, SUK, NN) za

rok 2010.

49




Ze 2584 IF vysetfeni v roce 2011 bylo 780 s pozitivnim vysledkem na ABBA a z toho 157 pacientd bylo sou€asné endobiopticky
vySetieno. Z téchto 157 bylo 7,64% pacientim diagnostikovana CN; 4,46% UK; 0,00% IBD; 7,64% SCN; 1,91% SUK a 78,34%

pacienty s jinym histopatologickym obrazem.

IF 2011 2584

IF ABBA 2011 780 100%

IF ABBA S ENDOBIPSII 157 | 20,13%

ABBA ABBA ABBA ABBA ABBA ABBA
CN SCN UK SUK IBD NN
12 7,64% | 12 7,64% 4,46% | 3 1,91% 0,00% | 123 78,34%

++ +++ + ++ +++ ++ +++ + ++ +++ ++ +++ + ++ +++
4 8 4 2 6 3 3 1 1 1 0 0 27 38 57

Tabulka 5: Pocet pacientl s pozitivitou na ABBA (+/++/+++) u jednotlivych morfologickych obrazt (CN, UK, IBD, SCN, SUK, NN) za

rok 2011.

50




Nasledujici vyseCové grafy znazoriuji procentualni zastoupeni jednotlivych morfologickych obrazu za roky 2009, 2010 a 2011. Pro

prehlednost jsou fazeny vedle sebe. Zde si mizeme ovéfit vzristajici tendenci poctu nespecifickych nalezi u ABBA pozitivnich

pacientd.
Zastoupeni DG u ABBA Zastoupeni DG u ABBA Zastoupeni DG u ABBA
pozitivnich pacientt pozitivnich pacientl pozitivnich pacientt
v r.2009 v r.2010 vr.2011
ECN ®SCN mUK SUK IBD NN ECN ®SCN ®UK SUK mIBD NN ECN MESCN EUK ESUK mIBD NN
3,27%
4,46%
1,91%
1,31%
58,14%

10,47%

[
74,51% 78,34%

2,33%

Grafy 2, 3, 4: Procentualni zastoupeni jednotlivych histopatologickych nalezd u ABBA pozitivnich pacientu v letech 2009, 2010 a
2011.
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Nasledujici tabulka a graf shrnuji vysledky za celé sledované obdobi (2009 - 2011). Z celkového poctu pacientu (396) pozitivnich na
ABBA, ktefi maji i vysledek endobiopsie, ma 6,82% morfologicky potvrzenu CN; 5,56% UK; 0,51% IBD; 11,11% SCN; 3,54% SUK a
72,47% pacientu jiny obraz.

IF ABBA CN ABBA SCN ABBA UK ABBA SUK ABBA IBD NN
ABBA pocet % pocet % pocet % pocet % pocet % pocet %
2009 86 10 11,63 10 11,63 5 5,81 9 10,49 2 2,33 50 58,14
2010 153 5 3,27 22 14,38 10 6,54 2 1,31 0 0 114 74,51
2011 157 12 7,64 12 7,64 7 4,46 3 1,91 0 0 123 78,34
CELKEM 396 27 6,82 44 11,11 22 5,56 14 3,54 2 0,51 287 72,47

Tabulka 6: PocCet pacientl s pozitivitou na ABBA (+/++/+++) u jednotlivych histopatologickych nalezli (CN, UK, IBD, SCN, SUK, NN)
za obdobi 2009 - 2011.

Graf 5: Celkové procentualni zastoupeni jednotlivych morfologickych

Zastoupeni DG u ABBA
obrazu u ABBA pozitivnich pacientu za obdobi 2009 — 2011.

pozit.pacientti v r.2009-2011

B ABBACN mABBASCN mABBAUK mABBASUK 1 ABBAIBD NN
6,82%

5,56%
3,54%

N\_0,51%

72,47%
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VysSe uvedené vysecové grafy a tabulky sice znazoriuji vysledky z nami zjisténého prizkumu, nemohou vSak zachytit skute€nou
situaci v populaci. Aby vysledky prizkumu mohly byt pouzity na cely zakladni soubor pacient, musime provést jejich korekci
pomoci intervalového rozpéti (prava a leva mez), které nam urci skute¢né procento pacientd, ktefi s 95% pravdépodobnosti budou
spadat do jednotlivych morfologickych obrazu. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7 a grafu 6, ktery zobrazuje také rozpéti
chybovych usecek. V tabulkach jsou uvedeny hodnoty bez pfevedeni na procenta (napf.: relativni ¢etnost CN je 0,068182 =
6,82%).

pocet vySetieni ABBA 396
onemocnéni CN SCN UK SUK IBD NN
pocet biopsii 27 44 22 14 2 287
relativni ¢etnost 0,068182 0,1111111 0,055556 0,0353535 0,005051 0,724747475
leva mez 0,04541 0,0819033 0,03514 0,0194604 0,000612 0,677921613
prava mez 0,097653 0,1462814 0,082906 0,0586063 0,018124 0,768177497
horni odchylka 0,029471 0,0351703 0,027351 0,0232527 0,013074 0,043430022
dolni odchylka 0,022772 0,0292079 0,020415 0,0158931 0,004438 0,046825862

Tabulka 7: Relativni ¢etnost vyskytu sledovanych morfologii u ABBA pozitivnich pacientd (2009-2011) s 95% intervalem

spolehlivosti pro zakladni soubor.
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Relativni ¢etnost vyskytu sledovanych morfologii u ABBA pozitivnich
pacientt (2009-2011)

09 -
038 -
07 -
06 -
05 -
04 -
03 -
02 -

0,1 -

CN SCN IBD UK SUK NN

Graf 6: Relativni €etnost histologickych nalezt (CN, UK, IBD, SCN, SUK, NN) u ABBA pozitivnich pacientl v letech 2009 - 2011

s hladinou spolehlivosti 95%
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Relativni cetnost vyskytu sledovanych morfologii u ABBA pozitivnich
pacientt (2009-2011)

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

S —

CN IBD UK

Graf 7: relativni Cetnost histologickych nalezl po slou€eni jasné histologické diagn6zy se suspektnim nalezem (CN s SCN a UK
s SUK) u ABBA pozitivnich pacientt v letech 2009-2011 s hladinou spolehlivosti 95%
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6.2. Druhy vybérovy soubor — porovnani klinické diagnézy (DG CN -
K50, DG UK — K51) s vysledkem ABBA vysSetreni
V kazdém zlet 2009 az 2011 jsme provérovali pfitomnost pozitivity
(semikvantitativné rozdélené na +/++/+++) i negativity IF vySetfeni u pacientu
s diagn6zou CN &i UK. Vycet pacientl dle diagnézy a vysledek jejich IF vySetfeni na
ABBA je uveden v pfiloze. Tabulky a grafy uvadéji tuto zavislost oddélené pro CN a
UK.

V roce 2009 bylo vySetfeno 74 pacientl s diagnézou CN (diagnostické kody — DK:
K50.0 — K50.9). Z nich 51 bylo imunofluorescenéné vysetfeno na ABBA na FUP.
Tabulka a graf 8 zachycuiji ¢etnosti vysledkl vySetfeni na ABBA u téchto pacientl. U
37,25% Dbylo vySetfeni negativni; u 25,49% je vySetfeni pozitivni se
semikvantitativnim hodnocenim +; u 5,88% pozitivni s hodnocenim ++ a u 31,37% na

+4++.,

VYHODNOCENI — DG CN (K50.0 — K50.9) (2009)

POCET PACIENTU S DG CN 100% 74
POCET PACIENTU S DG CN A IF ABBA 68,92% 51
ABBA - ABBA + ABBA ++ ABBA +++
19 13 3 16
37,25% 25,49% 5,88% 31,37%

Tabulka 8: Cetnost vysledkd na ABBA u pacienti s CN v r.2009

DG Crohnova nemoc r.2009

W ABBA - ABBA+ mABBA++ MABBA +++

25,49%

Graf 8: procentualni ¢etnost vysledkd na ABBA u pacientd s CN v r. 2009
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V roce 2009 bylo histologicky vySetfeno 67 pacientl s diagnézou UK (diagnostické
kody — DK: K51.0 — K51.9) a z nich 35 imunofluorescencné vySetfeno na ABBA na
FUP. Tabulka a graf 9 zachycuji &etnosti vysledki vySetfeni na ABBA u téchto
pacientd. U 57,14% bylo vySetfeni negativni; u 20,00% je vySetfeni pozitivni se
semikvantitativnim hodnocenim +; u 5,71% pozitivni s hodnocenim ++ a u 17,14% na

+++.

VYHODNOCENI - DG UK (K51.0 — K51.9) (2009)

POCET PACIENTU S DG UK 100% 67
POCET PACIENTU S DG UK A IF ABBA 52,24% 35
ABBA - ABBA + ABBA ++ ABBA +++
20 7 2 6
57,14% 20,00% 5,71% 17,14%

Tabulka 9: ¢etnost vysledku na ABBA u pacientll s UK v r. 2009

DG Ulcerdzni kolitida r.2009

W ABBA - ABBA + ABBA ++ HEABBA +++

5,71%

20,00%

Graf 9: procentualni ¢etnost vysledkd na ABBA u pacientu s UK v r. 2009
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Vroce 2010 bylo 101 pacientd sdiagnézou CN histologicky vySetfeno
(diagnostické kédy — DK: K50.0 — K50.9) a 72 z nich bylo imunofluorescencné
vy$etfeno na FUP. Tabulka a graf 10 zachycuji etnosti vysledkd vy$etfeni na ABBA
u téchto pacientl. U 26,67% bylo vySetfeni negativni; u 11,67% je vySetfeni pozitivni
se semikvantitativnim hodnocenim +; u 8,33% pozitivni s hodnocenim ++ a u 53,33%

na +++.

VYHODNOCENI - DG CN (K50.0 — K50.9) (2010)
POCET PACIENTU S DG CN 100% 101
POCET PACIENTU S DG CN A IF ABBA 58,42% 59
ABBA - ABBA + ABBA ++ ABBA +++
16 7 5 32
26,67% 11,67% 8,33% 53,33%

Tabulka 10: ¢etnost vysledkd na ABBA u pacientli s CN v r. 2010

DG Crohnova nemoc r.2010

B ABBA - ABBA + B ABBA ++ B ABBA +++

11,67%

Graf 10: procentualni ¢etnost vysledkl na ABBA u pacientu s CN v r. 2010
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V roce 2010 bylo vySetieno 100 pacientl s diagn6zou UK (diagnostické kédy —
DK: K51.0 — K51.9), z nichz 55 bylo imunofluorescenéné vysetieno na FUP. Tabulka
a graf 11 zachycuji Cetnosti vysledku vySetfeni na ABBA u téchto pacientld. U 58,49%
bylo vySetfeni negativni; u 15,09% je vySetfeni pozitivnhi se semikvantitativnim

hodnocenim +; u 16,98% pozitivni s hodnocenim ++ a u 9,43% na +++.

VYHODNOCENI - DG UK (K51.0 — K51.9) (2010)
POCET PACIENTU S DG UK 100% 100
POCET PACIENTU S DG UK A IF ABBA 53% 53
ABBA - ABBA + ABBA ++ ABBA +++
31 8 9 5
58,49% 15,09% 16,98% 9,43%

Tabulka 11: ¢etnost vysledku na ABBA u pacientll s UK v r. 2010

DG Ulcerdzni kolitida r.2010

HABBA - ABBA + ABBA ++ HABBA +++

16,98%

15,09%

Graf 11: procentualni ¢etnost vysledkl na ABBA u pacientu s UK v r. 2010
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130 pacientt s diagnézou CN bylo vySetfeno v roce 2011 (diagnostické kédy —

DK: K50.0 — K50.9). Z nich 82 mé&lo imunofluorescenéni vysetieni na FUP. Tabulka a

graf 12 zachycuji Cetnosti vysledku vySetfeni na ABBA u téchto pacientu. U 36,11%

bylo vySetfeni negativni; u 15,28% je vySetfeni pozitivhi se semikvantitativnim

hodnocenim +; u 19,44% pozitivni s hodnocenim ++ a u 29,17% na +++.

VYHODNOCENI - DG CN (K50.0 — K50.9) (2011)

POCET PACIENTU S DG CN 100% 130
POCET PACIENTU S DG CN A IF ABBA 55,38% 72
ABBA - ABBA + ABBA ++ ABBA +++
26 11 14 21
36,17% 15,28% 19,44% 29,17%

Tabulka 12: ¢etnost vysledkd na ABBA u pacientd s CN v r. 2011

DG Crohnova nemoc r.2011

W ABBA -

ABBA +

 ABBA ++

15,28%

M ABBA +++

Graf 12: procentualni ¢etnost vysledkd na ABBA u pacienti s CN v r. 2011
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Vroce 2010 bylo provedeno histologické vySetfeni endobiopsie u 86 pacientl
s diagnézou UK (diagnostické kody — DK: K51.0 — K51.9). Znich 43 bylo i
imunofluorescencné vySetifeno. Tabulka a graf 13 zachycuji Cetnosti vysledku
vySetieni na ABBA u téchto pacientl. U 66,67% bylo vySetfeni negativni; u 10,26%
je vysSetfeni pozitivni se semikvantitativnim hodnocenim +; u 17,95% pozitivni

s hodnocenim ++ a u 5,13% na +++.

VYHODNOCENI - DG UK (K51.0 — K51.9) (2011)
POCET PACIENTU S DG UK 100% 86
POCET PACIENTU S DG UK A IF ABBA 45,35% 39
ABBA - ABBA + ABBA ++ ABBA +++
26 4 7 2
66,67% 10,26% 17,95% 5,13%

Tabulka 13: ¢etnost vysledkd na ABBA u pacientd s UK v r. 2011

DG Ulcerdzni kolitida r.2011

W ABBA - ABBA + ABBA ++ B ABBA +++
5,13%

17,95%

10,26%

Graf 13: procentualni ¢etnost vysledkd na ABBA u pacientl s UK v r. 2011
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Z vySe uvedeného muzeme tedy shrnout vysledky do tabulky 14 a grafu 13.

V letech 2009 az 2011 bylo na FUP imunofluorescenéné vySetfeno 183 pacientd

s endobiopsii a diagnézou CN. Z tohoto poctu bylo primérné 33,33% negativnich,

16,94% pozitivnich - semikvantitativné hodnoceno na +; 12,02% na ++ a 37,70% na

+++,
IF ABBA - ABBA + ABBA ++ ABBA +++
ABBA pocet % pocet % pocet % pocet %
2009 51 19 33,93 13 23,21 3 5,36 16 28,57
2010 60 16 21,92 7 9,59 5 6,85 32 43,84
2011 72 26 31,71 11 13,41 14 17,07 21 25,61
CELKEM 183 61 33,33 31 16,94 22 12,02 69 37,7

Tabulka 14: Srovnani pacient(

v letech 2009-2011

DG Crohnova nemoc r.2009 - 2011

W ABBA -

ABBA +

W ABBA ++

M ABBA +++

s diagnézami CN (K50.0 — K50.9) s vysledky IF

Graf 14: srovnani procentualniho zastoupeni vysledku testu ( - negativni, +/++/+++

semikvantitativni hodnoceni pozitivity) na ABBA u pacientl s CN v letech 2009 —

2011
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Stejné tak i pro UK muzeme tedy shrnout vysledky do tabulky 15 a grafu 14.

V letech 2009 az 2011 bylo na FUP imunofluorescenéné vysetfeno 127 pacient(

s endobiopsii a diagnézou UK. Z tohoto poctu bylo primérné 60,63% negativnich,

14,96% pozitivnich - semikvantitativné hodnoceno na +; 14,17% na ++ a 10,24% na

+++,
IF ABBA - ABBA + ABBA ++ ABBA +++
ABBA pocet % pocet % pocet % pocet %
2009 35 20 54,05 7 18,92 2 5,41 6 16,22
2010 53 31 56,36 14,55 9 16,36 5 9,09
2011 39 26 60,47 9,30 7 16,28 2 4,65
CEL. 127 77 60,63 19 14,96 18 14,17 13 10,24

Tabulka 15: Srovnani pacientl s diagn6zami UK (K51.0 — K51.9) s vysledky IF

v letech 2009-2011

DG Ulcerdzni kolitida r.2009 - 2011

ABBA ++

W ABBA - ABBA + W ABBA +++

14,17%

14,96%

Graf 15: srovnani procentualniho zastoupeni vysledku testu ( - negativni, +/++/+++

semikvantitativni hodnoceni pozitivity) na ABBA u pacientd s UK v letech 2009 —

2011
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Jako i u prvniho pohledu, i zde musime vySe uvedené vysledky korigovat tak,
abychom je mohli pouZzit pro cely zakladni soubor. PFi pouziti hladiny spolehlivosti
95% jsem urcila intervaly pro jednotliva zastoupeni vysledku testi ABBA u pacientl
s CN a UK. Tabulka ukazuje vedle rozliSeni diagndzy celkovy pocet vySetfenych
pacientl s touto diagndzou, relativni Cetnost (po vynasobeni 100x zobrazuje
procentualni zastoupeni jednotlivych sledovanych jevad), levou a pravou mez (uréuji
interval, ve kterém se nachazi 95% vysledkl ze zakladniho souboru) a horni a dolni
odchylku (je zde pouze jako pomocna hodnota pro zobrazeni chybovych usecek

zobrazenych v grafech 15 a 16). Pro pfehlednost zde byla vypusténa skupina

nevysSetifenych pacientu.

Stupen pozitivity ABBA vSechny
- + ++ +++ pozitivni
CN 183
pocet vySetieni dle vysledku 61 31 22 69 122
relativni ¢etnost 0,3333333|0,169399 | 0,1202186 | 0,377049 | 0,666666667
leva mez 0,2655151 | 0,118095 | 0,0768956 | 0,306615 | 0,593347413
prava mez 0,4066526 | 0,231747 | 0,1763401 | 0,451536 | 0,73448495
horni odchylka 0,0733193 | 0,062348 | 0,0561215 | 0,074487 | 0,067818283
dolni odchylka 0,0678183 | 0,051304 | 0,043323 |0,070434 | 0,073319254
UK 127
pocet vySetieni dle vysledku 77 19 18 13 50
relativni Cetnost 0,6062992 | 0,149606 | 0,1417323|0,102362 | 0,393700787
leva mez 0,5157262 | 0,092541 | 0,086215 | 0,055639 | 0,308203454
prava mez 0,6917965 | 0,22373 |0,2147197 |0,168681 | 0,484273751
horni odchylka 0,0854973 | 0,074124 | 0,0729875 | 0,066319 | 0,090572964
dolni odchylka 0,090573 | 0,057065 | 0,0555173 |0,046723 | 0,085497334

Tabulka 16: Vysledky testd na ABBA ( - negativni, +/++/+++ semikvantitativni

hodnoceni pozitivnich vysledkd) u CN a UK v letech 2009-2011
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Vysledky IF na ABBA u CN/UK (2009-2011)

0,8
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0,4 ECN

UK
0,3

0,2

0,1

+ ++ +++

Graf 16: Pfehledné hodnoceni jednotlivych zastoupeni vysledkd testu na ABBA u pacientd s CN (modfe) a UK (zelené) v letech

2009 az 2011 ( - negativni, +/++/+++ semikvantitativni hodnoceni pozitivnich vysledku)
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Vysledky testli na ABBA u CN/UK (2009-2011)

0,8
0,7
0,6
0,5

0,4 B CN

m UK
0,3

0,2

0,1

vsechny pozitivni

Graf 17: Pfehledné hodnoceni jednotlivych zastoupeni vysledkl testu na ABBA u pacientl s CN (modfe) a UK (zelené) v letech
2009 az 2011 ( - negativni, vSechny pozitivni vysledky bez ohledu na semikvantitativni hodnoceni)
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7.Diskuze

Z prvniho vybérového souboru z 2 252 ABBA vySetfenych pacientd s pozitivnim
vysledkem v letech 2009 az 2011 mélo pouze 396 provedenu endobiopsii. U téchto
pacientl jsme sledovali vysledky jejich histologického vySetfeni a zafazovali do
skupin. Hlavnimi sledovanymi diagnostickymi skupinami byli Crohnova nemoc a

ulcerézni kolitida.

Z vySe uvedenych tabulek a grafu vyplyva, ze na ABBA vySetfeny pacient
s pozitivnim vysledkem ma 72,47% pravdépodobnost, Ze trpi jinym onemocnénim
nez je CN nebo UK ¢i je zdravy. O diagnéze CN bychom mohli uvazovat s 17,92%, o
UK s 9,08% a o IBD s 0,50% pravdépodobnosti.

Pravé ona pocetna skupina 72,5% ABBA pozitivnich pacientl, u kterych nebylo
idiopatické stfevni onemocnéni morfologicky prokazano, se ukazuje byti problémem.
MuUzeme pouze polemizovat o tom, z jakého duvodu je procento ABBA pozitivnich
pacientl, u kterych nebyla zjiSténa ani jedna z hledanych jednotek idiopatického
stfevniho zanétu, tak vysoké. Vyvstava zde otazka, zda je vySetieni ABBA k priukazu
idiopatického stfevniho zanétu dostatecné specifické, nebo zda je natolik specifické a

citlivé, Zze vychytava i pacienty, kterym se onemocnéni jesté morfologicky neprojevilo.

V uvahu pfipada mozna nedostatecna specifita IF vySetfeni na pfitomnost ABBA

vrwse

které se vyskytuje ABBA a jejiz Cetnost je dostateCné vysoka.

Moznost, Ze se zde vyskytuje tak velké procento ,faleSné pozitivnich® pacientl
povazujeme za nepravdépodobné. Proto je vySetfovana negativni kontrola zaroven
s ostatnimi vzorky v kazdé sérii, ktera by méla zamezit chybnému vysledku.

Negativni kontrola musi vzdy vychazet negativné, jinak se vySetfeni musi opakovat.
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V idealnim pfipadé by se v této Cetné skupiné mohli nachazet pacienti, u kterych
se prozatim onemocnéni klinicky neprojevilo, a nenachazime tedy v jejich
endoskopickém vzorku histopatologické znamky idiopatického stfevniho zanétu, ale
ABBA jiz exprimuji. Méli bychom proto ABBA pozitivni pacienty s negativnim
morfologickym nalezem na idiopaticky stfevni zanét dale imunofluorescencni
sledovat, zda u nich bude i do budoucna pfetrvavat pozitivita na ABBA. Pokud ano,
doporucili  bychom Klinikovi s odstupem ¢asu opakovat kolonoskopii a tim
monitorovat, zda se toto onemocnéni rozvine, i nikoliv. Tim bychom sice potvrdili
vysokou specificitu tohoto vySetfeni a pfinosnost pro diagnostiku, ale ovlivnéni klinik(

neni v nasi kompetenci.

Resenim tohoto problému by mohlo byt i blize specifikovat histologické diagnézy,
u kterych se vyskytuje pozitivita na ABBA. Jak jiz pan prof. MUDr. Nozi¢ka, CSc.
(1991) ve své praci naznadcil, timto velmi poetnym interferujicim onemocnénim by
mohlo byt onemocnéni jater, jehoz vyskyt jsme mohli taktéZ pozorovat, avsak tento

jev nebyl soucasti sledované problematiky a tudiz nebyl zaznamenavan.

Pokud by byl problém s vysokou cetnosti pozitivity ABBA u pacienti bez
morfologického obrazu idiopatického stfevniho zanétu vyfeSen, mohlo by se
uvazovat o vySetfeni na ABBA jako o jakémsi pomocném voditku pfi diagnostice a

rozliseni Crohnovy nemoci od ulcerézni kolitidy.

SouCasné jsme vdruhém vybérovém souboru sledovali  vysledky
imunofluorescencnich vysetfeni u pacientl, kterym byl proveden histopatologicky
rozbor endobiopsie zaslané k vySetfeni na FUP s klinickou diagnézou Crohnovy
nemoci nebo ulcerdzni kolitidy v letech 2009 az 2011. Z celkového souboru 346
pacientl s témito diagnézami bylo 310 vySetfeno na pfitomnost ABBA. AZ na jeden

pfipad se klinicka diagnéza shodovala s morfologickym nalezem.
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Pokud jiz tuSime, Ze se u pacienta vyskytuje jedno z idiopatickych stfevnich
onemocnéni a jeho test na ABBA vyjde pozitivni, miZeme predpokladat vyskyt CN
S 66,67% pravdépodobnosti a UK s 39,37% pravdépodobnosti. Tedy s vysSi
pravdépodobnosti trpi CN nez UK. Pokud v8ak jeho test vySel negativné, s vyssi
pravdépodobnosti trpi spiSe UK nez CN, jelikoz u CN je procento negativnich
vysledkd 33,33% a u UK 60,63%.

Timto nas prlzkum potvrzuje vysledky panu Skogha (1982) a Nozicky (1991), ze

se cca u 60% pacientld s Crohnovou chorobou vyskytuje ABBA protilatka.
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8.Zaver

Podafilo se nam zpracovat vysledky imunofluorescencnich vySetfeni na ABBA a
porovnat je s histologickym nalezem endobiopsie u jednotlivych pacientd vySetfenych

béhem let 2009 az 2011 ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.

Hlavnim cilem bylo prokazat souvislost mezi pfitomnosti ABBA v séru pacienta a
Crohnovou chorobou. BézZné se toto levné vySetfeni spolu s ostatnimi (biochemické
testy, RTG, ultrazvukem) pouZziva pouze k odliSeni idiopatického stfevniho zanétu od

téch s infekéni etiologii, ne k odliSeni Crohnovy choroby od ulcerdzni kolitidy.

Po shrnuti vSech vysledkli muzeme konstatovat, ze jsme prokazali urcitou
souvislost Crohnovy nemoci s pfitomnosti ABBA. 66,67% pacientl trpicich timto
onemocnénim ma v krvi pfitomnou ABBA. Pro srovnani je to 1,7x Castéji, nez u
pacientu trpicich ulcerézni kolitidou. Stejné jako Cetnost pozitivity ABBA u Crohnovy
choroby je i nezanedbatelné vyssi stupen pozitivity na tuto protilatku. Nejvyraznéjsi
rozdil sledujeme u nejvy$Siho stupné semikvantitativniho hodnoceni (+++), kde
takovy vysledek byl zjistén u 37,71% pacientd s Crohnovou nemoci a u 10,24%

s ulcerézni kolitidou.
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9. Zkratky:

Ab — antibody (protilatka)

ABBA — anti brush border antibody (protilatka proti karta¢ovému lemu resopéniho
epitelu ledvin)

ACCA — anti-chitobiosid

Ag — antigen

ALCA - anti-laminaribiosid

AMCA — anti-mannobiosid

ANA — anti nuclear antibody (protilatka proti nuklearnimu antigenu)

ANCA / pANCA - anti neuthrophil cytoplasmatic antibody (protilatka proti
cytoplasmé neutrofil)

ANF — anti nuclear factor (protilatka proti nuklearnimu faktoru)

Anti-C — anti-chitin

Anti-L — anit-laminarin

ASCA — anti-Saccharomyces cerevisce antibody

ASMA — anti smooth muscle antibody (protilatka proti hladkému svalu)

BCR - B lymphocyte receptor (receptor B lymfocytu)

CD - povrchové znaky bunék (Ciselné oznaceni znaci typ)

CL / Cu1-4 — konstatni ast lehkého/téZzkého fetézce imunoglobulinu

CN — Crohnova nemoc

CRF 2 — corticotropin releasing factor 2 (kortikotropin stimulujici faktor 2)

CRP — C reaktivni protein

DFA — dirrect fluorescent antibody (pfima imunofluorescence)

FCM - flow cytometry (prutokova cytometrie)

FIA — fluoro immuno assay (imunofluorescence)

FISH — fluorescent in situ hibridization

FITC — fluorescein isothiokyanat (fluorescencni barvivo)

FNHK — fakultni nemocnice Hradec Kralové

FUP — Fingerland(iv Gstav patologie

GFP — green fluorescence protein (fluorescencéni barvivo)

H fetézec — tézky fetézec

IBD — idiopathic bowel disease (nespecificky idiopaticky stfevni zanét)
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IF — imunofluorescence

IFA — indirrect fluorescent antibody (nepfima fluorescence)
IgA/G/D/E/M — imunoglobulin (protilatka) A/G/D/E/M

IL — interleukin

INF — interferon

L fetézec — lehky fetézec

LTD4 — chemotakticky faktor

NIS — nemocnicni informacni systém

NK buriky — natural killers (pfirozené cytotoxické burky)

PAE — peripheral antigen expressing cell

PAF — chemotakticky faktor

PBS — fosfatovy pufs s chloridem sodnym

RTG — radioisotope thermoelectric generator (rentgenové vysetreni)
SLE - systémovy lupus erythematosus

Tc lymfocyt — T cytotoxicky lymfocyt

TCR — T lymphocyte receptor (receptor T lymfocytu)

Thunz lymfocyt — T helper 1/2 lymphocyt (pomocny T lymfocyt)
TNF — tumor necrosis factor

UK — ulcerdzni kolitida

Vy/ V — variabilni ¢ast lehkého/téZkého Fetézce imunoglobulinu
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10.
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11.

Prilohy:

Prvni vybérovy soubor - Srovnani IF vySetreni s bioptickym nalezem

LEGENDA:
IFC Imunofluorescenéni &islo vysetfeni
ABBA  Stupeni pozitivity na ABBA (+/++/+++)
DGK  Diagnosticky kéd (K500-509 CN, K510-519 UK)
BC Bioptické ¢&islo
CN Morfologicky potvrzena Crohrova nemoc
UK Morfologicky potvrzena ulcerdzni kolitida
IBD Morfologicky - nespecifikovany idiopaticky zanét (idiopatic bowel disease)
SCN Suspektni nalez pro Crohnovu nemoc
SUK Suspektni nalez pro ulcerdzni kolitidu
Nespecificky zanét / morfologicky potvrzena jina nemoc (napft.: celiakie) / norm.
NN ndlez
C PoFadové &islo

R.NAR. Rok narozeni (19**, roky po 2000 jsou celé)

Rok 2009
C. | R.NAR. | DGK IFC | ABBA BC CN |SCN | UK |SUK | IBD | NN
1 53 K59.9 | 3529 | ++ 28140/09 o|lo|o|]O0|oO0]1
2 68 K51.0 | 3511 + 22479/07-5231/10 | 0 | O |O| 1 | O | O
3 62 K30 3510 + 1199/10 o|lo|o|]O0|oO0]1
4 46 K63.5 | 3409 + 5024/10 o|lo|o|]O0|oO0]1
5 86 K50.9 | 3386 | +++ 26933/09 o|l1]0|0]0]O
6 79 K51.9 | 3379 + 785/10 ojlo|1]0]0]0O
7 37 K30 3303 + | 21499/10-21961/11 | 0 | O |0 | O | O | 1
8 77 K50.9 | 3272 | +++ | 15815/07-2385/11 | 0 | O | O | O | O | 1
9 55 K59.0 | 3270 | +++ 1173/10 o|lo|o|]O0|O0]1
10 52 K51.9 | 3202 | +++ 2531/06 - 66/07 o|lojo|]O0}|oO0]1
11 72 K36 3199 | +++ 22799/09 o|lojo|]O0}|oO0]1
12 53 712.1 | 3175 | ++ 25046/09 o|lojo|]O0}|oO0]|1
13 72 C18.7 | 3135 + 22384/10 o|lojo|]O0}|oO0]1
14 91 K50.8 | 3111 | +++ | 24197/09-3983/10 | 1 | 0 | O | O | O | O
15 90 K52.3 | 3109 + 23081/12 ojlojo|O]|1]0
16 64 D12.6 | 3095 | ++ 16935/11 o|lo|o|]O0|oO0]|1
17 53 K35.9 | 3093 + 14302/06 o|lo|o|]O0|oO0]|1
18 87 K50.1 | 3073 | +++ | 5673/09-19650/09 | 1 | 0 | O | O | O | O
19 52 C20 3018 | ++ 977/08 o|lo|o|]O0|oO0]|1
20 67 K63.5 | 3011 | ++ 10921/09 ojlo|o|]O0}|oO0]1
21 61 K50.1 | 2982 | +++ | 3082/10-10363/12 | 0 | 0 | O | O | O | 1
22 59 K35.9 | 2952 | +++ 22854/06 o|lo|o|]o0o}|oO0]|1
23 65 B18.1 | 2930 + 12617/07 o|lo|o|]o0o}|oO0]|1
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24 56 J30.1 2917 ++ 6177/10 - 8688/10 0] 00| 0| 0|1
25 79 K30 2882 | +++ 5759/04 0] 00| 0| 0|1
26 78 K50.9 2865 | +++ 22528/09 170,00 ]0]|O0
27 74 K30 2863 + 1888/09-24870/09 | 0 | O [ O | O | O | 1
28 85 K51.2 2852 ++ 24480/09 0] 0]O0 1 0|0
29 73 K63.5 2818 + 24514/09 0] 00| 0| 0|1
30 53 K50.0 2811 | +++ | 21906/09-6053/11 | 0 | O | O | O | O | 1
31 2002 Z01.9 2787 ++ 1285/10 0] 00| 0| 0|1
32 67 K51.9 2651 | +++ | 5058/09-21391/09 110 |0| 0] 0O
33 35 K50.9 2621 | +++ 22225/09 0] 00| 0| 0|1
34 58 203.8 2618 | +++ 5043/04 0] 00| 0| 0|1
35 89 K30 2558 ++ 794/10 0] 00| 0| 0|1
36 79 R10.4 2556 22938/07 0] 00| 0| 0|1
37 69 K51.8 2551 16497/09 0] 0]O0 1 0|0
38 49 K58.0 2527 21678/07 0] 0|]0| 0| 0|1
39 48 K51.9 2498 ++ 19529/09 0] 0 11 0|00
40 91 R10.4 2491 + 22663/09 0] 0|]0| 0| 0|1
41 74 K50.9 2472 7039/11 0 1 /0| 00O
42 71 K30 2456 ++ 23336/08 0] 0|0 0| 0|1
43 42 K30 2440 + 1742/07 - 4262/10 0] 0|]0| 0| 0|1
44 80 K63.9 2366 ++ 16315/04 0/ 0|00 |O0]|1
45 52 K51.9 2359 + 16707/12 0|0 |0 1 0|0
46 33 K51.2 2333 ++ 2989/99 00|00 |O0]|1
47 90 K30 2325 | +++ 22338/09 0/ 0|00 |O0]|1
48 81 K90.0 2305 | +++ 1236/07 0/ 0|00 |O0]|1
49 50 K51.8 2293 | +++ 17738/09 0|0 |0 1 0|0
50 36 K30 2247 + 17881/09 00|00 |O0]|1
51 87 K30 2225 | +++ 18304/09 0 1]1]0]0]0]0
52 55 N30.1 | 2151 + 13432/03 0 110 0|00
53 71 K92.2 2125 ++ 17083/09 0 110 0|00
54 94 K50.8 2123 | +++ 17754/09 0 110 0|00
55 87 K50.9 1934 ++ 2777/11 0| 0|00 |O0]|1
56 81 K51.0 1918 + 13807/11 0|0 |0 1 0|0
57 44 K52.3 1896 ++ 26330/10 0| O 11000
58 67 M45.0 | 1887 ++ 14245/09 0| 0|00 |O0]|1
59 84 K51.0 1862 + 10233/06 0|0 |0 1 0|0
60 62 D12.5 1781 | +++ 25164/08 0| 0|00 |O0]|1
61 67 K30 1679 | +++ 9863/07 0| 0|00 |O0]|1
62 52 D12.3 1577 + 24603/10 0| 0|00 |O0]|1
63 38 D51.9 1543 | +++ 22367/09 0/ 0|0 0|O0]1
64 64 K51.9 1511 ++ 739/06 0] O 11000
65 70 K36 1387 4948/08 0|0 |00 |O0]|1
66 64 K52.3 1308 362/09 0| 0|0 O 110
67 54 K29.8 1248 ++ 22026/06 0| 0|00 |O0]1
68 78 K50.9 1224 ++ 24345/06 170 ]0| 0| 0|O
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69 55 K50.8 | 1220 + 6886/09 1/ 0(|0|0]O0]|O
70 65 R55 1094 | +++ 6972/09 olo|o|]o0|O0]1
71 75 K50.9 | 903 + 15683/01 olo|o|]o0|O0]1
72 43 D50.9 | 760 + 23672/06 olo|o|]o0|O0]1
73 91 K50.9 | 661 ++ 16106/10 olo|o|]o0|O0]1
74 85 K50.9 | 648 ++ 4286/09 1/0(|0|0]O0]|O
75 39 184.0 570 + 1222/07 olo|o|]oO0|O0]1
76 32 K50.0 | 564 ++ 13584/10 ol1]|0]0|0]O
77 74 0269 | 526 | +++ 12501/08 1/0(|0|0]O0]|O
78 56 K51.9 | 509 | +++ | 13003/07-3069/09 | 0 | O |1 | O | 0| O
79 89 K51.9 | 508 + 9387/09 oloj|o|1|0]0O
80 45 K50.9 | 401 | +++ 4868/09 ol1]|0]0|0]0O
81 89 K50.8 | 373 | +++ 25395/07 1/0(|0|0]O0]|O
82 55 R10.4 | 331 + 13363/11 olo|o|]O0|O0]1
83 82 K60.5 | 151 | +++ 682/09 ol1]|0]0|0]0O
84 82 K50.0 | 148 | +++ 782/09 o|l1]0]0|0]oO
85 83 K30 95 + 10097/09 olojo|1|0]0O
86 92 K50.8 19 +++ 16291/08 1/0(|0|0]O0]|O
86  CELKEM 10 (10 | 5| 9 | 2 |50
Rok 2010

C. |R.NAR.| DGK | IFC |ABBA BC CN [SCN | UK | SUK | IBD | NN

1 41 D50.0 | 2935 | +++ | 15552/08-14864/09 | 0 | 0 [ 0| O | O | 1

2 85 K50.0 | 2934 | +++ 30048/10 olo |0l 0|01

3 59 K50.9 | 2933 | +++ 30147/10 ol1/0]0/|O0]|O

4 41 K51.9 | 2928 | ++ 29511/10 olo|1]0/|0]|O

5 58 K50.9 | 2927 | +++ | 9873/10-5869/10 [ 0| O (0| O | O | 1

6 85 K50.0 | 2926 | ++ 30048/10 olo |0l 0|01

7 48 K51.2 | 2914 | + 28549/10 olo|1]0/|0]|O

8 88 K62.8 | 2909 | +++ 24226/08 olo |0l 0|01

9 91 K52.9 | 2906 | + 2936/11 olo |0l 0|01

10 50 K50.9 | 2893 | +++ 1459/11 olo |0l 0|01

11 75 K30 | 2852 | ++ |26125/10-21733/11| 0| 0 |0 | O | O | 1

12 28 K519 | 2846 | ++ 15671/11 olo|1]0/|0]|O

13 77 K50.9 | 2767 | + 2228/11-8645/12 | 1| 0 | 0| O | O | O

14 84 K30 | 2762 | ++ 28437/10 olo |0l 0|01

15 72 K59.9 | 2732 | ++ 4533/07 olo |0l 0|01

16 76 K52.3 | 2730 | +++ 26103/10 olo |0l 0|01

17 89 K51.9 | 2722 | +++ | 9387/09-20981/09 (0| 0 |0 | 1 |0 | O

18 77 K50.9 | 2712 | ++ | 15815/07-2385/11 [0 | O |0 | O | O | 1

19 44 K52.3 | 2682 | +++ 26330/10 olo|1]0/|0]|O

20 74 D12.7 | 2637 | +++ 2365/07 olo |0l 0|01

21 76 K51.9 | 2636 | +++ | 981/07-1788/07 (0| 1 |0| O |0 | O

22 62 K30 | 2634 | ++ 670/11 olo |0l 0|01

79




23 64 K50.9 | 2622 + 764/11 - 29404/11 170 |0| 0 00
24 72 K51.8 | 2594 | +++ | 27568/08-2809/10 | 0 | O | O | O 0|1
25 45 D12.6 | 2581 | ++ | 27492/08-27170/11 | 0| O | O | O 0|1
26 37 794.0 | 2568 | ++ 17833/12 0j]0|0| O 0] 1
27 86 K36 | 2560 | ++ 22186/10 0|0 |0 O 0|1
28 79 K50.9 | 2554 | ++ 29175/02 0|0 |0| O 0|1
29 91 K50.9 | 2551 | +++ | 27045/10-16044/11 | 0 | O | O | O 0|1
30 85 K50.0 | 2547 | +++ 28160/10 0|0 |0 O 01
31 91 K58.0 | 2546 | +++ 25394/07 0|0 |0| O 0|1
32 75 184.1 | 2544 | ++ 25938/10 0|0 |10 0] 0
33 91 K30 | 2539 + 24182/10 0|0 |0 O 0|1
34 76 K52.3 | 2730 | +++ 26103/10 0|0 |0 O 01
35 45 K29.6 | 2681 + 18049/09 0|0 |0 O 01
36 88 R10.3 | 2402 | +++ 21024/10 0|0 |0 O 01
37 41 K51.8 | 2429 | ++ 25445/10 0|0 |01 0] O
38 69 K63.5 | 2415 | +++ 29704/10 0j]0|0| O 0] 1
39 89 K63.5 | 2373 | ++ 30168/10 0|0 |0 O 0|1
40 55 K51.9 | 2372 | ++ 22446/11 0|0 |10 0|0
41 79 K50.9 | 2355 + 3813/05 0|0 |0 O 0|1
42 93 K50.0 | 2351 | +++ 25415/10 0|0 |0 O 0|1
43 77 K51.2 | 2350 | +++ 21219/10 0|0 |0] O 01
44 74 K52.9 | 2332 | ++ 24695/10 0|0 |0] O 01
45 36 D51.0 | 2323 | +++ 20728/09 0|0 |0] O 01
46 75 K30 | 2317 | ++ 9354/10 0|0 |0] O 01
47 64 K50.8 | 2315 | +++ 28730/10 0|1 ]0] 0 0|0
48 90 K90.0 | 2310 | ++ 15183/09 0| 10| 0 0|0
49 92 K90.0 | 2294 | +++ 14560/02 0| 00| O 01
50 52 D12.6 | 2284 | +++ | 19062/08-12376/12 | 0 | O | 0O | O 01
51 66 K50.9 | 2259 | +++ 22365/10 0| 10| 0 0|0
52 80 K52.2 | 2249 | +++ 12877/11 0| 00| O 01
53 78 K50.0 | 2212 | +++ | 22826/10-4078/11 | 1| 0 |0 | O 0|0
54 31 D50.0 | 2207 | ++ 19120/06 0| 01| 0 0|0
55 92 K90.0 | 2183 | ++ 2013/08 - 6595/12 0| 0 |0]| O 01
56 68 K57.3 | 2177 | +++ 20612/10 0| 0 |0]| O 01
57 57 D12.0 | 2169 | +++ 21509/10 0| 01| 0 0|0
58 85 R10.4 | 2165 + 25858/09-28969/10 | 0 | O | 0| O 01
59 73 K35.9 | 2138 | ++ 6240/05 0| 0 |0]| O 01
60 92 K50.9 | 2116 | +++ 21215/10 0| 10| 0 0|0
61 71 K90.0 | 2105 + 23441/10 0| 0 |0]| O 0|1
62 75 K52.9 | 2104 | +++ | 19505/10-4090/11 | 0| O |0 | O 01
63 83 K50.9 | 2090 | +++ | 21726/10-26005/11 | 0| 1 |0 | O 0|0
64 49 K50.9 | 2078 | +++ 20609/10 0| 10| 0 0|0
65 29 K29.4 | 2057 + 5627/07 0| 0 |0]| O 0|1
66 90 R10.4 | 2010 | +++ | 20351/10-23048/10| 0 | O | O | O 0|1
67 81 K30 | 2009 | ++ 16021/07 0| 0 |0]| O 0|1
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68 50 D12.8 | 2001 | ++ | 18637/09-26007/11 | 0| O | O | O 0|1
69 40 D64.9 | 1978 + 19299/10 0|0 |0 O 01
70 68 D12.4 | 1931 | ++ 10409/10 0|0 |0 O 01
71 46 K63.5 | 1917 | +++ 28873/10 0j]0|0| O 01
72 91 K50.9 | 1889 | +++ 19001/10 10 |0| 0 0] 0
73 46 K29.9 | 1884 | ++ 25369/07 0|0 |0| O 0|1
74 62 K50.9 | 1858 | +++ | 18313/10-28622/10 | 0 | O | O | O 0|1
75 76 K50.9 | 1827 + 17974/10 0|1 (0| O 0] 0
76 84 K51.9 | 1822 | +++ 17861/10 0|0 |10 0] 0
77 85 R10.3 | 1798 | +++ 20863/10 0|0 |0 O 0|1
78 56 K35.9 | 1767 | +++ 6879/01 0|0 |0 O 0|1
79 42 K29.9 | 1731 | +++ 16867/10 0|0 |0 O 0|1
80 89 K50.9 | 1679 + 9356/10 0|1 (0| O 0] 0
81 91 K52.8 | 1648 | +++ 13988/10 0|1 (0| O 0] 0
82 74 K50.9 | 1625 + 16788/10 0|0 |0 O 0|1
83 60 K30 | 1614 | ++ 14960/10 0|1 (0| O 0] 0
84 69 K55.0 | 1679 + 10022/00 0|0 |0 O 01
85 76 K29.6 | 1582 | ++ | 19713/10-12879/10 | 0| O | O | O 0|1
86 47 K51.0 | 1581 | +++ | 14821/10-19975/10 | 0 | O | 1| O 0|0
87 29 K51.0 | 1561 | +++ 29113/00 0|0 |0 O 01
88 66 K29.6 | 1540 | +++ 7596/04 0|0 |0] O 01
89 88 K52.8 | 1530 | +++ | 18437/10-13054/10 | 0 | O | O | O 01
90 80 K59.9 | 1461 | ++ 17670/10 0|0 |0] O 01
91 50 K63.5 | 1453 + 10143/09 0|0 |0] O 01
92 87 K51.2 | 1442 | +++ 17077/06 0|0 |0] O 01
93 87 K30 | 1371 | +++ 13696/10 0| 00| O 01
94 92 K50.0 | 1370 | ++ 3225/10 0| 00| O 01
95 37 K30 | 1361 | +++ | 21499/10-16433/09 | 0 | O | O | O 01
96 85 K50.0 | 1319 | ++ 12234/11 0| 10| 0 0|0
97 49 125.2 | 1293 | +++ 24360/11 0| 00| O 01
98 33 K29.9 | 1292 | ++ 11370/06 0| 0 |0]| O 01
99 59 K30 | 1243 | +++ | 11741/10-11895/10 | 0 | O | O | O 01
100 90 K36 | 1217 | ++ 18269/03 0| 0 |0]| O 01
101 77 D50.9 | 1214 | +++ 16665/10 0| 0 |0]| O 01
102 87 K30 | 1187 | ++ 24218/09 0| 0 |0]| O 01
103 50 K30 | 1175 | +++ 21784/07 0| 0 |0]| O 01
104 81 K30 | 1152 | +++ 1253/08 0| 0 |0]| O 01
105 41 K92.2 | 1148 | ++ 27963/09 0| 0 |0]| O 0|1
106 61 K30 | 1145 | +++ 7184/00 0| 0 |0]| O 0|1
107 61 K30 | 1144 + 10687/10 0|0 |0]O0 01
108 85 K50.8 | 1143 | ++ 7935/99 0| 0 |0]| O 0|1
109 83 K50.9 | 1133 | ++ 2770/08 0| 0 |0]| O 0|1
110 65 K50.9 | 1108 | +++ | 11070/10-17520/10 | 0 | 1 |0 | O 0|0
111 83 K30 | 1061 + 22097/09 0| 0 |0]| O 0|1
112 44 D50.9 | 1045 | +++ 12080/12 0| 0 |0]| O 0|1
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113 81 K50.0 | 992 | +++ 9355/ 0|1 (0| O 00
114 22 D12.6 | 940 + 28777/04 0|0 |0 O 01
115 91 K51.9 | 924 ++ 24899/04 0|0 |0 O 0|1
116 88 K30 923 ++ 9376/10 0j]0|0| O 01
117 57 K92.2 | 868 + 19105/10 0|0 |0 O 01
118 90 K90.0 | 864 + 15183/09 0|1 (0| O 0] 0
119 65 K52.3 | 847 + 8298/10 0|0 |0| O 0|1
120 33 K30 827 + 8249/04 0|0 |0 O 0|1
121 77 K70.1 | 743 + 6879/10 0|0 |0| O 0|1
122 84 181 715 ++ 16368/06 0|0 |0 O 01
123 35 K579 | 696 | +++ 24675/09 0|0 |0 O 01
124 42 K63.5 | 688 ++ 13982/09 0|0 |0 O 01
125 72 D50.0 | 677 | +++ 13983/10 0|0 |0 O 0|1
126 78 K76.9 | 647 | +++ 4249/10 0|0 |0 O 01
127 75 K30 643 ++ 9354/10 0|0 |0 O 0|1
128 90 K51.9 | 617 | +++ | 5457/10-13986/10 | 0| O | 0O | O 0] 1
129 42 D129 | 603 + 23320/06 0|0 |0 O 01
130 74 K50.9 | 580 | +++ 5073/10 0|1 (0| O 0|0
131 76 K50.9 | 577 | +++ 11959/11 0|1 (0| O 0|0
132 38 K63.1 | 576 | +++ 2184/10 0|0 |0 O 01
133 73 K50.9 | 558 + 6241/07 - 6667/11 0|1 ]0] 0 0|0
134 84 K50.9 | 538 | +++ 3479/10 0|1 ]0] 0 0|0
135 75 086.8 | 524 | +++ 12706/00 0|0 |0] O 01
136 33 K51.2 | 522 | +++ 2989/99 0|0 |0] O 01
137 72 K60.1 | 518 | +++ 2743/10 0|1 ]0] 0 0|0
138 41 K26.9 | 517 | +++ 3320/10 0| 00| O 01
139 88 R09.8 | 510 | +++ 3938/10 0| 00| O 01
140 39 K62.9 | 508 | +++ 25983/08 0|0 |]0]O0 01
141 83 D12.5 | 485 ++ 4683/10 0| 00| O 01
142 68 K50.0 | 482 ++ | 13699/10-15443/12 | 1| 0 |0 | O 0|0
143 37 K30 448 | +++ 2120/11 0| 0 |0]| O 01
144 72 M35.2 | 442 + 4320/10 0| 0 |0]| O 01
145 84 R10.4 | 422 ++ 10556/10 0| 0 |0]| O 01
146 29 D50.9 | 358 ++ 4814/10 - 7762/10 0| 0 |0]| O 01
147 60 K51.9 | 314 + 6896/10 0| 0 |0]| O 01
148 90 K50.8 | 300 | +++ 13987/06 0| 0 |0]| O 01
149 62 D50.9 | 296 ++ 4812/10 0| 0 |0]| O 01
150 39 D51.9 | 230 | +++ 1117/11-1462/11 0| 0 |0]| O 0|1
151 42 C18.9 | 164 ++ 3879/03 0| 0 |0]| O 0|1
152 76 K36 48 ++ 4600/07 0|0 |0]O0 01
153 89 K50.9 15 +++ | 28134/09-23202/10 | 0 | 1 |0 | O 0|0
153 | CELKEM 522 10| 2 0 (114
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Rok 2011

€. | R.NAR.| DGK IFC | ABBA BC CN |SCN | UK | SUK | IBD | NN
1 70 K52.3 | 2544 | ++ 8073/11 olo|o|o0|o0]|1
2 64 K30 | 2508 | +++ 16841/11 ojo|o|o0|o0]|1
3 96 R10.4 | 2457 | + 6651/12 olo|o|o0|o0]|1
4 78 K51.2 | 2448 | + 18860/12 olo|o|o0|o0]|1
5 49 D12.6 | 2417 | +++ | 1330/11-209/12 |0 | O [0 | O | O | 1
6 92 K90.0 | 2371 | ++ 3979/08 olo|o|o0|o0]|1
7 85 K30 | 2364 | ++ 13469/12 olo|o|o0|o0]|1
8 81 K20 | 2380 24691/11 olo|1{0]0]|O
9 91 K52.3 | 2315 | + 25157/11 o|l1]0|l0]0]|oO
10 76 R10.4 | 2305 | ++ 3131/12 olo|o|o0|o0]|1
11 85 K36 | 2293 | +++ 15652/00 olo|o|o0|o0]|1
12 35 K30 | 2283 | + 10647/04 olo|o|o0|o0]|1
13 68 K36 | 2270 | ++ 2624/04 olo|o|o0|o0]|1
14 97 K35.9 | 2253 | + 23324/11 o|l1|0|0]0]|O
15 90 K50.9 | 2225 | +++ 1263/12 1/ 0|0|l0]|0]O
16 81 K50.9 | 2177 | +++ |13992/11-14994/11| 1| 0 |0 | O | O | O
17 92 R10.4 | 2087 | +++ 14571/08 olo|o|o0|o0]|1
18 75 K30 | 2067 | ++ 9354/10 olof(o0o|O0]|0]1
19 50 D37.5 | 2049 | +++ 17905/03 olof(o|O0]|0]1
20 67 K58.9 | 2041 | + 21204/09 olof(o|O0]|0]1
21 80 E78.2 | 1984 | +++ |23106/11-23206/11| 0| 0 |0 | O | O | 1
22 71 K30 | 1964 | +++ 12498/12 olof(o|O0]|0]1
23 44 E78.9 | 1939 | +++ 23484/09 olof(o|O0]|0]1
24 92 K30 | 1931 | + [21645/11-21966/11| 0| 0 [0 | O | O | 1
25 42 K63.5 | 1863 | +++ | 9357/10-13877/10 | 0| O |0 | O | O | 1
26 88 K30 | 1827 | +++ 21302/11 olo|o| 0|01
27 92 K90.0 | 1822 | +++ 14560/02 olof(o|O0]|O0]1
28 66 K57.3 | 1820 | ++ 25762/11 olof(o|O0]|O0]1
29 69 K50.8 | 1810 | +++ 18380/03 olof(o| 0|01
30 67 K56.6 | 1807 | +++ |18150/11-19016/11| 1| 0 |0 | O | O | O
31 63 K51.2 | 1783 | +++ 20215/11 olo|l1]0]|0]0O
32 89 K51.0 | 1741 | ++ 19458/11 olo|l1]0]|0]0O
33 67 K51.3 | 1724 | ++ | 11288/11-1903/12 | 0| O |1 | 0 | O | O
34 72 K30 | 1720 | +++ 13366/11 olof(o| 0|01
35 52 D50.0 | 1717 | +++ 6506/11 olofo|O0]|O0]1
36 91 K63.3 | 1715 | + [20846/11-22598/11| 0| 1 |0 | O | O | O
37 87 K30 | 1714 | + 20436/11 olofo|O0]|O0]1
38 57 K50.9 | 1676 | +++ 22647/00 olofo|O0]|0]1
39 92 K50.9 | 1665 | ++ 24146/11 1/ 0|0|l0|O0]|O
40 44 K29.9 | 1656 | +++ 18903/11 olofo|O0]|0]1
41 89 K50.9 | 1634 | +++ 18665/11 ol1|l0]0]|0]O
42 89 K51.5 | 1632 | ++ | 2940/12-9469/12 [0 | O |1 | 0 | O | O
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43 55 K63.9 | 1621 | ++ 27314/11 0|0 |0|] 0|01
44 32 K90.0 | 1615 | ++ |18441/11-20010/11|{ 0| O (O | O | O | 1
45 58 K51.9 | 1591 | +++ 17348/11 0|1 0] 0]0]O0
46 57 K29.1 | 1570 | ++ 8319/11 0)]0|]0] 0|01
47 39 K50.9 | 1568 | ++ 11412/11 110|0|] 0|0} O
48 47 K63.2 | 1561 | +++ 19445/09 0|0 |O0|] O |01
49 44 K63.5 | 1559 | +++ 11485/12 0|0 |0|] 0|01
50 75 K30 1539 | +++ 17801/11 0|0 |0|] 0|01
51 37 K30 1532 + 27568/03 0|0 |O0|] O |01
52 41 D64.9 | 1510 | +++ | 14864/09-3060/12 | O | O |O | O | O | 1
53 90 K35.9 | 1488 | +++ 11242/02 0|0 |O0|] O |01
54 90 K52.9 | 1487 | ++ [12971/11-18236/11|{ 0| O (0O | O | O | 1
55 93 K50.9 | 1474 | +++ 16564/11 0|1 0] 0]0]O0
56 49 K30 1444 | +++ 16173/12 0|0 |0 0|01
57 62 K29.4 | 1432 | +++ 19793/08 0|0 |0|] 0|01
58 92 K50.0 | 1427 | +++ 16227/11 0j]1 0] 0)]0]O0
59 54 A41.9 | 1426 | +++ 16710/11 0|0 |0|] 0|01
60 80 K63.5 | 1413 | +++ [21264/11-26430/11|{ 0| O (0| O | O | 1
61 95 K83.0 | 1384 | ++ 19391/08 0|0 |0|] 0|01
62 45 K52.9 | 1381 | ++ |12368/11-15774/11|{ 0| O (0| O | O | 1
63 91 K90.0 | 1368 | +++ 11633/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
64 80 K51.2 | 1351 + 12753/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
65 39 K52.3 | 1350 | +++ 13140/11 0|0 |0O|O0|O0]1
66 90 K52.3 | 1318 | ++ 11725/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
67 73 K52.3 | 1304 + 19013/11 0|10 0 |0]O0
68 57 K57.3 | 1262 | +++ 26731/04 0|0 |O0O|O0|O0]1
69 87 K30 1256 | ++ 16795/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
70 92 K90.0 | 1246 | ++ 14414/11 0|0 |]O0O|O0|O0]1
71 56 K52.3 | 1187 | ++ 1779/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
72 44 K51.9 | 1175 | ++ 12011/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
73 74 K50.8 | 1174 | ++ 10964/11 0|10 00| O
74 83 K30 1141 | +++ 5816/12 0|0 |O0O|O0|O0]1
75 53 D37.4 | 1126 | +++ 28710/10 0|0 |O0O|O0|O0]1
76 49 K35.9 | 1116 | +++ 25278/98 0|0 |O0O|O0|O0]1
77 76 K52.3 | 1115 | +++ |10874/11-17095/11| 0| O |0 | O | O | 1
78 60 184.9 | 1105 + 28987/10 0|0 |O0O|O0|O0]1
79 86 K50.9 | 1071 | ++ 12211/11 0|10 00| O
80 87 K30 1059 | ++ 17199/12 0|0 |O0O|O0|O0]1
81 68 K51.9 | 1048 | +++ 10504/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
82 75 K30 1017 | ++ 16863/11 0| 0|]O0O|O0|O0]1
83 80 K30 1014 | +++ 11226/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
84 78 K63.9 | 1006 | ++ 13522/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
85 50 K29.9 961 ++ 27444/10 0|0 |O0O|O0|O0]1
86 86 K30 932 | +++ 13010/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
87 71 Z03.8 931 + 16278/04 0|0 |O0O|O0|O0]1
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88 89 D12.4 | 912 ++ 7677/11 0|0 |0|] 0|01
89 71 K59.0 897 ++ 13887/11 0|0 |0|] 0|01
90 55 N94.9 | 870 | +++ 2004/99 0|0 |0] 0|01
91 54 K29.1 869 ++ 8384/07 0)]0|]0] 0|01
92 30 K52.3 866 + 8343/11 0|0 |0|] 0|01
93 16 K30 856 ++ 4486/10 0|0 |O0|] O |01
94 77 K30 853 + 5249/11 0|0 |0|] 0|01
95 36 C18.0 841 ++ 11565/11 0|0 |0|] 0|01
96 62 K50.9 837 | +++ |18313/10-21622/10{ 0| O (0| O | O | 1
97 56 K59.0 829 | +++ 24674/08 0|0 |0|] 0|01
98 67 K30 828 + |10848/11-10847/11|{ 0| O |0 | O | O | 1
99 70 K52.3 825 | +++ 8366/11 0|0 |O0|] 0|01
100 27 K52.3 790 + 1859/11 0|0 |0|] 0|01
101 44 D12.6 759 ++ 15764/11 0|0 |0 0|01
102 90 K31.8 733 + 2772/11 0|0 |0|] 0|01
103 80 K52.9 724 8644/11 00 |]0] 0|01
104 54 D12.9 695 ++ 10761/11 0|0 |0|] 0|01
105 90 D50.0 690 + 16737/11 0|0 |0|] 0|01
106 48 D50.0 686 | +++ 16224/11 0|1 0] 0]0]O0
107 70 K51.3 674 + 5732/12 0j0j0]1]|]0]O0
108 72 K50.8 672 | +++ 635/10 1/0 0| 0]0|O0
109 72 K90.0 650 + 17093/10 0|0 |O0O|O0|O0]1
110 63 K21.0 646 + 8843/09 0|0 |0O|O0|O0]1
111 75 K51.9 632 | +++ 14743/04 0| 0|1, 0/ 0]O0
112 50 D37.5 629 | +++ 17905/03 0|0 |O0O|O0|O0]1
113 36 K57.3 614 | +++ 1350/07 0|0 |O0O|O0|O0]1
114 51 K63.5 606 | +++ 5608/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
115 32 K90.0 600 | +++ 20010/11 0|0 |]O0O|O0|O0]1
116 78 K50.1 549 | +++ | 5738/12-5331/11 |1 | 0 |0O| O | O | O
117 51 K29.9 545 | +++ 10369/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
118 69 K52.3 534 | +++ 7803/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
119 77 K50.9 509 ++ | 5738/11-20437/11 | 0| O |0 | O | O | 1
120 75 K36 500 17215/00 0|0 |O0O|O0|O0]1
121 65 E10.7 491 21971/12 0|0 |O0O|O0|O0]1
122 86 R10.4 490 ++ 6660/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
123 85 D69.6 | 484 | +++ 18049/12 0|0 |O0O|O0|O0]1
124 84 K30 472 + 22972/10 0|0 |O0O|O0|O0]1
125 70 K30 462 ++ 13619/04 0|0 |O0O|O0|O0]1
126 87 K50.8 461 | +++ 2567/09 1/0|0| 0|0 |O
127 54 K52.9 448 | +++ 14536/11 0| 0|]O0O|O0|O0]1
128 64 K51.3 439 | +++ 739/06 0| 0|10 )|0]|O0
129 61 E03.9 432 ++ 15986/10 0|0 |O0O|O0|O0]1
130 66 K51.0 413 4443/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
131 59 K30 386 7605/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
132 38 K52.9 356 11993/03 0|0 |O0O|O0|O0]1
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133 90 K50.9 349 | +++ 2895/11 0|1 0] 0]0]O0
134 59 B18.1 348 | +++ 7074/11 0|0 |0|] 0|01
135 91 K52.3 335 | +++ | 5752/11-10362/11 | O | O |O | O | O | 1
136 66 K63.5 332 ++ 25337/10 0)]0|]0] 0|01
137 40 K50.9 326 | +++ 2563/11 110|0|] 0|0} O
138 46 K52.3 303 | +++ 29618/10 0|0 |O0|] O |01
139 78 K50.1 291 ++ 5738/12 110|]0|] 0|0} O
140 71 K83.0 271 | +++ | 1793/11-3307/11 [0 | O |O| 1 | O | O
141 82 K52.3 268 | +++ 6169/11 0|0 |O0|] O |01
142 91 K36 248 ++ 10500/11 0|0 |0|] 0|01
143 39 D50.9 156 | +++ 2156/11 0|0 |O0|] O |01
144 91 K58.9 149 ++ 10867/11 0|0 |O0|] 0|01
145 59 E11.9 145 | +++ 6266/11 0|0 |0|] 0|01
146 45 K36 133 | +++ 2911/00 0|0 |0 0|01
147 46 K56.6 109 | +++ 2976/11 0|0 |0|] 0|01
148 41 K50.9 97 ++ 26983/11 1100 0|0 O
149 77 K30 96 ++ 2837/05 0|0 |0|] 0|01
150 56 K52.3 93 + 29881/10 0|0 |0|] 0|01
151 76 K50.0 89 ++ 192/11 0|0 |0|] 0|01
152 64 K60.3 69 ++4+ 815/11 1]0|0|] 0|0 O
153 64 K52.8 53 + 5754/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
154 70 K90.0 51 +++ 12760/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
155 77 K90.0 30 +++ 8753/12 0|0 |0O|O0|O0]1
156 86 K51.0 20 ++ 16061/12 o001 0]O0
157 76 K50.0 15 ++ 192/11 0|0 |O0O|O0|O0]1
157 | CELKEM 12112 |7 | 3 | 0 |123
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Druhy vybérovy soubor - Srovnani pacientd s DG CN (K50.0-K50.9) s
vysledky IF v letech 2009-2011

Legenda

(o poiadové éislo

R.NAR. Rok narozeni (19**, roky po 2000 jsou celé)

IF Imunofluorescenéni vysetieni (podstoupili - IF 1/ nepodstoupili - IF 0)

ABBA 0O Vysetieni ABBA nevySetieno

ABBA - Vysetfeni ABBA negativni

ABBA +/++/+++ Semikvantitativni hodnoceni pozitivity na ABBA (+/++/+++)

CN - Rok 2009
(of R.NAR. IF ABBA | ABBA | ABBA | ABBA ABBA

0 - + ++ +++

1 51 0 0 0 0 0 0
2 74 1 0 0 0 0 1
3 82 1 0 0 0 0 1
4 79 1 0 0 1 0 0
5 82 1 0 0 0 0 1
6 80 1 0 0 0 0 1
7 91 1 1 0 0 0 0
8 2005 1 1 0 0 0 0
9 63 1 0 1 0 0 0
10 92 0 0 0 0 0 0
11 92 0 0 0 0 0 0
12 87 1 0 0 1 0 0
13 79 1 0 0 1 0 0
14 72 1 0 1 0 0 0
15 53 0 0 0 0 0 0
16 80 1 0 0 0 1 0
17 76 1 0 0 1 0 0
18 92 1 0 1 0 0 0
19 79 1 0 1 0 0 0
20 87 1 0 0 0 0 1
21 83 1 0 0 0 0 1
22 63 0 0 0 0 0 0
23 55 1 0 0 1 0 0
24 80 1 0 0 0 0 1
25 67 0 0 0 0 0 0
26 91 1 1 0 0 0 0
27 56 0 0 0 0 0 0
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DG UK (K51.0 - 51.9) s vysledky
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Vs

bor - Srovnani pacien
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